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I 

IAP     Inhibitor of Apoptosis Proteins 
IC50     Half-maximal inhibitory concentration 
IGF     Insulin-like Growth Factor 
IGFR      Insulin-like Growth Factor Receptor 
IL6     Interleukine-6 
INCa     Institut National du Cancer 
IRE1α     Inositol Requiring Enzyme 1α 
 

K, L 

KCN     Cyanure de potassium 
KLF6     Krueppel-Like Factor 6 
LDH     Lactate Déshydrogénase 
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LH-RH    Luteinizing Hormone Releasing Hormone 
LKB1     Liver Kinase B1 
LPL     Lipoprotéine Lipase 
 

M 

MAPK     Mitogen-Activated Protein Kinases 
MCT1     Monocarboxylate Transporter 1 
MCU     Mitochondrial Calcium Uniporter 
MEC     Matrice Extracellulaire 
MEK     MAPK/ERK Kinase 
MFE     Mammosphere Forming Efficiency 
Mfn1, 2    Mitofusin 1, 2 
MOMP Perméabilisation de la Membrane Mitochondriale 

externe 
MMP     Métalloprotéases Matricielles 
MPC1, 2    Mitochondrial Pyruvate Carier 1, 2 
mTOR     mammalian Target Of Rapamycin 
mTOT     mitochondrial Target of Thiazolidinediones  
MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 

bromide 
 

N 

NAC     N-acétylcystéine 
NAD     Nicotinamide Adénine Dinucléotide 
NADP     Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate 
NF-κB     Nuclear Factor kappa B 
NK     Natural Killer 
NOX     NADPH oxidase 
NRF     Nuclear Respiratory Factor 
 

O 

O2     Dioxygène 
O2

•-     Anion superoxide 
OCR     Oxygen consumption rate 
OH     Radical hydroxyle 
ONOO-    Peroxynitrite 
Opa 1     Optic atrophy 1 
OPRT     Orotate Phosphoribosyltransférase 
 

P 

PARP     Poly (ADP-Ribose) Polymérase 
PBS     Phosphate Buffer Saline 
PD-1     Programmed cell Death protein 1 
PD-L1     Programmed cell Death Ligand 1 
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PDGF     Platelet-Derived Growth Factor 
PDH     Pyruvate Déshydrogénase 
PDK1     Pyruvate Déshydrogénase Kinase 1 
PERK Pancreatic Endoplasmic Reticulum Kinase-like 

endoplasmic reticulum kinase 
PGC1-α Peroxisome-proliferator-activated receptor γ                          

co-activator-1α 
PGZ Pioglitazone 
pHe pH extracellulaire 
pHi pH intracellulaire 
Pi     Phosphate inorganique 
PI3K  Phosphoinositide 3-Kinase 
PKM2     Pyruvate Kinase type M2 
POX     Proline Oxydase 
PPARγ     Peroxisome Proliferator-Activated Receptor-γ 
PPRE     Peroxysome Proliferator Response Element 
PSN     Piosuccinimide 
PTEN     Phosphatase and Tensin homolog    
PR      Récepteur de la Progestérone 
Pyk2     Protein Tyrosine Kinase 2 
 

R 

RE     Réticulum Endoplasmique 
RGZ     Rosiglitazone 
RPMI     Roswell Park Memorial Institute 
RR     Ribonucléotide Réductase 
RSN     Rosisuccinimide 
RXR     Retinoid X Receptor 
 

S 

SBR     Scarff-Bloom-Richardson 
SDS-PAGE Sodium Dodecyl Sulfate PolyAcrylamide Gel 

Electrophoresis 
SERD     Selective Estrogen Receptor Degradation 
SERM     Selective Estrogen Receptor Modulators 
Sirt1     Silent information regulator 1/sirtuin 1 
Smac     Second mitochondria-derived activator of caspase 
SOD     Superoxyde Dismutase 
Sp1      Stimulating protein 1 
STAT5    Signal Transducer and Activator of Transcription 5 
SVF     Serum de Veau Fœtal  
 

T 

TAM     Macrophages Associés à la Tumeur 
TEM     Transition Epithélio-Mésenchymateuse 
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TEP     Tomographie par Emission de Positons 
Tfam     Transcription Factor A Mitochondrial 
TGFβ     Transforming Growth Factor 
TGZ     Troglitazone 
TIM     Translocase of the Inner mitochondrial Membrane 
TK     Thymidine Kinase 
TMPD     N,N,N′,N′-tetramethyl-p-phenylenediamine 
TNF     Tumor Necrosis Factor 
TNFR     Tumor Necrosis Factor Receptor 
TNM      Tumor Nodes Metastasis 
TNT     Tris-HCl, NaCl, Tween 
TOM     Translocase of the Outer mitochondrial Membrane 
TP     Thymidine Phosphorylase 
TP53     Tumor Protein 53 
TRADD     TNFR1-Associated Death Domain 
TRAIL Tumor-necrosis-factor Related Apoptosis Inducing 

Ligand 
TRAIL-R Tumor-necrosis-factor Related Apoptosis Inducing 

Ligand Receptor 
TrCP     β-Transducin repeat-Containing Protein 
TS     Thymidylate Synthase 
TSN     Trosuccinimide 
TZD     Thiazolidinediones 
 

U 

UCP     Uncoupling Protein 
UGT1A1    UDP-Glucuronyltransférase 1A1 
UICC     Union Internationale Contre le Cancer 
UPR     Unfolded Protein Response 
 

V 
VDAC     Voltage-Dependent Anion Channel 
VEGF     Vascular Endothelial Growth Factor   
  

X 

XIAP     X-linked Inhibitor of Apoptosis Protein 
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Figure 1 : Anatomie du sein et structure alvéolaire. A. La glande mammaire est
composée d’alvéoles qui s’associent en lobules se regroupant eux-mêmes en lobes.
L’ensemble est drainé par des canaux convergeant vers le mamelon. B. Les alvéoles
contiennent une couche de cellules luminales alvéolaires et canalaires reposant sur une
couche de cellules myoépithéliales (adapté de INCa et Associate Degree Nursing
Physiology Review).
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I. LE CANCER DU SEIN 

1. Structure de la glande mammaire 

Le sein est un organe bilatéral situé sur la paroi thoracique antérieure chez l’Homme. Il présente 

une protubérance centrale, le mamelon, entourée d’un disque cutané pigmenté, l’aréole. Il abrite 

des glandes exocrines, les glandes mammaires qui ont pour principale fonction de produire et 

sécréter du lait afin de nourrir le nouveau-né (Inman et al., 2015). Les glandes mammaires se 

présentent sous la forme d’une grappe composée d’alvéoles (ou acini), unités de base sécrétrices 

de lait, drainés par des canaux alvéolaires. L’association de plusieurs alvéoles et de leurs canaux 

forme un lobule drainé par un canal lobulaire puis plusieurs lobules s’agencent en lobes (15 à 

20 chez la femme) eux-mêmes drainés par des canaux galactophores convergeant séparément 

jusqu’au mamelon afin d’acheminer le lait vers l’extérieur (Figure 1A). Le sein se développe 

tout au long de la vie de la femme : depuis le stade embryonnaire, lors de la puberté où 

apparaissent les principaux changements puis à l’âge adulte et durant la grossesse où il atteint 

son stade de maturité maximal puis subit l’involution, jusqu’à la ménopause. Ces processus se 

déroulent sous l’influence de nombreux facteurs de croissance et d’hormones telles que les 

hormones sexuelles (œstrogène et progestérone). 

La glande mammaire est organisée en deux compartiments : le compartiment mésenchymateux 

(ou stroma) entourant le compartiment épithélial. L’épithélium mammaire est constitué de deux 

types cellulaires formant une bicouche : une couche interne de cellules luminales et une couche 

externe de cellules myoépithéliales (cellules basales). Les cellules luminales peuvent être 

divisées en cellules luminales canalaires bordant la lumière des canaux et en cellules luminales 

alvéolaires bordant la lumière des alvéoles (Figure 1B). Ces dernières synthétisent et sécrètent 

le lait durant la période de lactation puis la contraction des cellules myoépithéliales permet 

l’éjection du lait (Javed and Lteif, 2013; Zhou et al., 2019). 

La membrane basale sépare l’épithélium mammaire du stroma sous-jacent. Le stroma est 

principalement constitué de tissu adipeux ainsi que de matrice extracellulaire (MEC), de 

cellules du système immunitaire, de vaisseaux sanguins et lymphatiques, de fibres nerveuses et 

de fibroblastes (Polyak and Kalluri, 2010; Javed and Lteif, 2013). Ces différents composants 

forment le microenvironnement de l’épithélium mammaire qui régule la fonction des cellules 

épithéliales mammaires notamment grâce à des interactions paracrines influençant in fine le 

développement et la fonction de la glande mammaire (Polyak and Kalluri, 2010; Javed and 

Lteif, 2013; Inman et al., 2015). 



Figure 2 : Modèle hypothétique de la hiérarchie de l’épithélium mammaire. Les
cellules souches mammaires peuvent subir une division symétrique, afin de maintenir
leur pool, ou asymétrique au cours de laquelle elles donnent naissance à un progéniteur
bipotent. Ce dernier donne naissance à un progéniteur luminal et à un progéniteur
myoépithélial. Le progéniteur luminal se différencie en progéniteur canalaire ou
alvéolaire qui se différencient ensuite respectivement en cellule luminale canalaire et
cellule luminale alvéolaire. Le progéniteur myoépithélial se différencie directement en
cellule myoépithéliale. MaSC, Mammary gland stem cells (d’après Yang et al., 2017).

A B

Figure 3 : Répartition des cancers les plus fréquents chez la femme dans le monde
en 2018. Les diagrammes représentent la distribution (%) des nouveaux cas de cancer
(A) et de décès (B) par type de cancer estimés chez la femme en 2018. L’aire de chaque
secteur est proportionnelle au nombre de nouveaux cas et de décès estimés (d’après de
Bray et al., 2018).
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L’épithélium mammaire est organisé de manière hiérarchique et sa description est nécessaire 

pour la compréhension de l’hétérogénéité tumorale et l’origine cellulaire des différents sous-

types moléculaires du cancer du sein (Visvader, 2009; Visvader and Stingl, 2014).  

Dans la glande mammaire, il existe une population de cellules nécessaires au bon 

développement de l’organe et au maintien de l’homéostasie du tissu, les cellules souches 

mammaires (CSMa). Ces cellules possèdent une capacité d’auto-renouvèlement et de 

différenciation à lignage multiple à l’origine de toutes les lignées composant l’épithélium 

mammaire (Liu et al., 2005; Visvader, 2009). Les CSMa sont dites multipotentes : une seule 

cellule souche épithéliale mammaire est capable de reconstituer un arbre mammaire entier 

(Shackleton et al., 2006; Stingl et al., 2006). Elles sont localisées dans un microenvironnement 

spécifique appelé « niche » qui joue un rôle crucial dans leur maintien, leur fonction et leur 

différenciation (Yang et al., 2017; Zhou et al., 2019). Les CSMa subissent soit une division 

symétrique au cours de laquelle une cellule souche donne deux cellules filles identiques à la 

cellule souche mère permettant l’expansion de la population de cellules souches, soit une 

division asymétrique donnant une cellule fille identique à la cellule souche mère (assurant le 

maintien du pool) et une cellule progénitrice (ou progéniteur) hautement proliférative (Figure 

2). Ces progéniteurs sont engagés dans une voie de différenciation : soit vers le lignage luminal 

produisant à terme les cellules luminales canalaires et alvéolaires soit vers le lignage 

myoépithélial (Liu et al., 2005).  

2. Épidémiologie et facteurs de risque 

2.1 Données épidémiologiques 

Tous sexes confondus, le cancer du sein est le deuxième cancer le plus couramment 

diagnostiqué dans le monde en 2018 juste après le cancer du poumon. Avec 2,1 millions de 

nouveaux cas estimés chez la femme, il représente 24,2% des nouveaux cas de cancers (Figure 

3A). Il est ainsi le cancer le plus fréquent loin devant le cancer du côlon-rectum et du poumon 

chez la femme. Il représente également la première cause de décès par cancer chez la femme 

avec 626 679 décès estimés en 2018 à travers le monde (Figure 3B) (Bray et al., 2018). Son 

taux d’incidence est plus élevé dans les pays développés (Amérique du Nord, Europe, Australie) 

alors que la mortalité touche davantage les pays moins développés. 

En France métropolitaine, d’après le rapport de l’INCa (Institut National du Cancer), le cancer 

du sein représente 31,8% de l’ensemble des cancers féminins soit 58 968 nouveaux cas estimés 

en 2017. Avec 11 833 décès estimés, il cause le plus grand nombre de décès par cancer chez la 



Figure 4 : Evolution des taux d’incidence et de mortalité du cancer du sein chez la
femme en France de 1980 à 2012. L’incidence du cancer du sein a augmenté jusqu’en
2005 puis a diminué jusqu’en 2012 (courbe verte). La mortalité est restée stable puis
tend à baisser depuis 2005 (courbe rouge) (d’après INCa, 2017).
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femme (INCa, 2017). Néanmoins, le cancer du sein reste un cancer de bon pronostic avec 85 et 

76% de survie nette après 5 ans et 10 ans respectivement pour les femmes diagnostiquées entre 

1989 et 2010 (Cowppli-Bony et al., 2016; INCa, 2017).  

L’incidence du cancer du sein a nettement augmenté entre 1980 et 2000 (Figure 4). Cependant 

une diminution du taux d’incidence standardisé de 1,5% par an est observée entre les années 

2005 et 2012. Cette baisse concerne principalement les femmes de 50 à 69 ans et peut être 

attribuée à la baisse de l’utilisation des traitements hormonaux lors de la ménopause (Bray et 

al., 2018). Quant à la mortalité, elle reste assez stable depuis 1980 avec une diminution de 1,5% 

par an du taux standardisé entre 2005 et 2012 (Figure 4). Le diagnostic plus précoce de ces 

cancers grâce au développement des dépistages organisés et individuels ainsi que l’amélioration 

de la prise en charge thérapeutique contribuent à la baisse de mortalité (Binder-Foucard et al., 

2013, Cowppli-Bony et al., 2016). 

2.2 Facteurs de risques 

Le cancer du sein est une pathologie multifactorielle qui présente des facteurs de risques 

internes et externes. 

Le principal facteur de risque interne est le sexe de l’individu. En effet, le cancer du sein chez 

l’homme est rare. Il représente moins de 1% de tous les cancers du sein. L’âge est également 

important, puisque près de 80% des cancers du sein sont diagnostiqués chez les femmes de plus 

de 50 ans (INCa, 2017). En plus du sexe et de l’âge, les antécédents individuels et familiaux 

sont également des facteurs de risque internes déterminants. Une femme ayant eu un cancer du 

sein présente un risque 3 à 4 fois plus élevé de développer une nouvelle tumeur dans l’autre 

sein par rapport à une femme sans antécédent. De plus, certaines lésions mammaires 

prolifératives comme l’hyperplasie atypique sont associées à une augmentation du risque de 

cancer du sein. Les femmes ayant été traitées par radiothérapie au niveau du thorax présentent 

un risque plus élevé de développer un cancer du sein de manière dépendante de l’âge et de la 

dose totale reçue. Au-delà des antécédents individuels, 20 à 30% des cancers mammaires 

surviennent chez des femmes ayant des antécédents de cancer au sein dans leur famille. Des 

études montrent que le risque de contracter un cancer du sein est presque deux fois plus élevé 

lorsqu’une parente de premier degré (mère, sœur ou fille) a développé ce type de maladie, 

notamment si celui-ci est diagnostiqué avant la ménopause. Il peut s’agir d’une mutation 

génétique transmise d’une génération à l’autre, on parle alors de cancer héréditaire. Cependant, 

ces cancers liés à une prédisposition génétique ne représentent que 5 à 10% des cancers du sein. 

Certains gènes de prédisposition au cancer du sein ont été mis en évidence, les plus courants 



A

B

C

Figure 5 : L’hétérogénéité cellulaire intratumorale : 3 modèles. Afin d’expliquer
l’hétérogénéité intratumorale, trois modèles ont été proposés. Le premier correspond au
modèle d’évolution clonale (A) selon lequel chaque cellule de l’épithélium mammaire
peut subir une mutation oncogénique à l’origine d’un clone tumoral. Les clones
tumoraux évoluent différemment en fonction des altérations génétiques ou
épigénétiques qu’ils accumulent. Le modèle de cellules souches cancéreuses (CSC) (B)
propose que l’hétérogénéité provient de la capacité des CSC, situées au sommet de la
hiérarchie, à donner des cellules cancéreuses à différents stades souche et de
différenciation. Le modèle plastique des CSC (C) est un modèle évolutif dans lequel les
cellules cancéreuses peuvent être converties en CSC ce qui implique que les cellules
cancéreuses peuvent constamment renouveler le pool de CSC (adapté de Marjanovic et
al., 2013).
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étant les gènes BRCA1 et BRCA2 (BReast Cancer 1 et 2) codant des protéines impliquées dans 

la réparation de l’ADN. Une mutation au niveau de ces deux gènes n’entraîne pas 

obligatoirement le développement d’un cancer du sein, néanmoins on estime qu’une femme 

porteuse d’une mutation au niveau du gène BRCA1 ou BRCA2 a 55 à 65% et 45%, 

respectivement, de risque de développer un cancer du sein au cours de sa vie. Bien que moins 

fréquentes, des mutations au niveau des gènes ATM, TP53, CHEK2 ou encore PTEN peuvent 

également conduire à un cancer du sein (INCa; Feng et al., 2018). 

Un autre paramètre pouvant également influencer le développement du cancer du sein est 

l’histoire hormonale d’une femme, c’est-à-dire l’exposition à des taux d’œstrogènes et de 

progestérone tout au long de sa vie. Il peut s’agir d’hormones endogènes pour lesquelles une 

longue exposition (pouvant être liée à l’apparition des premières menstruations avant l’âge de 

12 ans ou à une ménopause tardive survenant après 55 ans) entraîne une légère augmentation 

du risque de cancer du sein. Il peut aussi s’agir d’hormones exogènes liées à l’utilisation de 

contraceptifs oraux (et théoriquement les implants contraceptifs) ou de l’hormonothérapie 

substitutive qui sont associées à un risque augmenté de cancer du sein ; toutefois ce risque 

semble être réversible une fois le traitement arrêté (Feng et al., 2018).  

D’autres facteurs peuvent être associés à l’apparition de tumeurs mammaires comme la 

consommation d’alcool, le tabagisme, une alimentation déséquilibrée, une surcharge pondérale 

(notamment après la ménopause) ou le manque d’activité physique (INCa, 2017). Certains 

produits chimiques, comme le bisphénol A, en se comportant comme des perturbateurs 

endocriniens sont suspectés d’avoir un rôle dans le développement des cancers du sein (Brisken, 

2008).  

3. Hétérogénéité cellulaire intratumorale 

Les tumeurs mammaires comprennent des populations cellulaires hétérogènes. Pour expliquer 

cette hétérogénéité intratumorale, deux premiers modèles ont été proposés : le modèle 

stochastique ou d’évolution clonale et le modèle hiérarchique ou de cellules souches 

cancéreuses (CSC) (Figure 5).   

Selon le modèle d’évolution clonale, une cellule de l’épithélium sain appelée cellule d’origine 

subit une première mutation oncogénique générant une tumeur bénigne (Figure 5A). La 

transformation et la progression tumorale résultent de l’acquisition de mutations séquentielles 

à la base de plusieurs clones tumoraux génétiquement et phénotypiquement différents (Clevers, 

2011; Marjanovic et al., 2013). L’accumulation d’altérations génétiques ou de modifications 
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Caractéristiques Implication dans la 
carcinogenèse

Auto-renouvellement
Capacité d’initier une tumeur 
(tumorigénicité)
Prolifération anarchique

Capacité à se différencier Hétérogénéité intratumorale

Expression de l’activité télomérase
Prolifération lente
Dormance et durée de vie longue
Forte capacité de réparation de l’ADN

Risque d’accumuler des 
mutations
Résistance aux traitements

Activation des voies de signalisation 
anti-apoptotiques Résistance aux traitements

Capacité de survie sans adhérer à un 
substrat
Capacité de migration

Invasion et métastases

Résistance à l’hypoxie
Chimiorésistance
Radiorésistance
Récidive du cancer

Augmentation de l’activité de transport 
membranaire Chimiorésistance

Activation des voies de signalisation 
anti-oxydantes
Forte activité du système de piégeage 
des ERO

Radiorésistance
Chimiorésistance

Tableau 1: Caractéristiques des CSC et leur implication dans la carcinogenèse 
(d’après Dontu, 2003, Wicha et al., 2006, Ginestier et al., 2007 et Lee and Hall, 2016). 
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épigénétiques par certains clones leur donnent un avantage sur les autres clones dans la capacité 

de propagation des tumeurs ; ceci permet la sélection et l’expansion des clones les plus agressifs 

de façon indépendante, ce qui est à l’origine de l’hétérogénéité cellulaire (Clevers, 2011; 

Marjanovic et al., 2013; Shackleton, 2010). 

Le modèle de CSC implique une organisation hiérarchique des cellules au sein de la tumeur 

avec à l’apex de cette hiérarchie, les CSC (Figure 5B). Ces CSC partagent avec les cellules 

souches normales la capacité d’auto-renouvellement, régulée par les voies de signalisation Wnt, 

Notch et Hedgehog, et de différenciation (Dittmer, 2018). Cette petite population de CSC 

tumorigène (capacité de formation d’une tumeur) serait responsable de l’initiation et de la 

progression tumorale (Papaccio et al., 2017). Par division symétrique, elles donnent naissance 

à d’autres CSC tumorigènes et grâce à la division asymétrique elles génèrent des cellules 

différenciées, non tumorigènes et phénotypiquement différentes, les cellules cancéreuses. Ces 

cellules cancéreuses formant la majorité de la masse tumorale auraient perdu leur pouvoir 

tumorigène et contribueraient peu à la progression tumorale (Shackleton et al., 2009; 

Shackleton, 2010). Les CSC produisent donc plusieurs types de cellules cancéreuses à 

différents états souche et de différenciation, contribuant à l’hétérogénéité intratumorale 

(Charafe-Jauffret et al., 2008; Marjanovic et al., 2013; Carnero and Lleonart, 2016). Les CSC 

ont été identifiées dans des tumeurs solides pour la première fois en 2003. Al-Hajj et son équipe 

ont pu identifier et isoler une population de CSC, caractérisée par l’expression des marqueurs 

de surface CD44 et ESA (epithelial-specific antigen) et l’absence d’expression du marqueur de 

surface CD24 (CD44+/CD24-/ESA+) à partir de tumeurs mammaires. Un faible nombre de 

cellules CD44+/CD24-/ESA+ est capable de reformer une tumeur après une transplantation chez 

des souris immunodéprimées. Les tumeurs ainsi générées présentent la même hétérogénéité 

phénotypique que dans la tumeur initiale d’où proviennent les CSC, démontrant leur caractère 

tumorigène (Al-Hajj et al., 2003). Les propriétés des CSC et leur implication dans la 

carcinogenèse sont résumées dans le tableau 1.  

Toutefois, ces deux modèles ne sont pas mutuellement exclusifs puisque les CSC peuvent subir 

l’évolution clonale. Les CSC peuvent être la cible de mutations génétiques générant de 

nouvelles CSC et leurs progéniteurs différenciés renforçant l’hétérogénéité cellulaire 

intratumorale (Brooks et al., 2015). De plus au sein d’une tumeur, plusieurs populations de 

CSC phénotypiquement distinctes pourraient coexister. Certains travaux indiquent qu’il peut 

exister une population de CSC participant à la formation et à la progression tumorale ainsi 

qu’une population de CSC capable de dissémination pour former des métastases. Ces cellules 
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subissent la transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) à la suite d’altérations génétiques ou 

épigénétiques régulées par le microenvironnement tumoral (Brabletz et al., 2005; Dieter et al., 

2011; Brooks et al., 2015). Ainsi, Charafe-Jauffret et son équipe ont montré que des CSC 

mammaires exprimant l’aldéhyde déshydrogénase 1 (ALDH1+) injectées à des souris 

immunodéprimées induisent la formation de métastases (Charafe-Jauffret et al., 2009). De plus, 

pour la première fois en 2006, une équipe a mis en évidence la présence de CSC CD44+/CD24- 

dans la moelle osseuse de patientes atteintes d’un cancer du sein à un stade précoce (Balic et 

al., 2006). Malgré la capacité d’invasion des CSC mammaires CD44+/CD24-, ce phénotype ne 

serait pas suffisant pour résider et proliférer au niveau des sites métastatiques (Sheridan et al., 

2006).  

Plusieurs origines des CSC ont été proposées. Elles proviendraient probablement de la 

transformation de cellules souches normales due à la dérégulation des voies de signalisation 

impliquées dans l’auto-renouvellement ou de progéniteurs précoces acquérant la capacité 

d’auto-renouvellement, suite à des altérations génétiques ou épigénétiques (Dontu, 2003; Liu 

et al., 2005; Wicha et al., 2006; Papaccio et al., 2017). Par ailleurs, les cellules cancéreuses 

présenteraient un fort degré de plasticité cellulaire leur permettant de réacquérir un phénotype 

de CSC par dédifférenciation ou reprogrammation (Marjanovic et al., 2013; Carnero and 

Lleonart, 2016). Ce phénomène est à l’origine de l’établissement d’un troisième modèle 

d’hétérogénéité intra tumorale, le modèle de plasticité des CSC ou modèle plastique des CSC 

(Figure 5C). En plus des composantes intrinsèques (altérations génétiques et épigénétiques), 

des composantes extrinsèques aux cellules, comme certains facteurs du microenvironnement 

tumoral, peuvent contribuer à ce switch et bien au-delà interviennent dans l’hétérogénéité 

intratumorale et jouent un rôle déterminant dans la progression tumorale (Marjanovic et al., 

2013). Aussi, une étude a montré que des cellules épithéliales mammaires humaines 

transformées ou non peuvent se dédifférencier spontanément en cellules souches in vitro et in 

vivo sans manipulation génétique (Chaffer et al., 2011). Par ailleurs, des cellules cancéreuses 

subissant la TEM acquièrent des propriétés caractéristiques de CSC avec un phénotype 

CD44+/CD24- qui leur permet de s’adapter à l’environnement du site métastatique (Mani et al., 

2008; Morel et al., 2008). Ainsi, selon le contexte (microenvironnement ou mutation), les CSC 

sont à l’origine de métastases possédant un phénotype différent ou non de la tumeur primaire 

contenant des cellules plus ou moins différenciées (Marjanovic et al., 2013). 



Figure 6 : Les étapes du développement tumoral. La carcinogenèse mammaire
comprend les étapes d’initiation, de promotion et de progression. L’initiation se définit
par l’apparition d’altérations génétiques ou épigénétiques au sein d’une cellule. La
cellules se multiplie pour former un carcinome in situ, c’est l’étape de promotion. Lors
de la progression tumorale, les cellules acquièrent des propriétés invasives et
migratrices leur permettant de pénétrer dans le tissu conjonctif péritumoral et de migrer
au niveau d’organes distants, après passage dans la circulation sanguine, afin de former
des métastases (D’après Sever and Brugge, 2015).
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Cette plasticité cellulaire suggère que le pool de CSC peut s’étendre et être continuellement 

renouvelé. Elle est donc impliquée de façon majeure dans la progression tumorale, le 

développement de métastases et la récidive (Marjanovic et al., 2013).  

4. La carcinogenèse mammaire 

Le cancer provient d’altérations génétiques et épigénétiques permettant aux cellules d’échapper 

aux mécanismes contrôlant la prolifération, la survie et la migration. De manière générale, la 

carcinogénèse est un processus divisé en 3 étapes : l’initiation, la promotion et la progression 

(Figure 6). 

L’étape d’initiation se caractérise par l’apparition de mutations génétiques ou de modifications 

épigénétiques au sein de cellules de la glande mammaire. Ces mutations dites somatiques 

peuvent toucher de nombreux gènes. A partir de l’analyse du génome de tumeurs mammaires, 

93 gènes ont été identifiés comme pouvant porter des mutations « driver » (Nik-Zainal et al., 

2016). Ce type de mutation confère aux cellules initiées un avantage en terme de survie et de 

croissance et il est à l’origine de la croissance tumorale (Stratton et al., 2009; Witsch et al., 

2010; Sever and Brugge, 2015). Beaucoup de ces altérations génétiques provoquent une 

dérégulation des voies de signalisation impliquées notamment dans la prolifération, la survie, 

la différenciation et la mort cellulaire (Feng et al., 2018; Sever and Brugge, 2015). En effet, 

elles peuvent soit activer des proto-oncogènes (gain de fonction) comme ERBB2, MYC ou 

PIK3CA stimulant la croissance et la prolifération cellulaire, soit inactiver des gènes 

suppresseurs de tumeur (perte de fonction) tels que PTEN ou TP53 qui assurent normalement 

une prolifération et une survie cellulaire contrôlée (Sever and Brugge, 2015; Nik-Zainal et al., 

2016).  

Au sein des cellules germinales, certains gènes peuvent être la cible d’altérations génétiques 

prédisposant à un cancer du sein. Les gènes BRCA1 et BRCA2 sont parmi ceux les plus mutés 

et représentent la cause la plus fréquente des cancers mammaires dits héréditaires (Feng et al., 

2018).  

Une fois initiées, les cellules se multiplient localement pour former un carcinome in situ, c’est 

l’étape de promotion. La prolifération des cellules cancéreuses mammaires est stimulée par 

l’accumulation d’altérations génétiques ce qui engendre l’activation constitutive de voies de 

signalisation telles que les voies PI3K/AKT et Ras/MAPK impliquées dans la survie et la 

prolifération cellulaire (Sever and Brugge, 2015). La prolifération est également régulée par 

des facteurs de croissance comme l’EGF (epidermal growth factor) et l’IGF (insulin-like growth 
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factor) sécrétés de façon paracrine ou autocrine. Pour maintenir une prolifération chronique, les 

cellules cancéreuses peuvent sécréter du TGFβ (transforming growth factor ) et du PDGF 

(platelet-derived growth factor) qui vont activer les fibroblastes associés au cancer (CAF) situés 

dans le microenvironnement tumoral, fibroblastes qui en retour sécrètent notamment de l’EGF 

et de l’IGF (voie paracrine) (Sever and Brugge, 2015). Elles peuvent aussi sécréter elles-mêmes 

ces facteurs de croissance auxquels elles sont sensibles (voie autocrine) (Witsch et al., 2010; 

Hanahan and Weinberg, 2011). Les facteurs de croissance se fixent sur leur récepteur 

membranaire respectif EGFR (epidermal growth factor receptor) et IGFR (insulin-like growth 

factor receptor) activant les voies de signalisation PI3K/AKT et Ras/MAPK (Witsch et al., 

2010). La voie PI3K/AKT activée constitutivement, par des facteurs de croissance ou par 

l’amplification de HER2, régule de façon négative l’apoptose permettant aux cellules 

cancéreuses d’échapper à ce processus (Ghayad and Cohen, 2010). 

La progression tumorale se caractérise par une invasion locale suivie d’une dissémination des 

cellules cancéreuses dans d’autres tissus distants de la tumeur primaire pour former des tumeurs 

secondaires, les métastases. Ce processus comprend plusieurs étapes. Tout d’abord l’invasion 

locale grâce à la dégradation de la membrane basale par les cellules cancéreuses qui pénètrent 

alors dans le tissu conjonctif péritumoral. L’invasion nécessite que les cellules acquièrent des 

capacités invasives et migratrices, cette reprogrammation correspond à la TEM. La TEM 

consiste en une transdifférenciation des cellules épithéliales en cellules mésenchymateuses au 

cours de laquelle les cellules épithéliales subissent une perte de la polarité apico-basale, 

d’adhésion cellulaire (notamment par perte d’expression de la cadhérine E et gain de la 

cadhérine N) et un réarrangement du cytosquelette leur permettant de s’individualiser et 

d’acquérir des capacités de motilité et d’invasion caractéristiques des cellules 

mésenchymateuses (Witsch et al., 2010; Hanahan and Weinberg, 2011; Moyret-Lalle et al., 

2016). De plus, ces cellules sécrètent des métalloprotéases matricielles (MMP) permettant de 

cliver les constituants de la MEC. Certains facteurs de croissance tels que TGFβ, PDGF ou FGF 

(fibroblast growth factor) contrôlent le processus d’invasion (Witsch et al., 2010; Moyret-Lalle 

et al., 2016). S’ensuit la dissémination des cellules cancéreuses dans l’organisme, caractérisée 

premièrement par une étape d’intravasation lors de laquelle les cellules tumorales traversent la 

paroi des vaisseaux sanguins et lymphatiques afin de pénétrer dans la circulation puis par 

l’extravasation qui correspond à la sortie des cellules tumorales de la circulation. Cela permet 

aux cellules tumorales de coloniser un organe cible distant et de former des métastases (Sever 

and Brugge, 2015; Moyret-Lalle et al., 2016). Les cancers du sein présentent des sites de 
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dissémination spécifiques et forment préférentiellement des métastases au niveau des os, des 

poumons, du foie et du cerveau (Feng et al., 2018). La dissémination des cellules tumorales par 

le biais de la circulation sanguine est rendue possible grâce au phénomène d’angiogenèse défini 

par la formation de nouveaux vaisseaux sanguins à partir de vaisseaux existants. Cette 

vascularisation tumorale permet aux cellules de la tumeur, de maintenir un apport en nutriments 

et en oxygène ainsi que de conserver la capacité d’évacuer le CO2 et les déchets métaboliques 

(Hanahan and Weinberg, 2011). L’angiogenèse est notamment régulée par le facteur de 

transcription HIF-1α (hypoxia inducile factor-1α) et le facteur pro-angiogénique VEGF 

(vascular endothelial growth factor) (Moyret-Lalle et al., 2016). Le microenvironnement 

tumoral joue un rôle important dans la progression tumorale puisque les cellules composant ce 

microenvironnement comme les CAF et les macrophages associés à la tumeur (TAM) sécrètent 

des facteurs de croissance et cytokines nécessaires au processus d’invasion, d’angiogenèse et 

d’intravasation (Moyret-Lalle et al., 2016). De surcroît, les cellules cancéreuses sont 

caractérisées par la faculté à promouvoir l’inflammation et la capacité à échapper à la 

destruction par le système immunitaire (Hanahan and Weinberg, 2011). 

5. Classification des tumeurs mammaires 

Le cancer du sein est une pathologie complexe et hétérogène aux niveaux clinique, 

morphologique et moléculaire. Il est donc nécessaire de classer les cancers du sein afin de 

caractériser au mieux chaque tumeur et proposer aux patientes la thérapie la plus adaptée. Il 

existe plusieurs classifications. 

5.1 Classification histologique 

La plupart des cancers du sein se développent à partir de cellules épithéliales de la glande 

mammaire, ce sont des adénocarcinomes (95% des tumeurs mammaires). Les adénocarcinomes 

naissent plus fréquemment à partir des cellules des canaux (adénocarcinomes canalaires) et plus 

rarement à partir des cellules des lobules (adénocarcinomes lobulaires) (INCa). La classification 

histologique des tumeurs mammaires est basée sur la situation d’origine des cellules et 

l’invasivité des tumeurs, permettant de distinguer trois groupes : les carcinomes non invasifs 

ou in situ, les carcinomes invasifs ou infiltrants et les cancers du sein métastatiques. 

Les carcinomes non invasifs correspondent à une prolifération localisée des cellules 

cancéreuses à l’intérieur des canaux ou des lobules sans franchissement de la membrane basale 

ni infiltration du tissu avoisinant. Les carcinomes canalaires in situ sont les plus fréquents, 
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représentant environ 90% des carcinomes in situ. Ce type de tumeur est de bon pronostic, 

toutefois, sans prise en charge thérapeutique, il peut évoluer vers une forme invasive.  

Les carcinomes invasifs sont caractérisés par le franchissement de la membrane basale et la 

diffusion des cellules cancéreuses dans le tissu environnant. Par la suite, elles peuvent se 

propager vers les ganglions lymphatiques, le plus souvent vers les ganglions axillaires, et 

d’autres organes du corps pour former des métastases. Le carcinome canalaire infiltrant est le 

plus fréquent des cancers du sein, il représente 80% de l’ensemble des tumeurs mammaires 

(INCa; Feng et al., 2018).  

Les cancers du sein métastatiques représentent le stade de cancer du sein le plus avancé où les 

cellules cancéreuses ont envahi d’autres organes distants de la tumeur primaire. Environ 30% 

des cancers mammaires diagnostiqués chez des femmes à un stade précoce évoluent vers une 

forme métastatique (Feng et al., 2018).  

5.2 Classification anatomopathologique 

Les examens de diagnostic ont pour objectif de déterminer l’étendue de la maladie et son 

agressivité, le pronostic et la stratégie thérapeutique à mettre en place. Pour cela, d’autres 

classifications sont utilisées. 

La classification TNM (Tumor Nodes Metastasis) de l'Union internationale contre le cancer 

(UICC) et de l'American Joint Committee on Cancer (AJCC) permet de définir l’étendue de la 

maladie de par l’évaluation de trois critères : la taille et l’infiltration de la tumeur (T), 

l’extension ganglionnaire ou non (N) et la présence ou non de métastases (M). Pour chaque 

critère, une valeur est attribuée en fonction de la gravité et la combinaison des valeurs permet 

d’obtenir un stade global allant de 0 pour les lésions précancéreuses ou cancer in situ à IV pour 

les cancers du sein les plus avancés. 

Le grade histopronostique de Scarff-Bloom-Richardson (SBR) ou de Elston et Ellis permet 

d’apprécier le degré d’agressivité des tumeurs reposant sur trois paramètres morphologiques : 

l’architecture des cellules cancéreuses, la forme du noyau et le nombre de cellules en division. 

A partir de ces paramètres les tumeurs mammaires sont classées selon trois grades : le grade I 

correspondant aux tumeurs les moins agressives, le grade III correspondant aux tumeurs les 

plus agressives, le grade II étant un grade intermédiaire (INCa).  

Bien que nécessaires, ces classifications ne permettent pas de prédire l’évolution du cancer du 

sein. Les caractéristiques moléculaires des tumeurs mammaires sont à prendre en compte afin 
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d’approfondir la classification et proposer une thérapie optimale ciblant de façon spécifique les 

tumeurs des patientes. 

5.3 Classification moléculaire 

L’émergence des techniques d’analyse génomique et transcriptomique a permis de mettre en 

évidence l’hétérogénéité moléculaire des cancers du sein et d’établir une classification 

moléculaire des tumeurs mammaires en fonction de leur profil d’expression génique. Pour la 

première fois en 2000, à partir de l’étude de l’expression de 8102 gènes chez 42 patientes, Perou 

et Sorlie proposent une classification moléculaire des tumeurs mammaires (Perou et al., 2000; 

Sorlie et al., 2001). Quelques années plus tard, cette première étude est complétée et les cancers 

du sein sont divisés en 5 sous-types moléculaires (Sørlie et al., 2003). Aujourd’hui, la 

classification s’est légèrement affinée pour aboutir à l’identification de 6 sous-types 

moléculaires de cancer du sein : luminal A, luminal B, HER2-enriched, basal-like, claudin-low 

et normal breast-like (Herschkowitz et al., 2007; Prat et al., 2010). Cette classification repose 

principalement sur l’expression de trois récepteurs : le récepteur des œstrogènes (ER), de la 

progestérone (PR) et le récepteur HER2. 

Les tumeurs appartenant au sous-type luminal A exprimant les récepteurs ER, PR mais pas le 

récepteur HER2 représentent environ 40% de l’ensemble des tumeurs mammaires. Elles 

expriment faiblement le marqueur nucléaire de prolifération Ki-67. Ce sont des tumeurs de bas 

grade caractérisées par une évolution lente et qui présentent le meilleur pronostic (Tang et al., 

2016; Feng et al., 2018; Fragomeni et al., 2018). 

Le sous type luminal B compte pour 20% des cancers du sein et comprend à la fois des tumeurs 

exprimant HER2 et des tumeurs ne l’exprimant pas. Comparé au sous-type luminal A, ce type 

de tumeurs présente un niveau important de Ki-67, évolue plus rapidement avec un pronostic 

moins favorable. 

Les tumeurs dites HER2-enriched sont caractérisées par une forte expression du gène HER2 et 

correspondent à environ 15% des cas de cancers du sein. Elles expriment également fortement 

certains gènes de prolifération leur permettant d’évoluer rapidement et sont des tumeurs 

agressives de mauvais pronostic.  

Les tumeurs mammaires des sous-types basal-like et claudin-low n’expriment ni les récepteurs 

des œstrogènes et de la progestérone ni le récepteur HER2 ; elles sont ainsi qualifiées de 

tumeurs triple-négatives. Ces tumeurs diagnostiquées dans 15 à 20% des cas sont les plus 

agressives avec un fort potentiel métastatique présentant ainsi un pronostic défavorable. Des 



Figure 7 : Sous-types des tumeurs mammaires et leur potentielle origine cellulaire.
Les tumeurs mammaires ont été classées selon leur profil d’expression de trois
récepteurs: le récepteur des œstrogènes (ER), de la progestérone (PR) et le récepteur
HER2. Ces différents sous-types de tumeurs mammaires expriment des marqueurs
moléculaires (luminaux, mésenchymateux ou basaux) similaires à certains types
cellulaires de la glande mammaire permettant d’établir un lien avec les cellules à
l’origine des tumeurs mammaires (adapté de Perou et al., 2010).
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mutations au niveau des gènes BRCA1/2 sont retrouvées chez environ 10% des patientes 

atteintes d’un cancer du sein triple-négatif (Bianchini et al., 2016; Garrido-Castro et al., 2019). 

Bien que la plupart des tumeurs des sous-types basal-like et claudin-low soient triple-négatives, 

il n’existe pas de parfaite concordance entre les tumeurs triple-négatives et les tumeurs basal-

like et claudin-low. Au-delà de cette définition immunohistochimique, les cancers du sein 

triple-négatifs forment une catégorie hétérogène de tumeurs tant au niveau morphologique, 

génétique que clinique (Eroles et al., 2012; Garrido-Castro et al., 2019). 

Plus rare, le sous type normal breast-like est moins bien caractérisé et exprimerait des gènes 

caractéristiques du tissu adipeux. Il présenterait un pronostic intermédiaire. Cependant la réelle 

existence de ce sous-type est remise en cause puisqu’il pourrait s’agir d’un artéfact provenant 

d’une contamination par du tissu mammaire sain (Eroles et al., 2012). 

Les différents sous-types de tumeurs mammaires présentent des similitudes au niveau de leur 

profil d’expression génique avec certains types cellulaires de la glande mammaire. Ces 

similitudes ont permis d’établir un lien avec les cellules à l’origine des cancers du sein (Figure 

7). Les tumeurs luminal A et B expriment les cytokératines CK8 et CK18, marqueurs de cellules 

luminales différenciées de l’épithélium mammaire sain (Eroles et al., 2012; Polyak, 2007). Au 

contraire, les tumeurs basal-like expriment des marqueurs de cellules basales comme les 

cytokératines CK5 et CK6. CK5 est également un marqueur des progéniteurs (Visvader, 2009). 

Les tumeurs HER2-enriched n’expriment pas de marqueurs liés au groupe basal-like et 

exprimeraient faiblement les marqueurs de cellules luminales (Eroles et al., 2012). En ce qui 

concerne les tumeurs claudin-low, elles expriment faiblement les gènes impliqués dans les 

jonctions serrées et les adhésions intercellulaires comme les claudines 3,4 et 7 ainsi que la 

cadhérine E (Herschkowitz et al., 2007). Elles expriment fortement certains marqueurs 

mésenchymateux comme la vimentine et la cadhérine N (Herschkowitz et al., 2007; Visvader, 

2009; Prat and Perou, 2011). De plus ces tumeurs présentent une faible expression de CD24 et 

une forte expression de CD44, caractéristiques d’un phénotype de cellules souches (Prat and 

Perou, 2011). 

Dans chaque sous-type de tumeurs mammaires seraient retrouvées des cellules exprimant des 

marqueurs de CSC en proportion variable. Le sous-type claudin-low en présente une forte 

proportion alors que le sous-type luminal A possède la plus faible proportion (Brooks et al., 

2015). 
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6. Stratégies thérapeutiques 

Plusieurs traitements sont disponibles pour traiter un cancer du sein et le choix de leur utilisation 

dépend de certains critères : le type de tumeur, son stade, son grade, sa classification 

moléculaire et la patiente (état de santé, âge et antécédents). Selon la stratégie thérapeutique 

choisie, les traitements peuvent être utilisés seuls ou en association afin de renforcer leur 

efficacité.  

6.1 Traitements locorégionaux 

 La chirurgie 

Deux types de chirurgie peuvent être réalisés : la chirurgie conservatrice ou tumorectomie et la 

chirurgie non conservatrice ou mastectomie. La tumorectomie a pour objectif de retirer la 

tumeur, lorsque celle-ci est suffisamment petite, ainsi qu’une partie du tissu environnant. Dans 

certains cas, la mastectomie est privilégiée et consiste à enlever la totalité du sein y compris 

l’aréole et le mamelon.  Parfois il est nécessaire d’ôter un ou plusieurs ganglions lymphatiques 

axillaires, notamment dans le cas d’une tumeur infiltrante. La chirurgie peut s’accompagner 

d’une chimiothérapie, d’une radiothérapie ou d’une hormonothérapie soit avant l’opération 

(traitement néoadjuvant) dans le but de réduire la taille de la tumeur et faciliter l’intervention 

soit après l’opération (traitement adjuvant) afin de diminuer le risque de récidive (INCa). 

 La radiothérapie 

La radiothérapie est basée sur l’utilisation de rayonnements ionisants induisant une altération 

de l’ADN afin de détruire les cellules cancéreuses. Les rayonnements sont dirigés de façon 

précise sur la zone à traiter de manière à préserver au maximum les tissus sains avoisinants. La 

radiothérapie adjuvante, appliquée dans le cas de carcinomes in situ et infiltrants, permet de 

détruire les cellules cancéreuses persistantes après chirurgie et diminuer les risques de récidive. 

Pour certains cancers du sein métastatiques, la radiothérapie peut être appliquée notamment 

pour traiter des métastases osseuses ou cérébrales (INCa). 

6.2 Traitement systémique : la chimiothérapie 

La chimiothérapie consiste en l’utilisation de composés chimiques qui agissent sur les 

mécanismes de division cellulaire. Ce traitement est dit systémique puisqu’il permet d’altérer 

les cellules cancéreuses localisées dans l’ensemble du corps. Il existe différents types d’agents 

de chimiothérapie possédant des mécanismes d’action distincts.  



A

B

Figure 9: Structure chimique (A) et métabolisme (B) du 5-fluorouracile (5-FU). A.
Le 5-FU est un analogue de l’uracile portant un atome de fluor en position C-5 à la
place d’un hydrogène. B. Dans le foie, 80% du 5-FU administré est catabolisé en
dihydrofluorouracile (DHFU) par la dihydropyrimidine déshydrogénase (DPD). Le 5-
FU est ensuite converti en trois principaux métabolites actifs : fluorodéoxyuridine
monophosphate (FdUMP), fluorodéoxyuridine triphosphate (FdUTP) et fluorouridine
triphosphate (FUTP). La conversion du 5-FU en FdUMP par la thymidine
phosphorylase (TP) et la thymidine kinase (TK) inhibe la thymidylate synthase (TS). Le
5-FU est principalement converti par l’orotate phosphoribosyltransférase (OPRT) en
fluorouridine monophosphate (FUMP) qui est ensuite phosphorylé en fluorouridine
diphosphate (FUDP). FUDP peut soit être converti en un métabolite actif, le FUTP, soit
en fluorodéoxyuridine diphosphate (FdUDP) par la ribonucléotide réductase (RR). A
son tour, le FdUDP permet de générer le troisième métabolite du 5-FU, le FdUTP
(d’après Longley et al., 2003).

Figure 8 : Structure chimique de la doxorubicine. La doxorubicine est composée
d’une fraction aglyconique caractérisée par quatre cycles avec une chaîne latérale
terminée par un alcool primaire, et d’un sucre nommé daunosamine lié au cycle A par
une liaison glycosidique (d’après Minotti et al., 2004).
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 Les agents alkylants 

Ces composés réagissent avec certains groupements de l’ADN ou des protéines et établissent 

des liaisons covalentes perturbant les processus de réplication ou de transcription. A titre 

d’exemple, le cyclophosphamide et le cisplatine qui induisent la formation de pontage de 

l’ADN sont utilisés dans le traitement du cancer du sein. Cependant ils sont à l’origine de 

neurotoxicité et néphrotoxocité (Pourquier, 2011). 

 Les anthracyclines 
Les anthracyclines forment une famille d’antibiotiques dont l’activité antitumorale résulte de 

plusieurs mécanismes d’action. Ces composés peuvent s’intercaler dans l’ADN et bloquer la 

progression de l’ADN polymérase inhibant ainsi la réplication de l’ADN ou la transcription. Ils 

inhibent également la topoisomérase II par la formation d’un complexe ternaire anthracycline-

ADN-topoisomérase II, dans lequel l’ADN double brin est clivé. La stabilisation de ce 

complexe de clivage empêche alors la religation de l’ADN (Minotti et al., 2004). Parmi ces 

composés, la doxorubicine est largement utilisée dans le traitement du cancer du sein et se 

trouve être un des agents de chimiothérapie les plus efficaces dans le cas de cancer du sein 

métastatique (Figure 8). La doxorubicine contribue également à la formation d’espèces 

réactives de l’oxygène (ERO) dues à sa métabolisation par certaines enzymes comme la 

cytochrome P450 réductase et la NADH déshydrogénase mitochondriale. S’ensuivent des 

dommages au niveau de l’ADN nucléaire et mitochondrial et une peroxydation lipidique 

conduisant à la mort cellulaire (Minotti et al., 2004). Par ailleurs, elle entraîne un 

dysfonctionnement de la chaîne respiratoire mitochondriale et perturbe l’homéostasie calcique 

de la mitochondrie (Meredith and Dass, 2016). Toutefois, la doxorubicine présente des effets 

secondaires limitant son utilisation dont le plus important est la toxicité cardiaque. 

L’épirubicine qui correspond à l’épimère de la doxorubicine est quant à elle moins 

cardiotoxique (Anampa et al., 2015; Meredith and Dass, 2016). 

 Les anti-métabolites 

Ce sont des analogues structuraux des bases puriques et pyrimidiques ainsi que de l’acide 

folique qui altèrent la synthèse des constituants de l’ADN et empêchent la réplication de l’ADN. 

Deux d’entre eux sont couramment utilisés dans le traitement du cancer du sein. Le 5-

fluorouracile (5-FU) est un analogue de l’uracile contenant un atome de fluor à la place d’un 

hydrogène en position C-5 (Figure 9A). Il possède deux mécanismes d’action principaux : 

l’inhibition de l’enzyme thymidylate synthase essentielle au processus de biosynthèse d’ADN, 

et l’incorporation délétère dans l’ADN et l’ARN (Figure 9B). Le méthotrexate est un 



Combinaison Agents de chimiothérapie

CMF cyclophosphamide + méthotrexate + 5-fluorouracile

AC doxorubicine + cyclophosphamide

FEC 5-fluorouracile + épirubicine + cyclophosphamide

CAF (ou FAC) cyclophosphamide + doxorubicine + 5-fluorouracile

AC-T doxorubicine + cyclophosphamide suivis de paclitaxel

DC docétaxel + cyclophosphamide

DAC docétaxel + doxorubicine + cyclophosphamide

FEC-T 5-fluorouracile + épirubicine + cyclophosphamide, suivis de taxanes

Tableau 2: Protocoles de polychimiothérapie les plus couramment utilisés dans le
traitement du cancer du sein (d’après Anampa et al., 2015).
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antagoniste de l’acide folique qui bloque la dihydrofolate réductase nécessaire au processus de 

biosynthèse des bases puriques (Lansiaux, 2011). Malgré leur utilisation fréquente, ces anti-

métabolites présentent des toxicités au niveau cardiaque, hématologique et rénal (Lansiaux, 

2011; Focaccetti et al., 2015). 

 Les anti-mitotiques 

Ces composés se lient à la tubuline ou aux microtubules et déstabilisent leur dynamique et leur 

état de polymérisation. Parmi ces agents, les taxanes sont largement utilisés dans le traitement 

du cancer du sein. Plus particulièrement le paclitaxel et le docétaxel se lient aux microtubules 

et les stabilisent entrainant un arrêt de la progression des cellules dans la mitose (Dumontet, 

2011). 

L’association de plusieurs agents de chimiothérapie ayant des modes d’action différents est une 

pratique clinique couramment utilisée. Ces protocoles de traitement appelés 

polychimiothérapies permettent d’améliorer l’efficacité et la tolérance des agents utilisés et de 

contrer la résistance des cellules cancéreuses. Les combinaisons d’agents de chimiothérapie 

utilisées dans le traitement des cancers du sein sont présentées dans le tableau 2. 

En outre, en fonction de leur sous-type moléculaire, les cancers du sein ne présentent pas la 

même réponse face à la chimiothérapie. Elle profite davantage aux patientes atteintes d’une 

tumeur mammaire n’exprimant pas les récepteurs hormonaux qu’aux patientes atteintes d’une 

tumeur mammaire exprimant ces récepteurs (Maughan et al., 2010). La chimiothérapie 

représente le traitement de base pour les patientes atteintes d’un cancer du sein triple-négatif. 

6.3 L’hormonothérapie 

Plus de 70% des tumeurs mammaires sont hormonosensibles, ce qui signifie qu’elles expriment 

les récepteurs hormonaux ER et PR et que leur croissance est stimulée par les œstrogènes et la 

progestérone, produites naturellement par les ovaires. L’hormonothérapie est un traitement 

systémique qui a pour objectif de bloquer l’effet stimulant des hormones sur la prolifération des 

cellules cancéreuses. Ce traitement est donc destiné aux patientes ayant un cancer 

hormonodépendant localisé ou métastatique.  Deux types d’hormonothérapie sont disponibles : 

le traitement non médicamenteux et le traitement médicamenteux systémique (INCa). 

Le traitement non médicamenteux est la plus ancienne thérapie systémique du cancer du sein 

et consiste en une ablation (ovariectomie) ou une irradiation (par radiothérapie) des ovaires 

conduisant à la suppression définitive de la synthèse d’œstrogènes par les ovaires. Ce type 

d’hormonothérapie est destiné aux patientes préménopausées (INCa). 
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Le traitement médicamenteux est basé sur l’utilisation de molécules dont le rôle est d’empêcher 

la synthèse des hormones ou leur action sur les cellules cancéreuses. Il en existe trois 

catégories : les anti-œstrogènes, les analogues de la LH-RH (luteinizing hormone releasing 

hormone) et les inhibiteurs de l’aromatase. Les anti-œstrogènes sont divisés en SERM 

(Selective Estrogen Receptor Modulators) dont fait partie le tamoxifène et SERD (Selective 

Estrogen Receptor Degradation) auxquels appartient le fulvestrant. Les SERM agissent comme 

des compétiteurs des œstrogènes en se fixant à leur place sur les récepteurs hormonaux tandis 

que les SERD dégradent les récepteurs hormonaux. Les agonistes de la LH-RH comme la 

goséréline ont pour but de bloquer la stimulation des ovaires par l’axe hypothamo-

hypophysaire, conduisant à un arrêt de la production hormonale ovarienne. Les inhibiteurs de 

l’aromatase ciblent l’aromatase, enzyme responsable de la production d’œstrogènes à partir des 

androgènes, empêchant alors son action. Cette voie permet notamment la synthèse 

d’œstrogènes chez les femmes ménopausées, ces inhibiteurs tels que le létrozole et l’anastrozole 

sont donc adressés aux patientes ménopausées (INCa; Abdulkareem and Zurmi, 2012).  

6.4 Les thérapies ciblées 

L’amélioration de la caractérisation moléculaire des tumeurs et l’identification de biomarqueurs 

spécifiques (par exemple l’amplification du gène HER2) ont permis de développer des thérapies 

ciblées. Ces traitements sont utilisés en vue de bloquer spécifiquement certaines protéines et 

voies de signalisation impliquées dans le développement et la progression tumorale. Il s’agit 

notamment d’inhibiteurs extracellulaires comme les anticorps monoclonaux ou d’inhibiteurs 

intracellulaires tels que les inhibiteurs de tyrosine kinase. Ces thérapies ciblées peuvent être 

utilisées seules, associées entre elles, associées à la chimiothérapie ou à l’hormonothérapie pour 

des cancers de stade précoce à métastatique. Elles ont permis un net progrès de la prise en 

charge des patientes porteuses d’un cancer du sein. (INCa, 2016). 

Les tumeurs enrichies en HER2 sont agressives, cependant le pronostic des patientes ayant une 

tumeur surexprimant HER2 a été amélioré grâce au développement de molécules ciblant le 

récepteur à activité tyrosine kinase HER2. Le trastuzumab, le pertuzumab et T-DM1 

(trastuzumab emtansine) sont trois anticorps monoclonaux qui se lient au domaine 

extracellulaire du récepteur HER2 empêchant son activation.  Le lapatinib est un inhibiteur de 

tyrosine kinase, qui se fixe sur le domaine tyrosine kinase intracellulaire du récepteur 

empêchant sa phosphorylation. L’activation des voies de signalisation associées au récepteur 

HER2 est alors bloquée (INCa, 2016; Gu et al., 2016; Tang et al., 2016).  
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Pour les cas de cancer du sein hormonodépendant avancé/métastatique, deux agents de thérapie 

ciblée ont récemment été mis sur le marché : l’everolimus et le palbociclib. L’everolimus est 

un inhibiteur de la protéine kinase mTOR (mammalian target of rapamycin) appartenant à la 

voie de signalisation PI3K/AKT souvent activée de façon constitutive dans le cancer du sein. Il 

permet l’inhibition de la synthèse protéique, de la prolifération et de l’angiogenèse (Atkins et 

al., 2009; Gu et al., 2016). Quant au palbociclib, c’est un inhibiteur sélectif de CDK4/6 (kinases 

dépendantes des cyclines 4 et 6). Les cyclines forment un complexe avec des CDK spécifiques 

ayant pour rôle de réguler l’avancée des cellules dans les différentes phases du cycle cellulaire. 

A travers l’inhibition de CDK 4/6, le palbociclib bloque la prolifération des cellules cancéreuses 

en les empêchant de progresser de la phase G1 à la phase S du cycle cellulaire (Rocca et al., 

2017). 

Une autre stratégie consiste à cibler le phénomène d’angiogenèse essentiel à la progression 

tumorale. En réponse à l’hypoxie, les cellules tumorales sécrètent le facteur de croissance 

VEGF qui se fixe sur son récepteur VEGFR à la surface des cellules endothéliales, activant une 

voie de signalisation à l’origine de la formation de nouveaux vaisseaux. L’anticorps monoclonal 

bevacizumab, capable de cibler et inactiver le VEGF, est utilisé pour les cancers du sein 

métastatiques HER2 négatifs en association avec les agents de chimiothérapie paclitaxel et 

capécitabine. Malgré une amélioration notable de la survie sans progression, la survie globale 

n’est quant à elle pas modifiée (Gu et al., 2016; Aalders et al., 2017). 

Enfin, d’autres thérapies ciblées font l’objet d’études cliniques. Des inhibiteurs de PARP (Poly 

(ADP-Ribose) Polymérase), dont l’olaparib, sont testés en essais cliniques de phase III dans le 

cadre du traitement des tumeurs mammaires triple-négatives présentant une mutation au niveau 

des gènes BRCA1/2. Des inhibiteurs de PI3K ou de MEK (MAPK/ERK Kinase) sont également 

en cours d’étude pour le cancer du sein triple-négatif (Bianchini et al., 2016). Depuis plusieurs 

années, l’immunothérapie connait un essor considérable dans la thérapie des cancers. Elle est 

basée sur une reconnaissance spécifique de la tumeur par les cellules immunitaires grâce à des 

antigènes de surface exprimés par les cellules cancéreuses, permettant d’activer une réponse 

immunitaire en vue de détruire les cellules cancéreuses (INCa, 2016). Un exemple notoire est 

l’inhibition de la voie PD-1/PD-L1 (programmed cell death protein 1 et programmed cell death 

ligand 1) impliquée dans l’échappement et la tolérance immunitaire. PD-L1 est un ligand 

exprimé à la surface des cellules tumorales et son récepteur PD-1 est exprimé au niveau des 

lymphocytes T activés et leur interaction inhibe la réponse immunitaire des lymphocytes T. 20 

à 30% des tumeurs mammaires expriment PD-L1, en particulier les tumeurs mammaires triple-
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négatives. Des inhibiteurs de PD-1, nivolumab et pembrolizumab et de PD-L1, atezolizumab et 

avelumab, sont testés dans le cadre d’essais cliniques pour le traitement des cancers du sein 

triple-négatifs (Zitvogel and Kroemer, 2012; Yu et al., 2017).  

7. Limites et résistance aux traitements 

En dépit des nombreuses stratégies thérapeutiques existantes et du développement des thérapies 

ciblées, des résistances aux traitements sont couramment observées et sont à l’origine de 

récidives et du développement de métastases. En effet dans environ 25% des cas les tumeurs 

mammaires hormonodépendantes présentent des résistances de novo ou acquises à 

l’hormonothérapie, notamment au tamoxifène (Tang et al., 2016). Une résistance aux 

inhibiteurs des CDK4/6 leur a également été attribuée (D’Souza et al., 2018). De même, les 

patientes atteintes d’un cancer HER2-enriched présentent souvent une résistance de novo ou 

développent une résistance acquise au trastuzumab (Tang et al., 2016). Pour les cancers du sein 

triple-négatifs, caractérisés par l’absence des récepteurs ER, PR et HER2, la stratégie 

thérapeutique est souvent limitée à la chirurgie et la chimiothérapie. Cependant, en plus d’être 

à l’origine d’effets secondaires importants, les agents de chimiothérapie font l’objet de 

nombreuses résistances. Plusieurs facteurs sont impliqués dans la chimiorésistance comme 

l’augmentation de l’efflux des agents de chimiothérapie, leur inactivation, l’altération de leur 

cible, l’adaptation de la tumeur ou l’échappement au processus d’apoptose (Butera et al., 2018). 

De récentes études montrent que la chimiorésistance peut être stimulée par la sécrétion de 

certains facteurs de manière autocrine. Par exemple les cellules cancéreuses sécrètent de l’IL-

18 (interleukine-18), une cytokine immunorégulatrice impliquée dans la croissance tumorale et 

les métastases, qui contribuerait à la résistance des tumeurs mammaires à la doxorubicine. Par 

ailleurs les cellules cancéreuses peuvent sécréter des petites vésicules extracellulaires, les 

exosomes, qui contribuent à la progression tumorale et à la chimiorésistance. Ces vésicules 

peuvent contenir des protéines, de l’ADN, de l’ARN et des microARN et sont transmises à une 

autre cellule par fusion membranaire, contrôlant ainsi la communication intercellulaire et le 

microenvironnement tumoral. Les exosomes peuvent contenir directement des agents de 

chimiothérapie afin de les éliminer et augmenter ainsi la chimiorésistance. Ils peuvent 

également transporter la glycoprotéine P impliquée dans le phénomène de résistance multiple 

aux agents anticancéreux menant à la résistance au docétaxel dans les cellules cancéreuses 

mammaires MCF-7 (Butera et al., 2018). De plus, il a récemment été montré dans le cancer du 

sein que la chimiorésistance (doxorubicine et paclitaxel) peut être transmise à des cellules 

cancéreuses sensibles par des cellules résistantes, notamment des CSC, grâce à la sécrétion 
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d’exosomes via le transfert du microARN-155. Ce microARN agit comme un oncogène, il est 

impliqué dans les mécanismes de TEM, de métastase et de résistance aux agents de 

chimiothérapie (Santos et al., 2018). La résistance aux thérapies anticancéreuses peut donc 

aussi être attribuée aux CSC. Ainsi, après un traitement de chimiothérapie ou 

d’hormonothérapie appliqué à des cellules cancéreuses mammaires in vitro ou à des tumeurs 

mammaires de patientes, un enrichissement en cellules CSC (CD44+/CD24-/ESA+) est observé 

(Fillmore and Kuperwasser, 2008; Creighton et al., 2009). La radiothérapie conduit également 

à l’augmentation de la proportion de CSC mammaires in vitro et in vivo (Dittmer, 2018). Outre 

les mécanismes de résistance indiqués dans le tableau 1, l’hypoxie et le pH acide intratumoral 

ainsi que les thérapies anticancéreuses comme la chimiothérapie et la radiothérapie créent un 

microenvironnement favorable aux CSC. Cette niche favorise le maintien des CSC et initie la 

dédifférenciation des cellules cancéreuses en CSC contribuant à l’échec thérapeutique et la 

récurrence du cancer (Lee and R Hall, 2016). C’est pourquoi des stratégies thérapeutiques 

visant spécifiquement les CSC sont développées. Des inhibiteurs des voies de signalisation 

Wnt, Notch et Hedgehog sont actuellement utilisés en essais cliniques de phase précoce 

notamment dans le cadre du cancer du sein triple-négatif (Brooks et al., 2015; Dittmer, 2018). 

Rad51, une protéine impliquée dans la réparation de l’ADN est surexprimée dans les CSC et 

pourrait être responsable des phénomènes de résistance. Des études précliniques montrent que 

l’inhibition de Rad51 perturbe la réparation de l’ADN et permettrait d’améliorer la réponse aux 

traitements anticancéreux (Lee and R Hall, 2016). Une autre stratégie serait d’engendrer la 

différenciation des CSC afin de diminuer le pool de CSC et d’augmenter la sensibilité aux 

thérapies conventionnelles. In vitro, il a été montré que l’acide rétinoïque tout-trans induit une 

différenciation des CSC mammaires accompagnée d’une diminution de leur population. De 

plus il sensibilise ces cellules à la radiothérapie et à la chimiothérapie (Ginestier et al., 2009; 

Yan et al., 2016). 

II. METABOLISME ENERGETIQUE ET CANCER 

1. Le métabolisme énergétique d’une cellule saine 

Le métabolisme correspond à l’ensemble des réactions biochimiques se déroulant au sein des 

cellules d’un organisme. Il est constitué de deux mécanismes : le catabolisme et l’anabolisme. 

Les voies cataboliques décomposent des molécules complexes provenant des aliments en 

molécules plus simples qui constituent des précurseurs nécessaires à la biosynthèse. Ces voies 

permettent de libérer de l’énergie sous une forme utilisable par la cellule. Les voies anaboliques 



Figure 10 : La glycolyse et le cycle de Krebs fournissent des précurseurs
nécessaires à la synthèse de macromolécules essentielles. Les intermédiaires de la
glycolyse (jaune) et du cycle de Krebs (vert) servent de précurseurs pour les acides gras,
les acides aminés ou les nucléotides. Ces derniers sont utilisés par la cellule lors des
réactions anaboliques pour synthétiser des macromolécules essentielles (d’après
Alberts, 2015).
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utilisent de l’énergie et des molécules simples générées par les voies catalytiques afin d’élaborer 

des macromolécules complexes constituant la cellule (Campbell, 2012; Alberts, 2015). 

Les réactions biochimiques forment un réseau de voies métaboliques interdépendantes. Au 

centre du réseau se situe le métabolisme énergétique défini par l’ensemble des réactions 

biochimiques qui permettent de produire de l’énergie. Le métabolisme énergétique est constitué 

de deux voies cataboliques principales : la glycolyse et le métabolisme mitochondrial 

comprenant le cycle de Krebs et la phosphorylation oxydative. L’énergie est produite sous 

forme d’ATP (adénosine triphosphate). Cette molécule provient du transfert enzymatique d’un 

groupement phosphate d’un substrat à une molécule d’ADP (lors de la glycolyse ou du cycle 

de Krebs). L’ATP peut aussi provenir de la force proton-motrice utilisée pour phosphoryler 

l’ADP avec un phosphate inorganique à l’aide de réactions d’oxydoréduction, ce mécanisme 

correspond à la phosphorylation oxydative mitochondriale (Campbell, 2012). Près de 90% de 

l’ATP est produit par la phosphorylation oxydative, le reste provenant de la glycolyse et du 

cycle de Krebs. En plus de produire de l’énergie, la glycolyse et le cycle de Krebs fournissent 

des précurseurs d’acides aminés, nucléotides et acides gras, essentiels à la cellule pour la 

synthèse de macromolécules (Figure 10).   

La majeure partie des substrats du métabolisme énergétique provient de l’alimentation. Les 

glucides sont transformés en glucose qui est dégradé lors de la glycolyse. Les protéines et les 

lipides sont également convertis en acides aminés et en glycérol et acide gras respectivement 

alimentant la glycolyse ou le cycle de Krebs. Certaines macromolécules de stockage comme les 

lipides mis en réserve dans les cellules adipeuses et le glycogène stocké dans les cellules 

hépatiques et musculaires peuvent être utilisées comme substrats énergétiques (Campbell, 

2012).   

1.1 La glycolyse 

La glycolyse correspond à la première voie catabolique du processus d’oxydation du glucose. 

Elle se déroule dans le cytoplasme et peut fonctionner en absence d’oxygène. 

1.1.1 Fonctionnement et rendement de la glycolyse 
La glycolyse se caractérise par une succession de dix réactions enzymatiques permettant la 

conversion d’une molécule de glucose en deux molécules de pyruvate (Figure 11).  La voie 

glycolytique est divisée en deux phases comprenant chacune cinq étapes : une phase 

d’investissement énergétique et une phase de retour sur investissement ou de libération 

d’énergie. La première phase correspond à la dégradation d’une molécule de glucose composée 





Figure 11 : Les étapes de la glycolyse. La glycolyse est composée de deux phases de
cinq étapes chacune: une phase d’investissement énergétique au cours de laquelle de
l’ATP est consommé et une phase de retour sur investissement où de l’ATP est produit.
Les étapes 4 et 5 permettent de générer deux molécules de glycéraldéhyde-3-phosphate.
A partir de ces deux molécules, les étapes de la phase de retour sur investissement sont
réalisées en double et aboutissent à deux molécules de pyruvate. Les réactions
enzymatiques sont numérotées de 1 à 10 et le symbole représente la modification
chimique apportée au cours de chaque étape de la glycolyse. ADP, adénosine
diphosphate; ATP, adénosine triphosphate; NAD, nicotinamide adénine dinucléotide; Pi,
phosphate inorganique (adapté de Moussard, 2006).
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Figure 12 : Le devenir du pyruvate. Une fois produit lors de la glycolyse, le pyruvate
a deux destins. En conditions anaérobies, le pyruvate reste dans le cytosol où il est
converti lactate par la lactate déshydrogénase (LDH). Au cours de cette réaction, le
pyruvate est réduit par le NADH + H+. En conditions aérobies, il pénètre dans la
mitochondrie par transport actif grâce à une perméase. Dans la mitochondrie, il est
transformé en acétyl-coA par le complexe enzymatique pyruvate déshydrogénase
(PDH). Lors de la première étape, le groupement carboxyle (-COO-) du pyruvate est
éliminé et libéré sous forme de dioxyde de carbone. Dans la deuxième étape, le
fragment restant est oxydé et forme un acétate. Les électrons et protons libérés durant
ce processus sont transférés au NAD+. Au cours de la troisième étape, une coenzyme A
se lie à l’acétate pour former l’acétyl-coA. Le groupement acétyle de ce dernier sera
ensuite oxydé au cours du cycle de Krebs (adapté de Campbell, 2012).

PDH
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de 6 atomes de carbone en deux molécules de glycéraldéhyde-3-phosphate ayant 3 atomes de 

carbone (Figure 11) (Moussard, 2006; Campbell, 2012). Au cours de cette phase, les étapes 1 

et 2 investissent chacune une molécule d’ATP (Alberts, 2015). Lors de la deuxième phase 

durant laquelle chaque molécule de glycéraldéhyde-3-phosphate est transformée en une 

molécule de pyruvate, deux molécules d’ATP sont produites au cours des étapes 7 et 10. Quatre 

molécules d’ATP sont ainsi produites à partir des deux molécules de glycéraldéhyde-3-

phosphate provenant d’une molécule de glucose. Par soustraction des deux molécules d’ATP 

investies dans la première phase, le bilan net de la glycolyse est de deux molécules d’ATP pour 

une molécule de glucose (Moussard, 2006). De plus, l’étape 6 correspond à une réaction 

d’oxydoréduction au cours de laquelle deux électrons et deux protons sont libérés et transférés 

au coenzyme NAD+ produisant alors deux molécules de NADH, H+, soit une par molécule de 

glycéraldéhyde-3-phosphate (Campbell, 2012; Alberts, 2015). Par conséquent, le 

bilan métabolique de la glycolyse est le suivant : 

Glucose + 2 Pi + 2 ADP + 2 NAD+ → 2 Pyruvate + 2 ATP + 2 H2O + 2 NADH + 2 H+ 

A l’issue de la glycolyse, le pyruvate sert de substrat à la fermentation lactique en anaérobiose 

(absence d’oxygène) ou à la génération d’acétyl-coenzyme A (acétyl-CoA) en aérobiose 

(présence d’oxygène). La présence du coenzyme NAD+ est essentielle au fonctionnement de la 

sixième étape glycolytique et au maintien de la glycolyse, il est donc nécessaire de régénérer le 

NAD+ par réoxydation du NADH, H+. 

1.1.2 Devenir du pyruvate et du NADH, H+ 
En conditions anaérobies, le pyruvate reste dans le cytoplasme où il subit la fermentation 

lactique durant laquelle il est converti en lactate par la lactate déshydrogénase (LDH) (Figure 

12). Au cours de cette réaction, la réoxydation du NADH, H+ permet de régénérer du NAD+ 

pouvant de nouveau être utilisé lors de la glycolyse. Le lactate produit est excrété de la cellule 

et peut être utilisé comme précurseur de la néoglucogenèse (Moussard, 2006).  

En conditions aérobies, le pyruvate entre dans la mitochondrie par transport actif afin d’être 

converti, par une réaction de décarboxylation oxydative, en acétyl-CoA (Figure 12). Cette 

réaction est catalysée par le complexe enzymatique pyruvate déshydrogénase. La production 

d’acétyl-CoA est accompagnée de la formation d’une molécule de NADH, H+ et d’une molécule 

de CO2 par molécule de pyruvate (Moussard, 2006; Campbell, 2012). L’oxydation de l’acétyl-

coA se poursuivra ensuite par son entrée dans le cycle de Krebs. Par ailleurs, au cours de la 
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Figure 13 : Structure de la mitochondrie. La mitochondrie comporte deux
membranes: une membrane externe qui la sépare du cytoplasme et qui est perméable à
de nombreuses molécules et une membrane interne imperméable. Cette dernière
délimite deux compartiments, la matrice mitochondriale et l’espace intermembranaire.
La membrane interne se replie sur elle-même formant les crêtes.
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phosphorylation oxydative le NADH, H+ sera réoxydé en NAD+ et pourra être réutilisé par la 

voie glycolytique (Moussard, 2006). 

1.1.3 Régulation de la glycolyse 
La glycolyse est à l’origine de la formation d’énergie et de précurseurs de biosynthèse. Cette 

voie métabolique majeure est ainsi finement régulée dans le but d’adapter sa vitesse en fonction 

des besoins cataboliques et anaboliques de la cellule. Trois sites de contrôle existent dans la 

glycolyse au niveau d’enzymes catalysant des réactions limitantes ou irréversibles : l’étape 1 

catalysée par l’hexokinase, l’étape 3 catalysée par la phosphofructokinase-1 et l’étape 10 

catalysée par la pyruvate kinase. Ces étapes sont le plus souvent régulées par un contrôle 

allostérique grâce à des inhibiteurs et activateurs spécifiques pour chaque enzyme (Moussard, 

2006). 

1.2 Le métabolisme mitochondrial 

1.2.1 Structure de la mitochondrie 
La mitochondrie est un organite limité par deux membranes : la membrane externe et la 

membrane interne. Elles délimitent deux compartiments distincts, l’espace intermembranaire et 

la matrice mitochondriale (Figure 13). La mitochondrie a pour fonction principale la respiration 

cellulaire et la production d’ATP mais elle participe également à d’autres fonctions biologiques 

telles que la signalisation calcique, la production d’ERO et le processus de mort cellulaire par 

apoptose.  

 La membrane externe 

La membrane externe est perméable aux ions et aux petites molécules de poids moléculaire 

allant jusqu’à 5 kDa, grâce à la présence de protéines membranaires appelées porines, telles que 

les VDAC (voltage-dependent anion channel). De ce fait, l’espace intermembranaire, entre la 

membrane externe et la membrane interne, possède la même composition chimique que le 

cytosol. Il n’y a donc pas de gradient électrochimique à travers la membrane externe (Alberts, 

2015).  

 La membrane interne 

Contrairement à la membrane externe, la membrane interne est imperméable aux ions et aux 

petites molécules, le passage de certains ions et métabolites à travers cette membrane nécessite 

alors des protéines de transport spécifiques. Un gradient électrochimique est mis en place à 

travers la membrane interne par les complexes de la chaîne respiratoire. Il permet le transport 

de métabolites et la production d’ATP (Kühlbrandt, 2015). La membrane interne est repliée sur 



Figure 14 : Le cycle de Krebs. L’acétyl-coA entre dans le cycle de Krebs au cours
duquel son groupement acétyle est transféré à une molécule d’oxaloacétate pour former
une molécule de citrate. Le citrate est ensuite oxydé tout au long des différentes étapes
du cycle de Krebs conduisant à la régénération de l’oxaloacétate associée à la
production de 3 molécules de NADH, H+, une molécule de FADH2 et une molécule de
GTP. Par la suite, les coenzymes réduits NADH et FADH2 seront utilisés lors de la
phosphorylation oxydative pour la synthèse d’ATP et la molécule de GTP sera convertie
en une molécule d’ATP. Les réactions enzymatiques sont numérotées de 1 à 8 et le
symbole représente la modification chimique apportée au cours de chaque étape du
cycle de Krebs (d’après Moussard, 2006).
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elle-même et forme dans la matrice mitochondriale des invaginations appelées crêtes 

mitochondriales, au niveau desquelles sont insérés les complexes de la chaîne de transport 

d’électrons (Alberts, 2015). 

 La matrice mitochondriale 

La matrice est délimitée par la membrane interne. Elle contient l’ADN mitochondrial (ADNmt) 

qui est circulaire et composé de 16 569 paires de base ainsi que des ribosomes permettant la 

synthèse de protéines mitochondriales dont certaines enzymes mitochondriales. Le génome 

mitochondrial contient 37 gènes codant 13 protéines faisant partie des complexes de la chaîne 

respiratoire. Les autres protéines mitochondriales sont codées par le génome nucléaire. La 

matrice est le lieu où se produisent de nombreuses réactions enzymatiques comme l’oxydation 

du pyruvate, les réactions du cycle de Krebs et de la phosphorylation oxydative (Kühlbrandt, 

2015). 

1.2.2 Le cycle de Krebs 
Le cycle de Krebs est également appelé cycle de l’acide citrique ou cycle des acides 

tricarboxyliques. Après la glycolyse, il correspond à la deuxième voie catabolique du processus 

d’oxydation lors du métabolisme énergétique. Le cycle de Krebs se déroule dans la matrice 

mitochondriale. Il se déroule en conditions aérobies et son fonctionnement repose sur 

l’oxydation de l’acétyl-coA précédemment formé, aboutissant à la libération de CO2 et 

d’énergie récupérée par les coenzymes NAD+ et FAD (flavine adénine dinucléotide) (Alberts, 

2015).  

1.2.2.1 Fonctionnement et rendement du cycle de Krebs 
Le cycle de Krebs est constitué de huit étapes successives et chacune d’entre elles est catalysée 

par une enzyme spécifique (Figure 14). La première étape consiste en l’ajout du groupement 

acétyle, provenant de l’acétyl-coA à une molécule d’oxaloacétate pour former une molécule de 

citrate. Les étapes suivantes permettent de dégrader le citrate et régénérer de l’oxaloacétate 

(Campbell, 2012). Ces réactions successives forment un cycle puisque l’oxaloacétate régénéré 

entre à nouveau dans le cycle de Krebs (Campbell, 2012; Alberts, 2015). 

Parmi les huit réactions du cycle de Krebs, quatre sont des réactions d’oxydation libérant des 

protons et des électrons transférés aux coenzymes NAD+ (lors des étapes 3, 4 et 8) et FAD (lors 

de l’étape 6) ainsi réduits en NADH, H+ et FADH2 respectivement. Au cours d’un cycle de 

Krebs, trois molécules de NADH, H+ et une molécule de FADH2 sont alors formées, ces 

coenzymes réduits sont ensuite réoxydés durant la phosphorylation oxydative par la chaîne 



V

Figure 15 : La chaîne de transport des électrons couplée à la synthèse d’ATP. La
chaîne de transport des électrons (1) est composée de quatre complexes fixes enchâssés
dans la membrane interne mitochondriale et de deux transporteurs d’électrons mobiles
dans la membrane interne. Les électrons apportés par les coenzymes réduits NADH et
FADH2 sont transférés d’un complexe à l’autre grâce aux transporteurs mobiles
d’électrons. Ce transfert d’électrons libère de l’énergie qui est utilisée pour le pompage
de protons de la matrice mitochondriale vers l’espace intermembranaire à travers les
complexes I, III et IV. Cela permet de générer un gradient électrochimique à travers la
membrane interne qui est exploité par l’ATP synthase (ou complexe V) afin de produire
de l’ATP à partir d’ADP. Ce mécanisme est appelé chimiosmose (2) et l’ensemble de
ces phénomènes correspond à la phosphorylation oxydative (d’après Campbell, 2012).
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respiratoire. Ils fournissent ainsi l’énergie nécessaire à la production d’ATP (Moussard, 2006; 

Campbell, 2012). Une des réactions du cycle de Krebs permet de générer une molécule de GTP 

(guanosine triphosphate) qui peut servir à la formation d’une molécule d’ATP, la seule produite 

au cours du cycle de Krebs (Campbell, 2012). Ainsi le cycle de Krebs aboutit au bilan 

énergétique suivant :  

Acétyl-CoA + 3 NAD+ + FAD + GDP + Pi + 2 H2O → Coenzyme A + 2 CO2 + 3 NADH + 3 

H+ + FADH2 + GTP 

1.2.2.2 Régulation du cycle de Krebs 
Le cycle de Krebs précède la synthèse d’ATP au cours de la phosphorylation oxydative, la 

vitesse du cycle de Krebs est donc modulée par les besoins en ATP de la cellule. Tout d’abord, 

la vitesse du cycle de Krebs dépend de la réaction de décarboxylation oxydative du pyruvate en 

acétyl-coA permettant l’entrée d’acétyl-coA (à partir de glucose) dans le cycle de Krebs. 

L’activité de la pyruvate déshydrogénase qui catalyse cette réaction est elle-même régulée par 

la disponibilité en coenzyme A et en NAD+ et par modification covalente de l’enzyme 

(phosphorylation). L’activité du cycle de Krebs dépend également de la vitesse de trois 

réactions limitantes du cycle : les réactions 1, 3 et 4 catalysées par les enzymes citrate synthase, 

isocitrate déshydrogénase et α-cétoglutarate déshydrogénase respectivement. Leur activité est 

régulée par un contrôle allostérique, par la disponibilité de leur substrat ou l’inhibition par leurs 

produits (Moussard, 2006). 

1.2.3 La phosphorylation oxydative 
Au cours du métabolisme énergétique, la phosphorylation oxydative représente la dernière 

étape des mécanismes d’oxydation. Elle permet la synthèse de la majorité de l’ATP nécessaire 

au fonctionnement cellulaire. Selon la théorie de couplage chimiosmotique formulée par P. 

Mitchell en 1961, la phosphorylation oxydative est un phénomène permettant la synthèse 

d’ATP grâce à l’énergie fournie par la chaîne de transport d’électrons (Mitchell, 1961; 

Campbell, 2012). Les coenzymes réduits NADH, H+ et FADH2 sont oxydés au niveau de la 

chaîne de transport d’électrons. Cela entraîne un transfert d’électrons tout au long de la chaîne 

respiratoire jusqu’à l’accepteur final, l’oxygène. En même temps, des protons sont acheminés 

de la matrice mitochondriale vers l’espace intermembranaire générant un gradient 

électrochimique à travers la membrane interne ou force proton-motrice. Cette dernière est 

exploitée par l’ATP synthase pour phosphoryler l’ADP en ATP (Figure 15). 
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1.2.3.1 La chaîne de transport d’électrons 
La chaîne de transport d’électrons ou chaîne respiratoire est composée de quatre complexes 

fixes enchâssés dans la membrane interne mitochondriale : 

- Le complexe I ou NADH déshydrogénase 

- Le complexe II ou succinate déshydrogénase 

- Le complexe III ou cytochtome c reductase 

- Le complexe IV ou cytochrome c oxydase 

Chaque complexe est constitué de sous unités protéiques associées à des groupements 

prosthétiques (cofacteurs essentiels aux fonctions catalytiques des enzymes) (Moussard, 2006). 

Les électrons sont transmis entre ces complexes par deux transporteurs mobiles d’électrons : le 

coenzyme Q ou ubiquinone et le cytochrome c (Figure 15). Les électrons sont transférés d’un 

complexe au suivant dont l’affinité pour les électrons est plus forte (fort potentiel 

d’oxydoréduction) que celle du complexe précédent (faible potentiel d’oxydoréduction). 

L’oxygène, accepteur final d’électrons de la chaîne respiratoire, présente l’affinité la plus forte, 

soit le potentiel d’oxydoréduction le plus élevé (Alberts, 2015).  

1.2.3.2 Transport des électrons à travers les complexes de la chaîne respiratoire 

 Le complexe I 

Le NADH, H+ a plusieurs origines puisqu’il provient de la glycolyse, de la décarboxylation 

oxydative du pyruvate, du cycle de Krebs ou encore de la β-oxydation des acides gras. Le 

NADH, H+ cède deux électrons (et deux protons) au complexe I qui les transfère à l’ubiquinone 

via ses groupements prosthétiques FMN (flavine mononucléotide) et protéines à centre fer-

soufre. Conjointement, quatre protons sont pompés au niveau du complexe I de la matrice vers 

l’espace intermembranaire (Moussard, 2006; Alberts, 2015).   

 Le complexe II 

Le complexe II est composé de l’enzyme succinate déshydrogénase à coenzyme FAD et de 

protéines à centre fer-soufre. La succinate déshydrogénase appartient à la fois au cycle de Krebs 

au cours duquel elle catalyse la sixième réaction (oxydation du succinate en fumarate) 

produisant du FADH2 et à la chaîne respiratoire, au sein du complexe II. Le complexe II accepte 

deux électrons (et deux protons) du FADH2 et les transmet via une série de protéines à centre 

Fer-soufre à l’ubiquinone. 
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L’ubiquinone est ainsi réduit en ubiquinol par le complexe I ou le complexe II. Il se déplace 

librement au sein de la membrane interne mitochondriale du complexe I ou II au complexe III 

grâce à son hydrophobicité et sa petite taille (Moussard, 2006).  

 Le complexe III 

Au niveau du complexe III, l’ubiquinol est oxydé par l’enzyme cytochrome c réductase. Deux 

électrons provenant de cette oxydation sont transférés par le complexe III au cytochrome c. Les 

groupements prosthétiques du complexe III assurant le transfert d’électrons sont deux 

cytochromes b, une protéine à centre Fer-soufre et le cytochrome c1. Cette réaction est 

également couplée à une translocation de deux protons dans l’espace intermembranaire 

(Moussard, 2006; Osellame et al., 2012; Alberts, 2015). Le cytochrome c est une petite protéine 

soluble qui se déplace sur la face cytosolique de la membrane interne du complexe III au 

complexe IV à qui elle cède deux électrons. 

 Le complexe IV 

Le complexe IV est composé d’un cytochrome a, d’un cytochrome a3 et de deux ions cuivre qui 

font passer les électrons à un atome d’oxygène permettant la formation d’une molécule d’eau 

(H2O). Quatre électrons (et quatre protons) sont donc nécessaires pour réduire une molécule 

d’oxygène (O2) en deux H2O. La translocation de quatre protons de la matrice vers l’espace 

intermembranaire accompagne cette dernière étape de transport des électrons (Moussard, 2006; 

Osellame et al., 2012; Alberts, 2015).   

 Les supercomplexes 

Des études ont montré qu’au sein des crêtes mitochondriales les complexes de la chaîne 

respiratoire s’assemblent en structures plus importantes, les supercomplexes. Ils sont formés 

d’une copie du complexe I, d’un dimère du complexe III et un monomère du complexe IV. Le 

rôle fonctionnel de ces structures n’est pas encore clairement défini, cependant certaines 

hypothèses ont été émises. Les supercomplexes permettraient notamment d’améliorer 

l’efficacité de transfert des électrons et de prévenir la génération d’ERO par le complexe I 

(Acin-Perez and Enriquez, 2014; Kühlbrandt, 2015). 

1.2.3.3 Génération d’un gradient de protons 
Chaque transfert d’électrons réalisé lors des réactions d’oxydoréduction au sein de la chaîne 

respiratoire libère de l’énergie. Cette énergie chimique est utilisée pour pomper des protons de 

la matrice mitochondriale vers l’espace intermembranaire contre leur gradient de concentration. 

Les protons sont pompés au niveau des complexes I, III et IV ainsi appelés pompes à protons. 



A B

Figure 16 : Le gradient de protons à travers la membrane interne mitochondriale.
A. Le pompage de protons depuis la matrice mitochondriale vers l’espace
intermembranaire permet de générer un gradient électrochimique à travers la membrane
mitochondriale, mesuré en millivolts (mV). Il est composé d’une force importante due
au potentiel de membrane (∆V) et d’une force plus faible provenant du gradient de pH
(∆pH). La combinaison de ces deux forces génère une force proton-motrice qui renvoie
les protons dans la matrice. B. Le retour des protons dans la matrice se fait à travers
l’ATP synthase qui utilise le gradient électrochimique pour la synthèse d’ATP (d’après
Alberts, 2015).

A B

Figure 17 : L’ATP synthase. A. Ce complexe protéique est composés des domaines Fo
et F1. Le domaine Fo est un canal à protons contenant les sous-unités a, b et c. Le
domaine F1 forme la partie soluble de l’ATP synthase comprenant les sous-unités α, β
(où se situent les sites catalytiques de l’enzyme), γ, δ et ε. B. L’ATP synthase est
apparentée à une turbine contenant un rotor mobile constitué des sous-unités c, γ et ε et
d’un stator fixe constitué des sous-unités a, b, α, β et δ. A et B. Les protons entrent dans
un canal de la sous-unité a et se lient aux sous-unités c du rotor. Celui-ci effectue un
mouvement de rotation permettant de faire sortir les protons, par un autre canal de la
sous-unité a, dans la matrice. La rotation du rotor entraîne une rotation de la sous-unité
γ qui induit un changement conformationnel des sites catalytiques. Suite à ces
changements, les sites catalytiques produisent de l’ATP à partir d’ADP et de Pi. Le
passage de 3 protons est nécessaire à la synthèse d’une molécule d’ATP (d’après
Alberts, 2015 et Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes).
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En revanche, le complexe II ne peut pas pomper de protons car l’énergie libérée par les réactions 

d’oxydoréduction au niveau de ce complexe n’est pas suffisante (Moussard, 2016). Le pompage 

de protons permet de générer, à travers la membrane interne mitochondriale, un gradient de pH 

(∆pH) avec un pH élevé dans la matrice (pH 7,9) et plus faible dans l’espace intermembranaire 

(avec une valeur de pH proche du cytosol de 7,4) ainsi qu’un potentiel de membrane (∆V ou 

∆Ψm) négatif du côté de la matrice et positif du côté de l’espace intermembranaire (Figure 16). 

Ces deux forces sont à l’origine du gradient de protons ou gradient électrochimique à travers la 

membrane interne mitochondriale (Alberts, 2015). Ce gradient exerce une force proton-motrice 

qui renvoie les protons, selon leur gradient de concentration, dans la matrice. Le reflux des 

protons se fait par le passage au travers de l’ATP synthase, conduisant à la phosphorylation 

d’ADP en ATP (Figure 16) (Campbell, 2012).  

 L’ATP synthase 

L’ATP synthase, aussi appelée complexe V, représente l’enzyme finale de la phosphorylation 

oxydative qui catalyse la synthèse d’ATP (Figure 15). Elle fait suite à la chaîne de transport des 

électrons au niveau des crêtes mitochondriales. L’ATP synthase est un gros complexe protéique 

de 600 kDa composé de 16 sous-unités, divisé en deux domaines fonctionnels : les domaines 

Fo et F1 (Figure 17A). Le domaine Fo, enchâssé dans la membrane interne, forme un canal à 

protons et comprend les sous-unités a, b et c. Les sous-unités c s’associent pour former un 

anneau et chacune d’entre elles possède un site de liaison aux protons. Le domaine F1 

correspond à la partie soluble de l’ATP synthase sortant dans la matrice mitochondriale. Cinq 

sous-unités différentes constituent ce domaine : trois sous-unités α, trois sous-unités β ainsi que 

les sous-unités γ, δ et ε. Les sous-unités α et β sont regroupées entre elles sous la forme d’un 

hexamère et représentent la tête de l’enzyme. Les sites catalytiques de l’enzyme sont localisés 

au niveau des sous-unités β. L’ATP synthase peut être apparentée à une turbine moléculaire 

composée d’un rotor mobile composé des sous-unités c, γ et ε et d’un stator fixe constitué des 

sous-unités a, b, α, β et δ (Figure 17B). La sous-unité γ relie l’anneau formé par les sous-unités 

c du domaine Fo au stator. Sous l’effet du gradient de concentration les protons pénètrent dans 

le domaine Fo et se fixent à leur site de liaison. Le flux de protons génère de l’énergie qui 

conduit à la rotation du rotor, tout d’abord de l’anneau de sous-unités c, qui permet la sortie des 

protons dans la matrice mitochondriale. La rotation de cet anneau entraîne la rotation de la sous-

unité γ induisant des changements conformationnels des sites catalytiques au niveau des sous-

unités β. Ces changements permettent de rapprocher l’ADP et un phosphate inorganique pour 



Figure 18: Le rendement en ATP suite à l’oxydation complète d’une molécule de
glucose. La glycolyse et l’oxydation du pyruvate en acétyl-coA produisent chacune 2
molécules de NADH, le cycle de Krebs produit 6 molécules de NADH et 2 molécules
de FADH2. Le NADH et le FADH2 fournissent assez d’énergie pour la synthèse de 2,5
et 1,5 molécules d’ATP respectivement. Ainsi, en plus des 2 molécules d’ATP
synthétisées lors de la glycolyse et le cycle de Krebs respectivement, la phosphorylation
oxydative permet la synthèse de 28 molécules d’ATP. Au total, l’oxydation complète
d’une molécule de glucose, en conditions aérobies, génère 32 molécules d’ATP (d’après
Campbell, 2012).



35 
 

former de l’ATP et le libérer dans la matrice mitochondriale (Figure 17A et B) (Campbell, 

2012; Papa et al., 2012; Alberts, 2015). 

Par la suite, l’ATP produit est exporté dans le cytosol grâce à l’ATP/ADP translocase. Cette 

protéine située sur la membrane interne permet de transporter l’ATP dans l’espace 

intermembranaire en échange d’ADP cytosolique nécessaire à la synthèse d’ATP. Puis, l’ATP 

diffuse dans la membrane externe pour rejoindre le cytosol afin d’être utilisé lors de multiples 

travaux cellulaires (Moussard, 2006; Alberts, 2015). 

Dans certaines conditions, l’ATP synthase peut fonctionner dans le sens inverse et avoir une 

activité ATPase hydrolysant l’ATP afin de générer un gradient électrochimique (Papa et al., 

2012). 

Des études ont montré que les complexes d’ATP synthase ne sont pas disposés de façon 

aléatoire dans la membrane interne mais qu’ils sont organisés sous forme de dimères. Une telle 

disposition est nécessaire pour la formation des crêtes et leur stabilité (Alberts, 2015). Les 

dimères d’ATP synthase sont alignés à la pointe des crêtes mitochondriales entourés par les 

complexes de la chaîne respiratoire disposés le long des crêtes. Cette organisation améliore la 

diffusion des protons, apportés par les complexes de la chaîne respiratoire dans l’espace 

intermembranaire, vers ces dimères et leur utilisation par l’ATP synthase permettant de 

répondre efficacement à la demande énergétique des cellules (Alberts, 2015; Hahn et al., 2016). 

1.2.3.4 Rendement énergétique de la phosphorylation oxydative 
Au total, la synthèse d’une molécule d’ATP par l’ATP synthase nécessite l’utilisation de 4 

protons : le passage de trois protons dans le domaine Fo est nécessaire pour produire une 

molécule d’ATP et un proton est réquisitionné pour le transport de l’ATP hors de la 

mitochondrie (Moussard, 2006). Sachant qu’avec une molécule de NADH, 10 protons sont 

pompés à travers la membrane interne, l’énergie générée par le NADH permet de synthétiser 

2,5 molécules ATP. Cependant une molécule de FADH2 génère assez d’énergie pour la 

synthèse de 1,5 molécules ATP. 2 molécules de NADH sont produites au cours de la glycolyse 

ainsi que par l’oxydation du pyruvate en acétyl-coA et 6 molécules de NADH et 2 molécules 

de FADH2 sont générées lors du cycle de Krebs (Figure 18). Ainsi, le métabolisme oxydatif du 

glucose aboutit à l’obtention de 10 molécules de NADH et 2 molécules de FADH2 utilisées lors 

de la phosphorylation oxydative pour synthétiser 28 molécules d’ATP. La glycolyse et le cycle 

de Krebs permettent la synthèse de 4 molécules d’ATP, par conséquent en aérobiose, 

l’oxydation complète d’une molécule de glucose permet de générer 32 molécules d’ATP. 
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Tandis que seulement 2 molécules d’ATP sont produites en conditions anaérobies (Campbell, 

2012). 

1.2.3.5 Régulation de la phosphorylation oxydative 
Le stockage d’ATP n’existe pas, c’est pourquoi une régulation fine de la phosphorylation 

oxydative est nécessaire pour répondre rapidement aux besoins énergétiques de la cellule. La 

phosphorylation oxydative est principalement régulée de deux manières : une régulation du 

taux de synthèse de l’ATP et une régulation de l’efficacité de couplage entre la consommation 

d’oxygène et la phosphorylation de l’ADP. La phosphorylation oxydative peut aussi être 

régulée par des processus plus généraux au niveau cellulaire.  

1.2.3.5.1 Régulation du taux de synthèse d’ATP 

Le taux de synthèse d’ATP est contrôlé par un mécanisme de rétrocontrôle qu’on appelle 

« contrôle respiratoire » qui permet d’adapter l’intensité de respiration à l’intensité d’utilisation 

de l’ATP. Ce mécanisme peut s’expliquer par la théorie chimiosmotique. L’entrée d’ADP dans 

la matrice mitochondriale stimule l’activité de l’ATP synthase qui va pomper des protons dans 

l’espace intermembranaire induisant une baisse du gradient électrochimique. La diminution du 

gradient stimule à son tour l’activité des pompes à protons de la chaîne respiratoire et donc la 

respiration. Un deuxième mécanisme de contrôle respiratoire est mis en jeu lorsque le ratio 

ATP/ADP mitochondrial est trop élevé. Dans ce cas, l’ATP est capable d’inhiber de façon 

allostérique la cytochrome c oxydase (Kadenbach, 2003).  

1.2.3.5.2 Régulation de l’efficacité de couplage 

L’efficacité de couplage est définie par la quantité de phosphate inorganique incorporé dans 

l’ATP par molécule d’oxygène consommé, correspondant au rapport P/O (Kadenbach, 2003). 

Le découplage indique les processus qui diminuent le rapport P/O. Ce paramètre varie soit par 

modification de l’efficacité de pompage de protons (découplage intrinsèque) soit par 

modification du gradient électrochimique (découplage extrinsèque).  

 Découplage intrinsèque 

Le découplage intrinsèque a lieu au sein des complexes de la chaîne respiratoire. Il concerne 

une variation de la stœchiométrie H+/e- et de la stœchiométrie H+/ATP.  

- Stœchiométrie H+/e-  

Au sein de la chaîne respiratoire, le « patinage » des pompes à protons se traduit par une 

diminution du nombre de protons pompés pour un même nombre d’électrons transférés par la 

chaîne respiratoire. Il en résulte une diminution de la stœchiométrie H+/e- et donc du rapport 
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P/O. Ce découplage entre le transfert d’électrons et le pompage de protons, se déroulant au 

niveau de la cytochrome c oxydase, conduit à une augmentation de la consommation d’oxygène 

afin de maintenir le gradient de protons. Lorsque le potentiel de membrane est élevé, ce 

phénomène de « patinage » au niveau de la cytochrome c oxydase pourrait prévenir la 

production d’ERO (Kadenbach, 2003).  

- Stœchiométrie H+/ATP 

Un découplage au niveau de l’ATP synthase conduit à une diminution de la quantité d’ATP 

produite pour un flux de proton donné. Une augmentation de stœchiométrie H+/ATP est donc 

observée. Cependant, l’existence de ce phénomène in vivo est contesté.  

 Découplage extrinsèque 

Le découplage extrinsèque se traduit par une augmentation de la perméabilité aux protons et 

aux cations de la membrane interne mitochondriale. Par conséquent, une partie des protons 

retourne dans la matrice mitochondriale sans passer par l’ATP synthase. Ils ne participent donc 

pas à la synthèse d’ATP. Il en résulte une chute du gradient électrochimique. Ainsi, la 

consommation d’oxygène augmente pour maintenir le gradient électrochimique et compenser 

la fuite de protons. La fuite de protons peut être basale ou inductible.  

La fuite de protons basale est uniquement liée aux propriétés physicochimiques de la membrane 

interne et n’est pas régulée.  

La membrane interne mitochondriale contient des protéines particulières qui catalysent la fuite 

de protons inductible. Les protéines découplantes UCP (uncoupling protein) transportent les 

protons depuis l’espace intermembranaire vers la matrice mitochondriale et diminuent le 

gradient électrochimique (Jastroch et al., 2010). La famille des UCP comprend 5 isoformes. 

UCP1 est présente dans le tissu adipeux brun où elle est impliquée dans la thermogenèse. UCP2 

est exprimée de façon ubiquitaire alors qu’UCP3 est principalement exprimée dans le muscle 

squelettique et le cœur. UCP4 et 5 sont majoritairement exprimées au niveau du cerveau 

(Kadenbach, 2003). Les fonctions des UCP ne sont pas clairement définies cependant Brand et 

son équipe ont suggéré que ces protéines ont un rôle protecteur face à la production d’ERO et 

les dommages associés (Brand et al., 2004). Outre les UCP, l’ATP/ADP translocase serait 

également impliquée dans le découplage extrinsèque induit par les acides gras. 

1.2.3.5.3 La biogenèse mitochondriale 
La biogenèse mitochondriale implique la formation et la division des mitochondries déjà 

formées. Elle est déclenchée par des stress environnementaux (exercice, restriction calorique et 
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Figure 19 : Dynamique mitochondriale. Les mitochondries sont des organites
dynamiques capables de phénomènes de fusion et de fission coordonnés par des
protéines spécifiques. A. Lors de la fusion, les mitofusines (Mfn) permettent la fusion
des membranes externes alors qu’Opa1 est impliqué dans la fusion des membranes
internes. La fission est quant à elle contrôlée par Drp1 (dynamin related protein 1). B.
Le cycle de vie d’une mitochondrie débute par la croissance et la division de
mitochondries déjà existantes (biogenèse) et se termine par la dégradation via le
processus de mitophagie lorsque la mitochondrie est endommagée. Entre les deux, la
mitochondrie évolue en fonction des besoins de la cellule et des conditions
physiologiques. La fusion mitochondriale permet la formation d’un réseau
mitochondrial interconnecté, augmentant l’activité respiratoire pour répondre à une
demande énergétique. La fission permet de répartir les mitochondries notamment après
un excédent métabolique (d’après Van der Blieck et al., 2013 et Westermann, 2010).
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stress oxydant), la division cellulaire ou la différenciation. La biogenèse mitochondriale 

nécessite la coordination de l’expression de nombreux gènes provenant de l’ADN nucléaire et 

de l’ADN mitochondrial. Les protéines codées par le génome nucléaire sont synthétisées dans 

le cytosol et doivent être importées dans les mitochondries grâce à des translocases situées au 

niveau de la membrane externe mitochondriale, les TOM (translocase of the outer 

mitochondrial membrane), et des translocases situées au niveau de la membrane interne, les 

TIM (translocase of the inner mitochondrial membrane). De nombreux facteurs régulent la 

biogenèse mitochondriale dont le co-activateur transcriptionnel PGC1-α (peroxisome-

proliferator-activated receptor γ co-activator-1α) occupant une place centrale dans la régulation 

de ce processus. PGC1-α est un régulateur du métabolisme mitochondrial, il stimule 

l’expression de gènes mitochondriaux codant des enzymes impliquées dans la β-oxydation des 

acides gras, le cycle de Krebs et la phosphorylation oxydative (Lin et al., 2005).  

1.2.3.5.4 Dynamique mitochondriale et phosphorylation oxydative 

Les mitochondries sont des structures dynamiques pouvant switcher d’un état sous forme de 

réseau allongé et interconnecté à un état fragmenté par des évènements de fusion et fission 

mitochondriales (Figure 19). Cette dynamique permet aux mitochondries de s’adapter aux 

conditions physiologiques et à la demande énergétique des cellules. Les mitochondries peuvent 

également réorganiser leur structure interne en modifiant la forme des crêtes mitochondriales. 

La morphologie et la dynamique mitochondriales sont régies par une famille de protéines, les 

protéines impliquées dans la morphologie mitochondriale (mitochondrial-shapping proteins) 

(Cogliati et al., 2016; Wai and Langer, 2016). La fusion mitochondriale correspond à un 

assemblage de mitochondries orchestrée par des GTPases appartenant à la famille des 

dynamines, les Mfn1 et 2 (mitofusin 1 et 2) pour la fusion des membranes externes et Opa 1 

(optic atrophy 1) pour la fusion des membranes internes (Wai and Langer, 2016). Opa 1 présente 

également un rôle fondamental dans l’architecture et le remodelage des crêtes mitochondriales 

(Cogliati et al., 2016). La fusion mitochondriale s’établie lors d’une pénurie métabolique, elle 

permet d’augmenter l’activité respiratoire afin de répondre à la demande énergétique. Le 

processus de fission, au cours duquel une mitochondrie est séparée en deux, est réalisé grâce à 

une GTPase appartenant à la famille des dynamines, Drp1 (dynamin related protein 1). La 

fission permet de répartir les mitochondries au cours de la division cellulaire, il survient aussi 

lors d’un dysfonctionnement cellulaire, en cas d’apoptose ou après un excédent métabolique 

induisant une diminution de l’activité respiratoire pour éviter le gaspillage d’énergie (Schrepfer 

and Scorrano, 2016). Le processus de fission contribue également à l’élimination des 



Figure 20 : La signalisation calcique joue un rôle dans le métabolisme
mitochondrial. L’augmentation de la concentration de Ca2+ cytosolique induit l’entrée
de Ca2+ dans la matrice mitochondriale. Le Ca2+ passe à travers la membrane
mitochondriale externe via les canaux VDAC (Voltage-dependent anion channel) puis
par les canaux MCU (mitochondrial Ca2+ uniporter) pour passer la membrane
mitochondriale interne. Dans la matrice mitochondriale, le Ca2+ active des enzymes du
cycle de Krebs stimulant son fonctionnement. Ainsi une quantité plus importante de
NADH est transférée à la chaîne respiratoire augmentant son activité ainsi que la
synthèse d’ATP. IMM, inner mitochondrial membrane; OMM, outer mitochondrial
membrane (adapté de Mammucari et al., 2018).
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mitochondries endommagées grâce à un mécanisme de dégradation autophagique spécifique, 

la mitophagie. Cela permet de conserver une activité respiratoire optimale (Osellame et al., 

2012). Par ailleurs, les protéines impliquées dans la morphologie mitochondriale jouent un rôle 

dans la régulation du métabolisme mitochondrial. Dans différents modèles cellulaires il a été 

montré que la déplétion de Mfn2 entraîne une diminution de la consommation d’oxygène et du 

potentiel de membrane mitochondrial ainsi qu’une sous-régulation de certaines sous-unités des 

complexes de la chaîne respiratoire (Schrepfer and Scorrano, 2016). La forme des crêtes 

mitochondriales, régulée par Opa1, joue un rôle important dans l’assemblage et la stabilité des 

supercomplexes contrôlant ainsi l’efficacité de la chaîne respiratoire (Cogliati et al., 2013).  

1.2.4 Implication de la mitochondrie dans d’autres processus 
cellulaires 

1.2.4.1 La signalisation calcique 
La mitochondrie communique de façon permanente avec le cytosol dans le but de préserver une 

homéostasie énergétique garantissant un apport suffisant en énergie par la phosphorylation 

oxydative. En ce sens, la signalisation calcique joue un rôle important dans la communication 

entre ces deux compartiments. L’ion calcium (Ca2+) est un second messager pilotant des 

processus cellulaires tels que la sécrétion, la contraction musculaire, la migration ou encore la 

prolifération cellulaire qui nécessitent un apport énergétique. 

Une augmentation de la concentration de Ca2+ cytosolique ([Ca2+]c) permet d’activer des 

transporteurs mitochondriaux liant le Ca2+ tel que le transporteur aspartate/glutamate 

(ARALAR) situé sur la membrane mitochondriale interne. Ce transporteur transfère du NADH 

du cytosol vers la matrice mitochondriale pour alimenter la chaîne respiratoire et produire de 

l’ATP. La hausse de [Ca2+]c induit également l’entrée de Ca2+ dans la matrice mitochondriale 

selon son gradient de potentiel électrochimique. Les canaux VDAC (voltage-dependent 

activated channels) permettent le passage du Ca2+ à travers la membrane mitochondriale externe 

puis les canaux MCU (mitochondrial calcium uniporter) facilitent le passage au travers de la 

membrane mitochondriale interne (Figure 20). L’entrée de Ca2+ dans la mitochondrie provoque 

une hausse la concentration de Ca2+ mitochondriale ([Ca2+]m) qui active certaines enzymes du 

cycle de Krebs et l’ATP synthase. L’ensemble de ces mécanismes permet d’apporter davantage 

de substrats à la chaîne respiratoire augmentant ainsi son activité et la synthèse d’ATP 

(Osellame et al., 2012; Bhosale et al., 2015). De plus la mitochondrie agit comme un tampon 

de Ca2+ intracellulaire puisque l’accumulation de Ca2+ au sein de la mitochondrie entraîne une 

diminution de la [Ca2+]c permettant de réguler la signalisation calcique (Bhosale et al., 2015).  
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Cellular signaling

Figure 21 : Production d’espèces réactives de l’oxygène (ERO) et système
antioxydant. L’anion superoxyde (O2

∙-) est produit par une fuite d’électrons au niveau
de la chaîne respiratoire capables de réagir avec l’oxygène ou par l’oxydation du
NADPH par l’enzyme NOX (NADPH oxydase). L’O2

∙- est rapidement converti en
peroxyde d’hydrogène (H2O2) par la superoxyde dismutase (SOD). Des enzymes
antioxydantes, comme la peroxyrédoxine (Prx), la glutathion peroxydase (Gpx) et la
catalase (Cat), prennent en charge l’H2O2 et le transforment en H2O. Les ERO ont des
effets délétères ou bénéfiques dans les cellules. L’ion O2

∙- et H2O2 peuvent subir la
réaction de Fenton et être à l’origine du radical hydroxyle (OH∙). Ce dernier est un
radical très réactif qui provoque des dommages oxydatifs au niveau des lipides, des
protéines et de l’ADN conduisant à un stress oxydant. Les ERO ont également un rôle
physiologique en stimulant des voies de signalisation cellulaires (adapté de Schieber
and Chandel, 2014).
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1.2.4.2 Production d’ERO 
Les ERO sont des espèces chimiques réactives intracellulaires dérivées de l’O2. Cette famille 

de composés comprend des radicaux libres tels que l’anion superoxyde (O2
-) et le radical 

hydroxyle (OH) et des espèces non radicalires comme le peroxyde d’hydrogène (H2O2) et le 

peroxynitrite (ONOO-) (Moussard, 2006; Glasauer and Chandel, 2013).  

La mitochondrie représente la source majeure d’ERO. La génération d’ERO provient 

principalement de la phosphorylation oxydative mais les ERO peuvent également être produits 

par l’-cétoglutarate déshydrogénase appartenant au cycle de Krebs et la monoamine oxydase, 

enzyme localisée au niveau de la membrane mitochondriale externe (Adam-Vizi and 

Chinopoulos, 2006a). Outre la mitochondrie, de nombreuses enzymes peuvent réduire l’O2 en 

O2
- notamment la NADPH oxydase (NOX) située sur la membrane plasmique et d’autres 

membranes cellulaires comme celle du réticulum endoplasmique (RE) (Figure 21).  

Au cours de la phosphorylation oxydative, des électrons peuvent « fuiter » et quitter la chaîne 

respiratoire au niveau du complexe I majoritairement et des complexes II et III. Ils ont la 

possibilité de réagir avec une molécule d’O2 qui subit alors une réduction incomplète par un 

électron à l’origine de la formation d’O2
- dans la matrice mitochondriale (Figure 21). Ce radical 

possède un électron célibataire sur sa couche périphérique, le rendant instable et réactif. L’O2
- 

est rapidement pris en charge par la superoxyde dismutase (SOD), une enzyme antioxydante, 

qui le convertit en H2O2 (Adam-Vizi and Chinopoulos, 2006a). En présence d’ions Fe2+ ou Cu+, 

H2O2 est converti par la réaction de Fenton en un radical très réactif, l’OH (Moussard, 2006 ; 

Schieber and Chandel, 2014). 

La génération d’ERO dépend du fonctionnement de la phosphorylation oxydative. Un défaut 

d’activité ou d’assemblage du complexe I de la chaîne respiratoire résulte en une augmentation 

de la production d’O2
-, une surexpression de SOD et donc en une augmentation d’H2O2 (Papa 

et al., 2012). D’autre part, lorsque l’ATP synthase est peu active, la présence d’un fort ∆Ψm et 

d’un ratio NADH/NAD+ élevé contribuerait à la formation d’ERO (Adam-Vizi and 

Chinopoulos, 2006a). Une importante accumulation de Ca2+ dans la matrice mitochondriale 

semble également être à l’origine de la production d’ERO.  

En fonction de leur quantité dans la cellule, les ERO peuvent avoir des effets bénéfiques ou 

délétères pour la cellule. Une production excessive d’ERO est néfaste pour la cellule puisqu’ils 

oxydent de manière incontrôlée et irréversible certains constituants cellulaires : les protéines, 

les lipides et l’ADN conduisant à un stress oxydant et à des dommages cellulaires (Brand et al., 
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2004). En revanche la production d’une quantité modérée d’ERO présente un rôle 

physiologique par la stimulation de voies de signalisation impliquées dans la prolifération, la 

différenciation cellulaire et la régulation de l’adaptation métabolique et de l’immunité innée et 

adaptative (Sena and Chandel, 2012; Glasauer and Chandel, 2013). En effet, H2O2 induit 

l’oxydation des groupements thiols des cystéines conduisant à un changement allostérique des 

protéines et à l’altération de leur fonction au sein d’une voie de signalisation. Dans ce contexte, 

certaines phosphatases comme PTEN se retrouvent oxydées par H2O2, il en résulte une 

inhibition de leur activité déphosphorylante et donc une activation des voies de signalisation 

PI3K/AKT et Ras/MAPK (Schieber and Chandel, 2014). 

Les ERO jouent également un rôle important dans les fonctions des cellules souches. Au sein 

des cellules souches hématopoïétiques, un faible niveau d’ERO est requis pour activer les voies 

de prolifération. En revanche, un niveau élevé d’ERO altère leur fonction d’autorenouvellement 

(Schieber and Chandel, 2014).  

Au vu des fonctions physiologiques importantes auxquelles participent les ERO, leur quantité 

doit être finement régulée. Pour cela, un système antioxydant est présent dans le but de 

neutraliser les ERO et protéger les cellules de dommages à l’ADN. Le système antioxydant est 

composé d’antioxydants et d’enzymes antioxydantes. Les antioxydants tels que le glutathion et 

les vitamines A, C et E ont pour but de de piéger les radicaux libres. Quant à la catalase, la 

gluthation peroxydase (GPx) et la peroxyredoxine, ce sont des enzymes antioxydantes qui 

transforment l’H2O2 en H2O (Sena and Chandel, 2012). 

La balance entre la production et l’élimination d’ERO est essentielle et le déséquilibre, 

notamment lorsque des ERO échappent au système antioxydant, peut être délétère. Des niveaux 

élevés d’ERO sans élimination par le système antioxydant sont impliqués dans certaines 

pathologies telles que les maladies cardiovasculaires, les maladies neurodégénératives, le 

diabète et le cancer (Glasauer and Chandel, 2013). Ces niveaux élevés d’ERO stimulent 

également l’expression de pro-oxydants impliqués dans le déclenchement de l’apoptose.  

1.2.4.3 L’apoptose 
La mitochondrie est impliquée dans un processus physiologique majeur, la mort cellulaire 

programmée par apoptose. Ce processus correspond à une séquence d’événements moléculaires 

conduisant à la destruction d’une cellule endommagée ou infectée. Les cellules qui entrent en 

apoptose subissent des changements morphologiques caractéristiques : rétrécissement 

cellulaire, désorganisation du cytosquelette, désassemblage de l’enveloppe nucléaire, 



Figure 22 : Déclenchement de l’apoptose par les voies extrinsèque et intrinsèque.
Dans la voie extrinsèque, suite à la fixation de leur ligand extracellulaire, les récepteurs
de mort sont activés. Ils recrutent ainsi des protéines adaptatrices comme FADD (Fas-
associated protein with death domain) qui se lient aux pro-caspases initiatrices 8 et 10
permettant de les activer. Les caspases initiatrices activent ensuite les caspases
effectrices 3 et 7 menant à l’apoptose. Les caspases initiatrices de la voie extrinsèque
peuvent induire la voie intrinsèque par clivage de la protéine pro-apoptotique Bid en
tBid. La voie intrinsèque est déclenchée par un stress cellulaire qui induit une
perméabilisation de la membrane mitochondriale externe (MOMP) via l’activation des
protéines pro-apoptotiques Bax et Bak. Ces protéines forment des pores au niveau de la
membrane externe ce qui permet la libération de nombreuses protéines dans le
cytoplasme comme le cytochrome c et Smac/DIABLO. Le cytochrome c se lie à Apaf-1
pour former l’apoptosome qui active la caspase initiatrice 9. Celle-ci active ensuite les
caspases effectrices 3 et 7 induisant l’apoptose. Le déclenchement d’apoptose peut être
inhibé soit par l’action de protéines anti-apoptotiques (Bcl-2 et Bcl-xL) soit par
l’inhibition des caspases par XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis protein) (d’après
Ichim and Tait, 2016).
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condensation de la chromatine et bourgeonnement de la membrane plasmique. Ces évènements 

conduisent à la fragmentation des cellules en corps apoptotiques phagocytés ensuite par les 

cellules voisines (Alberts, 2015). L’apoptose est un mécanisme physiologique impliqué dans 

l’homéostasie tissulaire et le développement de l’organisme. Si l’apoptose est dérégulée, elle 

peut être à l’origine de certaines pathologies comme les maladies neurodégénératives ou 

certains types de cancer (Elmore, 2007).  

Lors de l’apoptose, les changements morphologiques sont induits par des protéases 

intracellulaires appelées caspases. Elles possèdent une cystéine dans leur site actif et clivent 

spécifiquement des protéines au niveau d’un acide aspartique (Alberts, 2015). Ces protéases 

sont synthétisées sous forme de précurseurs inactifs, les procaspases, puis activées lors du 

déclenchement de l’apoptose. Les caspases intervenant dans l’apoptose sont divisées en deux 

catégories : les caspases initiatrices qui regroupent les caspases 2, 8, 9 et 10 et les caspases 

effectrices comprenant les caspases 3, 6 et 7. Les caspases initiatrices s’associent sous forme 

de dimères conduisant à leur activation. Par clivage, elles activent ensuite les caspases 

effectrices, qui à leur tour clivent des protéines cibles. Les caspases effectrices activent des 

endonucléases dégradant le matériel nucléaire ainsi que des protéases dégradant des protéines 

nucléaires et cytoplasmiques. Plus de cent protéines sont la cible des caspases effectrices 

comme les lamines nucléaires, les protéines composant le cytosquelette ou des protéines 

impliquées dans la réparation de l’ADN telle que PARP (Elmore, 2007; Alberts, 2015). Cette 

suite d’évènements de clivage correspond à la cascade protéolytique ou cascade de caspases 

dont le déclenchement est orchestré par deux mécanismes distincts : la voie extrinsèque et la 

voie intrinsèque.  

La voie extrinsèque implique la fixation d’une protéine signal extracellulaire sur un récepteur 

de mort à la surface cellulaire (Figure 22). Les récepteurs de mort sont des protéines 

transmembranaires contenant : un domaine de liaison au ligand extracellulaire, un domaine 

transmembranaire et un domaine de mort intracellulaire. Ils appartiennent à la famille des 

récepteurs du TNF (tumor necrosis factor) qui inclue les récepteurs et leurs ligands 

correspondants TNFR/TNF, FasR/Fas et TRAIL-R/TRAIL (Elmore, 2007). Une fois le 

récepteur activé par fixation de son ligand, le domaine de mort intracellulaire recrute une 

protéine adaptatrice comme FADD (Fas-associated protein with death domain) ou TRADD 

(TNFR1-associated death domain). A son tour, la protéine adaptatrice se lie aux pro-caspases 

initiatrices 8/10 formant ainsi un complexe appelé DISC (death-inducing signaling complex). 
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La formation de ce complexe permet l’activation des caspases initiatrices initiant la cascade 

protéolytique (Elmore, 2007). 

La voie extrinsèque peut être inhibée, notamment par la protéine c-Flip. En s’associant à la 

caspase 8 au sein du complexe DISC, c-Flip rend le complexe inefficace pour activer la caspase 

(Elmore, 2007).  

La voie intrinsèque est quant à elle dépendante de la mitochondrie (Figure 22). En réponse à un 

stress cellulaire comme un stress du RE ou des dommages à l’ADN, les cellules empruntent 

cette voie pour activer leur programme apoptotique. Ce processus débute par la 

perméabilisation de la membrane mitochondriale externe aboutissant à la libération dans le 

cytoplasme de protéines de l’espace intermembranaire comme Smac/DIABLO, l’endonucléase 

G, AIF (apoptosis-inducing factor) ou encore le cytochrome c capable d’activer la cascade de 

caspases. Une fois libéré dans le cytoplasme, le cytochrome c se lie à la protéine adaptatrice 

Apaf-1 (apoptotic protein activating factor-1) pour former un complexe nommé apoptosome. 

Ce complexe recrute la pro-caspase initiatrice 9 et l’active. La caspase 9 active ensuite les 

caspases effectrices. L’endonucléase G et AIF migrent dans le noyau et provoquent la 

fragmentation de l’ADN et la condensation de la chromatine. Quant à la protéine 

Smac/DIABLO, elle inhibe les protéines IAP (inhibitor of apoptosis proteins), telle que XIAP 

(X-linked inhibitor of apoptosis protein), qui ont pour fonction d’inactiver les caspases (Alberts, 

2015; Abate et al., 2019). 

La perméabilité de la membrane mitochondriale externe est régulée par des protéines de la 

famille Bcl-2 (B-cell lymphoma 2). Les membres de cette famille possèdent au moins un 

domaine BH (Bcl2 homology). Cette famille est divisée en deux groupes : 

- Les protéines anti-apoptotiques empêchant l’activation de la voie intrinsèque. Elles 

possèdent quatre domaines BH et incluent les protéines Bcl-2 et Bcl-xL (B-cell 

lymphoma-extra large) 

- Les protéines pro-apoptotiques activant la voie intrinsèque, subdivisées en deux 

catégories. Les protéines pro-apoptotiques Bak et Bax sont composées de trois 

domaines BH. Les protéines pro-apoptotiques telles que Bad, Bid et Bim sont dotées 

d’un seul domaine BH3. 

Lors d’un stimulus apoptotique, les protéines pro-apoptotiques Bak et Bax sont activées et 

s’agrègent pour former un pore au niveau de la membrane mitochondriale externe à l’origine 

de sa perméabilisation. Parallèlement, Bid déclenche le remodelage des crêtes mitochondriales 



Figure 23 : L’hypothèse d’Otto Warburg. Les cellules normales utilisent
majoritairement la phosphorylation oxydative pour leur production énergétique. Selon
la théorie de l’effet Warburg, contrairement aux cellules normales, les cellules
cancéreuses présentent une phosphorylation oxydative défectueuse. Elles reposent alors
sur une activité glycolytique élevée pour produire l’ATP nécessaire à la prolifération
des cellules cancéreuses, même en présence d’oxygène (d’après Weinberg and Chandel,
2009).
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contribuant également au relargage du cytochrome c (Abate et al., 2019). Les protéines pro-

apoptotiques à un seul domaine BH3 inhibent l’activité des protéines anti-apoptotiques. 

Lorsque l’apoptose n’est pas nécessaire, celles-ci se lient aux protéines pro-apoptotiques afin 

d’empêcher leur oligomérisation.  

Les ERO sont impliqués dans le processus d’apoptose. Des dommages à l’ADN peuvent induire 

une augmentation du niveau d’ERO qui déstabilisent la membrane mitochondriale externe et 

modifient sa perméabilité. D’autre part, il existe aussi un mécanisme d’apoptose indépendant 

des caspases et l’augmentation de la production d’ERO suite à un dommage mitochondrial, 

pourrait en être le facteur principal (Hongmei, 2012). 

2. Le métabolisme énergétique des cellules cancéreuses 

La reprogrammation du métabolisme énergétique est une caractéristique majeure des cellules 

cancéreuses afin de soutenir la croissance et la division cellulaire (Hanahan and Weinberg, 

2011). Dès lors il est intéressant d’exploiter cette caractéristique afin de développer une 

nouvelle stratégie thérapeutique.  

2.1 L’effet Warburg 

Dans les années 1920, l’équipe d’Otto Warburg a montré pour la première fois qu’en condition 

aérobie la production de lactate et le taux de consommation de glucose des tissus cancéreux 

sont plus élevés que dans les tissus sains (Warburg, 1956). Ils émettent alors l’hypothèse qu’au 

sein des cellules cancéreuses, les mitochondries sont défectueuses et présentent un défaut de 

phosphorylation oxydative. Les cellules ont alors recours à la glycolyse pour compenser la 

production d’ATP, même en présence d’oxygène (Figure 23). Ce phénomène appelé effet 

Warburg a par la suite été observé dans différents types de tumeurs : colorectales, mammaires, 

pulmonaires ou encore dans les glioblastomes (Potter et al., 2016; Warburg, 1956). 

En clinique, cette caractéristique métabolique est exploitée par la tomographie à émission de 

positons couplée à un scanner (TEP Scan). Cette technique d’imagerie repose sur l’injection 

dans la circulation sanguine d’un traceur radioactif comme le FDG (2-[18F]fluoro-2-deoxy-D-

glucose). Cet analogue du glucose non métabolisable et marqué radioactivement permet de 

visualiser les tissus tumoraux dans lesquels il s’accumule contrairement aux tissus sains. La 

technique de TEP scan est utilisée pour le diagnostic et le suivi de la progression de certains 

cancers comme le cancer du poumon ou le cancer colorectal (Gambhir, 2002).  
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Dans les cellules cancéreuses, la stimulation de la glycolyse dépend de l’augmentation de la 

transcription des gènes codant les transporteurs de glucose, particulièrement les transporteurs 

de glucose GLUT1 et 3, et les enzymes glycolytiques, comme l’hexokinase 1 et 2 (HK 1 et 2) 

et la phosphofructokinase 1 et 2 (Gatenby and Gillies, 2004; Moreno-Sánchez et al., 2007, 

2014). La surexpression des GLUT permet d’augmenter l’import du glucose dans le 

cytoplasme. L’isoforme GLUT1 est la plus exprimée dans la plupart des cancers tels que les 

cancers du sein, colorectaux et de la prostate. Dans certains cas, sa surexpression est associée à 

une agressivité tumorale et à un faible taux de survie (San-Millán and Brooks, 2016). 

L’isoforme GLUT3 est exprimée dans des tumeurs pulmonaires, gastriques et ovariennes alors 

qu’elle n’est normalement pas présente dans le tissu sain (Wood and Trayhurn, 2003; Moreno-

Sánchez et al., 2007). L’hexokine 2 est l’isoforme prédominante dans les cellules cancéreuses 

contrairement aux tissus sains où elle ne prédomine que dans les cellules adipeuses et les 

muscles squelettiques malgré une faible activité (Pedersen et al., 2002). Cette enzyme est 

capable de se lier aux VDAC situés sur la membrane mitochondriale externe. Elle a donc un 

accès direct à l’ATP synthétisé dans la mitochondrie pouvant être utilisé pour le fonctionnement 

glycolytique. De plus, la fixation de l’hexokinase 2 aux VDAC empêche leur interaction avec 

la protéine pro-apoptotique Bax et pourrait ainsi empêcher le déclenchement de l’apoptose. 

L’hexokinase 2, surexprimée dans des cancers de mauvais pronostic, offre donc un double 

avantage aux cellules cancéreuses (Moreno-Sánchez et al., 2007; Porporato et al., 2011). Une 

autre enzyme glycolytique qui réduit le pyruvate en lactate, la LDH-A, est également 

surexprimée dans de nombreux types de cancer (DeBerardinis et al., 2008; San-Millán and 

Brooks, 2016). La pyruvate déshydrogénase kinase 1 (PDK1) est une enzyme qui inhibe la 

PDH, enzyme à l’origine de la conversion du pyruvate en acétyl-CoA qui alimente le cycle de 

Krebs qui fournit des coenzymes réduits à la phosphorylation oxydative. Souvent, dans les 

cellules cancéreuses, l’expression du gène de la PDK1 est stimulée, ce qui entraîne une 

diminution de l’apport en acétyl-CoA au cycle de Krebs impactant ainsi le fonctionnement de 

la phosphorylation oxydative et favorisant la déviation du pyruvate vers la production de lactate 

(Kroemer and Pouyssegur, 2008; Weinberg and Chandel, 2009; San-Millán and Brooks, 2016). 

2.2 Importance de la glycolyse aérobie pour les cellules cancéreuses 

Puisque la glycolyse est énergétiquement contre-intuitive avec une production d’ATP environ 

16 fois moins efficace que par la phosphorylation oxydative, quels avantages présente la 

stimulation glycolytique pour les cellules cancéreuses ? Ce phénomène a fait l’objet d’un 

nombre considérable d’études et plusieurs hypothèses ont vu le jour. A l’origine, Warburg a 



Figure 24 : Contribution de la glycolyse et du métabolisme mitochondrial pour la
prolifération des cellules cancéreuses. Les intermédiaires métaboliques issus de la
glycolyse et du cycle de Krebs servent de précurseurs aux processus de biosynthèse de
macromolécules et participent également à la synthèse de NADPH, cofacteur possédant
un rôle antioxydant. Le métabolisme de la glutamine alimente le cycle de Krebs.
L’interconnexion de ces différentes voies a pour but de maintenir la biosynthèse et
l’homéostasie redox des cellules cancéreuses nécessaires à leur croissance et leur
prolifération. Les voies métaboliques sont contrôlées par plusieurs oncogènes (vert) et
gènes suppresseurs de tumeur (rouge). LKB1, liver kinase B1 (d’après Vander Heiden et
al., 2009).
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avancé l’idée que la glycolyse était stimulée en réponse à un défaut de fonctionnement 

mitochondrial dans les cellules cancéreuses (Warburg, 1956). Son hypothèse a rapidement été 

contestée par les travaux de Weinhouse suggérant que les mitochondries au sein des tissus 

cancéreux ne sont pas défectueuses et qu’elles ont la capacité de réaliser la phosphorylation 

oxydative aussi efficacement que dans les tissus sains (Weinhouse et al., 1956; Frezza and 

Gottlieb, 2009). Cependant des travaux ont montré que certaines tumeurs présentent un défaut 

respiratoire pouvant être lié à une sous régulation des gènes de la phosphorylation oxydative 

(tumeurs du cerveau, du côlon et du pancréas) ou à une anomalie morphologique des 

mitochondries ( Seyfried, 2012; Hu et al., 2013). Dans les gliomes, ce défaut de fonctionnement 

mitochondrial pourrait être à l’origine du shift énergétique de la phosphorylation oxydative vers 

la glycolyse (Seyfried, 2012). Néanmoins, même dans les tumeurs qui dépendent fortement de 

la glycolyse, la phosphorylation oxydative n’est pas complètement inactive (Cairns et al., 

2011). La stimulation de l’activité glycolytique ne peut donc pas être expliquée uniquement par 

un défaut respiratoire. 

Une autre hypothèse repose sur la production d’ATP. Le glucose est apporté par la circulation 

sanguine de façon constante, il représente donc le nutriment extracellulaire le plus important 

auquel les cellules sont exposées pour produire de l’ATP (DeBerardinis et al., 2008; Vander 

Heiden et al., 2009). Même si le rendement en ATP est moindre par rapport à la phosphorylation 

oxydative, la glycolyse produit de l’ATP plus rapidement ce qui représente un avantage pour la 

prolifération rapide des cellules cancéreuses. Notamment, si le flux glycolytique est assez 

puissant, le pourcentage d’ATP produit peut surpasser celui de la phosphorylation oxydative 

(Warburg, 1956). Malgré une activité glycolytique accrue, elle ne semble contribuer que 

partiellement à la production d’ATP en association avec la phosphorylation oxydative et ce, à 

un degré différent selon les études et les lignées cellulaires allant de 10 à 70% (Zu and Guppy, 

2004; Moreno-Sánchez et al., 2007). En effet, à partir de la compilation de données de la 

littérature, une équipe a déterminé la contribution de la glycolyse à la génération d’ATP dans 

les cellules cancéreuses (en mesurant la production de lactate et la consommation d’oxygène) : 

seulement 17% de la production totale d’ATP des cellules cancéreuses proviennent de la 

glycolyse (Zu and Guppy, 2004). 

Au-delà de la production d’ATP, la glycolyse aérobie est essentielle pour les cellules 

cancéreuses afin de répondre aux besoins de biomasse nécessaire à leur prolifération rapide et 

à leur réplication. La glycolyse est source de précurseurs pour les processus de biosynthèse 

(Figure 24). Les intermédiaires métaboliques issus de la glycolyse peuvent être dirigés vers les 
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voies anaboliques afin de servir de substrats pour la formation de macromolécules, tels que les 

acides aminés, les lipides et les nucléotides, essentielles à la multiplication des cellules 

cancéreuses (Vander Heiden et al., 2009). Ce mécanisme est également décrit dans les tissus 

embryonnaires dans lesquels les cellules présentent également une division rapide (Hanahan 

and Weinberg, 2011). Outre l’apport en substrats pour la synthèse des composants cellulaires, 

la déviation des intermédiaires glycolytiques participe également au maintien de la balance 

redox (Figure 24). En effet le glucose-6-phosphate généré au cours de la première étape de la 

glycolyse, entre dans la voie des pentoses phosphates au cours de laquelle il permet de 

synthétiser du ribose-5-phosphate nécessaire à la synthèse de nucléotides et du cofacteur 

NADPH. Ce cofacteur possède un rôle antioxydant puisqu’il transmet son pouvoir réducteur au 

gluthation et à la thiorédoxine, deux antioxydants capables de piéger les ERO produits lors de 

la prolifération rapide des cellules cancéreuses. Le NADPH participe également à la synthèse 

des acides gras, il a donc une double importance pour les cellules cancéreuses : défense contre 

les dommages induits par les ERO et biosynthèse de macromolécules (DeBerardinis et al., 

2008; Cairns et al., 2011).  

L’isoforme PKM2 (pyruvate kinase type M2), enzyme qui catalyse la conversion du 

phosphoénolpyruvate en pyruvate, est souvent exprimée dans les cellules tumorales dans 

lesquelles elle est capable de réguler le flux glycolytique selon son activité. A l’état actif, PKM2 

favorise la production d’ATP glycolytique alors qu’à l’état inactif cela réduit le flux 

glycolytique inhibant ainsi la production d’ATP. Cependant, en induisant le ralentissement de 

la glycolyse, il offre un avantage aux cellules cancéreuses car il contribue au détournement des 

intermédiaires métaboliques vers les voies de biosynthèse (Cairns et al., 2011; Danhier et al., 

2017). 

La glycolyse contribuerait également à la progression tumorale. La migration des cellules 

cancéreuses vers un site métastatique nécessite que les cellules soient capables de motilité, 

processus dirigé par un réarrangement du cytosquelette. Une étude, portant sur des modèles in 

vitro de cancer de la prostate et de cancer du sein, a montré que le remodelage du cytosquelette 

et la motilité cellulaire nécessitent une activité glycolytique élevée (Shiraishi et al., 2015). De 

plus, même en présence d’oxygène, la glycolyse permettrait aux cellules de répondre 

rapidement à de fortes demandes énergétiques principalement pour l’activité de transport à 

travers la membrane qui est nécessaire à la croissance, la division et la migration cellulaire 

(Epstein et al., 2014). La glycolyse joue donc un rôle déterminant dans la migration des cellules 

cancéreuses et semble être associée à des phénotypes agressifs (Shiraishi et al., 2015). 
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L’oxydation du pyruvate qui se déroule dans la mitochondrie a une activité limitée par rapport 

au flux glycolytique élevé. Il est donc nécessaire que les cellules cancéreuses emploient un 

système permettant d’éviter l’accumulation de pyruvate dans le cytoplasme. Pour cela, la LDH-

A convertit rapidement le pyruvate en lactate (DeBerardinis et al., 2008). En effet, l’effet 

Warburg se caractérise par une production importante de lactate qui une fois synthétisé est 

excrété hors de la cellule. Quel est alors l’intérêt de produire une quantité importante de lactate 

pour les cellules cancéreuses ? Tout d’abord la production de lactate est accompagnée de la 

régénération du coenzyme NAD+ indispensable au fonctionnement de la glycolyse. Ainsi le 

lactate permet de maintenir une forte activité glycolytique et participe à la régulation de 

l’équilibre NADH/NAD+ (Liberti and Locasale, 2016; San-Millán and Brooks, 2016). Une fois 

excrété, le lactate induit une diminution du pH extracellulaire (pHe) menant à l’acidification du 

microenvironnement tumoral. Alors que dans ces conditions d’acidose, les cellules normales 

sont incapables de survivre et meurent par nécrose ou apoptose, les cellules cancéreuses sont 

capables de s’adapter. Elles maintiennent le pH intracellulaire (pHi) grâce à l’activation de 

systèmes de régulation du pHi, tels que des pompes ioniques et des transporteurs membranaires 

(Gatenby and Gillies, 2004; Chiche et al., 2010). L’acidification du microenvironnement 

semble favoriser le détachement, la migration ainsi que l’invasion des cellules cancéreuses, qui 

orchestrent la progression métastatique (Payen et al., 2016). Bien que les mécanismes ne soient 

pas clairement définis, le lactate influence le remodelage de la matrice extracellulaire et 

participe à la migration et à l’invasion des cellules cancéreuses (San-Millán and Brooks, 2016). 

Il pourrait, via l’acidification du pH extracellulaire, activer les MMP et les cathepsines, 

enzymes protéolytiques à l’origine de la dégradation de la matrice extracellulaire (Kroemer and 

Pouyssegur, 2008). Le lactate serait donc impliqué dans le processus métastatique. Le lactate 

est également impliqué dans d’autres étapes essentielles de la carcinogenèse. Il participe au 

processus d’angiogenèse, notamment en stimulant l’expression du facteur VEGF. Il contribue 

à l’échappement de la tumeur au système immunitaire en inactivant les fonctions des 

lymphocytes T et des cellules NK (natural killer) et en bloquant la différenciation des 

monocytes en cellules dendritiques (Kroemer and Pouyssegur, 2008; Hirschhaeuser et al., 

2011; San-Millán and Brooks, 2016). En raison des nombreux avantages qu’il confère aux 

cellules cancéreuses, le lactate est considéré comme un acteur majeur dans le cancer, 

notamment en lien avec l’agressivité tumorale. Un fort taux de lactate, en partie dû à la 

surexpression de certaines isoenzymes de la LDH comme la LDH-5, contribuerait à la 

résistance des cellules cancéreuses à la radiothérapie (Sattler et al., 2010; Koukourakis et al., 

2014). La capacité antioxydante du lactate pourrait être à l’origine de la radiorésistance 
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(Hirschhaeuser et al., 2011). De plus, dans différents types de cancer, une forte corrélation a 

été établie entre un niveau élevé de lactate et le développement de métastases ainsi qu’une faible 

probabilité de survie des patients (Walenta and Mueller-Klieser, 2004). 

La dépendance des cellules cancéreuses vis-à-vis de la glycolyse est également accentuée en 

condition hypoxique. Lors du développement tumoral précoce, les cellules cancéreuses sont 

dans un environnement non vascularisé et doivent alors mettre en place un mécanisme 

d’adaptation à l’hypoxie (Gatenby and Gillies, 2004). En condition hypoxique, le facteur de 

transcription HIF-1 est stabilisé et activé. Ce dernier facilite l’activité glycolytique en stimulant 

l’expression des gènes codant les enzymes de la glycolyse comme les hexokinases, les 

transporteurs de glucose et de lactate ainsi que la LDHA (DeBerardinis et al., 2008; Kroemer 

and Pouyssegur, 2008; Danhier et al., 2017). HIF-1 induit également l’expression de PDK1 

inhibant la PDH afin d’inhiber le métabolisme mitochondrial (Kroemer and Pouyssegur, 2008; 

Cairns et al., 2011). 

Ainsi, la glycolyse aérobie accompagnée d’une importante production de lactate représente un 

avantage considérable pour la croissance, la prolifération et la dissémination des cellules 

cancéreuses. Toutefois, ce processus ne suffit pas à lui seul pour satisfaire l’ensemble des 

besoins énergétiques et biosynthétiques des cellules cancéreuses. Une seconde voie 

métabolique est mise en jeu : le métabolisme mitochondrial.  

2.3 Importance du métabolisme mitochondrial dans les cellules cancéreuses 

De nombreuses données de la littérature portant sur le taux de respiration des cellules 

cancéreuses indiquent qu’elles possèdent des mitochondries très actives et fonctionnelles 

(Moreno-Sánchez et al., 2014). Pour la production d’ATP, certains types de cellules 

cancéreuses ont un métabolisme énergétique qui dépend principalement de la phosphorylation 

oxydative (Moreno-Sánchez et al., 2007, 2014). Outre la production d’ATP, les mitochondries 

ont également un rôle anabolique puisqu’elles contribuent fortement aux mécanismes de 

biosynthèse des cellules cancéreuses (Marchetti et al., 2015). Le cycle de Krebs fournit des 

précurseurs pour la synthèse des macromolécules essentielles telles que les acides aminés, les 

lipides et les nucléotides (Figure 24). Les intermédiaires du cycle de Krebs sont ainsi utilisés 

comme substrats des voies de biosynthèse. Par exemple, le citrate est exporté dans le 

cytoplasme où il est requis pour la synthèse de lipides alors que l’oxaloacétate et l’-

cétoglutarate sont utilisés pour la synthèse d’acides aminés et de nucléotides (DeBerardinis et 

al., 2008; Weinberg and Chandel, 2009). De plus, la conversion du malate provenant du cycle 
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de Krebs en pyruvate par l’enzyme malique permet de synthétiser du NADPH, cofacteur 

essentiel aux cellules cancéreuses (Figure 24) (Vander Heiden et al., 2009). Afin de ne pas 

interrompre l’activité du cycle de Krebs et maintenir un fonctionnement mitochondrial optimal, 

il est nécessaire de reformer les intermédiaires métaboliques du cycle de Krebs qui sont utilisés 

comme substrats pour la biosynthèse. Pour cela, plusieurs voies métaboliques extérieures au 

cycle de Krebs, appelées voies anaplérotiques, sont mises en jeu afin d’apporter une source de 

carbone (DeBerardinis et al., 2008; Danhier et al., 2017). La voie la plus simple dépend de 

l’enzyme pyruvate carboxylase. Cette enzyme utilise directement le pyruvate provenant de la 

glycolyse pour reformer de l’oxaloacétate (DeBerardinis et al., 2008). Cependant le pyruvate à 

lui seul n’est pas suffisant car seule une faible quantité de pyruvate est disponible pour le 

métabolisme mitochondrial, le flux glycolytique étant redirigé vers la production rapide de 

lactate (Marchetti et al., 2015). D’autres sources de carbone alternatives sont alors utilisées : 

les acides gras et les acides aminés, particulièrement la glutamine qui représente l’acide aminé 

le plus important chez les mammifères (DeBerardinis et al., 2007, 2008). La glutamine est 

convertie par la glutaminase en glutamate qui à son tour est transformé en -cétoglutarate 

alimentant le cycle de Krebs (Weinberg and Chandel, 2009). Le métabolisme de la glutamine 

fournit également des coenzymes réduits tel que le NADH utilisé lors de la phosphorylation 

oxydative pour la synthèse d’ATP (Moreno-Sánchez et al., 2014). De nombreux types de cancer 

comme les glioblastomes ou les leucémies dépendent du métabolisme de la glutamine pour leur 

croissance et leur prolifération (Marchetti et al., 2015). La glutamine constitue donc une source 

majeure de carbone et d’azote pour la biosynthèse des cellules cancéreuses (DeBerardinis et 

al., 2007; Danhier et al., 2017). Le catabolisme de la glutamine qui alimente le cycle de Krebs 

est requis pour la croissance indépendante de l’ancrage des cellules cancéreuses du côlon 

(Weinberg et al., 2010). L’autophagie peut aussi être une source importante de glutamine pour 

le fonctionnement mitochondrial. Des tumeurs pulmonaires déficientes en Atg7, gène essentiel 

au processus d’autophagie, présentent un défaut de respiration ainsi qu’un dysfonctionnement 

mitochondrial qui est à l’origine d’une baisse de la survie cellulaire. Un apport exogène de 

glutamine permet de rétablir la survie des cellules cancéreuses (Strohecker et al., 2013). Il est 

à noter que lorsque ces différents substrats sont indisponibles, les cellules cancéreuses peuvent 

utiliser le lactate comme autre source de carbone (Marchetti et al., 2015). 

Par ailleurs, les mitochondries gouvernent la production d’ERO impliqués dans la signalisation 

cellulaire. Ces ERO participent pleinement au développement tumoral. Par l’oxydation de 

résidus cystéine de certaines phosphatases comme PTEN, les ERO inhibent leur activité. Ils 
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participent ainsi au processus de survie des cellules cancéreuses (Kumari et al., 2018). Ces ERO 

sont également impliqués dans la migration et l’invasion des cellules cancéreuses par régulation 

de voies de signalisation telles que les voies Ras/MAPK et PI3K/AKT (Weinberg et al., 2010; 

Kumari et al., 2018). Une forte activité mitochondriale est couplée à une production élevée 

d’ERO qui activent les protéines tyrosine kinases Src et Pyk2 impliquées dans les processus de 

migration et métastases (Porporato et al., 2014).  

De surcroît, des études montrent que le métabolisme des cellules cancéreuses invasives et 

métastatiques repose fortement sur la phosphorylation oxydative, qui est régulée par PGC1-α. 

Lorsque l’expression de ce gène est inhibée, la respiration mitochondriale est impactée et les 

cellules perdent leur capacité invasive et migratrice ainsi que leur capacité à former des 

métastases (LeBleu et al., 2014). L’activité mitochondriale semble être fortement corrélée au 

potentiel invasif des cellules cancéreuses (LeBleu et al., 2014; Porporato et al., 2014). Ainsi, le 

métabolisme mitochondrial occupe une place importante dans la carcinogenèse et joue un rôle 

dans le processus métastatique. 

Les modifications du métabolisme énergétique d’une cellule cancéreuse sont bien plus 

complexes que ne le suggérait Warburg il y a 90 ans. En plus de la production d’énergie, le 

métabolisme énergétique permet de fournir l’ensemble des intermédiaires de biosynthèse et de 

maintenir un état redox cellulaire adéquat indispensables à la croissance, prolifération et 

l’invasion des cellules cancéreuses. Le métabolisme énergétique des tumeurs doit être considéré 

comme étant hétérogène : toutes les tumeurs n’ont pas le même phénotype métabolique et au 

sein d’une même tumeur les cellules cancéreuses se distinguent par leur phénotype 

métabolique. Des facteurs intrinsèques (tissu d’origine et profil génétique des tumeurs) et 

extrinsèques (microenvironnement dynamique) imposent une flexibilité métabolique aux 

cellules cancéreuses et sont à l’origine de l’hétérogénéité tumorale (Boroughs and 

DeBerardinis, 2015; Moreno-Sánchez et al., 2014). Certains oncogènes et gènes suppresseurs 

de tumeur sont des acteurs clés de la régulation du métabolisme énergétique des cellules dans 

la mesure où ils régulent directement les enzymes métaboliques (Figure 24). L’altération de ces 

gènes (activation des oncogènes et inactivation des gènes suppresseurs de tumeur) est impliquée 

dans la reprogrammation métabolique des cellules cancéreuses (Dang, 2012). Par exemple, Myc 

et PI3K/AKT stimulent la glycolyse par activation des enzymes glycolytiques et des 

transporteurs de glucose. Myc est aussi impliqué dans la stimulation de la glutaminolyse. En 

revanche p53 inhibe la glycolyse et induit une augmentation du métabolisme mitochondrial et 

de la phosphorylation oxydative (Weinberg and Chandel, 2009; Cairns et al., 2011; Wallace, 
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2012). Aussi, le microenvironnement influence le métabolisme énergétique des cellules 

cancéreuses. Ces dernières ont un phénotype métabolique différent selon l’accès aux nutriments 

et à l’oxygène conduisant à une hétérogénéité métabolique intratumorale.  

2.4 Hétérogénéité intratumorale et symbiose métabolique 

Les cellules cancéreuses situées à proximité de vaisseaux sanguins sont dans un environnement 

normoxique. La présence d’oxygène et de nutriments leur permet d’une part de réaliser la 

phosphorylation oxydative et d’autre part d’alimenter les voies anaboliques pour la prolifération 

(Moreno-Sánchez et al., 2014; DeBerardinis and Chandel, 2016). Ailleurs dans la tumeur, 

d’autres cellules cancéreuses se retrouvent à distance des vaisseaux sanguins et sont dans un 

environnement hypoxique où la biodisponibilité des nutriments et l’accès à l’oxygène est 

restreinte. Dans ce cas, ces cellules subissent un switch de la phosphorylation oxydative vers 

un métabolisme davantage glycolytique accompagné de la production de lactate (Moreno-

Sánchez et al., 2014). En effet, l’oxygène est peu soluble dans le plasma comparé au glucose, 

les cellules situées à distance des vaisseaux sanguins ont encore un accès au glucose (Strickaert 

et al., 2017). Cependant, en cas de privation en glucose, les cellules adaptent leur métabolisme 

afin d’exploiter d’autres nutriments présents dans l’environnement comme la glutamine, les 

lipides ou les acides aminés afin de maintenir le fonctionnement mitochondrial (maintien du 

cycle de Krebs et production d’ATP) (DeBerardinis and Chandel, 2016; Danhier et al., 2017). 

Si la privation en nutriments persiste, un processus d’autophagie se met en place pour recycler 

des constituants cellulaires et maintenir la survie des cellules cancéreuses (Danhier et al., 2017). 

Des études in vitro, dans lesquelles les cellules cancéreuses sont cultivées en trois dimensions 

sous forme de sphéroïdes, ont montré que les sphéroïdes à un stade précoce qui ne sont pas en 

conditions hypoxiques présentent un flux glycolytique et un flux mitochondrial élevés où la 

phosphorylation oxydative contribue majoritairement à la génération d’ATP.  En revanche, les 

sphéroïdes matures possèdent un cœur hypoxique. Dans ces conditions, HIF-1 est activé et 

induit un remodelage métabolique qui consiste en une baisse de la phosphorylation oxydative 

et une augmentation de l’activité glycolytique, qui contribue davantage à la production d’ATP 

(Rodríguez-Enríquez et al., 2008, 2010). Ainsi, afin de maintenir la survie et la prolifération, 

les cellules cancéreuses adaptent leur métabolisme énergétique en fonction des contraintes 

imposées par le microenvironnement. Cette hétérogénéité intratumorale permet des échanges 

métaboliques entre les cellules cancéreuses. Ce phénomène est appelé symbiose métabolique 

(Danhier et al., 2017). En effet, de nombreuses études ont montré qu’au sein d’une tumeur il 

existe une collaboration métabolique entre les cellules dites « glycolytiques » et les cellules 
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Figure 25 : La symbiose métabolique et l’effet Warburg inverse. Au sein d’une
tumeur, les cellules cancéreuses adaptent leur métabolisme énergétique en fonction de
leur environnement. Elles sont capables d’échanges métaboliques entre elles (A,
symbiose métabolique) mais aussi avec les cellules stromales (B, effet Warburg
inverse). A. Les cellules cancéreuses hypoxiques, situées à distance des vaisseaux
sanguins, consomment du glucose et réalisent la glycolyse accompagnée d’une
production de lactate. Les cellules cancéreuses oxydatives, proches des vaisseaux
sanguins, importent et utilisent ce lactate pour produire de l’ATP via la phosphorylation
oxydative. B. Les cellules cancéreuses oxydatives stimulent la glycolyse des
fibroblastes associés au cancer (CAF) via la production d’ERO. Les CAF produisent
ainsi du lactate qui est utilisé en retour par les cellules cancéreuses oxydatives. ROS,
reactive oxygen species (adapté de Sonveaux et al., 2008 et Biswas, 2015).
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dites « mitochondriales » (Figure 25). Dans les zones hypoxiques, généralement au centre de la 

tumeur, les cellules cancéreuses consomment principalement du glucose pour réaliser la 

glycolyse accompagnée de la production de lactate. Ce dernier est exploité par les cellules 

cancéreuses contenues dans les zones oxygénées de la tumeur, en périphérie, comme source 

d’énergie. Ces cellules cancéreuses dites « mitochondriales » importent le lactate grâce au 

transporteur de lactate MCT1 (monocarboxylate transporter 1), il est ensuite oxydé par la LDH-

B en pyruvate associé à la production de NADH qui permettent d’alimenter le cycle de Krebs 

et la phosphorylation oxydative (Nakajima and Van Houten, 2013; Sonveaux et al., 2008). Par 

conséquent, le glucose reste disponible pour les cellules « glycolytiques » leur permettant de 

survivre à distance des vaisseaux sanguins (Schulze and Harris, 2012). Cette coopération 

métabolique se déroule également entre les cellules cancéreuses et les cellules stromales et porte 

le nom d’« effet Warburg inverse » (Figure 25). Par exemple, suite à un stress métabolique 

induit par les cellules cancéreuses, les cellules stromales voisines comme les fibroblastes CAF 

(cancer associated fibroblasts) subissent une reprogrammation métabolique qui impactent leur 

fonction pro ou antitumorale (Pavlides et al., 2009; Biswas, 2015). En effet, les cellules 

cancéreuses produisent et libèrent une quantité importante d’ERO capables de stimuler la 

glycolyse dans les CAF. En retour, ces derniers fournissent des nutriments (lactate, pyruvate et 

corps cétoniques) aux cellules cancéreuses « mitochondriales » qui les importent via le 

transporteur MCT1 et les utilisent pour la production d’ATP via la phosphorylation oxydative 

(Whitaker-Menezes et al., 2011; Strickaert et al., 2017). Ces travaux démontrent l’importance 

de la relation entre les cellules cancéreuses et leur microenvironnement pour leur prolifération, 

faisant des cellules stromales une potentielle cible thérapeutique. 

2.5 Métabolisme énergétique des cellules souches cancéreuses 

Comme décrit précédemment, dans les tumeurs est retrouvée une petite population de CSC. Ces 

cellules présentent un métabolisme énergétique parfois différent des cellules cancéreuses du 

reste de la tumeur. Tout d’abord, plusieurs études in vitro et in vivo ont montré que les CSC 

sont davantage « glycolytiques » que les cellules cancéreuses différenciées provenant de la 

même tumeur (Vlashi and Pajonk, 2015; Snyder et al., 2018). Cette dépendance vis-à-vis de la 

glycolyse pour la production d’ATP a été démontré dans différents types tumoraux comme les 

tumeurs pulmonaires, mammaires, colorectales ou encore les glioblastomes (Zhou et al., 2011; 

Ciavardelli et al., 2014; Snyder et al., 2018). Par rapport à leurs homologues différenciées, les 

CSC affichent une augmentation de l’activité glycolytique ainsi qu’une production de lactate 

probablement associée à une diminution du métabolisme mitochondrial. Par conséquent une 



Figure 26 : Le métabolisme des CSC. Les CSC présentent une plasticité métabolique
leur permettant d’adapter leur métabolisme en fonction de l’environnement mais
également en fonction de leur activité. Les CSC quiescentes reposent plutôt sur la
phosphorylation oxydative pour la production d’ATP. Lorsqu’elles deviennent plus
actives, les CSC peuvent acquérir un phénotype métabolique intermédiaire dépendant à
la fois de la phosphorylation oxydative et à la fois de la glycolyse. Elles seraient ainsi
plus résistantes aux thérapies ( d’après Peiris-Pagès et al., 2016).
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baisse du niveau d’ERO est observée. Ce phénotype permet aux CSC de préserver leur propriété 

souche et contribuerait à leur capacité à résister aux traitements (Peiris-Pagès et al., 2016; 

Sancho et al., 2016; Snyder et al., 2018). 

En parallèle, d’autres études in vitro ou portant sur des CSC isolées de patients ont révélé que 

les CSC reposent aussi sur la phosphorylation oxydative pour la production d’énergie (Snyder 

et al., 2018). Ainsi, des CSC de glioblastomes ou des CSC leucémiques dérivées de patients 

reposent sur la phosphorylation oxydative pour la production d’ATP alors que les cellules 

cancéreuses différenciées dépendent de la glycolyse (Vlashi et al., 2011; Lagadinou et al., 

2013). Par ailleurs, dans les cellules cancéreuses mammaires cultivées sous forme de 

mammosphères et enrichies en CSC, certaines protéines liées à la mitochondrie sont 

surexprimées par rapport aux cellules cultivées en monocouches, comme les protéines 

impliquées dans la -oxydation des acides gras, la phosphorylation oxydative, la biogenèse 

mitochondriale et la production d’ERO (Lamb et al., 2014). Par conséquent, les CSC présentent 

un métabolisme mitochondrial élevé qui se traduit par une augmentation de la consommation 

d’oxygène, accompagnée d’une forte production d’ERO par rapport aux autres cellules 

cancéreuses de la tumeur (Lagadinou et al., 2013; Vlashi et al., 2014; De Luca et al., 2015; 

Lamb et al., 2015). Les ERO produits par l’augmentation de la phosphorylation oxydative 

induisent l’accumulation de HIF-1 dans les CSC mammaires qui leur confèrerait une 

chimiorésistance (Lee et al., 2017). Cependant malgré une forte production d’ERO, les CSC 

possèdent un système antioxydant efficace permettant de garder un niveau d’ERO relativement 

bas et de minimiser les dommages mitochondriaux. Ce système permet aux CSC de préserver 

leur phénotype souche et leur pouvoir tumorigène ainsi que de contribuer à la résistance aux 

traitements (Sancho et al., 2016; Loureiro et al., 2017; Snyder et al., 2018). L’augmentation de 

la masse mitochondriale est également impliquée dans le métabolisme mitochondrial élevé. En 

effet, la biogenèse mitochondriale régulée par PGC1-α est également impliquée dans le 

maintien de la capacité d’autorenouvellement des CSC mammaires et leur chimiorésistance (De 

Luca et al., 2015). Pour la production d’ATP, les CSC dépendraient également de la glutamine 

et de la -oxydation des acides gras qui leur confèrent ainsi un avantage pour la survie, la 

capacité d’autorenouvellement et la résistance aux traitements (Loureiro et al., 2017; Skoda et 

al., 2019). Ainsi, la mitochondrie joue un rôle essentiel dans le fonctionnement des CSC.  

Les différences métaboliques des CSC observées dans la littérature traduisent une hétérogénéité 

métabolique des CSC, notamment intratumorale, dont les causes sont multifactorielles. L’une 

des explications repose sur la plasticité métabolique (Figure 26). Les CSC pourraient adapter 



Cible Agents Effets Stade de 
développement

Glycolyse

GLUT1 WZB117; 2-DG; STF-31;
ARN interférent

Effets anticancéreux in vitro et in 
vivo Etudes pré-cliniques

HK2 2-DG; 3-bromopyruvate 
(3-BrPA); lonidamine

Effets anticancéreux in vitro et in 
vivo
EC 2-DG et 3-bromopyruvate
arrêté
Lonidamine en EC de phase II

Etudes pré-cliniques et 
études cliniques (EC)

PFK2 PFK158 Effets anticancéreux in vitro et in 
vivo Etudes pré-cliniques

PKM2 TLN-232; ARN 
interférent

Effets anticancéreux in vitro et in 
vivo
EC de phase II

Etudes pré-cliniques et 
études cliniques (EC)

LDHA FX11; galloflavine; ARN 
interférent

Effets anticancéreux in vitro et in 
vivo Etudes pré-cliniques

Sécrétion de lactate

MCT4 AZ93; ARN interférent Effets anticancéreux in vitro et in 
vivo Etudes pré-cliniques

Incorporation de lactate

MCT1 AZD3965; CHC; ARN 
interférent

Effets anticancéreux in vitro et in 
vivo
AZD3965 est étudié en EC de 
phase I

Etudes pré-cliniques et 
EC

Tableau 3 : Exemples d’agents ciblant la glycolyse et le lactate. Ce tableau présente
de manière non exhaustive différents composés capables d’inhiber la glycolyse ou le
lactate. PFK2, phosphofructokinase-2 (à partir de Kroemer et al., 2008; Vander Heiden,
2011; Tran et al., 2016; Lu et al., 2013; Martinez-Outschoorn et al., 2017).
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leur métabolisme en switchant rapidement de la glycolyse vers la phosphorylation oxydative en 

fonction de l’environnement tumoral (Peiris-Pagès et al., 2016).  Ainsi les CSC présentent un 

phénotype métabolique particulier selon qu’elles sont localisées dans une zone oxygénée ou 

hypoxique de la tumeur ou encore au niveau d’un site métastatique (Snyder et al., 2018). Par 

exemple, dans la niche métastatique, les CSC augmentent leur utilisation de catabolites 

extracellulaires comme le lactate, les corps cétoniques ou la glutamine pour permettre le 

fonctionnement de la phosphorylation oxydative (Snyder et al., 2018). L’état quiescent ou 

prolifératif des CSC contribue également aux différences métaboliques observées (Peiris-Pagès 

et al., 2016). Le métabolisme des CSC représente donc un processus complexe qui nécessite 

des études approfondies. 

2.6 Le métabolisme énergétique des cellules cancéreuses et son implication en 
thérapie 

La glycolyse aérobie et le métabolisme mitochondrial participent activement au développement 

tumoral et au maintien des propriétés des CSC. C’est pourquoi, cibler le métabolisme 

énergétique est une stratégie thérapeutique intéressante. Dans ce contexte, de nombreux 

composés ciblant ce métabolisme ont vu le jour. Tout d’abord, suite à l’hypothèse de Warburg, 

les études précliniques ont porté sur l’inhibition de la glycolyse aérobie. Dans le tableau 3 sont 

présentés des agents ciblant différents acteurs de la glycolyse comme le transporteur de glucose 

GLUT1 et des enzymes glycolytiques exprimées dans les cellules cancéreuses telles que 

l’hexokinase 2 et PKM2. Actuellement certains agents inhibant la glycolyse sont étudiés au 

niveau préclinique et d’autres, ayant déjà montré des résultats prometteurs in vitro et in vivo, 

sont évalués en essais cliniques. Par exemple, le 2-désoxyglucose (2-DG) est évalué au niveau 

clinique lors d’essais de phase I/II dans différents types de cancer (Vander Heiden, 2011). Cet 

analogue synthétique du glucose dont le groupement hydroxyle au niveau du carbone-2 a été 

remplacé par un atome d’hydrogène est un inhibiteur de la glycolyse (Tran et al., 2016). D’une 

part il bloque l’entrée de glucose par le biais des transporteurs GLUT et d’autre part il inhibe 

les enzymes responsables des deux premières étapes de la glycolyse : l’hexokinase et la 

phosphoglucoisomérase. S’ensuit une diminution de la production d’ATP. Cependant il 

interfère également avec d’autres processus cellulaires. En effet, le 2-DG est un analogue du 

mannose et perturbe le processus de N-glycosylation des protéines qui se déroule dans le RE 

induisant un stress du RE (Tran et al., 2016; Berthe et al., 2018). L’inhibition de la glycolyse 

et la perturbation de la N-glycosylation des protéines contribuent l’une et l’autre à l’activité 

anticancéreuse du 2-DG dans les cellules cancéreuses mammaires (Berthe et al., 2018). Le 

lactate ayant un rôle prépondérant dans le métabolisme énergétique des cellules cancéreuses, il 



Cible Agents Effets Stade de 
développement

Cycle de Krebs

PDK1 Dichloroacétate (DCA)
DCA testé en EC de phase I
EC de phase II arrêté en raison 
de toxicité

utilisé dans le 
traitement de l’acidose 
lactique

PDH et 𝜶-
cétoglutarate
déshydrogénase

CPI-613 Testé en EC de phase I, II et III Etudes pré-cliniques et 
EC

Isocitrate
déshydrogénase

AG-120; AG-221; AG-881; 
ARN interférent

Effets anticancéreux in vitro et 
in vivo Etudes pré-cliniques

Phosphorylation oxydative

Complexe I

Metformine, 
phenformine, IACS-
010759, BAY 87-2243

Effets anticancéreux in vitro et 
in vivo
Metformine testé en EC de 
phase II et de phase III en cours
IACS-010759 testé en EC de 
phase I

Etudes pré-cliniques et 
EC

Complexe III trioxyde d’arsenic
Utilisé dans le traitement des 
leucémies myéloïdes 
chroniques

Etudes pré-cliniques et 
EC

Potentiel de 
membrane 
mitochondrial

MKT-077
Effets anticancéreux in vitro et 
in vivo
Testé en EC de phase I

EC

Glutaminolyse

Glutaminase CB-839; BPTES; RNAi Effets anticancéreux in vitro et 
in vivo

Etudes pré-cliniques et 
EC

Stress oxydant

ERO, 
glutathion

Vitamine C; NAC; 
quercétine; 
diméthylfumarate

Effets anticancéreux in vitro et 
in vivo Etudes pré-cliniques

Β-oxydation des acides gras

CPT1 Etomoxir; perhexiline; 
ARN interférent

Effets anticancéreux in vitro et 
in vivo

Etudes pré-cliniques
Perhexiline utilisé dans 
le traitment de l’angine 
de poitrine

Tableau 4 : Exemples d’agents ciblant le métabolisme mitochondrial. Ce tableau
présente de manière non exhaustive plusieurs composés capables d’inhiber certains
acteurs appartenant à différentes voies du métabolisme mitochondrial. BPTES, bis-2
(5-phenylacetamido-1,2,4-thiadiazol-2-yl) ethyl sulfide 3; CPT1, Carnitine
palmitoyltransferase 1; NAC, N-acetylcysteine; PDH, Pyruvate déshydrogénase (à
partir de Vander Heiden, 2011; Schöckel et al., 2015; Martinez- Outschoorn et al.,
2017, Molina et al., 2018).
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représente une cible thérapeutique considérable. En ce sens, des composés bloquant la 

production de lactate en ciblant la LDH-A ou sa prise en charge en inhibant les transporteurs 

MCT ont été développés (Tableau 3). A titre d’exemple, l’-cyano-4-hydroxycinnamate (CHC) 

est un inhibiteur de MCT1 qui a montré une activité anticancéreuse in vitro et in vivo dans 

plusieurs types de tumeurs (Sonveaux et al., 2008; Diers et al., 2012; Miranda-Gonçalves et al., 

2013).  

D’autres composés ciblant le métabolisme mitochondrial des cellules cancéreuses ont vu le 

jour. Ces composés, dont une partie est présentée dans le tableau 4, appartiennent à la famille 

des mitocans. Parmi ces agents, sont retrouvés des composés ciblant le cycle de Krebs, la chaîne 

de transport des électrons, les protéines appartenant à la famille Bcl-2 mais aussi l’ADNmt 

(Ralph et al., 2006; Neuzil et al., 2013). Certains mitocans altèrent le fonctionnement de la 

phosphorylation oxydative et induisent la production d’ERO (Marchetti et al., 2015). A terme, 

par différents mécanismes d’action, les mitocans induisent l’apoptose des cellules cancéreuses 

par l’activation de la voie intrinsèque (Ralph 2006). Des inhibiteurs de constituants des voies 

anaplérotiques comme le métabolisme de la glutamine et la -oxydation des acides gras sont 

aussi étudiés (Tableau 4) (Martinez-Outschoorn et al., 2017). Actuellement, un seul agent 

ciblant le métabolisme mitochondrial, le trioxyde d’arsenic, est approuvé en clinique pour le 

traitement de la leucémie promyélocytaire aigüe (Lo-Coco et al., 2013). Son mode d’action 

repose notamment sur l’inhibition du complexe III de la chaîne respiratoire perturbant ainsi le 

fonctionnent de la phosphorylation oxydative (Martinez-Outschoorn et al., 2017). Un autre 

agent faisant l’objet de nombreuses études cliniques dans le cadre de la thérapie anticancéreuse 

semble tout à fait prometteur : la metformine. Il s’agit d’un agent antidiabétique utilisé dans le 

traitement du diabète de type II. Son mécanisme d’action repose sur l’inhibition du complexe I 

de la chaîne respiratoire et l’activation du senseur énergétique AMPK (AMP-activated protein 

kinase) ; la metformine inhibe ainsi la prolifération cellulaire (Loubière et al., 2013). De façon 

intéressante, une étude a montré qu’en plus de cibler les cellules cancéreuses, la metformine 

agit directement sur les lymphocytes T CD8+ infiltrant la tumeur. Elle augmenterait leur 

recrutement au niveau de la tumeur, les protègerait de l’apoptose et permettrait de restaurer leur 

fonction. Ainsi cibler les cellules du microenvironnement tumoral pourrait participer l’effet 

anticancéreux de la metformine (Eikawa et al., 2015). Des études ont également montré que la 

metformine a la capacité de cibler sélectivement les CSC in vitro et in vivo (Hirsch et al., 2009; 

Iliopoulos et al., 2011). Ces résultats sont très intéressants puisque les CSC sont potentiellement 

à l’origine des résistances aux traitements anticancéreux et des récidives de la maladie. 



Tableau 5 : Combinaisons d’agents ciblant la glycolyse et d’agents anticancéreux.
Le tableau présente plusieurs combinaisons de composés ciblant la glycolyse et
d’agents anticancéreux testées in vitro et in vivo dans différents types de cancer (d’après
Zhao et al., 2013).
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Certaines études suggèrent que les modifications du métabolisme énergétique observées dans 

les cellules cancéreuses peuvent être associées à la résistance aux traitements anticancéreux. En 

effet une activité glycolytique accrue permet d’augmenter le niveau d’ATP et de NADPH. 

L’ATP est capable d’activer les transporteurs ABC (ATP binding cassette) ayant une activité 

d’efflux des agents de chimiothérapie hors des cellules. Quant au NADPH, il participe à la 

chimiorésistance via son rôle antioxydant. Il permet de maintenir les systèmes antioxydants afin 

de limiter l’induction d’un stress oxydant par les agents de chimiothérapie. L’export du lactate 

provoque une acidification extracellulaire qui modifie le ratio de pH entre l’intérieur et 

l’extérieur de la cellule entrainant une diminution du transport passif des agents anticancéreux 

(Zhao et al., 2013). De la même manière, le métabolisme mitochondrial, notamment la 

phosphorylation oxydative, semble être impliqué dans les phénomènes de résistance. Par 

exemple, la phosphorylation oxydative est associée à la résistance acquise ou de novo aux 

inhibiteurs de kinases oncogéniques comme les inhibiteurs de MAPK (Marchetti et al., 2015). 

Ainsi, cibler le métabolisme énergétique des cellules cancéreuses pourrait améliorer l’efficacité 

des thérapies anticancéreuses et la combinaison des deux peut être une stratégie thérapeutique 

prometteuse pour surpasser ces phénomènes de résistance (Zhao et al., 2013). Différentes 

combinaisons de composés ciblant la glycolyse et d’agents de chimiothérapie étudiées in vitro 

et in vivo sont présentées dans le tableau 5. Les agents ciblant le métabolisme mitochondrial 

ont également été étudiés en association avec des agents de chimiothérapie. Par exemple, la 

metformine potentialise les effets anticancéreux du paclitaxel, de la doxorubicine et du 

tamoxifène dans les cellules cancéreuses du sein et du poumon (Berstein et al., 2011; Iliopoulos 

et al., 2011; Rocha et al., 2011; Ma et al., 2014). Dans des modèles in vivo, l’utilisation de 

metformine combinée à ces différents agents de chimiothérapie diminue de façon significative 

la croissance tumorale par rapport aux agents de chimiothérapie utilisés seuls (Hirsch et al., 

2009; Iliopoulos et al., 2011; Rocha et al., 2011; Ma et al., 2014). Un autre composé, le 

dichloroacétate (DCA) inhibe la PDK1 ce qui permet de lever l’inhibition de la PDH entrainant 

un switch métabolique de la glycolyse vers la phosphorylation oxydative (Zhao et al., 2013). 

Le DCA potentialise l’action du tamoxifène dans des cellules cancéreuses mammaires par 

diminution de l’expression de l’EGFR et permet de resensibiliser les cellules résistantes au 

tamoxifène (Woo et al., 2016).  

Une autre stratégie thérapeutique est décrite dans la littérature : le double blocage du 

métabolisme énergétique par la combinaison de composés ciblant les deux voies majeures du 

métabolisme énergétique. L’utilisation combinée du DCA et de la metformine induit de façon 



Figure 27 : Structure chimique de différentes thiazolidinediones (TZD). Les TZD
sont caractérisées par la présence d’un cycle thiazolidine-2,4-dione (cercle rouge
foncé). Cet hétérocycle comprend un atome de soufre (S), un atome d’azote (N) et deux
groupes carbonyle (ou cétones). Les TZD diffèrent par la substitution au niveau du
carbone 5 (partie en couleurs). Par exemple, la troglitazone possède un groupement
chromane (partie rouge) (adapté de Fröhlich and Wahl, 2015).
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synergique l’apoptose des cellules cancéreuses ovariennes et la diminution de la croissance de 

tumeurs xénogreffées (Li and Shao, 2016). L’association du 2-DG et de la metformine inhibe 

également la croissance de tumeurs mammaires xénogreffées et la formation de métastases 

(Cheong et al., 2011). Ainsi ce double blocage pourrait être intéressant pour cibler les CSC, 

ayant un profil métabolique hétérogène. 

L’ensemble de ces données indiquent que le ciblage du métabolisme énergétique des cellules 

cancéreuses peut être considéré comme une stratégie thérapeutique prometteuse. Cependant, à 

l’heure actuelle, seul le trioxyde d’arsenic est autorisé dans le traitement d’un type de cancer 

particulier, la leucémie promyélocytaire aigüe. Dans ce contexte, les thiazolidinediones 

pourraient être de nouveaux candidats intéressants.  

III. LES THIAZOLIDINEDIONES 

1. Présentation générale 

Les thiazolidinediones (TZD) forment une famille de composés synthétiques ayant en commun 

un cycle thiazolidine-2,4-dione (TZD). Cette famille comprend notamment la ciglitazone 

(CGZ), la rosiglitazone (RGZ), la pioglitazone (PGZ) ou encore la troglitazone (TGZ) (Figure 

27). Ces composés sont des agents antidiabétiques oraux ayant été utilisés dans le traitement du 

diabète de type II (Day, 1999). Le premier composé synthétisé est la cigliazone. Cette TZD 

augmente la sensibilité à l’insuline chez des rongeurs obèses et/ou diabétiques (Fujita et al., 

1983). A partir de la CGZ, un deuxième composé a été développé : la TGZ. Elle possède, en 

plus du cycle TZD, un groupement chromane provenant de l’α-tocophérol (vitamine E) (Figure 

27). Elle présente des propriétés insulino-sensibilisante et antioxydante (Dubois, 2019). En 

1997, la TGZ fut la première TZD introduite en utilisation clinique suivie par la RGZ et la PGZ 

en 1999 (Dubois, 2019). Cependant, ces 3 TZD présentent des effets secondaires importants et 

ont été retirées du marché français dans les années 2000. La TGZ et la RGZ affichent 

respectivement une toxicité hépatique et cardiaque chez certains patients alors que la PGZ 

augmenterait le risque de développer un cancer de la vessie (Lewis et al., 2011; Grillier-Vuissoz 

et al., 2012). 

Les TZD sont des agonistes synthétiques du récepteur nucléaire PPARγ (peroxisome 

proliferator-activated receptor-γ), un facteur de transcription activé par un ligand. Certains 

acides gras insaturés et eicosanoïdes comme la 15-déoxy-12,14-prostaglandine J2 sont des 

agonistes naturels de PPARγ (Rosen and Spiegelman, 2001). Les récepteurs PPAR, comprenant 

trois isoformes (, / et γ), appartiennent à la superfamille des récepteurs hormonaux 



Figure 28 : Activation du récepteur PPARγ. Le récepteur PPARγ est un facteur de
transcription activé par un ligand comme les TZD. PPARγ peut réguler l’expression des
gènes selon deux mécanismes: la transactivation et la transrépression. Dans le cas de la
transactivation, PPARγ forme un hétérodimère avec le récepteur RXR (retinoid X
receptor). Cet hétérodimère entre dans le noyau et se fixe sur des éléments de réponse
de PPARγ appelés PPRE (Peroxysome Proliferator Response Element) situés sur des
gènes cibles, permettant leur transcription. Dans le cas de la transrépression, PPARγ
réprime la transcription de gènes cibles en bloquant l’action de certains facteurs de
transcription comme NF-κB (nuclear factor-kappa B) (d’après Chiarelli and Di Marzio,
2008).
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nucléaires (Gervois and Fruchart, 2003). La fixation d’un ligand (comme les TZD) sur PPARγ 

permet l’activation du récepteur, suivie par son hétérodimérisation avec le récepteur RXR 

(retinoid X receptor) (Figure 28). Le dimère PPARγ-RXR ainsi formé entre dans le noyau où il 

se fixe à un élément de réponse spécifique de PPARγ appelé PPRE (Peroxysome Proliferator 

Response Element) situé au niveau de séquences activatrices en amont du promoteur de gènes 

cibles (Gervois and Fruchart, 2003; Tontonoz and Spiegelman, 2008). PPARγ module 

l’expression de gènes impliqués dans l’adipogenèse, le métabolisme des lipides et du glucose 

(Ahmadian et al., 2013). Il participe à l’homéostasie énergétique ainsi qu’à la différenciation 

cellulaire. Il intervient également dans des processus physiopathologiques tels que 

l’inflammation, l’athérosclérose, le diabète de type 2 et le cancer (Gervois and Fruchart, 2003). 

L’expression des différentes isoformes de PPAR est tissu-spécifique. PPARγ est exprimé dans 

le foie, le muscle squelettique et le sein mais il est principalement exprimé dans le tissu adipeux. 

Deux isoformes de PPARγ existent : PPARγ1 et PPARγ2. Ce dernier contient 30 acides aminés 

supplémentaires à l’extrémité N-terminale par rapport à PPARγ1. Alors que beaucoup de tissus 

expriment faiblement PPARγ1, PPARγ2 est fortement exprimé dans le tissu adipeux (Rosen and 

Spiegelman, 2001).  

2. Activité antidiabétique des TZD 

Le diabète de type 2 ou insulinorésistant est un trouble du métabolisme caractérisé par un taux 

élevé de glucose dans le sang (hyperglycémie) dû à une résistance à l’insuline au niveau des 

muscles squelettiques et du foie. Le glucose ne pénètre plus dans les cellules de l’organisme et 

s’accumule dans la circulation sanguine. La résistance à l’insuline est notamment la 

conséquence de l’augmentation d’acides gras libres dans la circulation et de l’accumulation 

inappropriée de lipides dans le foie et les muscles squelettiques (Tontonoz and Spiegelman, 

2008). L’effet antidiabétique des TZD dépend du récepteur PPARγ et se traduit par une 

diminution de la résistance à l’insuline au niveau du foie, des muscles squelettiques et du tissu 

adipeux. PPARγ intervient dans la différenciation adipocytaire (Day, 1999; Ahmadian et al., 

2013). Les TZD contribuent au développement du tissu adipeux et favorisent la captation et le 

stockage des lipides dans les adipocytes (Gervois and Fruchart, 2003). De plus, les TZD 

induisent une augmentation du nombre de petits adipocytes ainsi qu’une activation d’enzymes 

du métabolisme lipidique comme la LPL (lipoprotéine lipase), la FATP (fatty acid transport 

protein) et l’ACS (acyl-coA synthase) contribuant également à ce phénomène (Day, 1999; 

Ahmadian et al., 2013; Dubois, 2019). Ainsi, les TZD diminuent le taux d’acides gras libres 

circulants qui ne sont plus pris en charge par le foie et les muscles squelettiques (Tontonoz and 
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Figure 29 : Mécanismes impliqués dans les principaux effets antidiabétiques
anticancéreux des TZD. L’activation de PPARγ par les TZD entraîne des effets
antidiabétiques. Les TZD contribuent à l’utilisation des lipides par le tissu adipeux ainsi
que l’augmentation de l’utilisation de glucose par les muscles squelettiques et le foie
améliorant leur sensibilité à l’insuline. Les TZD ont également une action
anticancéreuse, ils inhibent la prolifération des cellules cancéreuses par diminution de
l’expression des acteurs impliqués dans la progression du cycle cellulaire comme les
cyclines et CDK (cyclin-dependent kinase) et par diminution de la phosphorylation de
la protéine Rb. Ils stimulent l’expression de p21 et p27, inhibiteurs des CDK. Les TZD
déclenchent aussi l’apoptose des cellules cancéreuses en favorisant l’expression des
protéines pro-apoptotiques et en inhibant l’expression des protéines anti-apoptotiques.
LPL, lipoprotéine lipase; FATP, fatty acid transport protein; ACS, acyl-coA synthase
(d’après Blanquicett et al., 2008 Tontonoz and Spiegelman, 2008; Ahmadian et al.,
2013; Joshi and Ramaa, 2014).
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Spiegelman, 2008). Il y a donc une augmentation de la consommation de glucose par ces tissus 

qui améliore la sensibilité à l’insuline (Day, 1999; Gervois and Fruchart, 2003; Chiarelli and 

Di Marzio, 2008; Ahmadian et al., 2013; Dubois, 2019). Les TZD agissent également sur le 

métabolisme du glucose en augmentant l’expression du transporteur GLUT4 au niveau du tissu 

adipeux (Dubois, 2019). 

Outre les effets hypolipémiant et hypoglycémiant des TZD, ils modifient aussi l’expression de 

facteurs sécrétés par les adipocytes, les adipokines. Les TZD induisent une diminution de la 

production et de la libération d’adipokines impliquées dans la résistance à l’insuline tels que la 

résistine et le TNF-α (tumour necrosis factor α), alors qu’elles provoquent une augmentation 

du niveau d’adiponectine améliorant la sensibilité à l’insuline (Rosen and Spiegelman, 2001; 

Chiarelli and Di Marzio, 2008; Tontonoz and Spiegelman, 2008). 

En cas d’obésité, des macrophages de type M1, produisant des médiateurs inflammatoires tels 

que l’IL6 (interleukine-6) et le TNF-α contribuant ainsi à la résistance à l’insuline, s’infiltrent 

dans les tissus adipeux. L’activation de PPARγ par les TZD a également un effet anti-

inflammatoire puisqu’elle permet la diminution de l’infiltration des macrophages dans le tissu 

adipeux et entraîne un changement de phénotype M1 vers un phénotype M2 ayant des propriétés 

anti-inflammatoires (Tontonoz and Spiegelman, 2008). 

3. Activité anticancéreuse des TZD 

PPARγ joue un rôle majeur dans la différenciation des adipocytes de tissus sains. Des 

recherches ont été menées afin de déterminer si ce phénomène était aussi retrouvé au niveau 

des tissus tumoraux, pouvant mettre en lumière une nouvelle application thérapeutique des 

TZD. Ainsi, l’équipe de Spiegelman a montré que la PGZ est capable d’induire la 

différenciation de cellules de liposarcomes humains in vitro (Tontonoz et al., 1997). Ces 

résultats suggèrent que les TZD pourraient avoir un effet anticancéreux et être utilisées en 

thérapie anticancéreuse. Une autre étude a ensuite montré que la TGZ inhibe la croissance de 

cellules cancéreuses mammaires dans des modèles in vitro et in vivo (Elstner et al., 1998). Suite 

à ces résultats pionniers, de nombreuses études ont démontré l’effet anticancéreux des TZD in 

vitro et in vivo dans de multiples types de cancer. L’action anticancéreuse des TZD implique 

l’inhibition de la prolifération, de la migration et de l’angiogenèse mais également l’induction 

de la différenciation cellulaire et de l’apoptose (Figure 29) (Koeffler, 2003; Blanquicett et al., 

2008; Joshi and Ramaa, 2014). De surcroît, la réalisation de méta-analyses d'essais cliniques 

suggère que l’utilisation de TZD chez des patients atteints de diabète de type II est associée à 
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une diminution du risque de développer un cancer colorectal, pulmonaire, mammaire ou 

intestinal selon le composé utilisé (Govindarajan et al., 2007; Chen et al., 2013; Monami et al., 

2014). Des essais cliniques ont ensuite démarré sur différents types de cancer. Le premier essai 

clinique portant sur 3 patients atteints d’un liposarcome a confirmé l’induction de la 

différenciation adipocytaire par la TGZ (Demetri et al., 1999). Dans un essai clinique de phase 

II incluant 22 patientes atteintes d’un cancer du sein métastatique, seulement 3 patientes ont 

montré une stabilisation de la maladie après un traitement avec la TGZ (Burstein et al., 2003). 

Dans les liposarcomes ou dans les cancers de la thyroïde, la RGZ étudiée en phase II, n’a montré 

aucune réponse clinique significative (Debrock et al., 2003; Kebebew et al., 2006, 2009). Enfin, 

l’efatutazone, une des TZD de troisième génération récemment synthétisée a également été 

évaluée lors d’essais cliniques. Dans une étude de phase II réalisée chez 84 patients ayant un 

cancer du côlon métastatique, ce composé a permis une amélioration de la survie sans 

progression (Boucher et al., 2014). Globalement, la plupart des études cliniques réalisées ne 

mettent en évidence que des effets anticancéreux relativement faibles pour les TZD. 

Toutefois, les TZD ont montré des effets intéressants en thérapie combinatoire. En effet, dans 

des modèles in vitro et in vivo, ils améliorent l’efficacité de nombreux agents anticancéreux 

(Fröhlich and Wahl, 2015). Par exemple, la TGZ potentialise l’inhibition de croissance induite 

par le cisplatine et le paclitaxel dans des cellules de cancer du poumon non à petites cellules. 

De plus, la combinaison de TGZ ou de PGZ avec le cisplatine inhibe la croissance tumorale 

dans des modèles de souris xénogreffées de manière plus efficace que les composés utilisés 

seuls (Reddy et al., 2008). Le traitement TGZ + cisplatine améliore significativement la survie 

de souris transplantées avec des cellules de mésothéliome pleural malin (Hamaguchi et al., 

2010). La combinaison de la TGZ avec le trastuzumab ou le tamoxifène inhibe la croissance de 

cellules cancéreuses mammaires de façon significative (Yang et al., 2003; Yu et al., 2008). 

Également dans les cellules cancéreuses mammaires, la RGZ et la CGZ augmentent l’efficacité 

de la doxorubicine (Arif et al., 2013) . Par ailleurs, l’effet cytotoxique de la gemcitabine sur des 

cellules cancéreuses pancréatiques s’accroît lorsque ce composé est utilisé en combinaison avec 

la PGZ ou la RGZ. In vivo, la combinaison de la gemcitabine avec la PGZ inhibe la croissance 

tumorale plus efficacement que lorsqu’elle est utilisée seule (Koga, 2011). En plus d’améliorer 

l’efficacité des agents anticancéreux, les TZD sont aussi capables de réduire la résistance et la 

toxicité de certains composés. Dans un modèle de cancer de poumon résistant aux sels de 

platine, l’association de carboplatine avec la RGZ réduit de façon synergique la croissance 

tumorale in vivo (Girnun et al., 2008). En plus de potentialiser l’inhibition de la croissance 



Stade Nombre 
de patients Type de tumeur TZD Agent 

anticancéreux Effets Référence

Phase 
I 14

Cancer du sein 
hormonodépendant

métastatique
RGZ Exemestane et 

metformine
4 patients présentant une stabilisation 
de la maladie

Esteva 
2013

Phase 
II 6

Angiosarcome (5)
Hémangio-

endothéliome (1)
PGZ

Rofecoxib et 
trofosfamide

3 patients avec une progression de la 
maladie dont le patient avec 
hémangioendothéliome
1 patients avec une rémission partielle 
2 patients avec une rémission 
complète 

Vogt 2003

Phase 
II 15 Gliome de haut 

grade PGZ
Rofecoxib et 

capecitabine ou 
temozolomide

Stabilisation de la maladie chez 4 
patients Hau 2007

Phase 
II 40

Mélanome 
métastatique (19)

Sarcome des tissus 
mous (21)

PGZ Rofecoxib et 
trofosfamide

Stabilisation de la maladie chez 2 
patients avec mélanome et 3 patients 
avec sarcome
Rémission partielle chez 1 patient 
avec mélanome et 1 patient avec 
sarcome
Rémission complète chez 1 patient 
avec mélanome et 3 patients avec 
sarcome

Reichle
2004

Phase
II 45 Carcinome rénal 

métastatique PGZ
Etoricoxib,

interferon-α et
capecitabine

11 patients avec une progression de la 
maladie
18 patients avec stabilisation de la 
maladie
12 patients avec une rémission 
partielle 
4 patients avec une rémission 
complète 

Walter 
2012

3
Leucémie 
myéloïde 
chronique

PGZ Imatinib Réponse moléculaire complète chez 
tous les patients Prost 2015

Phase 
II 24

Leucémie 
myéloïde 
chronique

PGZ Imatinib
56% des patients ont une réponse 
moléculaire contre 23% des patients 
ayant seulement reçu l’imatinib

Rousselot 
2016

Phase 
II 38 Carcinome 

hépatocellulaire PGZ Rofecoxib et 
capecitabine

8 patients avec une progression de la 
maladie
Stabilisation de la maladie chez 28 
patients
2 patients avec une rémission partielle 

Walter 
2017

Phase 
I 15

Cancer de la 
thyroïde 

anaplasique
EFA Paclitaxel

Réponse partielle chez 1 patient
Stabilisation de la maladie chez 7 
patients

Smallridge
2013

Phase 
I 14 Cancer du colon 

métastatique EFA FOLFIRI 8 patients avec stabilisation de la 
maladie

Komatsu 
2014

Tableau 6 : Etudes cliniques réalisées en utilisant des TZD en combinaison avec des
agents anticancéreux dans différents types de cancer. EFA, efatutazone; FOLFIRI, 5-
fluorouracile, levo-leucovorine et irinotecan.
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tumorale induite par le cisplatine dans un modèle in vivo de cancer du sein, la RGZ permet de 

réduire la néphrotoxicité de ce composé (Tikoo et al., 2009). Plusieurs essais cliniques 

impliquant principalement la PGZ et l’efatutazone ont été mis en place dans le cadre des 

thérapies combinatoires (Tableau 6). Ainsi, Prost et al. ont montré que la PGZ est capable de 

cibler la population de CSC de leucémie myéloïde chronique. Via l’activation de PPARγ, la 

PGZ induit une diminution de l’expression de STAT5 (Signal transducer and activator of 

transcription 5) aboutissant à l’inhibition de ses cibles, HIF2α et CITED2, impliquées dans la 

quiescence et le caractère souche des cellules souches leucémiques. De cette façon, ces CSC 

deviennent sensibles à l’effet de l’imatinib (Prost et al., 2015). 

4. Découverte de mécanismes anticancéreux PPARγ-indépendants 

De nombreuses études suggèrent que les effets anticancéreux des TZD ne sont pas seulement 

liés à l’activation du récepteur PPARγ mais seraient également le résultat d’évènements 

PPARγ-indépendants. Tout d’abord, l’activité anticancéreuse des TZD n’est corrélée ni à leur 

puissance d’activation de PPARγ ni au niveau d’expression de PPARγ dans les cellules. La 

TGZ et la CGZ induisent l’apoptose des cellules cancéreuses plus efficacement que la RGZ et 

la PGZ, qui sont les plus puissants agonistes de PPARγ (Wei et al., 2010). Les cellules 

cancéreuses protastiques LNCaP exprimant faiblement PPARγ sont plus sensibles aux effets 

anticancéreux de la TGZ par rapport à leurs homologues, les cellules PC-3, qui expriment 

fortement PPARγ (Shiau et al., 2005). Des résultats similaires ont été observés entre les cellules 

cancéreuses mammaires MDA-MB-231 et MCF-7 ayant un niveau d’expression de PPARγ 

différent (Huang et al., 2005). Ces résultats ont été confirmés grâce à l’utilisation d’antagonistes 

de PPARγ et de petits ARN interférents inhibant PPARγ (Lecomte et al., 2008). De plus, afin 

d’améliorer la distinction entre les effets PPARγ-dépendants et -indépendants, des analogues 

inactifs de TZD ont été synthétisés (Shiau et al., 2005). La 2-TGZ, 2-CGZ, 2-RGZ et 2-

PGZ sont les dérivés respectifs de la TGZ, CGZ, RGZ et PGZ (Figure 30). Ils possèdent une 

double liaison adjacente au cycle TZD qui rigidifie leur structure chimique empêchant leur 

fixation à PPARγ et son activation. En dépit de leur incapacité à activer PPARγ, ces dérivés 

conservent une activité anticancéreuse (Huang et al., 2005; Wei et al., 2007; Lecomte et al., 

2008; Colin et al., 2010; Berthe et al., 2016). En outre, il a été montré que la 2-TGZ et la 2-

CGZ inhibent la prolifération des cellules cancéreuses pancréatiques LNCaP et PC-3 plus 

efficacement que leur composé parent (Shiau et al., 2005).  



TGZ

CGZ

RGZ

PGZ

Δ2-TGZ

Δ2-CGZ

Δ2-RGZ

Δ2-PGZ

Figure 30 : Structure chimique des TZD et leur dérivé Δ2. Les dérivés Δ2 possèdent
une double liaison (insaturation) (cercle rose) adjacente au cycle thiazolidine-2,4-dione
qui leur confère une rigidité empêchant l’activation du récepteur PPARγ (adapté de
Weng et al., 2006).
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De nombreuses études ont mis en évidence différents mécanismes impliqués dans les effets 

anticancéreux PPARγ-indépendants des TZD dont l’apoptose, l’autophagie, l’activation de 

différentes voies de signalisation, le stress du réticulum endoplasmique ou encore la 

dégradation protéasomale de différentes protéines (Grillier-Vuissoz et al., 2012). 

4.1 Activité proapoptotique 

L’induction de l’apoptose par les TZD est en partie indépendante de l’activation de PPARγ. La 

TGZ induit le clivage des caspases 8, 9 et 3 accompagné du clivage de PARP dans les cellules 

cancéreuses de vessie RT4 et T24 de façon PPARγ-indépendante (Plissonnier et al., 2010). Ces 

événements sont dus à l’activation par la TGZ des voies intrinsèque (augmentation de 

l’expression de Bax et diminution de l’expression de Bid) et extrinsèque (augmentation de 

l’expression des récepteurs de mort DR4 et DR5 ainsi que de leur ligand TRAIL) (Plissonier 

2010). Dans les cellules cancéreuses pancréatiques Mia Paca-2, la TGZ induit l’apoptose via la 

voie intrinsèque : elle conduit à une diminution de l’expression de Bcl-2 et au clivage de la 

caspase 3 indépendamment de PPARγ (Fujita et al., 2017). 

La 2-TGZ induit l’apoptose des cellules cancéreuses pancréatiques PC-3 tout comme la TGZ, 

cependant elle induit le relargage de cytochrome c et une fragmentation de l’ADN de manière 

plus efficace que le composé parent. L’induction de l’apoptose est due à l’inhibition de 

l’interaction des protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et BclXL avec la protéine pro-apoptotique 

Bak suivie de l’activation de la caspase 9 (Shiau et al., 2005). Dans les cellules cancéreuses 

mammaires MCF-7 et MDA-MB-231, la 2-TGZ entraîne un dysfonctionnement 

mitochondrial (perturbation du potentiel de membrane mitochondriale) ainsi que l’activation de 

la caspase 7 et le clivage de PARP, à l’origine du processus apoptotique (Colin-Cassin et al., 

2015). 

4.2 Production d’ERO 

Certaines études ont souligné l’implication des TZD dans la production d’ERO dans des 

cellules cancéreuses et des cellules saines. La RGZ et la CGZ induisent une rapide 

augmentation de la production d’ERO dans des astrocytes primaires et des cellules de gliomes. 

Cette hausse du taux d’ERO participerait à la cytotoxicité des deux TZD (Pérez-Ortiz et al., 

2004). Tout comme la RGZ et la CGZ, la TGZ induit la production d’ERO dans les cellules 

cancéreuses coliques HCT116 via l’activation du gène POX (proline oxydase) pouvant induire 

l’apoptose suite à la génération d’ERO (Pandhare et al., 2006). La TGZ est également à 



Figure 31 : Induction de la réponse UPR à la suite d’un stress du réticulum
endoplasmique (RE). En conditions normales (resting condition), les récepteurs
transmembranaires « senseurs » (sensor) IRE1α, ATF6 et PERK sont associés à la
protéine chaperonne BiP. Suite à un stress du RE (sensor activation, encadré pointillé),
BiP se dissocie de chaque senseur et se fixe sur les protéines mal repliées s’étant
agrégées dans la lumière du RE. IRE1α, ATF6 et PERK, alors libres, sont activés et 3
voies de signalisation sont induites menant à la mise en place de la réponse UPR
(adapté de Bravo et al., 2013).
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l’origine de l’accumulation d’ERO qui participe à l’inhibition de croissance des cellules 

cancéreuses pulmonaires A549 (Wang et al., 2010).  

4.3 Stress du RE 

Le RE est un organite responsable de la synthèse, du repliement et du transport des protéines, 

ainsi que de la synthèse et de la distribution des phospholipides et des stéroïdes. Il joue aussi 

un rôle dans le stockage et le relargage du Ca2+. Lorsqu’une des fonctions du RE est perturbée, 

cela résulte en un stress du RE et en l’agrégation de protéines mal repliées dans la lumière du 

RE (Bravo et al., 2013). Afin de rétablir l’homéostasie du RE, la réponse UPR (Unfolded 

Protein Response) se met en place (Figure 31). La protéine chaperonne BiP (immunoglobulin 

heavy chain binding protein), aussi nommée GRP78 (Glucose-Regulated Protein, 78 kDa), est 

constitutivement associée à trois senseurs situés dans la membrane du RE : IRE1α (inositol 

requiring enzyme 1α), PERK (pancreatic endoplasmic reticulum kinase-like endoplasmic 

reticulum kinase) et ATF6 (activating transcription factor 6). En cas d’accumulation de 

protéines mal repliées, BiP se dissocie de chaque senseur et se fixe sur ces protéines mal 

repliées, menant à l’activation des 3 partenaires transmembranaires. Cela va notamment 

amplifier l’expression de la protéine chaperonne BiP. Si le stress se prolonge, la réponse UPR 

peut évoluer vers une signalisation pro-apoptotique (Bravo et al., 2013). Dans les cellules 

cancéreuses mammaires MCF-7 et MDA-MB-231, la 2-TGZ induit un stress du RE en 

activant les acteurs de la réponse UPR tels que BiP, PERK et CHOP (Colin-Cassin et al., 2015; 

Berthe et al., 2016). Ce dernier est un facteur de transcription pro-apoptotique activé en cas 

d’apoptose induite par le stress du RE. Toutefois dans cette étude, le stress du RE induit par la 

2-TGZ n’est pas à l’origine de l’apoptose observée dans ces cellules puisque l’utilisation d’un 

ARN interférant inhibant l’expression de CHOP n’altère pas l’activation de l’apoptose par la 

2-TGZ (Colin-Cassin et al., 2015). STG28 (dérivé de la 2-TGZ) et OSU-CG12 (dérivé de la 

2-CGZ) induisent aussi un stress du RE dans les cellules cancéreuses de prostate LNCaP, plus 

efficacement que la TGZ et la CGZ respectivement (Wei et al., 2010). 

5. Modification du métabolisme énergétique par les TZD 

5.1 Restriction énergétique et dérivés de la Δ2-CGZ 

Des études ont montré que des dérivés de la Δ2-CGZ agissent comme des ERMA (energy 

restriction mimetic agents) à l’instar du 2-DG et du resveratrol. En effet, ils sont capables 

d’imiter une privation de glucose et induisent des réponses cellulaires caractéristiques d’une 

restriction énergétique. 
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Le composé OSU-CG12 perturbe également le métabolisme énergétique des cellules 

cancéreuses de prostate LNCaP, comme le 2-DG et le resveratrol. Il diminue l’activité 

glycolytique : il induit une diminution de l’entrée de glucose dans les cellules et une baisse de 

la production de NADH et de lactate. Il entraîne une diminution de l’expression de deux 

enzymes glycolytiques, l’hexokinase 2 et la phosphofructokinase 1 (Wei et al., 2010). 

Cependant, l’ajout de glucose dans le milieu de culture des cellules les protège des effets 

antiprolifératifs de ce composé. Par ailleurs, l’OSU-CG12 est à l’origine de différents 

évènements caractéristiques d’une privation en glucose qui peuvent aboutir à des phénomènes 

d’apoptose ou d’autophagie : il induit l’expression de Sirt1 (silent information regulator 

1/sirtuin 1), l’activation de l’AMPK et un stress du RE. L’expression transitoire de Sirt1 

favorisée par OSU-CG12 joue un rôle clé dans l’apoptose. L’activation de Sirt1 permet 

d’augmenter le taux de β-TrCP (β-transducin repeat-containing protein) qui induit la 

dégradation protéasomale de la cycline D1, impliquée dans le cycle cellulaire, et du facteur de 

transcription Sp1 (Wei et al., 2009, 2010). Ce dernier régule l’expression d’histones 

désacétylases et d’histones déméthylases et sa diminution entraîne l’activation épigénétique du 

gène suppresseur de tumor KLF6 impliqué dans l’induction de l’apoptose des cellules 

cancéreuses de prostate LNCaP (Chen et al., 2011). Lorsque AMPK est activée, elle réprime la 

voie de signalisation mTOR. Dans les cellules cancéreuses de prostate LNCaP, l’activation 

d’AMPK induite par l’OSU-CG12 est accompagnée d’une diminution de la phosphorylation de 

mTOR et de son effecteur p70S6K conduisant à l’induction du processus d’autophagie (Wei et 

al., 2010).  

D’autres dérivés de la Δ2-CGZ, l’OSU-53 et l’OSU-CG5, induisent également une réponse 

cellulaire caractéristique d’une restriction énergétique dans les cellules cancéreuses mammaires 

MDA-MB-231 et les cellules cancéreuses coliques HCT116 respectivement (Lee et al., 2011; 

Arafa et al., 2014). Ces deux composés ont la capacité d’activer l’AMPK, ce qui est associé à 

une inhibition des voies de signalisation Akt et mTOR. L’OSU-CG5 diminue aussi l’entrée de 

glucose dans les cellules et induit un stress du RE, menant à l’induction d’apoptose (Arafa et 

al., 2014). L’OSU-53 modifie le métabolisme énergétique puisqu’il induit l’expression de 

régulateurs clés de la biogenèse mitochondriale tels que PGC1-α, Tfam et NRF1. Il présente 

des potentialités antiprolifératives in vitro et in vivo dépendantes de l’activation d’AMPK. Par 

ailleurs, il induit l’apoptose ainsi que l’autophagie des cellules cancéreuses mammaires. 

Cependant, l’initiation de l’autophagie est un mécanisme protecteur des cellules face à l’activité 

antiproliférative de l’OSU-53. En effet, l’utilisation de la chloroquine, un inhibiteur de 
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l’autophagie, augmente l’activité anticancéreuse de l’OSU-53 dans les cellules cancéreuses 

mammaires dans un modèle de souris xénogreffées (Lee et al., 2011). En revanche ce composé 

n’impacte pas la viabilité des cellules mammaires non cancéreuses MCF-10A. 

Le composé parent, la CGZ, impacte également le métabolisme énergétique. Elle induit 

l’activation d’AMPK dans des cellules cancéreuses ovariennes (Shin et al., 2014). De plus, elle 

induit la mort de ces cellules via un blocage de l’entrée de glucose dû à l’inhibition de 

l’expression du transporteur GLUT-1 (Shin et al., 2014). La diminution de l’expression de Sp1 

et de la β-caténine peut être à l’origine de cette inhibition puisque GLUT-1 est un de leurs gènes 

cibles.  

5.2 Atteinte mitochondriale par les TZD : un rôle dans l’effet antidiabétique ? 

Les études caractérisant l’induction d’une restriction énergétique par les dérivés de la Δ2-CGZ 

n’ont pas porté sur le fonctionnement mitochondrial des cellules. Pourtant, des effets rapides et 

directs des TZD sur les mitochondries ont été rapportés (Feinstein et al., 2005).  

L’équipe de Fürnsinn et Waldhäuls a étudié l’effet des ligands de PPARγ sur le métabolisme 

du glucose dans le muscle squelettique. Ils ont démontré que la TGZ, mais également la PGZ, 

induisent une rapide inhibition de l’oxydation du glucose dans les mitochondries des cellules 

de muscles squelettiques de rat. Cet événement est associé à une augmentation de l’activité 

glycolytique qui se traduit par une hausse du transport de glucose et de la production de lactate 

(Fürnsinn et al., 1997; Fürnsinn et al., 2000; Brunmair et al., 2001). L’augmentation du 

métabolisme du glucose par les TZD a également été observée dans d’autres types cellulaires 

tels que les astrocytes de rongeurs (Dello Russo et al., 2003; Spagnolo et al., 2007). Les effets 

des TZD sont très rapides (à partir de 60 à 90 minutes), ils ne peuvent dépendre de la 

transcription des gènes. De plus, la TGZ présente une meilleure efficacité que la PGZ et la RGZ 

alors qu’elle est un plus faible agoniste de PPARγ (Brunmair et al., 2001; Dello Russo et al., 

2003). Ainsi, ces données sous-entendent que l’action des TZD sur le métabolisme du glucose 

est probablement PPARγ-indépendante.  

La stimulation de l’activité glycolytique par les ligands de PPARγ peut être la conséquence 

d’une altération du fonctionnement mitochondrial. En effet, Dello Russo et al. ont montré que 

la TGZ et la PGZ induisent une baisse de la respiration dans les mitochondries isolées de 

cerveau de rat et une hyperpolarisation de la membrane mitochondriale (Dello Russo et al., 

2003). Dans des astrocytes primaires de rat, la CGZ et la PGZ induisent une augmentation de 

la production d’ERO directement impliquée dans la cytotoxicité de la CGZ (Pérez-Ortiz et al., 



Figure 32 : Potentiel rôle de l’inhibition mitochondriale dans l’action
antidiabétique de la metformine et des TZD. Brunmair émet l’hypothèse que
l’exercice, la metformine et les TZD diminuent la charge énergétique des cellules par
une augmentation de la consommation d’ATP (exercice), via la sécrétion d’adiponectine
par le tissu adipeux (TZD) ou par altération de la respiration via l’inhibition du
complexe I de la chaîne respiratoire (TZD et metformine). Ces mêmes effets sont
induits par AICAR (5-aminoimidazole-4-carboxamide-1-β-D-ribofuranoside) qui mime
une hausse d’AMP cellulaire. Les modifications de la charge énergétique sont connues
pour affecter certaines enzymes telle que l’AMPK qui pourrait contribuer aux réponses
métaboliques à l’origine de l’action antidiabétique des composés (d’après Brunmair et
al., 2004).
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2007). Puis Brunmair et al. ont montré que la TGZ, la PGZ et la RGZ induisent une baisse 

d’activité du complexe I de la chaîne respiratoire dans les muscles squelettiques et le foie de rat 

ainsi qu’un découplage de la phosphorylation oxydative (Brunmair et al., 2004). Les auteurs 

observent également une diminution de l’oxydation du glucose et une stimulation de la 

glycolyse anaérobie avec une augmentation du transport de glucose et de la production de 

lactate. La metformine, dont le mécanisme d’action repose en partie sur l’inhibition du 

complexe I de la chaîne respiratoire, induit des effets similaires aux TZD. Suite à ces 

observations, Brunmair émet alors l’hypothèse que l’altération de la respiration mitochondriale 

due à l’inhibition du complexe I pourrait être impliquée dans l’action antidiabétique de ces 

composés (Figure 32). En effet, il suggère que le dysfonctionnement mitochondrial entraine 

une diminution du niveau d’ATP conduisant à l’augmentation du ratio AMP/ATP à l’origine 

de l’activation de l’AMPK. L’activation de ce senseur énergétique par les TZD résulte soit de 

l’augmentation du ratio AMP/ATP soit de l’adiponectine (Fryer et al., 2002; Nawrocki et al., 

2006). Une fois activée, l’AMPK contribuerait au déclenchement de réponses métaboliques 

appartenant à l’action antidiabétique de la metformine et des TZD. Cette hypothèse est 

confirmée par plusieurs études qui montrent que les ligands de PPARγ conduisent à l’activation 

d’AMPK dans les tissus hépatiques, adipeux et musculaires qui permet d’améliorer le 

métabolisme du glucose en augmentant l’entrée de glucose dans les cellules (Konrad et al., 

2005; LeBrasseur et al., 2006; Nawrocki et al., 2006; Ye et al., 2006). 

Des études ont mis en évidence d’autres cibles potentielles des TZD. La PGZ et la RGZ 

diminuent l’activité du complexe I mais également du complexe III dans des mitochondries 

isolées de foie de rat et de souris (Sanz et al., 2011; García-Ruiz et al., 2013). Cette inhibition 

est associée à une baisse de la respiration mitochondriale et de la production d’ERO (Sanz et 

al., 2011). L’activité des complexes I, II+III, IV et V des mitochondries isolées de cœur bovin 

chute après l’apport de TGZ et de CGZ (Nadanaciva et al., 2007). De surcroît, dans les cellules 

HepaRG, TGZ, PGZ et RGZ dégradent la fonction respiratoire mitochondriale : ils induisent 

une réduction de l’activité des complexes I, III et IV accompagnée d’une baisse de la 

consommation d’oxygène, d’une augmentation de la production d’ERO et d’une baisse du 

niveau d’ATP. Ils altèrent également l’ultrastructure mitochondriale (Hu et al., 2015). Parmi 

ces 3 TZD, la TGZ présente la plus forte efficacité.  

Afin de mieux définir le mécanisme d’action des TZD, une équipe a cherché quels pourraient 

être les sites de fixation de ces composés. Grâce à une expérience de cross-linking, une protéine 

mitochondriale à laquelle se fixe la PGZ, appelée mitoNEET a été identifiée (Colca et al., 2004). 
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C’est une protéine à centre fer-soufre localisée dans la membrane externe mitochondriale qui 

possède un rôle dans la régulation de la fonction mitochondriale et l’homéostasie des lipides 

(Wiley et al., 2007; Kusminski et al., 2012). Toutefois, suite à des études supplémentaires, ces 

résultats ont été reconsidérés puisqu’en 2013, Colca et al. ont montré que la PGZ est capable 

de se fixer aux membranes mitochondriales isolées de foie de souris dont le gène codant la 

protéine mitoNEET a été invalidé (Colca et al., 2013a). Dans cette étude, les auteurs ont 

identifié une autre cible des TZD : un complexe protéique nommé mTOT (mitochondrial target 

of thiazolidinediones) situé au niveau de la membrane interne mitochondriale. Ce complexe est 

composé des deux protéines MPC1 et MPC2 (mitochondrial pyruvate carier 1 et 2) qui ont pour 

fonction de transporter le pyruvate à travers la membrane mitochondriale interne (McCommis 

and Finck, 2015). MPC2 est la protéine à laquelle se lient spécifiquement les dérivés de PGZ 

(Colca et al., 2013a). Un de ces dérivés, MSDC-060 a été étudié dans un essai clinique de phase 

II. Il entraine une diminution du taux de glucose sanguin chez des patients atteints de diabète 

de type II, de façon similaire à la PGZ, en présentant moins d’effets secondaires (Colca et al., 

2013b). Divakaruni et son équipe ont également montré que la TGZ et la RGZ inhibent l’activité 

de mTOT dans les cellules musculaires, compromettant le transport du pyruvate dans la 

mitochondrie. Cette inhibition conduit à la diminution de la respiration mitochondriale, à 

l’activation d’AMPK et à l’augmentation de l’entrée de glucose dans les cellules. Les effets 

inhibiteurs des TZD disparaissent en cas d’ajout de méthyl pyruvate, qui traverse librement la 

membrane mitochondriale sans emprunter le MPC (Divakaruni et al., 2013). Ces données sont 

cohérentes avec l’hypothèse selon laquelle la TGZ et la RGZ sont des inhibiteurs spécifiques 

de MPC. Ce dernier semble donc être une cible thérapeutique intéressante dans le traitement du 

diabète de type II.  

5.3 Atteinte mitochondriale par les TZD dans les cellules cancéreuses 

Plusieurs travaux suggèrent que les effets anticancéreux des TZD sont associés à une atteinte 

du fonctionnement mitochondrial suggérant que la mitochondrie peut être considérée comme 

une cible potentielle des TZD dans leur action anticancéreuse (Moon et al., 2016). En effet, 

dans les cellules de gliomes de rat C6, la RGZ, la CGZ et la PGZ induisent une inhibition du 

complexe I de la chaîne respiratoire probablement à l’origine de la dépolarisation 

mitochondriale, de la diminution du pH mitochondrial et de la production d’ERO observées 

dans ces cellules. Accompagnée d’une diminution du taux de glutathion, la production d’ERO 

est impliquée dans la diminution de la survie des cellules C6 (Pérez-Ortiz et al., 2004, 2007). 

La RGZ altère la respiration mitochondriale en inhibant également l’activité du complexe I dans 
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les cellules leucémiques HL60 (Scatena et al., 2004). De même, la PGZ diminue la 

consommation d’oxygène ainsi que la prolifération des cellules cancéreuses de la prostate 

LNCap et PC3 cultivées sous forme de sphéroïdes (Gottfried et al., 2011). Cependant, la PGZ 

n’altère pas la consommation d’oxygène de cellules non cancéreuses (monocytes primaires). 

Quant à la TZG, elle réduit considérablement le taux de consommation d’oxygène des cellules 

cancéreuses coliques HCT116 et des cellules cancéreuses mammaires T47D, preuve d’une 

inhibition de la respiration mitochondriale. A ce blocage s’ajoutent une augmentation de la 

production d’ERO et une chute du potentiel de membrane mitochondrial (Moon et al., 2016). 

Dans d’autres types de cellules cancéreuses mammaires, LCC-9 et MDA-MB-231, ce composé 

conduit à une augmentation de la production d’ERO ainsi qu’à une augmentation de 

l’expression de PGC-1 (Skildum et al., 2011). 

D’autre part, en plus de la respiration mitochondriale, les TZD impactent également le 

métabolisme de la glutamine. Dans les cellules cancéreuses mammaires MCF-7 et MDA-MB-

231, la TGZ stimule la consommation de glutamine (glutaminolyse) (Friday et al., 2011). En 

revanche, dans les cellules cancéreuses pulmonaires (H460) et cervicales (HeLa 229), Reynolds 

et al. ont observé l’effet inverse : une diminution de la glutaminolyse. Dans ces cellules, la TGZ 

réduit l’entrée de glutamine et inhibe son incorporation dans le cycle de Krebs. S’ensuivent une 

baisse du niveau d’ATP, une augmentation de la production d’ERO et in fine une chute du 

nombre de cellules. L’effet de la TGZ, indépendant de l’activation de PPARγ, est dû à la 

dégradation par le protéasome de l’oncoprotéine c-myc qui participe à la régulation de la 

glutaminolyse (Reynolds and Clem, 2015). 

Comme dans les cellules normales, les TZD stimulent la glycolyse des cellules cancéreuses, ce 

qui correspond certainement à une réponse adaptative afin de compenser la perturbation de 

l’activité mitochondriale. D’après certaines études, les TZD induiraient un shift de la 

phosphorylation oxydative vers la glycolyse. Suite à l’inhibition du complexe I par la RGZ, une 

augmentation de la glycolyse, caractérisée par une augmentation de la consommation de 

glucose et de la production de lactate, est observée dans les cellules leucémiques HL60 (Scatena 

et al., 2004). Ces mêmes effets sont observés avec la TGZ dans les cellules cancéreuses 

mammaires MCF-7, MDA-MB-231 et T47D en réponse à l’altération mitochondriale (Friday 

et al., 2011; Moon et al., 2016). La TGZ n’entraîne aucune modification d’expression de 

GLUT1 dans les cellules T47D. En revanche, l’inhibition des voies de signalisation MAPK et 

de l’AMPK abolit l’effet de la TGZ sur la consommation de glucose indiquant l’implication de 

ces voies dans la stimulation de la glycolyse induite par la TGZ (Moon et al., 2016). Gottfried 
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et al. ont également montré que la PGZ induit une augmentation de la production de lactate et 

une acidification du milieu de culture des cellules cancéreuses prostatiques PC3 (Gottfried et 

al., 2011). Une étude portant sur des cellules gliales tumorales et des astrocytes de souris montre 

que suite à une diminution du potentiel de membrane, la TGZ stimule l’activité glycolytique 

(augmentation de la consommation de glucose et de la production de lactate) de manière plus 

importante dans les cellules cancéreuses que dans les astrocytes (Spagnolo et al., 2007). Ces 

résultats suggèrent que les astrocytes ont une forte capacité à résister aux effets de la TGZ par 

rapport aux cellules cancéreuses. 

A la suite de cette hypothèse de compensation métabolique, Moon et al. ont suggéré que de 

combiner les TZD avec des agents inhibant la glycolyse permettrait d’augmenter leur action 

anticancéreuse (Moon et al., 2016). La suppression de glucose dans le milieu de culture des 

cellules cancéreuses mammaires MCF-7 affecte la capacité de la TGZ à augmenter la 

production de lactate (Friday et al., 2011). De même, la diminution de la concentration de 

glucose dans le milieu de culture améliore la capacité de la TGZ à diminuer le nombre de 

cellules cancéreuses mammaires T47D et coliques HCT116 (Moon et al., 2016). La 

combinaison de la PGZ avec l’inhibiteur de la glycolyse 2-DG inhibe de façon significative la 

prolifération des cellules cancéreuses prostatiques LNCaP et PC3 cultivées sous forme de 

sphéroïdes et entraine également la désintégration de ces sphéroïdes (Gottfried et al., 2011). 

Une autre étude a aussi démontré un effet synergique de la combinaison de la TGZ avec la 

metformine sur la diminution du nombre de cellules cancéreuses pulmonaires (H460) et 

cervicales (HeLa 229) (Reynolds and Clem, 2015). 

Ces données démontrent l’intérêt de cibler le métabolisme énergétique dans une stratégie 

thérapeutique et suggèrent une potentielle utilisation des TZD en thérapie combinatoire.  

6. Toxicité et nouveaux dérivés 

Mon travail de thèse a porté sur l’étude des effets de dérivés de TGZ, ainsi les propos détaillés 

dans la suite de cet exposé porteront majoritairement sur la TGZ et ses dérivés. 

6.1 Mécanismes impliqués dans la toxicité de la TGZ 

Lors d’essais cliniques aux États-Unis, parmi 2510 patients recevant la TGZ, 18 d’entre eux ont 

présenté des lésions hépatocellulaires (Watkins and Whitcomb, 1998). Suite à l’administration 

de TGZ, deux patients diabétiques ont également développé une hépatotoxicité sévère (Gitlin, 

1998). La TGZ est ainsi associée à une hépatotoxicité idiosyncratique et imprévisible qui n’est 

liée ni au temps d’administration ni à la dose utilisée. De surcroît, ces lésions ne peuvent être 
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Figure 33 : Métabolisme de la TGZ. La TGZ est métabolisée par 3 voies: la
sulfatation à l’origine de la troglitazone sulfate, l’oxydation produisant la troglitazone
quinone et la glucuronisation qui conduit à la troglitazone glucuronide. Ces métabolites
sont stables. L’atone de soufre au niveau du cycle thiazolidine-2,4-dione peut subir une
oxydation qui aboutit à la formation d’un intermédiaire réactif de type isocyanate
(modifié d’après He et al., 2004).
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reproduites dans les modèles animaux (Chojkier, 2005). Suite à ces observations, en 2000 la 

TGZ a été retirée du marché mondial. Cependant, de nombreux travaux ont été réalisés afin de 

déterminer les mécanismes impliqués dans la toxicité hépatique induite par la TGZ. Plusieurs 

mécanismes ont été rapportés. 

Certains ont proposé qu’une atteinte mitochondriale peut correspondre à l’une des causes de la 

toxicité de la TGZ. Des études réalisées sur des lignées cellulaires hépatiques (HepG2 ou 

HepaRG) et sur des hépatocytes humains ont mis en évidence des altérations mitochondriales 

pouvant être impliquées dans l’effet toxique de la TGZ : une chute du potentiel de membrane 

mitochondriale, un dysfonctionnement de la respiration mitochondriale, une augmentation de 

la production d’ERO ou des dommages de l’ADN mitochondrial (Bova et al., 2005; Lim et al., 

2008; Rachek et al., 2009; Hu et al., 2015). Liao et al. ont également montré que la dégradation 

de PGC-1 induite par la TGZ est impliquée dans l’altération de la fonction mitochondriale et 

la toxicité de ce composé dans les cellules HepG2 (Liao et al., 2010). En revanche, ces effets 

ne sont pas observés avec la RGZ et la PGZ (Rachek et al., 2009; Liao et al., 2010). Ces deux 

puissants agonistes de PPARγ sont donc moins hépatotoxiques que la TGZ. De plus, 

l’utilisation de l’antagoniste de PPARγ GW9662 ne modifie pas l’action de la TGZ sur les 

hépatocytes (Rachek et al., 2009). Ces données suggèrent que la toxicité de la TGZ est 

indépendante de l’activation de PPARγ.  

D’autres travaux traitent de la toxicité des métabolites de la TGZ. Chez l’Homme, la TGZ est 

métabolisée de trois manières : la sulfatation catalysée par l’enzyme phénol sulfotransférase, la 

conjugaison d’un acide glucuronique (glucuronisation) catalysée par l’UDP-

glucuronyltransférase1A1 (UGT1A1) et l’oxydation catalysée par les cytochromes P450 

CYP2C8 et CYP3A4 (Yokoi, 2010). Ces réactions permettent de former respectivement la TGZ 

sulfate, la TGZ glucuronide et la TGZ quinone (Figure 33). Bien que ces métabolites soient 

relativement stables, la TGZ peut être à l’origine de la production de métabolites réactifs 

pouvant jouer un rôle dans la toxicité hépatique.  

La TGZ sulfate est le principal métabolite comptant pour 70% des métabolites de TGZ retrouvé 

dans le plasma humain. Ce métabolite peut avoir des effets toxiques puisque chez le rat, il est 

capable d’inhiber les pompes d’export de sels biliaires Bsep (bile salt export pump) situées au 

niveau de la membrane canaliculaire des hépatocytes (Funk, 2001; Funk et al., 2001). Cette 

inhibition perturbe l’évacuation des sels biliaires et facilite leur accumulation dans le foie. Ces 

effets mènent à une cholestase intrahépatique, notamment chez l’Homme, qui peut contribuer 
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à la toxicité hépatique de la TGZ (Funk et al., 2001). Des signes évidents de cholestase ont été 

décrits chez des patients présentant une toxicité hépatique due à la TGZ (Gitlin, 1998). De plus, 

Saha et al. ont montré que la TGZ sulfate présente un effet toxique direct sur les hépatocytes 

humains THLE-2 (Saha et al., 2010a).  

Des études font également référence à la toxicité de métabolites réactifs formés suite à 

l’oxydation de la TGZ par CYP2C8 et CYP3A4 au niveau du groupe hydroxyle en position 6 

du groupement chromane ou au niveau du cycle TZD (Mazerbourg et al., 2016). Tout d’abord, 

la TGZ quinone peut être métabolisée en intermédiaires quinones hautement électrophiles, ce 

qui résulte en une hépatototoxicité et une immunotoxicité importantes (Yamamoto et al., 2001; 

Yokoi, 2010). L’atome de soufre au niveau du cycle TZD peut aussi être oxydé par CYP3A4 

et former un intermédiaire réactif isocyanate réagissant avec le GSH (Figure 33). Une déplétion 

en GSH peut être impliquée dans la toxicité de la TGZ (Saha et al., 2010a; Yokoi, 2010). Saha 

et al. ont également étudié le rôle de l’atome de soufre au niveau du cycle TZD dans la toxicité 

de la TGZ. Pour cela, ils ont synthétisé un dérivé de la TGZ, la trosuccinimide (TSN), dans 

lequel l’atome de soufre a été remplacé par un groupement méthylène. Le cycle TZD a été 

remplacé par un cycle pyrrolidine-2,5-dione ; la TSN est donc une pyrrolidinedione. Dans les 

hépatocytes humains THLE-2, ils ont montré que la TSN ne produit pas de métabolites réactifs 

par rapport à la TGZ et ce composé apparaît beaucoup moins toxique que le composé parent. 

De plus, il induit une déplétion de GSH moins importante que la TGZ. Ces résultats témoignent 

de l’implication de l’atome de soufre du cycle TZD dans la toxicité de la TGZ par la formation 

de métabolites réactifs (Saha et al., 2010b).  

Certains ont tenté d’expliquer la variabilité de l’hépatoxicité chez les patients. Il a été montré 

que la TGZ induit CYP3A dans les hépatocytes de rats et humains ce qui augmente la formation 

de métabolites de type quinone. Dans un rôle de détoxification, le GSH réagit avec les quinones 

et cette conjugaison du GSH est catalysée par l’action de la glutathion S-transférase (GST). 

Dans un groupe de patients traités avec la TGZ, Watanabe et al. ont montré une corrélation 

entre une augmentation anormale d’enzymes hépatiques (alanine aminotransférase et aspartate 

aminotransférase) et le génotype double nul des isoformes GSTM1 et GSTT1 (conduisant à une 

accumulation de quinones) (Watanabe et al., 2003). Ainsi la différence de capacité de 

détoxification interindividuelle pourrait contribuer à la susceptibilité de toxicité hépatique due 

à la TGZ (Yokoi, 2010; Mazerbourg et al., 2016).  
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6.2 Vers de nouveaux dérivés de la TGZ 

Le repositionnement de médicament (drug repositionning) est une stratégie actuelle visant à 

identifier de nouveaux mécanismes d’action de composés déjà mis sur le marché en vue de les 

utiliser pour d’autres indications/applications thérapeutiques que celles établies initialement. 

Au vu des travaux réalisés sur la TGZ, cette dernière s’est inscrite dans la démarche de 

repositionnement des composés : passer d’antidiabétique à anticancéreux. Cependant le 

développement de la TGZ en tant qu’agent anticancéreux a été freiné en raison de sa toxicité 

hépatique. Dans le but de pallier ces effets secondaires, des modifications de la structure 

chimique de la TGZ ont été réalisées afin d’améliorer l’efficacité anticancéreuse et de réduire 

la toxicité hépatique. Dans ce contexte, plusieurs équipes ont étudié les relations structure-

activité et ont modulé la structure de la TGZ en éliminant les sites réactifs pouvant induire la 

formation de métabolites réactifs toxiques. 

 Salamone et al. ont comparé l’activité de la TGZ, de la Δ2-TGZ et de leurs dérivés sur les 

cellules cancéreuses mammaires MCF-7 et MDA-MB-231 ainsi que sur des hépatocytes 

humains en culture primaire (Salamone et al., 2012). Ils ont déterminé l’influence de la double 

liaison (insaturation) adjacente au cycle TZD ainsi que du groupe hydroxyle situé en position 6 

du groupement chromane et la nature des substituants pouvant remplacer le groupe hydroxyle. 

La présence de l’insaturation (Δ2-TGZ et dérivés) améliore légèrement l’activité anticancéreuse 

dans les cellules MCF-7 et améliore la survie des hépatocytes par rapport aux composés saturés 

(TGZ et dérivés). De plus, le remplacement du groupe hydroxyle par un atome d’hydrogène ou 

un substituant non polaire améliore l’activité anticancéreuse des composés dans les cellules 

MCF-7 et MDA-MB-231 et diminue également la toxicité envers les hépatocytes par rapport à 

la Δ2-TGZ (Salamone et al., 2012). Par la suite, cette même équipe a approfondi les travaux en 

supprimant le groupe hydroxyle (désoxygénation) du groupement chromane et en liant la Δ2-

TGZ ainsi désoxygénée à une chaîne alkyle linéaire et non polaire via une liaison stable 

carbone-carbone (Bordessa et al., 2014). Utilisés à la même concentration, les dérivés 

désoxygénés de Δ2-TGZ diminuent fortement la viabilité des cellules cancéreuses mammaires 

MCF-7 et MDA-MB-231 par rapport à la Δ2-TGZ. Ces dérivés désoxygénés présentent 

également une toxicité envers les hépatocytes humains bien plus faible que la Δ2-TGZ. 

L’absence de l’atome d’oxygène en position 6 du groupement chromane pourrait prévenir la 

formation d’intermédiaires de type quinone toxiques impliqués dans la toxicité hépatique 

(Salamone et al., 2012; Bordessa et al., 2014). Parmi ces dérivés désoxygénés de la Δ2-TGZ, 

le composé 18 qui présente une forte activité cancéreuse et une des plus faibles toxicités sur les 



AB186

Ajout d’un groupement 

apolaire

Désoxygénation

Δ2-TGZ

Insaturation

TGZ

Figure 34 : Evolution de la structure chimique de la TGZ au dérivé de la Δ2-TGZ,
AB186. La Δ2-TGZ est un dérivé de la TGZ possédant une insaturation adjacente au
cycle thiazolidine-2,4-dione. Deux modifications ont été apportées à la Δ2-TGZ afin
d’aboutir au composé AB186 : une désoxygénation en position 6 du groupement
chromane et l’ajout d’une chaîne alkyle apolaire (modifié d’après Bordessa et al.,
2014).
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hépatocytes humains (de l’ordre de 20%) a été breveté en 2013 (brevet WO2013110796) et 

nommé AB186 (Figure 34).  

Saha et al. ont adopté une autre stratégie afin de réduire la toxicité hépatique : supprimer 

l’atome de soufre du cycle TZD (Saha et al., 2010b). Des résultats similaires observés avec la 

TSN sont obtenus avec la PSN et la RSN, dérivés pyrrolidinediones de la PGZ et la RGZ 

respectivement : pas de production de métabolites réactifs, une toxicité et une déplétion du GSH 

moins importantes que les composés parents dans les hépatocytes THLE-2 (Saha et al., 2012). 

Comme leur composé parent, la TSN et la RSN présentent une activité anticancéreuse dans les 

cellules cancéreuses hépatiques Huh-7. Cependant TSN est le seul composé à induire l’apoptose 

de ces cellules et à inhiber les marqueurs tumoraux du foie (Saha et al., 2012).  

Bordessa et al. se sont également intéressés à une autre approche de modification de la structure 

de la TGZ qui est de permuter la Δ2-TGZ en reliant directement le groupement chromane à 

l’atome d’azote du cycle TZD. Un des dérivés permutés de la Δ2-TGZ présente une forte 

activité anticancéreuse et aucune toxicité dans les hépatocytes humains (Bordessa et al., 2014). 

Ces données mettent en avant l’intérêt de modifier la structure chimique de la TGZ et plus 

généralement des TZD afin d’aboutir à de nouveaux dérivés présentant une meilleure activité 

anticancéreuse et une toxicité moindre pouvant mener à une nouvelle utilisation thérapeutique 

de ces composés.  
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De nombreuses options thérapeutiques sont disponibles pour les cancers du sein luminaux, 

HER2 et normal like (hormonothérapie et thérapie ciblée). Par contre, seule la chimiothérapie 

est utilisée pour les cancers du sein triple-négatifs. Par ailleurs, quels que soient les sous-types 

de cancer du sein, il existe de nombreux cas d’absence de réponse et des phénomènes de 

résistance aux traitements. Des études ont montré que dans certains cas les phénomènes de 

résistance peuvent être dus à la présence de cellules souches cancéreuses au sein des tumeurs. 

Il s’avère donc nécessaire de développer de nouvelles stratégies thérapeutiques. A ce titre il 

apparaît intéressant de cibler le métabolisme énergétique qui est souvent modifié dans les 

cellules cancéreuses et les CSC. Dans ce contexte, les TZD pourraient constituer des candidats 

potentiels. En effet, ces composés présentent une action anticancéreuse et certaines études 

proposent que cela soit associé à une altération du métabolisme énergétique. Notre laboratoire 

s’intéresse à la TGZ dont certains dérivés montrent des effets anticancéreux accrus sur les 

cellules cancéreuses mammaires et une toxicité réduite envers les hépatocytes humains. En 

collaboration avec une équipe de chimistes de l’université de Lorraine (Laboratoire L2CM, 

UMR 7053), des dérivés désoufrés de la TGZ ont été synthétisés récemment.  

 

Le premier objectif de ce travail de thèse a été d’étudier les effets de la TGZ et de quelques-uns 

de ses dérivés désoufrés dans quatre lignées cancéreuses mammaires. L’effet anti-cancéreux du 

dérivé EP13 qui s’est révélé le plus actif a ensuite été caractérisé en utilisant la lignée 

cancéreuse mammaire triple-négative MDA-MB-231 et la lignée hormonodépendante MCF-7.  

Le deuxième objectif a été d’étudier l’action d’EP13 sur le métabolisme énergétique des 

cellules MDA-MB-231 et MCF-7. 

Dans une troisième partie, nous avons déterminé si EP13 avait la capacité de potentialiser 

l’action d’agents de chimiothérapie dans les cellules MDA-MB-231. 

Enfin la dernière partie a porté sur la mise en place d’une culture cellulaire en trois dimensions, 

plus proche de la situation in vivo, et susceptible de présenter un enrichissement en CSC, afin 

d’étudier l’impact d’EP13 sur les cellules MDA-MB-231 et MCF-7 cultivées sous forme de 

mammosphères. 
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I. MOLECULES UTILISEES 

Tous les composés dérivés de TGZ sont synthétisés par Michel Boisbrun et son équipe (UMR 

7053 CNRS-UL L2CM équipe Molécules et Systèmes Bioactifs) selon la procédure 

expérimentale décrite par Salamone et al., 2012 et Dupommier et al., 2019 soumis.  Les 

composés sont ensuite mis en solution dans le solvant DMSO (Dimethyl sulfoxide, Sigma-

Aldrich) à une molarité de 50 mM, et de 25mM pour les composés DD221 et DD222. Le 2-

déoxyglucose (2-DG, Sigma-Aldrich) et la metformine (Metformine hydrochloride, Sigma-

Aldrich) sont mis en solution dans de l’eau ultra-pure stérile, tandis que la staurosporine 

(Sigma-Aldrich) est dissoute directement dans le milieu de culture. Pour ce qui est des agents 

de chimiothérapie, le 5-fluorouracile (Sigma-Aldrich) est dissous dans du DMSO et la 

doxorubicine (Chlorhydrate de doxorubicine, TEVA) est mise en solution dans de l’eau ultra-

pure stérile. 

II. CULTURE CELLULAIRE 

1. Lignées cellulaires 

Durant ce travail, quatre lignées cellulaires cancéreuses mammaires ont été utilisées : MCF-7, 

MDA-MB-231, MDA-MB-453 et Hs578T. Ces lignées ont été obtenues de l’organisation 

ATCC (American Type Culture Collection, Manassas, Etats-Unis). 

La lignée cancéreuse mammaire MCF-7 a été établie à partir d’une effusion pleurale d’un 

adénocarcinome mammaire survenu chez une femme âgée de 69 ans. Les MCF-7 font partie du 

sous-type Luminal A et sont hormodépendantes puisqu’elles expriment le récepteur des 

œstrogènes et de la progestérone. En revanche elles n’expriment pas le récepteur HER2.  

La lignée cancéreuse mammaire MDA-MB-231 provient d’une effusion pleurale d’un 

adénocarcinome mammaire survenu chez une femme âgée de 51 ans. Ces cellules sont 

hormono-indépendantes n’exprimant ni le récepteur alpha des œstrogènes, ni le récepteur de la 

progestérone, ni HER2. Elles sont donc dites triples-négatives et appartiennent au sous type 

claudin-low. 

La lignée cancéreuse mammaire Hs578T a été établie à partir d’un carcinome mammaire 

survenu chez une femme âgée de 74 ans. Les cellules Hs578T font également partie des tumeurs 

triples négatives de sous-type claudin-low. 
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La lignée cancéreuse mammaire MDA-MB-453 dérive d’une effusion péricardique d’une 

femme âgée de 48 ans atteinte d’un carcinome métastatique mammaire. Ces cellules 

appartiennent au sous-type HER car elles expriment HER2 mais pas le récepteur des œstrogènes 

et de la progestérone (Holliday and Speirs, 2011). 

2. Conditions de culture 

Les lignées MCF-7 et Hs578T sont cultivées dans du milieu DMEM (Dulbecco’s Modified 

Eagle Medium, Sigma-Aldrich) et les lignées MDA-MB-231 et MDA-MB-453 dans du milieu 

RPMI (Roswell Park Memorial Institute 1640 medium, Sigma-Aldrich).  Ces deux milieux 

contenant du rouge phénol sont supplémentés avec 10% de sérum de veau fœtal (SVF, Sigma-

Aldrich) et 2 mM de L-glutamine (Sigma-Aldrich). De plus le milieu DMEM a été additionné 

de 10 µg/mL d’insuline pour les cellules Hs578T. Les cellules croissent en monocouche dans 

des flacons de 75 cm2 placés dans un incubateur à 37°C en atmosphère contenant 5% de CO2, 

avec 90% d’humidité. Les cellules sont repiquées 2 fois par semaine. 

3. Ensemencement et conditions de traitement 

L’ensemencement s’effectue à partir de cellules arrivées à 80% de confluence. Après 

élimination du milieu de culture, les cellules sont rincées avec du PBS (Phosphate Buffer 

Saline; 5 mL) et traitées à la trypsine pendant 1 minute à 37°C (2 mL de solution trypsine-

EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid) diluée à 0,05% dans du PBS). Puis, 8 mL de milieu 

de culture contenant 10% de SVF et 2 mM de L-glutamine sont ajoutés afin d’arrêter l’action 

de la trypsine. Les cellules sont comptées grâce à une cellule de Neubauer. Le nombre de 

cellules ensemencées sera précisé pour chaque protocole. 24h après l’ensemencement, les 

cellules sont traitées avec les différents composés, aux concentrations et temps mentionnés 

ultérieurement, dans leur milieu respectif avec 10% de SVF et 2 mM de L-glutamine. Les 

solutions intermédiaires des dérivés de TGZ sont préparées à partir de la solution mère à 50 

mM. La solution mère est diluée au 1/2 dans de l’éthanol absolu (Sigma-Aldrich) afin d’obtenir 

une solution intermédiaire à 25mM qui est ensuite diluée dans du milieu de culture pour chaque 

concentration attendue. Les cellules témoins sont mises en présence de DMSO, solvant dans 

lequel sont repris les composés. Pour chaque expérience, le DMSO est toujours appliqué à un 

pourcentage équivalent à la concentration maximale du composé utilisé. 
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III. NUMERATION CELLULAIRE PAR LE TEST DE COLORATION NUCLEAIRE 
AU CRISTAL VIOLET  

Les cellules sont ensemencées dans des plaques 96 puits à raison de 1,5 x 104 cellules par puits 

pour les lignées MCF-7, MDA-MB-231 et Hs578T et de 2 x 104 cellules par puits pour la lignée 

MDA-MB-453. 24 heures après l’ensemencement, les cellules sont traitées comme décrit 

précédemment. A la fin du traitement, les cellules sont rincées avec du PBS puis elles sont 

fixées et colorées durant 20 minutes avec une solution de cristal violet (0,2% de cristal violet 

(Sigma-Aldrich), 2% d’éthanol) préalablement filtrée afin d’éliminer les précipités du colorant. 

Les puits sont rincés à l’eau distillée pour retirer le colorant en excès. Les puits sont séchés puis 

le colorant retenu est dissous dans 100 µL d’acide acétique 10%. L’intensité de coloration des 

puits, corrélée au nombre de cellules, est déterminée par absorbance à 595 nm avec un lecteur 

de plaque (VICTOR™ X3 multilabel plate reader, PerkinElmer). La concentration des 

composés menant à une diminution de 50% du nombre de cellules (IC50) par rapport au lot 

témoin est déterminée graphiquement. 

IV. ANALYSE DU CYCLE CELLULAIRE PAR CYTOMETRIE EN FLUX 

Les cellules MDA-MB-231 et MCF-7 sont ensemencées dans des puits de 6 cm de diamètre à 

raison de 8 x 105 cellules par puits dans 4 mL de milieu de culture. Les traitements sont réalisés 

comme décrit précédemment. A la fin du traitement, le milieu de culture contenant les cellules 

non adhérentes est collecté. Les cellules adhérentes sont rincées avec du PBS, trypsinisées et 

resuspendues dans le milieu de culture. Les cellules non adhérentes et adhérentes sont 

rassemblées puis comptées en utilisant un compteur de cellules automatique (TC20™ 

Automated Cell Counter, Bio-Rad). 1 x 106 cellules sont centrifugées à 500 g pendant 5 minutes 

à température ambiante puis le culot est rincé avec du PBS. Les cellules sont ensuite suspendues 

dans 600 µL de PBS. 1,4 mL d’éthanol 100% froid sont ajoutés pendant que les cellules sont 

agitées afin de perméabiliser et fixer les cellules. 5 x 105 cellules sont ensuite centrifugées à 

800 g pendant 10 minutes à température ambiante. Le culot est suspendu dans 500 µL de 

solution de marquage de l’ADN contenant 200 µg de RNAse A (Invitrogen) et 2 µg d’iodure 

de propidium (IP, Life TechnologiesTM, Thermo Fisher Scientific). Les échantillons sont 

incubés pendant 15 minutes à l’obscurité à température ambiante. Enfin, le contenu cellulaire 

en ADN est déterminé par cytométrie en flux (BD FACSCaliburTM flow cytometer, BD 

Biosciences). Les données sont traitées grâce au logiciel CellQuest™ Pro (BD Biosciences). 20 

000 évènements sont analysés et le pourcentage de cellules dans chaque phase du cycle 

cellulaire est déterminé. 
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V. ANALYSE DE LA MORT CELLULAIRE PAR APOPTOSE 

1. Détection de mort cellulaire par apoptose par cytométrie en flux 

Les cellules MDA-MB-231 et MCF-7 sont ensemencées dans des puits de 6 cm de diamètre à 

raison de 8 x 105 cellules par puits dans 4 mL de milieu de culture. Les traitements sont réalisés 

comme décrit précédemment. A la fin du traitement, le milieu de culture contenant les cellules 

non adhérentes est collecté. Les cellules adhérentes sont rincées avec du PBS, trypsinisées et 

resuspendues dans le milieu de culture. Les cellules non adhérentes et adhérentes sont 

centrifugées à 200 g pendant 10 minutes à température ambiante. Les cellules sont rincées avec 

du PBS puis comptées grâce à un compteur de cellules automatique (TC20™ Automated Cell 

Counter, Bio-Rad). 1 x 106 cellules sont centrifugées à 200 g pendant 10 minutes à température 

ambiante puis les cellules sont additionnées d’une solution de fixation (binding buffer: 0,1 M 

Hepes pH 7,4; 1,4 M NaCl; 25 mM CaCl2; pH 7,4) afin de faciliter la fixation de l’annexine V 

aux phosphatidylsérines. Les cellules sont ensuite mises en contact avec 2,5 µL d’annexine V 

couplée au FITC (BD Biosciences) et 2µg d’iodure de propidium (Life TechnologiesTM, 

Thermo Fisher Scientific) puis incubées à l’obscurité pendant 15 minutes à température 

ambiante. La fixation de l’annexine V est inhibée par l’ajout de la solution de fixation. 10 000 

événements sont analysés et le pourcentage de cellules marquées à l’annexine V et/ou à l’iodure 

de propidium est déterminé par cytométrie en flux (BD FACSCaliburTM flow cytometer, BD 

Biosciences). Les données sont traitées grâce au logiciel CellQuest™ Pro (BD Biosciences).  

2. Mesure de l’activité des caspases 3/7 

Les cellules MCF-7 et MDA-MB-231 sont ensemencées dans des plaques blanches 96 puits à 

fond transparent à raison de 1,5 x 104 cellules par puits. 24 heures après l’ensemencement, les 

cellules sont traitées comme décrit précédemment. A la fin du traitement et après 10 minutes 

d’incubation de la plaque à température ambiante, 100 μL de réactif du kit Caspase-Glo® 3/7 

Assay (Promega) sont additionnés au milieu de culture des cellules. La plaque est mélangée 

pendant 30 secondes puis incubée 1 heure à température ambiante à l’obscurité. Enfin, la 

luminescence est mesurée par un lecteur de plaque (VICTOR™ X3 multilabel plate reader, 

PerkinElmer). 

VI. IMMUNOBLOT  

Les cellules MDA-MB-231 et MCF-7 sont ensemencées dans des puits de 6 cm de diamètre à 

raison de 8 x 105 cellules par puits dans 4 mL de milieu de culture. Les traitements sont réalisés 

comme décrit précédemment.  



Tableau 7 : Présentation des anticorps utilisés.

Anticorps primaire Espèces Origine Dilution

Anti-BiP Lapin US Biological 1:1000

Anti-tubuline Lapin GeneTex 1:1000

Anticorps secondaire Espèces Origine Dilution

Anti-IgG de souris Chèvre Santa Cruz 
Biotechnology 1:10 000
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1. Extraction protéique 

A l’issue des traitements, les cellules adhérentes sont décollées à l’aide d’un grattoir dans le 

milieu de culture contenant les cellules non adhérentes. Toutes les cellules sont collectées par 

centrifugation à 200 g pendant 5 minutes à 4°C. Le culot est rincé avec 1 mL de PBS puis 

resuspendu dans 20 µL de tampon de lyse (10 mM Tris-HCl pH 7, 4,5 mM EDTA, 1% Triton 

X-100) additionné d’inhibiteurs de protéases (cOmplete™ Mini, Roche, Sigma-Aldrich) et 

d’inhibiteurs de phosphatases (Phosphatase Inhibitor Cocktail Set V, Calbiochem, Millipore) 

durant 30 minutes. Le lysat cellulaire est ensuite centrifugé à 200 g pendant 10 minutes à 4°C. 

Le surnageant correspondant à l’extrait protéique est récupéré et un dosage protéique est réalisé 

grâce à la méthode de Bradford (Bio-Rad Protein Assay, Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France) 

en utilisant une gamme étalon de BSA et par mesure de l’absorbance à 595 nm avec un lecteur 

de plaque (VICTOR™ X3 multilabel plate reader, PerkinElmer). 

2. Electrophorèse et transfert sur membrane 

30 µg d’extraits protéiques sont mélangés avec du tampon de Laemmli 5x (60 mM Tris-HCl 

pH 6,8, 2% SDS, 0,25 M DTT, 25% Glycérol, 0,1% Bleu de bromophénol), chauffés 5 minutes 

à 95°C et séparés par électrophorèse sur gel de polyacrylamide à 12% en conditions 

dénaturantes (SDS-PAGE, Sodium Dodecyl-Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis). La 

migration s’effectue pendant 2 à 3 heures à 120V dans du tampon de migration (24,7 mM Tris, 

191 mM glycine, 1% SDS, pH 8). Après migration, les protéines sont transférées sur une 

membrane de nitrocellulose (Amersham, GE Healthcare Life science) en milieu liquide dans 

du tampon de transfert 1x (Tris 25 mM pH 8,3, glycine 192 mM, méthanol 20%) pendant la 

nuit à 12V. Suite au transfert, la membrane est colorée au rouge ponceau (acide 

trichloroacétique 6%, ponceau S 0,4%) afin de vérifier la qualité du transfert des protéines sur 

la membrane de nitrocellulose. 

3. Détection immunologique 

La membrane est saturée pendant une heure sous agitation, à température ambiante, dans du 

tampon TNT (50 mM Tris-HCl pH 7,4, 150 mM NaCl, Tween 20 0,1%) contenant 5% de lait 

écrémé en poudre. La membrane est alors incubée avec un anticorps primaire (Tableau 7) 

pendant la nuit à 4°C sous agitation ou pendant 2 à 3 heures sous agitation à température 

ambiante. Après 3 lavages de 5 minutes avec du tampon TNT, la membrane est incubée pendant 

1 heure sous agitation, à température ambiante, en présence d’un anticorps secondaire couplé à 

la peroxydase (Tableau 7). Après 3 lavages avec du tampon TNT, l’activité de la peroxydase 



Tableau 8 : Formules utilisées pour déterminer les paramètres bioénergétiques.

Paramètre bioénergétique Formule

Respiration non 
mitochondriale Mesure de taux minimum après injection de roténone + antimycine A

Respiration basale Dernière mesure de taux avant la première injection – Respiration non 
mitochondriale

Respiration liée à la 
production d’ATP

Dernière mesure de taux avant l’injection d’oligomycine – mesure de taux 
minimum après l’injection d’oligomycine

Efficacité de couplage Respiration liée à la production d’ATP / Respiration basale x100

Respiration maximale Mesure de taux maximum après injection de FCCP – Respiration non 
mitochondriale

Capacité de réserve 
respiratoire Respiration maximale – Respiration basale
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est révélée par une réaction chimioluminescente (Kit ClarityTM Western ECL Substrate 

detection reagent, Bio-Rad) observée en temps réel avec l’appareil ChemiDoc Touch (Bio-

Rad). Dans le cas d’une détection immunologique de plusieurs protéines ayant un poids 

moléculaire proche, les anticorps sont décrochés après la révélation au ChemiDoc en incubant 

la membrane dans une solution de « stripping » (Restore™ PLUS Western Blot Stripping 

Buffet, Thermo Scientific) durant 10 minutes à température ambiante. L’intensité du signal est 

ensuite quantifiée grâce au logiciel Image Lab (BioRad). Les taux relatifs de protéines d’intérêt 

sont normalisés par rapport à la protéine de référence, la β-tubuline. 

VII. ÉTUDE DU METABOLISME ENERGETIQUE DES CELLULES 

1. Dosage du NAD+ et du NADH  

Les cellules MDA-MB-231 sont ensemencées dans des plaques 96 puits à raison de 1,5 x 104 

cellules par puits. Les traitements sont effectués comme décrit précédemment. A la fin du 

traitement, les quantités intracellulaires de NAD+ et NADH sont déterminées en utilisant le kit 

NAD/NADH-Glo™ Assay (Promega), basé sur de la chimioluminescence (luciférase). Les 

étapes du protocole sont celles décrites par le fabricant. Le milieu de culture des cellules est 

tout d’abord retiré et remplacé par du PBS, additionné d’une solution basique (190 mM NaOH) 

contenant 1% de DTAB (dodecyltrimethyl ammonium bromide) afin de lyser les cellules. Le 

lysat cellulaire est ensuite séparé en deux échantillons équivalents (1 et 2) afin de doser 

séparément le NAD+ et le NADH. Le premier échantillon est incubé dans de l’acide 

chlorhydrique 0,4 N dans le but de neutraliser le NADH et quantifier le NAD+, le deuxième 

échantillon est incubé dans des conditions basiques pour neutraliser le NAD+ et quantifier le 

NADH. Les échantillons 1 et 2 sont ensuite chauffés pendant 15 min à 60°C. Après une 

incubation de 10 minutes à température ambiante, l’échantillon 1 reçoit 0,5 M de Tris afin de 

neutraliser l’acide chlorhydrique, tandis que l’échantillon 2 est additionné de tampon Tris-HCl. 

Les deux échantillons sont ensuite incubés pendant 1 heure à température ambiante avec le 

réactif de détection préparé extemporanément, contenant de la proluciférine. Corrélée à la 

quantité de NAD+ et NADH dans les échantillons 1 et 2 respectivement, la luminescence émise 

est finalement mesurée grâce à un lecteur de plaque (VICTOR™ X3, PerkinElmer). 

2. Évaluation du taux de consommation d’oxygène 

Les cellules MDA-MB-231, MCF-7 et Hs578T sont ensemencées dans des plaques 24 puits 

(Seahorse XF24 V7 microplates) à raison de 2,5 x 104 cellules/puits. 24 heures après 

l’ensemencement, les cellules sont traitées comme décrit précédemment. A la fin du traitement, 



Figure 35 : Protocoles de mesure du taux de consommation d’oxygène de
mitochondries isolées. Les mitochondries isolées de foie de souris sont placées dans
une plaque 24 puits puis traitées avec un composé dérivé de TGZ dans du tampon MAS
(mitochondrial assay solution) suplémenté en fonction du protocole utilisé. Le protocole
1 permet de mesurer le taux de consommation d’oxygène (OCR) par les complexes II,
III et IV. Le tampon de MAS est additionné de succinate (substrat du complexe II) et de
roténone (inhibiteur du complexe I). Dans chaque puits sont ajoutés de l’ADP
permettant le fonctionnement de la chaîne respiratoire, de l’antimycine A (inhibiteur du
complexe III), du TMPD/ascorbate pour le fonctionnement du complexe IV puis du
KCN qui bloque le fonctionnement de la chaîne respiratoire. Le protocole 2 permet de
mesurer l’OCR par les complexes I, III et IV. Le tampon de MAS est additionné de
glutamate, de malate et de pyruvate dont l’oxydation fournit du NADH, substrat du
complexe I. Dans chaque puits sont ajoutés de l’ADP permettant le fonctionnement de
la chaîne respiratoire, de l’antimycine A (inhibiteur du complexe III) et de la roténone
(inhibiteur du complexe I), du TMPD/ascorbate pour le fonctionnement du complexe
IV puis du KCN qui bloque le fonctionnement de la chaîne respiratoire. OCR, oxygen
consumption rate.
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le milieu de culture est retiré et remplacé par du milieu DMEM (D5030, Sigma-Aldrich) 

contenant 2 mM de L-glutamine, 10 mM de D-glucose et 1 mM de pyruvate. Les cellules sont 

incubées 30 minutes à 37°C puis les inhibiteurs suivants sont ajoutés dans chaque puits : 1 μM 

d’oligomycine, 0,25 et 0,5 μM de FCCP (p-trifluoromethoxy-carbonyl-cyanide-phenyl 

hydrazone), 1 μM de roténone + 1 μM d’antimycine A. La mesure du taux de consommation 

d’oxygène (OCR) des cellules est réalisée grâce à un instrument de mesure en temps réel 

(Seahorse XFe24 analyzer, Seahorse Bioscience, Billerica, MA, USA). Les paramètres 

bioénergétiques sont calculés grâce aux formules présentées dans le tableau 8. 

3. Extraction de mitochondries et mesure du taux de consommation d’oxygène 

L’extraction de mitochondries est réalisée à partir de foie de souris. Le foie de souris est placé 

dans une solution tampon IBc (isolation buffer; 10 mM Tris/MOPS ; 1 mM EGTA/Tris ; 200 

mM sucrose ; pH 7,4) préparée extemporanément. Le foie est dilacéré au scalpel puis broyé à 

l’aide d’un homogénéiseur de DOUNCE. Le broyat est centrifugé à 600 g pendant 10 minutes 

à 4°C. Le surnageant est récupéré puis centrifugé à 7000 g pendant 10 minutes à 4°C. Le culot 

contenant les mitochondries est récupéré et resuspendu dans 1 mL de solution tampon IBc. Les 

deux opérations de centrifugation sont répétées une deuxième fois. Le dosage des 

mitochondries est réalisé grâce au kit DC protein assay (BioRad) en utilisant une gamme étalon 

de BSA et par mesure de l’absorbance à 690 nm avec un lecteur de plaque. 10 µg de 

mitochondries sont repris dans 50 µL de tampon MAS (mitochondrial assay solution: 70 mM 

sucrose ; 220 mM manitol ; 10 mM KH2PO4 ; 5 mM MgCl2 ; 2 mM HEPES ; 1 mM EGTA ; 

BSA Fatty acid free 0,2% ; pH 7,4) préparé extemporanément. 50 µL de cette solution sont 

placés dans chacun des puits d’une plaque 24 puits (Seahorse XF24 V7 microplates). La plaque 

est centrifugée à 2000 g pendant 20 minutes à 4°C puis les mitochondries sont incubées pendant 

10 minutes avec EP13 dans 450 µL de tampon MAS à 37°C, complémenté selon le protocole 

utilisé (Figure 35). Pour le protocole 1, les mitochondries sont mises en présence d’un tampon 

MAS additionné de 10 mM de succinate et 2 µM de roténone. Pour le protocole 2, les 

mitochondries sont mises en présence d’un tampon MAS additionné de 10 mM de pyruvate, 10 

mM de glutamate et 10 mM de malate. La plaque est incubée pendant 10 minutes à 37°C puis 

selon protocole, des activateurs/inhibiteurs sont ajoutés dans chaque puits. Pour le protocole 1, 

sont ajoutés 5 mM d’ADP, 4 µM d’antimycine A, 10 mM d’ascorbate + 100 µM de TMPD 

(N,N,N′,N′-tetramethyl-p-phenylenediamine) et 2 mM de KCN. Pour le protocole 2, sont 

ajoutés 5 mM d’ADP, 3,2 µM d’oligomycine + 4 µM d’antimycine A, 10 mM d’ascorbate + 

100 µM de TMPD (N,N,N′,N′-tetramethyl-p-phenylenediamine) et 2 mM de KCN. La mesure 
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du taux de consommation d’oxygène (OCR) des cellules est réalisée grâce à un instrument de 

mesure en temps réel (Seahorse XFe24 analyzer, Seahorse Bioscience, Billerica, MA, USA). 

4. Mesure de la production d’espèces réactives de l’oxygène 

Les cellules MDA-MB-231 et MCF-7 sont ensemencées dans des puits de 6 cm de diamètre à 

raison de 8 x 105 cellules et 6,5 x 105 cellules, respectivement, par puits dans 4 mL de milieu 

de culture. Les traitements sont réalisés comme décrit précédemment. A la fin du traitement, 

les cellules sont incubées en présence de 5µM de la sonde MitoSOX™ Red (Thermo Fisher 

Scientific) pendant 30 minutes à l’obscurité à 37°C puis rincées avec du PBS, trypsinisées et 

resuspendues dans le milieu de culture. Un comptage cellulaire est réalisé grâce à un compteur 

de cellules automatique (TC20™ Automated Cell Counter, Bio-Rad). Les cellules sont 

centrifugées à 200 g pendant 5 minutes à température ambiante et resuspendues dans du milieu 

de culture à une concentration de 1 x 106 cellules/mL. 10 000 événements sont analysés et 

l’intensité de fluorescence proportionnelle à la production d’anion superoxyde est déterminée 

à l’aide d’un cytomètre en flux (BD FACSCaliburTM flow cytometer, BD Biosciences). Les 

données sont traitées grâce au logiciel CellQuest™ Pro (BD Biosciences).  

5. Analyse de l’activité glycolytique par mesure de la consommation de glucose et 
de la production de lactate 

Les cellules MDA-MB-231 et MCF-7 sont ensemencées à 1,5 x 104 cellules par puits dans des 

plaques 96 puits. Les cellules sont traitées comme décrit précédemment. A la fin du traitement, 

le milieu de culture des cellules est collecté et sa concentration en glucose et en lactate est 

mesurée grâce à un instrument de mesure automatique (YSI 2950 Biochemistry Analyzer, YSI 

Life Sciences) par Frédéric Bost (Inserm U1065, Centre Méditerranéen de Médecine 

Moléculaire, équipe « physiopathologie cellulaire et moléculaire de l’obésité et du diabète »). 

Afin de déterminer la concentration basale en glucose et en lactate dans le milieu de culture, 

des échantillons contenant du milieu de culture, non incubé avec des cellules, sont inclus dans 

l’analyse. Pour chaque condition de traitement, la consommation de glucose est mesurée en 

soustrayant la concentration en glucose des échantillons à la concentration de glucose basale 

dans le milieu de culture. Quant à la production de lactate, elle est calculée en retirant la 

concentration basale en lactate dans le milieu de culture à la concentration en lactate mesurée 

pour chaque condition de traitement. Parallèlement, le nombre de cellules est déterminé grâce 

à une coloration de l’ADN au cristal violet. Les concentrations sont normalisées par rapport au 



Figure 36 : Protocoles utilisés pour les tests de combinaison avec les agents de
chimiothérapie. Le protocole A est un traitement simultané d’une durée de 72 heures
avec EP13 et les agents de chimiothérapie. Les protocoles B et C sont des protocoles
séquentiels correspondant à un prétraitement des cellules avec EP13 durant 24 heures
suivi pendant 48 heures soit d’un co-traitement, soit d’un traitement avec les agents de
chimiothérapie. Chaque protocole est réalisé avec une gamme d’agents de
chimiothérapie (CT: doxorubicine ou 5-FU) combinée à une concentration fixe d’EP13
(1 ou 3 μM).
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Figure 37 : Représentation graphique des paramètres calculés par le logiciel
CompuSyn pour déterminer l’indice de combinaison (CI). Les courbes dose-
réponse des composés A et B utilisés seuls (A) sont générées par le logiciel CompuSyn,
à partir des données de pourcentage d’inhibition de la croissance cellulaire obtenues
par le test de coloration de l’ADN au cristal violet. B. Le graphique représente la
courbe dose-réponse des composés utilisés en combinaison avec une dose fixe de A et
des doses croissantes de B. Sur cette courbe, DA et DB correspondent aux
concentrations des composés A et B qui en combinaison, conduisent à un pourcentage
d’inhibition de la croissance cellulaire de x %. (Dx)A et (Dx)B sont les concentrations de
composés A et B utilisés seuls qui donnent un effet inhibiteur de x %. Ces valeurs
permettent de calculer le CI d’après la formule présentée en figure C.
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nombre de cellules, permettant ainsi d’obtenir une consommation de glucose et une production 

de lactate par cellule. 

6. Dosage d’ATP 

Les cellules MCF-7 et MDA-MB-231 sont ensemencées dans des plaques blanches 96 puits à 

fond transparent à raison de 1,5 x 104 cellules par puits. 24 heures après l’ensemencement, les 

cellules sont traitées comme décrit précédemment. A la fin du traitement, le milieu de culture 

des cellules est enlevé et remplacé par 50 μL de milieu de culture et 50 μL de substrat 

luminescent du kit CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay (Promega). La plaque est 

incubée 30 minutes à température ambiante à l’obscurité. Enfin, la luminescence est mesurée 

par un lecteur de plaque (VICTOR™ X3 multilabel plate reader, PerkinElmer). 

VIII. DETERMINATION DE L’INDICE DE COMBINAISON (CI) PAR LA METHODE 
DE CHOU-TALALAY 

Les cellules MDA-MB-231 sont ensemencées dans des plaques 96 puits à raison de 1,5 x 104 

cellules par puits. 24 heures après l’ensemencement, les cellules sont traitées comme décrit 

précédemment avec deux composés utilisés seuls ou en combinaison. Les composés utilisés 

seuls sont appliqués à des concentrations croissantes. Pour la combinaison d’EP13 et 2-DG, les 

composés sont appliqués à des concentrations croissantes. Pour les combinaisons d’EP13 avec 

les agents de chimiothérapie, EP13 est utilisé à une concentration fixe et les agents de 

chimiothérapie sont appliqués à des concentrations croissantes selon les protocoles décrits en 

figure 36. A la fin du traitement, le nombre de cellules est déterminé par coloration de l’ADN 

au cristal violet pour chaque condition de traitement. A partir de ces données, le pourcentage 

d’inhibition de la croissance cellulaire est déterminé pour chaque concentration de composé 

utilisé seul. Ces données sont analysées dans logiciel CompuSyn (CompuSyn Version 1.0 par 

Ting Chao Chou et Nick Martin, 2004). Pour chaque composé, est générée une courbe dose-

réponse qui dans notre cas est une sigmoïde (m>1) (Figure 37 A). Le pourcentage d’inhibition 

de la croissance cellulaire associé à chaque combinaison de concentration de composés est 

également analysé par le logiciel. L’indice de combinaison est alors calculé grâce à la formule 

suivante :  
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Figure 38 : Protocoles utilisés pour déterminer l’impact d’EP13 sur les
mammosphères.
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 DA et DB sont les concentrations des composés A et B qui en combinaison conduisent à 

un pourcentage d’inhibition de la croissance cellulaire de x % (Figure 37B). (Dx)A est la 

concentration du composé A utilisé seul qui donne un effet inhibiteur de x %. Cette valeur est 

obtenue à partir de la courbe dose-réponse du composé A. (Dx)B est la concentration du 

composé B utilisé seul qui donne un effet inhibiteur de x %. Cette valeur est obtenue à partir de 

la courbe dose-réponse du composé B (Figure 37A). Un CI supérieur à 1,1 correspond à de 

l’antagonisme, un CI compris entre 0,9 et 1,1 à de l’additivité et un CI inférieur à 0,9 à du 

synergisme. 

IX. CULTURE TRIDIMENSIONNELLE DES CELLULES 

1. Protocoles de traitement 

Deux protocoles de traitement ont été utilisés pour déterminer l’impact des composés sur les 

mammosphères (Figure 38).  

Protocole 1 : Impact sur la capacité des cellules à former des mammosphères 

Les cellules MDA-MB-231 et MCF-7 sont ensemencées dans des puits de 6 cm de diamètre à 

raison de 8 x 105 et 6,5 x 105 cellules par puits respectivement, dans 4 mL de milieu. Les 

traitements sont réalisés comme décrit précédemment. A la fin du traitement, les cellules sont 

rincées avec du PBS, trypsinisées, resuspendues dans du milieu de culture. Les cellules sont 

comptées à l’aide d’une cellule de numération Neubauer puis centrifugées 2 minutes à 580g. 

Un rinçage avec du PBS est réalisé puis les cellules sont resuspendues à une concentration de 

1 x 105 cellules/mL dans du milieu DMEM/F12 sans rouge phénol (Life Technologies, Thermo 

Fisher Scientific) supplémenté de 2% de supplément B-27 (B-27TM Supplement (50X), 

GibcoTM, Thermo Fisher Scientific) et 20 ng/mL d’EGF. Les cellules sont dissociées une à une 

par pipetage et utilisation d’une seringue et aiguille 26G. Les cellules sont ensemencées dans 

des plaques 6 puits de très faible adhérence (Corning® Costar®, Sigma-Aldrich) à raison de 2 

x 104 cellules par puits dans 3 mL de milieu. 1 mL de milieu est ajouté 4 jours après 

l’ensemencement. 

Protocole 2 : Capacité des composés à affecter les mammosphères 

Les cellules MDA-MB-231 et MCF-7 sont ensemencées dans des plaques 6 puits de très faible 

adhérence (Corning® Costar®, Sigma-Aldrich) à raison de 2 x 104 cellules par puits dans 3 mL 

de milieu. Les traitements sont réalisés après 2 (Protocole 2A, Figure 38) ou 4 (Protocole 2B, 

Figure 38) jours d’ensemencement dans le milieu de culture. 
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2. Détermination du nombre et de la taille des mammosphères 

Après 7 jours de culture, les mammosphères formées sont colorées avec 0,2 mg/mL de MTT 

(3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide, Invitrogen™) et incubées à 

37°C pendant 30 minutes à l’obscurité. Les mammosphères sont ensuite rincées avec du PBS 

et fixées avec 4% de paraformaldéhyde pendant 20 minutes puis à nouveau rincées avec du 

PBS. L’analyse du nombre et de la taille des mammosphères est réalisé par un compteur de 

colonies (Gelcount™, Oxford Optronics). 

Le pourcentage d’efficacité de formation des mammosphères (MFE, mammosphere forming 

efficiency) est calculé grâce à la formule suivante :  

 

𝑁𝑜𝑚𝑏𝑟𝑒 𝑑𝑒 𝑚𝑎𝑚𝑚𝑜𝑠𝑝ℎè𝑟𝑒𝑠 𝑝𝑎𝑟 𝑝𝑢𝑖𝑡𝑠

𝑁𝑜𝑚𝑏𝑟𝑒 𝑑𝑒 𝑐𝑒𝑙𝑙𝑢𝑙𝑒𝑠 𝑝𝑎𝑟 𝑝𝑢𝑖𝑡𝑠 
𝑥 100 

X. ANALYSE STATISTIQUE 

Les résultats sont issus d’au moins trois expériences indépendantes et son représentés par la 

valeur moyenne  l’erreur standard à la moyenne (SEM). Les analyses statistiques ont été 

réalisées grâce au logiciel Graphpad Prism. Pour la comparaison de deux groupes, un test t de 

Student avec une correction de Welch a été utilisé. Pour une comparaison multiple, un test 

ANOVA à deux facteurs avec méthode de Tukey est utilisée. La valeur de p est calculée pour 

chaque comparaison et les résultats sont considérés statistiquement significatifs lorsque p est 

inférieur à 0,05. La significativité statistique est représentée par *, p<0,05, **, p<0,01, ***, 

p<0,001. 
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Figure 39 : Structure chimique de la TGZ, de la ∆2-TGZ, d’AB186 et de leurs
dérivés désoufrés. A partir des 3 TZD (TGZ, ∆2-TGZ et AB186) ont été synthétisés
respectivement les dérivés désoufrés DD216, OP136 et EP13 et leur intermédiaire de
synthèse respectifs DD212, OP134 et EP6 porteurs d’un groupement protecteur boc
(carrés bleus). Ces dérivés désoufrés sont des pyrrolidinediones.
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I. ÉTUDES DES EFFETS DE LA TGZ ET DES DÉRIVÉS DÉSOUFRÉS SUR LES 
CELLULES CANCEREUSES MAMMAIRES 

Ces résultats font l’objet d’un article soumis dans la revue European Journal of Medicinal 

Chemistry, intitulé « New desulfured troglitazone derivatives: improved synthesis and 

biological evaluation » dont je suis co-premier auteur1. 

Dorian Dupommiera,1, Claire Mullerb,1, Corinne Comoya, Sabine Mazerbourgb, Andrea 
Bordessaa, Eline Piquarda, Manon Pawlaka, Flavian Piquarda, Elia De Faysb, Stéphanie 
Grandemangeb, Stéphane Flamentb, Michel Boisbruna 

1. Comparaison des activités antiprolifératives de TZD soufrés et désoufrés 

Au cours des dernières années, notre équipe au laboratoire CRAN et les collègues du L2CM 

ont envisagé différentes modifications de la structure de la TGZ afin de réduire sa toxicité 

hépatique et d’améliorer l’efficacité anti-cancéreuse. Le premier composé synthétisé fut la ∆2-

TGZ, portant une insaturation adjacente au cycle TZD, qui conserve une activité anticancéreuse 

PPARᵧ-indépendante (Figure 39). AB186 est un dérivé de la ∆2-TGZ qui présente une 

désoxygénation au niveau du cycle chromane et l’ajout d’une chaîne alkyle linéaire apolaire 

(Figure 39). TGZ, ∆2-TGZ puis AB186 présentent une toxicité sur cellules hépatiques de plus 

en plus faible et une activité anticancéreuse accrue. AB186 a fait l’objet d’un brevet (Brevet 

PCT WO 2013/110796 A1) et d’un début de valorisation financée par la SATT Grand Est. Par 

ailleurs, Saha et al. ont montré que la suppression de l’atome de soufre du cycle TZD résultait 

en une toxicité moindre et une activité anticancéreuse augmentée des TZD (Saha et al., 2010b, 

2012). Ainsi, dans le cadre de ma thèse et de la poursuite des études de relation 

structure/activité, chacun de ces trois composés (TGZ, ∆2-TGZ et AB186) a fait l’objet d’un 

dérivé désoufré : DD216, OP136 et EP13 respectivement (Figure 39). Ces composés ne sont 

plus des TZD mais des pyrrolidinediones. Au cours de la synthèse des dérivés DD216, OP136 

et EP13, des intermédiaires de synthèse désoufrés possédant un groupement Boc (groupement 

protecteur de la fonction amine utilisé lors de la synthèse chimique) sont produits et nous les 

avons également évalués : DD212, OP134 et EP6 respectivement (Figure 39). 

Dans un premier temps, nous avons déterminé l’activité anti-proliférative de la TGZ, de la 

∆2TGZ, d’AB186 ainsi que de leurs dérivés désoufrés dans quatre lignées cancéreuses 

mammaires : les lignées triple-négatives MDA-MB-231 et Hs578T, la lignée HER2+ MDA-

MB-453 et la lignée de type luminal A hormonodépendante MCF-7. Les cellules ont été traitées 

pendant 48h avec des concentrations croissantes de chaque composé. Le nombre de cellules a 

été déterminé par une coloration des noyaux au cristal violet puis la concentration nécessaire 

pour diminuer de 50 % le nombre de cellules (IC50) a été définie. Tous les composés induisent 



Figure 40 : EP13 diminue le nombre de cellules MDA-MB-231 plus efficacement
que la TGZ. Les cellules MDA-MB-231 sont traitées durant 48 h avec une gamme de
concentrations des composés TGZ (A) et EP13 (B). La culture des cellules en présence
de DMSO (0,09 % pour TGZ et 0,012 % pour EP13) permet d’obtenir le nombre de
cellules ramené à 100 %. Le nombre de cellules est déterminé par coloration des
noyaux au cristal violet. Les données représentent les moyennes ± l’écart standard à la
moyenne d’au moins 3 expériences indépendantes. Les différences significatives des
cellules traitées par rapport aux cellules témoins sont indiquées (*, p<0,05; **, p<0,01;
***, p<0,001).
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Composé IC50
a ± ESMb

MCF-7c MDA-MB-231d MDA-MB-453d Hs578Td

TGZ 74,3 ± 3,9 45,5 ± 3,7 67,1 ± 6,1 > 100
DD216 35,9 ± 3,1 61,2 ± 2,9 35,8 ± 4,1 72,6 ± 6,8
DD212 15,8 ± 3,9 28,0 ± 2,0 13,6 ± 2,0 38,2 ± 3,4
∆2-TGZ 57,0 ± 4,4 56,5 ± 3,3 58,3 ± 4,1 > 100
OP136 13,2 ± 1,3 32,4 ± 3,3 13,2 ± 1,0 38,9 ± 2,2
OP134 6,7 ± 0,6 20,6 ± 1,0 3,9 ± 0,4 30,8 ± 1,3
EP13 5,8 ± 0,4 5,9 ± 0,1 3,5 ± 0,1 8,8 ± 0,6
EP6 4,0 ± 0,2 5,4 ± 0,7 1,04 ± 0,2 6,4 ± 0,8

Tableau 9 : Activité anti-proliférative des dérivés de la TGZ sur différentes lignées
cancéreuses mammaires. Les cellules MDA-MB-231 sont traitées durant 48 h avec
une gamme de concentrations des différents composés. Le nombre de cellules est
déterminé par coloration des noyaux au cristal violet. Les données représentent les
moyennes ± l’écart standard à la moyenne d’au moins 3 expériences indépendantes. a,
Concentration (µM) requise pour inhiber la prolifération des cellules cancéreuses de 50
%; b, écart standard à la moyenne; c, lignée cancéreuse mammaire hormonodépendante;
d, lignée cancéreuse mammaire hormono-indépendante.

A B



91 
 

une diminution du nombre de cellules dans les quatre lignées cancéreuses mammaires avec une 

efficacité différente en fonction de la lignée cellulaire et du composé (Tableau 9). Dans la lignée 

Hs578T, ils présentent tous des IC50 plus élevées que dans les trois autres lignées, et plus 

particulièrement la TGZ et la ∆2-TGZ qui possèdent des IC50 supérieures à 100 µM. Dans les 

quatre lignées cancéreuses mammaires, les dérivés désoufrés présentent des IC50 plus faibles 

que les composés parents et affichent donc une activité antiproliférative plus élevée. Ce n’est 

toutefois pas le cas pour la TGZ qui possède une meilleure IC50 (45,5 µM) que DD216 (61,2 

µM) dans la lignée MDA-MB-231. Les intermédiaires de synthèse comportant un groupement 

Boc sont encore plus efficaces puisqu’ils présentent des IC50 plus faibles que leur composé 

parent dans les quatre lignées cancéreuses mammaires. Cependant, ces composés sont moins 

solubles, leur potentielle utilisation ultérieure in vivo est donc exclue. Parmi tous ces composés, 

EP13 présente la meilleure IC50 dans toutes les lignées présentées. La figure 40 est 

représentative de la réponse dose-dépendante des cellules MDA-MB-231 aux composés TGZ 

et EP13. EP13 diminue le nombre de cellules MDA-MB-231 bien plus efficacement que la 

TGZ (Figure 40). Par conséquent, EP13 étant le composé le plus efficace, nous avons décidé 

de mieux caractériser son effet anticancéreux dans la lignée MDA-MB-231. Pour la suite des 

expériences, EP13 est utilisé à une concentration équivalant à son IC50 qui est de 6 µM dans les 

cellules MDA-MB-231. 

2. Caractérisation des effets d’EP13  

2.1 Étude du cycle cellulaire 

Afin de déterminer quels sont les mécanismes impliqués dans la diminution du nombre de 

cellules, nous avons étudié la répartition des cellules MDA-MB-231 dans les différentes phases 

du cycle cellulaire par cytométrie en flux. Les cellules ont été traitées pendant 48 et 72 heures 

avec 45 M de TGZ et 6 M d’EP13. Par rapport aux cellules témoins traitées avec du DMSO, 

la TGZ induit une augmentation significative de la proportion de cellules dans la phase G0/G1 

après 48 heures (85,2 ± 0,3 % contre 62,6 ± 0,5 %) et 72 heures (80,04 ± 3,8 % contre 62 ± 2,7 

%) de traitement (Figure 41A). Cette hausse s’accompagne d’une diminution significative du 

pourcentage de cellules dans la phase S et dans la phase G2/M après 48 heures (2,3 ± 0,2 % 

contre 15,7 ± 0,4 % et 10,4 ± 0,6 % contre 20,5 ± 0,6 %) et 72 heures (1,9 ± 0,1 % contre 13,1 

± 1,2 % et 12,2 ± 0,8 % contre 19,5 ± 0,5 %) de traitement (Figure 41A). Le pourcentage de 

cellules dans le compartiment sub-G1 est faible et ne varie pas significativement après 

traitement à la TGZ. Quant à EP13, il induit une augmentation de la proportion de cellules dans 

le compartiment sub-G1 par rapport aux cellules témoins traitées avec du DMSO aux deux 
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proportion des cellules MDA-MB-231 en sub-G1. Les cellules MDA-MB-231 sont
traitées au temps indiqués avec 45 µM de TGZ, 6 µM d’EP13 ou du DMSO (0,09 %
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analysé par cytométrie en flux. Les histogrammes représentent le pourcentage de
cellules dans les différentes phases du cycle cellulaire. Les données représentées
correspondent à la moyenne ± l’écart standard à la moyenne d’au moins trois
expériences indépendantes. Les différences significatives entre cellules traitées et
cellules témoins sont indiquées (*, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001).
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temps de traitement soit 23,4 ± 5,8 % contre 2,4 ± 0,1 % à 48 heures et 43,9 ± 7 % contre 2,5 ± 

0,4 % à 72 heures (Figure 41B). À 48 heures, cela s’accompagne d’une baisse de la proportion 

de cellules dans la phase S (8 ± 0,8 % contre 14,8 ± 0,2 %). En revanche les pourcentages de 

cellules en phase G0/G1 et en phase G2/M ne sont pas significativement différents entre les 

cellules témoins et les cellules traitées avec EP13. À 72 heures, la forte augmentation de la 

proportion de cellules dans le compartiment sub-G1 s’accompagne d’une baisse de la 

proportion de cellules dans la phase G0/G1 (35 ± 3,9 % contre 62, ± 1,04 %) ainsi que dans la 

phase S (6,1 ± 0,9 % contre 11,9 ± 0,9 %), alors que le pourcentage de cellules en phase G2/M 

ne sont pas significativement différents entre les cellules témoins et les cellules traitées avec 

EP13 (Figure 41B). La TGZ conduit donc à un blocage du cycle cellulaire en phase G0/G1 

alors qu’EP13 induit une augmentation du nombre de cellules dans le compartiment sub-G1, ce 

qui pourrait être signe d’apoptose. 

2.2 Étude de la mort cellulaire par apoptose 

Au vu des résultats précédents, nous avons voulu déterminer si EP13 (6 µM) induit l’apoptose 

des cellules MDA-MB-231 en mesurant d’une part l’activité des caspases 3 et 7 par 

luminescence et d’autre part, le pourcentage de cellules marquées à l’Annexine V par 

cytométrie en flux après 48 et 72 heures de traitement. EP13 induit une augmentation 

significative de l’activité des caspases 3 et 7 (Figure 42A) ainsi qu’une augmentation du 

pourcentage de cellules marquées à l’Annexine V par rapport aux cellules témoins traitées avec 

du DMSO (23,8 ± 4,3 % contre 10,4 ± 1,3 % à 48 heures et 37,4 ± 4,3 % contre 10,2 ± 0,9 % à 

72 heures de traitement) (Figure 42B et C). Ces résultats confirment qu’EP13 induit l’apoptose 

des cellules MDA-MB-231. 

 

De la même manière que dans les cellules MDA-MB-231, nous avons caractérisé les effets 

d’EP13 dans la lignée cancéreuse mammaire hormono-dépendante MCF-7 en étudiant le cycle 

cellulaire et la mort cellulaire par apoptose après 48 et 72 heures de traitement. EP13 induit une 

très faible augmentation du pourcentage de cellules dans la phase G2/M du cycle cellulaire 

accompagnée d’une diminution de la phase S après 72 heures de traitement. Nous n’avons pas 

observé d’augmentation du pourcentage de cellules dans le compartiment sub-G1 ni 

d’augmentation de l’activité caspase 3/7. Après 72 heures de traitement, EP13 induit une 

augmentation significative du pourcentage de cellules marquées à l’Annexine V (données non 

montrées). Les résultats obtenus sont incohérents et ne sont donc pas concluants. 
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Figure 42 : EP13 induit l’apoptose des cellules MDA-MB-231. Les cellules MDA-
MB-231 ont été traitées durant 48 et 72 h avec 6 µM d’EP13 ou avec du DMSO (0,012
%) pour les cellules témoins. A. L’activité caspase 3/7 a été mesurée par luminescence
grâce au kit Caspase-Glo® 3/7. B. Les cellules sont double-marquées avec de l’iodure
de propidium et de l’annexine V. Les cellules sont analysées par cytométrie en flux et les
histogrammes représentent le pourcentage de cellules apoptotiques. C. Les dot-plot
représentent les cellules apoptotiques localisées dans les quadrants inférieurs et
supérieurs droits à 72 h. Les données représentées correspondent à la moyenne ± l’écart
standard à la moyenne d’au moins trois expériences indépendantes. Les différences
significatives entre cellules traitées et cellules témoins sont indiquées (*, p<0,05; **,
p<0,01; ***, p<0,001).
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Nous avons voulu déterminer si l’apoptose observée avec le dérivé EP13 pouvait résulter d’un 

stress du RE. Précédemment, il a été montré au laboratoire que la Δ2-TGZ induit un stress du 

RE dans les cellules cancéreuses mammaires MDA-MB-231 et MCF-7. Cependant celui-ci 

n’induit pas le déclenchement de l’apoptose (Colin-Cassin et al., 2015; Berthe et al., 2016). Au 

cours de ce travail de thèse, nous avons étudié par western blot la protéine chaperonne BiP, 

acteur clé de la réponse UPR activée lors d’un stress du RE, dans les cellules cancéreuses 

mammaires MDA-MB-231 et MCF7. Contrairement à la Δ2-TGZ, EP13 n’augmente pas 

l’expression de BiP après 48 et 72 heures de traitement (données non montrées).  

3. Conclusion 

Nous avons réalisé une étude de relations structure-activité de la TGZ et de plusieurs dérivés 

désoufrés. Tout d’abord, ces composés possèdent tous une activité anticancéreuse puisqu’ils 

diminuent le nombre de cellules dans les quatre lignées cancéreuses mammaires utilisées. De 

manière générale, la lignée cancéreuse mammaire MDA-MB-453 appartenant au sous type 

HER2+ est la plus sensible alors que la lignée Hs578T est la moins sensible. Cette lignée 

cancéreuse mammaire fait partie du sous-type moléculaire triple-négatif comme la lignée 

MDA-MB-231. Cette dernière est cependant beaucoup plus sensible à ces composés. Il semble 

que ces composés présentent une activité anticancéreuse indépendante du sous-type de cancer 

mammaire. Nous avons montré que les dérivés désoufrés possèdent une IC50 très inférieure à 

leurs composés parents, et présentent donc une meilleure activité anticancéreuse. Ainsi, 

l’absence de soufre au niveau du cycle TZD permet d’améliorer l’activité anticancéreuse des 

composés dans les quatre lignées cancéreuses mammaires. 

La TGZ induit un blocage du cycle cellulaire en phase G0/G1, comme cela a été démontré au 

laboratoire avec la ∆2-TGZ (Berthe et al., 2016). En revanche, EP13 provoque l’apoptose des 

cellules MDA-MB-231. Contrairement à EP13, les dérivés désoufrés DD216 et OP136 

n’induisent pas l’apoptose des cellules cancéreuses mammaires MDA-MB-231 (données non 

montrées). 

II. ETUDE DE L’ACTION DES TZD SUR LE MÉTABOLISME ÉNEGÉTIQUE 

Comme mentionné dans le paragraphe III.5.3 de l’introduction, l’action anticancéreuse des 

TZD peut être associée à une perturbation du métabolisme énergétique. Les TZD peuvent 

inhiber l’activité glycolytique ou altérer le fonctionnement mitochondrial (Wei et al., 2010; 

Moon et al., 2016). Aussi, dans la deuxième partie de mon travail de thèse, l’objectif a été 

d’étudier l’effet des TZD sur le métabolisme énergétique des cellules cancéreuses mammaires. 



Figure 43 : La TGZ et DD216 altèrent la respiration mitochondriale des cellules
MCF-7. Les cellules MCF-7 ont été traitées pendant 4 h avec 74 μM de TGZ (A, C, D
et E) et 36 μM de DD216 (B, F, G et H). Le taux de consommation d’oxygène (A et B)
est mesuré en utilisant l’instrument Seahorse XFe24. Les paramètres bioénergétiques
sont obtenus par l’ajout d’oligomycine (inhibiteur d’ATP synthase ; 1 µM) pour dériver
la respiration liée à l’ATP, d’un agent découplant FCCP (0,25 et 0,5 µM) pour la
respiration maximale puis d’antimycine A (1 µM) et de roténone (1 µM) afin de bloquer
la respiration mitochondriale. C et F. La respiration basale est obtenue par soustraction
de la respiration non mitochondriale (après ajout d’antimycine A et de roténone) à la
respiration moyenne. D et G. La respiration liée à l’ATP est obtenue par l’ajout
d’oligomycine. E et H. La respiration maximale est obtenue par l’ajout de FCCP. OCR,
oxygen consumption rate. *, p<0,05; ***, p<0,001.
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1. Effet de l’absence du soufre sur la respiration mitochondriale 

Nous avons montré que l’absence de soufre au niveau du cycle TZD améliore l’efficacité 

anticancéreuse des dérivés de la TGZ. Dans un premier temps, nous avons donc voulu 

déterminer si ces composés altèrent la respiration mitochondriale des cellules cancéreuses 

mammaires. Dans un deuxième temps, dans la poursuite de l’étude de la relation structure-

activité, nous avons évalué si l’absence du soufre au niveau du cycle TZD modifie l’impact des 

TZD sur la respiration mitochondriale. Pour cela nous avons comparé l’effet de la TGZ et de la 

∆2-TGZ avec leur composé désoufré respectif DD216 et OP136 sur le taux de consommation 

d’oxygène des cellules cancéreuses mammaires MCF-7 après 4 heures de traitement grâce à un 

instrument de mesure en temps réel (Seahorse XFe24 analyzer, Seahorse Bioscience, Billerica, 

MA, USA). Ce travail a été réalisé avec l’aide de Jérôme Kluza au cours d’un séjour de 6 

semaines au sein de l’UMR 837 Inserm (Equipe 4) à Lille. Les figures 43A et 43B représentent 

le profil de consommation d’oxygène des cellules MCF-7 dans les conditions témoins (courbe 

noire, cercles) et lors d’un traitement avec la TGZ (74 µM) (courbe orange, carrés) et DD216 

(36 µM) (courbe verte, carrés). Des inhibiteurs sont ajoutés à différents moments de 

l’expérience afin de déterminer les paramètres bioénergétiques. Dans les cellules MCF-7, la 

TGZ semble induire une légère diminution de la respiration basale (Figure 43A et 43C). Nous 

avons ensuite mesuré la respiration liée à la production d’ATP suite à l’ajout d’oligomycine, 

un inhibiteur de l’ATP synthase (Figure 43A et 43D). Lors d’une activité respiratoire normale, 

l’oxydation des substrats est couplée à la synthèse d’ATP (Kadenbach, 2003). C’est pourquoi, 

suite à une inhibition de l’ATP synthase, la phosphorylation oxydative est ralentie et la 

consommation d’oxygène est réduite. La TGZ réduit faiblement la respiration liée à la 

production d’ATP (Figure 43A et 43D). Cependant la diminution de la respiration basale et de 

celle liée à l’ATP ne sont pas significatives. La respiration maximale a également été mesurée 

après addition de FCCP (p-trifluoromethoxy-carbonyl-cyanide-phenyl hydrazone) (Figure 43A 

et 43E). Le FCCP provoque une fuite de protons à travers la membrane mitochondriale interne 

conduisant à une accélération de l’activité de la chaîne respiratoire dont le but est de rétablir le 

gradient de protons. Il en résulte une augmentation de la consommation d’oxygène (Kadenbach, 

2003). La TGZ induit une diminution significative de la respiration maximale (Figure 43A et 

43E). Par conséquent les cellules traitées avec la TGZ ne parviennent pas à accélérer le 

fonctionnement de la chaîne respiratoire ; elles présentent donc une capacité de réserve 

respiratoire plus faible que les cellules témoins (données non montrées). Comparé à la TGZ, 

DD216 induit une diminution significative de la respiration basale (Figure 43B et 43F) et de la 



Figure 44 : La Δ2-TGZ et OP136 altèrent la respiration mitochondriale des cellules
MCF-7. Les cellules MCF-7 ont été traitées pendant 4 h avec 60 μM de Δ2-TGZ (A, C,
D et E) et 13 μM d’OP136 (B, F, G et H). Le taux de consommation d’oxygène (A et B)
est mesuré en utilisant l’instrument Seahorse XFe24. Les paramètres bioénergétiques
sont obtenus par l’ajout d’oligomycine (inhibiteur d’ATP synthase; 1 µM) pour dériver
la respiration liée à l’ATP, d’un agent découplant FCCP (0,25 et 0,5 µM) pour la
respiration maximale puis d’antimycine A (1 µM) et de roténone (1 µM) afin de bloquer
la respiration mitochondriale. C et F. La respiration basale est obtenue par soustraction
de la respiration non mitochondriale (après ajout d’antimycine A et de roténone) à la
respiration moyenne. D et G. La respiration liée à l’ATP est obtenue par l’ajout
d’oligomycine. E et H. La respiration maximale est obtenue par l’ajout de FCCP. OCR,
oxygen consumption rate. *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001.
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respiration liée à l’ATP (Figure 43B et 43G) suite à l’ajout d’oligomycine. Ainsi, en réponse à 

l’inhibition de l’ATP synthase, les cellules MCF-7 présentent une diminution de la 

consommation d’oxygène moins importante que celle observée dans les cellules témoins, 

suggérant un découplage mitochondrial, entre la respiration et la production d’ATP. En effet, 

les cellules traitées avec DD216 affichent une efficacité de couplage réduite ce qui confirme 

que DD216 provoque un découplage mitochondrial (données non montrées). Ce composé induit 

également une diminution significative de la respiration maximale après addition de FCCP 

(Figure 43B et 43H). Ainsi les cellules traitées avec DD216 affichent une capacité de réserve 

respiratoire plus faible que les cellules témoins (données non montrées). Au vu de ces résultats, 

DD216 semble altérer la respiration mitochondriale de manière plus importante que son 

composé parent, la TGZ. 

Les figures 44A et 44B représentent le profil de consommation d’oxygène des cellules MCF-7 

dans les conditions témoins (courbe noire, cercles) et lors d’un traitement avec ∆2-TGZ (60 

µM) (courbe rose, carrés) et OP136 (13 µM) (courbe bleue, carrés). Des inhibiteurs sont ajoutés 

à différents moments de l’expérience afin de déterminer les paramètres bioénergétiques. La ∆2-

TGZ induit une forte diminution de la respiration basale (Figure 44A et 44C) et de la respiration 

liée à l’ATP (Figure 44A et 44D) suite à l’ajout d’oligomycine. Ainsi, en réponse à l’inhibition 

de l’ATP synthase, les cellules MCF-7 présentent une faible diminution de la consommation 

d’oxygène par rapport aux cellules témoins, cependant l’efficacité de couplage n’est pas 

modifiée (données non montrées). La ∆2-TGZ induit également une diminution significative 

de la respiration maximale suite à l’addition de FCCP (Figure 44A et 44E). Toutefois, la 

capacité de réserve respiratoire n’est pas significativement différente entre les deux conditions 

de traitement (données non montrées). Ce résultat est probablement dû à la faible différence 

entre la respiration maximale et la respiration basale en condition témoin (Figure 44A). De la 

même manière, OP136 provoque une diminution de la respiration basale (Figure 44B et 44F) 

et de la respiration liée à l’ATP (Figure 44B et 44G). Cette dernière est accompagnée d’une 

baisse de l’efficacité de couplage (données non montrées), traduisant un découplage 

mitochondrial induit par OP136. A la différence de son composé parent, il n’induit qu’une faible 

diminution de la respiration maximale de manière non significative (Figure 44B et 44H). Au 

vu de ces résultats, OP136 n’altère pas davantage la respiration mitochondriale que son 

composé parent, la ∆2-TGZ. L’absence de soufre ne semble pas augmenter l’altération de la 

respiration mitochondriale habituellement observée avec la TGZ et la ∆2-TGZ. 
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Figure 45 : EP13 induit une diminution du ratio NAD+/NADH. Les cellules MDA-
MB-231 ont été traitées pendant 24 h avec 6 μM d’EP13. Les cellules témoins ont reçu
du DMSO (0,012 %). A la fin du traitement, les cellules ont été lysées et les quantités de
NAD+ et NADH ont été déterminées grâce au kit NAD/NADH-Glo™ Assay (Promega).
Le ratio NAD+/NADH a ensuite été calculé pour chaque condition. Les résultats
présentés correspondent à la moyenne ± l’écart standard à la moyenne d’au moins trois
expériences indépendantes, réalisées chacune en quadruplicat. **, p< 0,01.
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Figure 46 : EP13 altère la respiration mitochondriale des cellules MDA-MB-231.
Les cellules MDA-MB-231 ont été traitées pendant 4 h avec 6 μM d’EP13. Le taux de
consommation d’oxygène (A) est mesuré en utilisant l’instrument Seahorse XFe24. Les
paramètres bioénergétiques sont obtenus par l’ajout d’oligomycine (inhibiteur d’ATP
synthase; 1 µM) pour dériver la respiration liée à l’ATP, d’un agent découplant FCCP
(0,25 et 0,5 µM) pour la respiration maximale puis d’antimycine A (1 µM) et de
roténone (1 µM) afin de bloquer la respiration mitochondriale. B. La respiration basale
est obtenue par soustraction de la respiration non mitochondriale (après ajout
d’antimycine A et de roténone) à la respiration moyenne. C. La respiration liée à l’ATP
est obtenue par l’ajout d’oligomycine. D. La respiration maximale est obtenue par
l’ajout de FCCP. E. La capacité de réserve est déterminée en soustrayant la respiration
basale à la respiration maximale. OCR, oxygen consumption rate. *, p<0,05; **,
p<0,01.
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Figure 47 : EP13 altère la respiration mitochondriale des cellules MCF-7. Les
cellules MCF-7 ont été traitées pendant 4 h avec 6 μM d’EP13. Le taux de
consommation d’oxygène (A) est mesuré en utilisant l’instrument Seahorse XFe24. Les
paramètres bioénergétiques sont obtenus par l’ajout d’oligomycine (inhibiteur d’ATP
synthase; 1 µM) pour dériver la respiration liée à l’ATP, d’un agent découplant FCCP
(0,25 et 0,5 µM) pour la respiration maximale puis d’antimycine A (1 µM) et de
roténone (1 µM) afin de bloquer la respiration mitochondriale. B. La respiration basale
est obtenue par soustraction de la respiration non mitochondriale (après ajout
d’antimycine A et de roténone) à la respiration moyenne. C. La respiration liée à l’ATP
est obtenue par l’ajout d’oligomycine. D. La respiration maximale est obtenue par
l’ajout de FCCP. E. La capacité de réserve est déterminée en soustrayant la respiration
basale à la respiration maximale. OCR, oxygen consumption rate. *, p<0,05; **,
p<0,01; ***, p<0,001.
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2. Etude de l’action d’EP13 sur le métabolisme énergétique 

Nous avons choisi d’étudier de manière plus approfondie l’action d’EP13, composé le plus 

efficace, sur le métabolisme énergétique des cellules MDA-MB-231, Hs578T et MCF-7. 

2.1 Impact sur le métabolisme énergétique de manière générale 

Des fluctuations du ratio NAD+/NADH peuvent être observées lorsque le métabolisme 

énergétique d’une cellule est déstabilisé. Nous avons donc démarré par l’étude de ce ratio dans 

les cellules MDA-MB-231. Après 24 heures de traitement, EP13 (6 µM) induit une diminution 

du ratio NAD+/NADH (Figure 45). EP13 perturbe donc le métabolisme énergétique des cellules 

MDA-MB-231. Cette perturbation peut découler d’une action sur la glycolyse et/ou d’une 

action sur le fonctionnement mitochondrial, les deux voies principales du métabolisme 

énergétique. Nous avons donc étudié l’effet d’EP13 sur ces deux voies. 

2.2 Impact sur le fonctionnement mitochondrial 

2.2.1 Mesure de la consommation d’oxygène et des paramètres 
bioénergétiques 

Afin d’évaluer l’impact d’EP13 sur le fonctionnement mitochondrial, nous avons d’abord 

étudié son effet sur le taux de consommation d’oxygène des cellules MDA-MB-231, MCF-7 et 

Hs578T après un traitement de 4 heures grâce au Seahorse XFe24 analyzer. Les figures 46A, 

47A et 48A représentent le profil de consommation d’oxygène des cellules MDA-MB-231, 

MCF-7 et Hs578T respectivement dans les conditions témoins (courbe noire, cercles) et les 

conditions de traitement avec EP13 (6 µM pour les lignées MDA-MB-231 et MCF-7 et 9 µM 

pour la lignée Hs578T) (courbe rouge, carrés). Des inhibiteurs sont ajoutés à différents 

moments de l’expérience afin de déterminer les paramètres bioénergétiques. Dans les cellules 

MDA-MB-231 et MCF-7, EP13 induit une forte diminution de la respiration basale (figure 46A 

et B et 47A et B) de 4 et 5 fois respectivement par rapport aux conditions témoins. Suite à 

l’inhibition de l’ATP synthase par ajout d’oligomycine, EP13 diminue fortement la respiration 

liée à la production d’ATP (Figure 46C et 47C). Dans les cellules MDA-MB-231, ce mécanisme 

résulte d’une efficacité de couplage réduite (données non montrées). EP13 induit donc un 

découplage entre la respiration et la production d’ATP dans les cellules MDA-MB-231. En 

revanche dans les cellules MCF-7, l’efficacité de couplage n’est pas modifiée (données non 

montrées). EP13 conduit également à une importante diminution de la respiration maximale 

(après addition de FCCP) (figures 46D et 47D). Par conséquent les cellules traitées avec EP13 

présentent une capacité de réserve respiratoire plus faible que les cellules témoins (Figure 46E 

et 47E). L’ensemble de ces résultats indique qu’EP13 inhibe la respiration mitochondriale des 
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Figure 48 : EP13 altère la respiration mitochondriale des cellules Hs-578T. Les
cellules MCF-7 ont été traitées pendant 4 h avec 9 μM d’EP13. Le taux de
consommation d’oxygène (A) est mesuré en utilisant l’instrument Seahorse XFe24. Les
paramètres bioénergétiques sont obtenus par l’ajout d’oligomycine (inhibiteur d’ATP
synthase; 1 µM) pour dériver la respiration liée à l’ATP, d’un agent découplant FCCP
(0,25 et 0,5 µM) pour la respiration maximale puis d’antimycine A (1 µM) et de
roténone (1 µM) afin de bloquer la respiration mitochondriale. B. La respiration basale
est obtenue par soustraction de la respiration non mitochondriale (après ajout
d’antimycine A et de roténone) à la respiration moyenne. C. La respiration liée à l’ATP
est obtenue par l’ajout d’oligomycine. D. La respiration maximale est obtenue par
l’ajout de FCCP. E. La capacité de réserve est déterminée en soustrayant la respiration
basale à la respiration maximale. OCR, oxygen consumption rate. ***, p<0,001.
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Figure 49 : EP13 semble bloquer le complexe I de la chaîne respiratoire de
mitochondries isolées. A. Représentation schématique du mode d’action de chaque
activateur/inhibiteur utilisé. Les mitochondries isolées de foie de souris sont incubées
pendant 10 minutes avec 6 μM d’EP13 et différents activateurs/inhibiteurs des
complexes de la chaîne respiratoire selon deux protocoles. Le taux de consommation
d’oxygène (OCR) par les différents complexes de la chaîne respiratoire est mesuré en
utilisant l’instrument Seahorse XFe24. B. Le protocole 1 permet de mesurer l’OCR par
les complexes II, III et IV. Les mitochondries sont incubées avec du succinate (substrat
du complexe II) et de la roténone (inhibiteur du complexe I). Puis sont ajoutés de l’ADP
permettant le fonctionnement de la chaîne respiratoire, de l’antimycine A (inhibiteur du
complexe III), du TMPD/ascorbate pour le fonctionnement du complexe IV puis du
KCN qui bloque le fonctionnement de la chaîne respiratoire. C. Le protocole 2 permet
de mesurer l’OCR par les complexes I, III et IV. Les mitochondries sont incubées avec
du glutamate, du malate et du pyruvate dont l’oxydation fournit du NADH, substrat du
complexe I. Puis sont ajoutés de l’ADP permettant le fonctionnement de la chaîne
respiratoire, de l’antimycine A (inhibiteur du complexe III) et de la roténone (inhibiteur
du complexe I), du TMPD/ascorbate pour le fonctionnement du complexe IV puis du
KCN qui bloque le fonctionnement de la chaîne respiratoire. Les données présentées
sont issues d’une seule expérience. OCR, oxygen consumption rate; KCN, cyanure de
potassium; TMPD, N,N,N′,N′-tetramethyl-p-phenylenediamine.
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cellules MDA-MB-231 et MCF-7. L’effet d’EP13 sur la respiration mitochondriale a également 

été étudié dans une deuxième lignée cancéreuse mammaire triple-négative, la lignée Hs578T. 

EP13 induit une diminution importante de la respiration basale (Figure 48A et B), de 5 fois par 

rapport aux conditions témoins, et de la respiration liée à l’ATP (Figure 48A et C) associée à 

une baisse de l’efficacité de couplage (données non montrées). Comme dans les cellules MDA-

MB-231, EP13 est à l’origine d’un découplage mitochondrial dans les cellules Hs578T. La 

respiration maximale des cellules Hs578T traitées avec EP13 est également largement réduite 

par rapport aux cellules témoins (Figure 48D). Cependant aucune différence significative de la 

capacité de réserve respiratoire n’est observée entre les deux conditions de traitement (Figure 

48E). De manière similaire, EP13 altère le fonctionnement de la chaîne respiratoire des 3 

lignées cancéreuses mammaires utilisées, il semble donc que son mode d’action est conservé 

dans les différentes lignées cellulaires. De plus, EP13 altère la respiration mitochondriale des 

cellules MCF-7 de manière plus efficace que les autres composés désoufrés DD216 et OP136. 

2.2.2 Mesure de la consommation d’oxygène de mitochondries isolées 
Afin de déterminer si EP13 cible directement l’activité de l’un des complexes de la chaîne 

respiratoire, nous avons mesuré le taux de consommation d’oxygène de mitochondries isolées 

de foie de souris, qui ont été incubées avec 6 µM d’EP13, selon deux protocoles détaillés dans 

la figure 35. Des activateurs et des inhibiteurs des complexes de la chaîne respiratoire sont 

ajoutés lors de l’expérience afin de mesurer le taux de consommation d’oxygène par ces 

différents complexes (Figure 49A). Selon le protocole 1, nous avons étudié spécifiquement la 

consommation d’oxygène liée au complexe II (Figure 49B). Les mitochondries sont incubées 

avec de la roténone inhibant le complexe I et du succinate qui fournit du FADH2 au complexe 

II permettant son activité. L’ADP permet le fonctionnement de la chaîne respiratoire. La 

consommation d’oxygène des mitochondries liée au complexe II est très légèrement diminuée 

lorsque les mitochondries sont traitées avec EP13 par rapport aux conditions contrôles. L’ajout 

d’antimycine A qui inhibe le complexe III induit une forte diminution de la respiration des 

mitochondries traitées avec EP13 ou non. L’ascorbate donne des électrons au cytochrome c 

grâce au TMPD ce qui entraîne le fonctionnement du complexe IV. Ainsi, la respiration 

mitochondriale augmente dans les deux conditions testées, de manière légèrement moins 

importante suite au traitement avec EP13 (Figure 49B). Selon le protocole II, nous avons étudié 

spécifiquement la consommation d’oxygène liée au complexe I (Figure 49C). Les 

mitochondries sont incubées avec du glutamate, du malate et du pyruvate qui, suite à leur 

oxydation, fournissent du NADH au complexe I permettant son activité. L’ADP permet le 
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Figure 50 : EP13 induit une augmentation de la production d’ERO dans les
cellules MDA-MB-231. Les cellules MDA-MB-231 (A et B) et MCF-7 (C et D) ont été
traitées pendant 4 et 24 h avec 6 μM d’EP13. Les cellules témoins ont reçu du DMSO
(0,012 %). A la fin du traitement, les cellules ont été incubées en présence de 5µM de
la sonde MitoSOX™ Red puis analysées par cytométrie en flux. Les résultats présentés
correspondent à la moyenne ± l’écart standard à la moyenne d’au moins trois
expériences indépendantes. **, p<0,01.
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Figure 51 : EP13 induit une augmentation de la consommation de glucose et de la
production de lactate par les cellules MDA-MB-231 et MCF-7. Les cellules MDA-
MB-231 (A et B) et MCF-7 (C et D) ont été traitées avec EP13 (6 μM) pendant 4 et 24
h. Les cellules témoins ont reçu du DMSO (0,012 %). Les concentrations (g/L) de
glucose (A,C) et de lactate (B,D) ont été mesurées dans le milieu de culture. Les
concentrations ont été normalisées par rapport au nombre de cellules. Les données
représentent les moyennes ± l’écart standard à la moyenne d’au moins trois expériences
indépendantes réalisées en duplicat, excepté pour la mesure de la consommation de
glucose à 24h des cellules MCF-7 (n=2). *, p<0,5; ***; p<0,001.
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fonctionnement de la chaîne respiratoire. La consommation d’oxygène des mitochondries liée 

au complexe I est inhibée lorsque les mitochondries sont traitées avec EP13 par rapport aux 

conditions contrôles. L’ajout de roténone qui inhibe le complexe I et d’antimycine A qui bloque 

le complexe III induit une forte diminution de la respiration dans les conditions contrôles mais 

pas dans les conditions de traitement avec EP13 puisque la respiration est déjà inhibée. L’ajout 

de TMPD/ascorbate induit une augmentation de la respiration mitochondriale dans les deux 

conditions testées (Figure 49C). Même en présence de substrat du complexe I, la respiration 

des mitochondries isolées est inhibée lorsqu’elles sont traitées avec EP13. Ces résultats 

préliminaires indiquent qu’EP13 semble bloquer le complexe I de la chaîne respiratoire. 

2.2.3 Mesure de la production d’ERO 
Par la suite, nous avons mesuré la production d’espèces réactives de l’oxygène par la 

mitochondrie puisqu’elle est directement liée au fonctionnement de la chaîne respiratoire. Nous 

avons mesuré plus spécifiquement l’anion superoxyde par cytométrie en flux grâce au réactif 

MitosoxTM Red (ThermoFisher). Dès 4 heures, EP13 (6 µM) induit une augmentation de la 

production d’ERO dans les cellules MDA-MB-231, qui est presque deux fois plus importante 

que dans les cellules témoins traitées avec du DMSO (Figure 50A). Cette hausse de la 

production d’ERO est maintenue après 24 heures de traitement avec EP13 (Figure 50B). En 

revanche, malgré une tendance à l’augmentation, les cellules MCF-7 traitées avec EP13 ne 

produisent pas significativement plus d’ERO que les cellules dans les conditions témoins après 

4 et 24 heures (Figure 50C et D). 

2.3 Impact sur la glycolyse 

Parallèlement au fonctionnement mitochondrial, nous avons examiné l’effet d’EP13 sur 

l’activité glycolytique de façon indirecte en mesurant la consommation de glucose et la 

production de lactate des lignées cancéreuses mammaires MDA-MB-231 et MCF-7. Pour cela, 

après 4 et 24 heures de traitement avec 6µM d’EP13, les concentrations en glucose et en lactate 

dans le milieu de culture des cellules ont été mesurées avec un analyseur biochimique (YSI 

2950 Biochemistry Analyzer) grâce à une collaboration avec Frédéric Bost (INSERM U1065, 

Université de Nice). En parallèle, le nombre de cellules a été déterminé par une coloration des 

noyaux au cristal violet afin de calculer une consommation de glucose et une production de 

lactate par cellule. Après 4 heures de traitement, EP13 induit une légère augmentation de la 

consommation de glucose des cellules MDA-MB-231 et MCF-7 (Figure 51A et C). La 

concentration en lactate ne varie pas entre le milieu de culture sans cellules et le milieu de 

culture en présence des cellules, ce qui signifie que les cellules ne produisent pas de lactate 
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Figure 52 : Effet d’EP13 sur la quantité d’ATP. Les cellules MDA-MB-231 (A et B)
et MCF-7 (C et D) ont été traitées avec EP13 (6 μM) pendant 4 et 24 h. Les cellules
témoins ont reçu du DMSO (0,012%). La quantité d’ATP intracellulaire a été mesurée
par luminescence grâce au kit CellTiter-Glo® puis normalisée par rapport au nombre de
cellules. Les données représentent les moyennes ± l’écart standard à la moyenne d’au
moins trois expériences indépendantes réalisées en duplicat. *, p<0,5.
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aussi bien dans les conditions témoins (cellules traitées avec du DMSO) que lors d’un traitement 

avec EP13 (données non montrées) ou bien que la quantité de lactate accumulée est trop faible 

pour être détectée. En revanche après 24 heures de traitement avec EP13, la consommation de 

glucose et la production de lactate augmentent de 2,4 fois et 2,7 fois respectivement dans les 

cellules MDA-MB-231 (Figure 51A et B). Dans les cellules MCF-7, la consommation de 

glucose semble augmenter (n=2) et la production de lactate augmente significativement de 7 

fois après 24 heures de traitement avec EP13 (Figure 51C et D). 

EP13 induit donc une accélération de la glycolyse des cellules MDA-MB-231 et 

potentiellement des cellules MCF-7. Ce mécanisme pourrait compenser le blocage de la 

phosphorylation oxydative afin de maintenir un niveau d’énergie suffisant dans les cellules. 

2.4 L’augmentation de la glycolyse correspond-elle à un mécanisme de 
compensation métabolique ? 

2.4.1 Dosage de l’ATP intracellulaire  
Afin de déterminer si la perte d’énergie due à une atteinte de la respiration mitochondriale peut 

être restaurée par une augmentation de l’activité glycolytique, nous avons évalué la production 

d’ATP des cellules MDA-MB-231 et MCF-7. Pour cela les cellules ont été traitées pendant 4 

et 24 heures avec 6 µM d’EP13 puis la quantité d’ATP intracellulaire a été mesurée par 

chimioluminescence (Kit CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay, Promega). En 

parallèle le nombre de cellules a été déterminé par un marquage des noyaux au cristal violet 

afin d’établir la quantité d’ATP normalisée par rapport au nombre de cellules. Dans les cellules 

MDA-MB-231 traitées avec EP13 durant 4 heures, la quantité d’ATP diminue par rapport aux 

cellules témoins traitées avec du DMSO (Figure 52A). Par contre la quantité d’ATP ne varie 

pas par rapport aux cellules témoins après 24 heures de traitement avec EP13 (Figure 52B). A 

contrario, après 4 ou 24 heures de traitement des cellules MCF-7 avec EP13 la quantité d’ATP 

n’est pas modifiée comparé aux conditions témoins (Figure 52C et D). EP13 induit rapidement 

une diminution de la production d’ATP des cellules MDA-MB-231 qui est complètement 

restaurée par la suite alors qu’il ne semble pas impacter la production d’ATP dans la lignée 

MCF-7.  

 2.4.2 Effet de la combinaison d’EP13 et du 2-desoxylucose  
Dans le but de démontrer que l’atteinte du fonctionnement mitochondrial est compensée par la 

glycolyse, nous avons réalisé une combinaison de traitement avec EP13 et un inhibiteur de la 

glycolyse, le 2-desoxylucose (2-DG). Les cellules MDA-MB-231 ont été traitées durant 72 

heures avec EP13 ou du 2-DG seuls à des concentrations croissantes ou avec les deux composés 
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Figure 53 : EP13 et 2-DG ont un effet synergique sur la diminution du nombre de
cellules. Les cellules MDA-MB-231 ont été traitées durant 72h avec des gammes de
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(concentrations indiquées dans le tableau, C). Le nombre de cellules a été déterminé
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chaque molécule dans les traitements, ne prenant pas en compte l’unité de mesure de
la concentration. Pour une Fa donnée, lorsque le point de dose totale est situé sous le
seuil établi par les points de chaque dose utilisée seule, l’effet des composés est
synergique. Dans notre cas, l’effet est synergique pour chaque fraction affectée. Les
données présentées sont issues des moyennes de trois expériences indépendantes.
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en combinaison à des concentrations croissantes et à ratio constant (Figure 53C). Le nombre de 

cellules est déterminé par coloration des noyaux au cristal violet. EP13 et 2-DG diminuent le 

nombre de cellules de façon dose-dépendante et présentent une IC50 de 5,4 µM et 2,9 mM 

respectivement (Figure 53A et B). A partir de ces résultats et des données associées au co-

traitement, l’indice de combinaison (CI) est déterminé selon la méthode de Chou Talalay grâce 

à la formule du logiciel Compusyn présentée dans la figure 37C. Dans ce contexte, la notion de 

dose est utilisée pour désigner la concentration du composé, indépendamment de l’unité. Lors 

d’un co-traitement, les doses s’additionnent pour définir la dose totale (Figure 53C). Avec les 

doses totales 2, 5 et 10, les CI obtenus sont inférieurs à 0,9 ce qui correspond à un effet 

synergique de la combinaison EP13 et 2-DG alors que la dose totale 15 présente un CI compris 

entre 0,9 et 1,1 traduisant un effet additif du co-traitement (Figure 53D). D’après 

l’isobologramme, les doses d’EP13 et de 2-DG utilisés en combinaison (points sous la droite) 

nécessaires afin d’obtenir une fraction affectée (Fa) de 0,5 (50 % de de cellules en moins), 0,75 

(75 % de cellules en moins) ou 0,9 (90 % de cellules en moins) sont inférieures aux doses 

nécessaires des composés utilisés seuls (points sur les axes) (Figure 53E). Ceci confirme donc 

que la combinaison EP13+2-DG possède des effets synergiques sur la diminution du nombre 

de cellules.  

Ces résultats confortent l’hypothèse que la glycolyse semble être un mécanisme compensateur 

de l’altération de la fonction mitochondriale. Ils prouvent également l’intérêt de cibler 

simultanément le fonctionnement mitochondrial et la glycolyse. 

2.5 L’effet anticancéreux d’EP13 dépend-il d’une inhibition du transport de 
pyruvate dans la mitochondrie ?  

Une étude a montré que l’inhibition de MPC induite par la TGZ et la RGZ pouvait diminuer la 

respiration mitochondriale de myocytes provenant de muscle squelettique humain et augmenter 

l’absorption du glucose. Cette inhibition de la respiration peut être inversée par le méthyl 

pyruvate, un analogue du pyruvate traversant librement la membrane mitochondriale interne et 

alimentant le cycle de Krebs (Divakaruni et al., 2013). Une des cibles potentielles d’EP13 

pourrait être le MPC. Afin de déterminer si l’inhibition du MPC intervient dans l’action d’EP13 

sur les cellules MDA-MB-231 et MCF-7, nous avons étudié l’impact du méthyl pyruvate sur 

l’effet antiprolifératif d’EP13. Les cellules ont été traitées pendant 48h avec 6 µM d’EP13 et 5 

mM de méthyl pyruvate puis le nombre de cellules a été déterminé par coloration des noyaux 

au cristal violet. EP13 diminue de plus de moitié le nombre de cellules MDA-MB-231 et MCF-

7 (Figure 54 A et B). Son effet n’est pas modulé en présence de méthyl pyruvate dans les 

cellules MDA-MB-231 alors que dans les cellules MCF-7, l’effet d’EP13 est amplifié par le 
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méthyl pyruvate (Figure 54 A et B). Ainsi, le méthyl pyruvate ne contrecarre pas l’effet d’EP13 

ce qui suggère que l’effet antiprolifératif d’EP13 ne serait pas la conséquence de l’inhibition de 

l’entrée du pyruvate dans la mitochondrie par son transporteur MPC.  

3. Conclusion 

Rapidement, après 4 heures de traitement, la TGZ et la ∆2-TGZ ainsi que leur dérivé désoufré 

respectif DD216 et OP136 affectent la respiration mitochondriale des cellules MCF-7. 

Cependant, bien que l’absence de soufre améliore l’activité anticancéreuse de ces TZD, cette 

modification ne semble pas amplifier l’altération de la respiration mitochondriale observée avec 

les TZD soufrées.  

EP13, le composé substitué et désoufré le plus efficace, altère de manière marquée le 

fonctionnement mitochondrial de façon précoce dès 4 heures de traitement dans les trois lignées 

cellulaires étudiées. Son action semble donc être indépendante du sous-type de cancer 

mammaire. Cette atteinte respiratoire est accompagnée d’une augmentation de la production 

d’ERO dans les cellules MDA-MB-231. En réponse à l’altération mitochondriale, l’activité 

glycolytique est stimulée dans les deux lignées cellulaires permettant certainement de 

compenser l’altération du fonctionnement mitochondrial pour maintenir la synthèse d’ATP. 

Enfin, le méthyl pyruvate ne permet pas de contrecarrer l’effet d’EP13 sur la diminution du 

nombre de cellules traduisant que son effet antiprolifératif ne dépend pas d’une inhibition du 

MPC. Il reste à déterminer s’il existe un lien entre l’altération du fonctionnement mitochondrial 

et la modification du métabolisme énergétique de manière globale et l’induction d’apoptose par 

EP13. Toutefois, EP13 pourrait être un candidat potentiel pour des stratégies thérapeutiques 

visant à cibler le métabolisme énergétique. 

III. ETUDE DE LA COMBINAISON D’EP13 AVEC DES AGENTS DE 
CHIMIOTHÉRAPIE 

Comme décrit dans le paragraphe III.3 de l’introduction, l’utilisation des TZD en thérapie 

combinatoire semble tout à fait intéressante. En effet, ils améliorent l’efficacité d’agents 

anticancéreux dans des modèles in vitro et in vivo (Fröhlich and Wahl, 2015). De la même 

manière, des études ont démontré que la metformine était capable de potentialiser l’action 

d’agents de chimiothérapie (Rocha et al., 2011). Précédemment au laboratoire, il a été montré 

que la ∆2-TGZ augmente l’effet de la doxorubicine sur les cellules cancéreuses mammaires 

MDA-MB-231 mais pas celui du 5-FU et du paclitaxel (Thèse d’Audrey Berthe, 2017). 
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Figure 55 : Appliqués selon le protocole A, EP13 (1 μM) et 5-FU ont des effets
additifs sur la diminution du nombre de cellules. A. Schéma représentant le
protocole de traitement A. Dans les protocoles témoins (CT ou EP13 seuls), EP13 et le
5-FU sont substitués par du DMSO, la doxorubicine par du milieu de culture. NT
correspond au protocole permettant d’obtenir le nombre de cellules, en l’absence des
composés utilisés, ramené à 100 %. B. Les cellules MDA-MB-231 sont traitées avec
EP13 (1 ou 3 μM) et une gamme de concentrations de doxorubicine (21,25 ; 42,5 ; 85 ;
170 ; 255 nM) ou de 5-FU (0,25 ; 0,5 ; 1 ; 2,5 μM). Pour le protocole NT, le DMSO est
présent à un pourcentage de 0,007 %. Le nombre de cellules est déterminé par
coloration des noyaux au cristal violet. Les données représentent les moyennes ± l’ écart
standard à la moyenne de 3 expériences indépendantes. C. L’indice de combinaison (CI)
est calculé selon la méthode de Chou Talalay grâce au logiciel CompuSyn. La zone
délimitée par les pointillés (0,9<CI<1,1) représente un effet additif. CI>1 indique un
effet antagoniste et CI<1 indique un effet synergique. CT, chimiothérapie.
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J’ai poursuivi cette étude en étudiant EP13 en thérapie combinatoire avec deux agents de 

chimiothérapie couramment utilisés dans le traitement du cancer du sein, la doxorubicine et le 

5-FU. Les combinaisons sont réalisées dans la lignée MDA-MB-231 selon 3 protocoles de 

traitement présentés dans la figure 36. Dans ces combinaisons, EP13 est utilisé à des 

concentrations fixes et faibles (inférieures à l’IC50) de 1 et 3 M. Les agents de chimiothérapies 

sont quant à eux utilisés à des concentrations croissantes. 

1. Étude de combinaison selon le protocole A 

Le protocole A correspond à un co-traitement de 72 heures avec EP13 et un agent de 

chimiothérapie (CT) qui est soit la doxorubicine (Figure 55B graphique gauche) soit le 5-FU 

(Figure 55B graphique droite), appliquée à différentes concentrations (Figures 55A). Toutes les 

conditions témoins du protocole A sont indiquées dans la figure 55A. 

Utilisé seul, EP13 à une concentration de 1 M induit une diminution du nombre de cellules 

(1,4 ± 3,2 % Figure 55B graphe de gauche et 16,9 ± 5,7 % Figure 55B droite) et celle-ci est 

plus importante avec une concentration de 3 M (21,1 ± 3,7 % Figure 55B graphe de gauche et 

30,2 ± 5,6 % Figure 55B droite). La doxorubicine et le 5-FU utilisés seuls ou en combinaison 

avec EP13 diminuent le nombre de cellules MDA-MB-231 de façon dose-dépendante (Figure 

55B). La diminution est légèrement plus importante en présence de la concentration la plus 

élevée d’EP13 (3 M) (Figure 55B). A partir de ces données, les CI sont calculés d’après la 

formule présentée en figure 37C.  

EP13, utilisé à 1 M, et la doxorubicine ont soit des effets antagonistes pour les concentrations 

de doxorubicine de 21,25 et 170 nM (CI > 1,1), soit des effets additifs pour les concentrations 

de 42,5 et 85 nM (CI ≤ 1,1), soit des effets synergiques pour 255 nM (CI = 0,74) (Figure 55C). 

EP13, utilisé à 3 M, et la doxorubicine ont également des effets antagonistes pour les doses 

de doxorubicine comprises entre 21,25 et 170 nM (CI > 1,1). Nous n’observons des effets 

additifs que pour la concentration maximale de doxorubicine (255 nM) avec un CI de 1,03. 

EP13, utilisé à 3 M, et le 5-FU ont des effets antagonistes quelles que soient les concentrations 

de 5-FU utilisées. Lorsqu’il est utilisé à 1 M, EP13 et 5-FU ont soit des effets additifs lorsque 

ce dernier est à 0,25, 1 et 2,5 M (0,9 ≤ CI ≤ 1,1), soit des effets synergiques lorsque ce dernier 

est présent à 0,5 M (CI = 0,8) (Figure 55C).  

Appliqués selon le protocole A, EP13 à 3 M et les agents de chimiothérapie ont donc des effets 

antagonistes. Des effets plutôt additifs sont observés lorsqu’EP13 est utilisé à 1 M.  
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Figure 56 : Appliqués selon le protocole B, EP13 et les agents de chimiothérapie
ont des effets additifs voire synergiques sur la diminution du nombre de cellules.
A. Schéma représentant le protocole de traitement B. Dans les protocoles témoins (CT
ou EP13 seuls), EP13 et le 5-FU sont substitués par du DMSO, la doxorubicine par du
milieu de culture. NT correspond au protocole permettant d’obtenir le nombre de
cellules, en l’absence des composés utilisés, ramené à 100 %. B. Les cellules MDA-
MB-231 sont traitées avec EP13 (1 ou 3 μM) et une gamme de concentrations de
doxorubicine (21,25 ; 42,5 ; 85 ; 170 ; 255 nM) ou de 5-FU (0,25 ; 0,5 ; 1 ; 2,5 μM).
Pour le protocole NT, le DMSO est présent à un pourcentage ≤ 0,00 7%. Le nombre de
cellules est déterminé par coloration des noyaux au cristal violet. Les données
représentent les moyennes ± l’ écart standard à la moyenne de 3 expériences
indépendantes. C. L’indice de combinaison (CI) est calculé selon la méthode de Chou
Talalay grâce au logiciel CompuSyn. La zone délimitée par les pointillés (0,9<CI<1,1)
représente un effet additif. CI>1 indique un effet antagoniste et CI<1 indique un effet
synergique. CT, chimiothérapie.
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2. Étude de combinaison selon le protocole B 

Le protocole B correspond à un pré-traitement de 24 heures avec EP13 à 1 ou 3 M suivi d’un 

co-traitement durant 48 heures avec EP13 (1 ou 3 M) et une gamme de doxorubicine ou de 5-

FU (Figure 56A). Toutes les conditions témoins du protocole B sont indiquées dans la figure 

56A. 

Utilisé seul pendant 72 heures, EP13 à une concentration de 1 M induit une diminution du 

nombre de cellules (11 ± 5,8 % Figure 56B graphe de gauche et 10,2 ± 7,1 % Figure 56B droite) 

et celle-ci est plus importante avec une concentration de 3 M (46,1 ± 3,5 % Figure 56B graphe 

de gauche et 32,3 ± 2,2 % Figure 56B droite). La doxorubicine et le 5-FU utilisés pendant 48 

heures seuls ou en combinaison avec EP13 diminuent le nombre de cellules MDA-MB-231 de 

façon dose-dépendante (Figure 56B). La diminution est plus importante en présence de la 

concentration la plus élevée d’EP13 (3 M) (Figure 56B). 

EP13, utilisé à 1 M, et la doxorubicine ont soit des effets synergiques lorsque la doxorubicine 

est présente entre 21,25 et 42,5 nM (CI < 0,9), soit des effets additifs à 85 nM (CI = 0,9) (Figure 

56C). En revanche, pour les concentrations de 170 et 255 nM de doxorubicine, les effets sont 

antagonistes (CI > 1,1). Lorsqu’EP13 est utilisé à 3 M, nous observons des effets additifs pour 

les concentrations de doxorubicine comprises entre 21,25 et 85 nM (0,9 ≤ CI ≤ 1,1), mais nous 

observons des effets antagonistes pour les concentrations plus élevées de doxorubicine (170 et 

255 nM) avec des CI > 1,1. 

EP13, utilisé à 1 M, et le 5-FU ont soit des effets additifs lorsque le 5-FU est présent à 0,25 et 

2,5 M (0,9 ≤ CI ≤ 1,1), soit des effets synergiques à 0,5 M (CI = 0,8), soit des effets 

antagonistes à 1 M de 5-FU (CI > 1 ,1) (Figure 56C). EP13, utilisé à 3 M et le 5-FU à 0,25 

M ont des effets additifs (CI = 0,94) tandis qu’ils ont des effets synergiques (CI < 0,9) pour 

les concentrations plus fortes de 5-FU.  

Appliqués selon le protocole B, EP13 et les agents de chimiothérapie ont des effets 

majoritairement additifs voire synergiques. 

3. Étude de combinaison selon le protocole C 

Le protocole C correspond à un pré-traitement de 24 heures avec une concentration fixe d’EP13 

(1 ou 3 M) suivi d’un traitement de 48 heures avec une gamme de doxorubicine ou de 5-FU 

(Figure 57A). Toutes les conditions témoins du protocole C sont indiquées dans la figure 57A. 

Utilisé seul pendant 24 heures, EP13 (1 M) n’a pratiquement pas d’effet sur le nombre de 

cellules MDA-MB-231 au bout de 72 heures de culture. A 3 M, nous observons une 
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Figure 57 : Appliqués selon le protocole C, EP13 et les agents de chimiothérapie
ont des effets antagonistes sur la diminution du nombre de cellules. A. Schéma
représentant le protocole de traitement C. Dans les protocoles témoins (CT ou EP13
seuls), EP13 et le 5-FU sont substitués par du DMSO, la doxorubicine par du milieu de
culture. NT correspond au protocole permettant d’obtenir le nombre de cellules, en
l’absence des composés utilisés, ramené à 100%. B. Les cellules MDA-MB-231 sont
traitées avec EP13 (1 ou 3 μM) et une gamme de concentrations de doxorubicine (21,25
; 42,5; 85 ; 170 ; 255 nM) ou de 5-FU (0,25 ; 0,5 ; 1 ; 2,5 μM). Pour le protocole NT, le
DMSO est présent à un pourcentage ≤ 0,007 %. Le nombre de cellules est déterminé par
coloration des noyaux au cristal violet. Les données représentent les moyennes ± l’ écart
standard à la moyenne de 3 expériences indépendantes. C. L’indice de combinaison (CI)
est calculé selon la méthode de Chou Talalay grâce au logiciel CompuSyn. La zone
délimitée par les pointillés (0,9<CI<1,1) représente un effet additif. CI>1 indique un
effet antagoniste et CI<1 indique un effet synergique. CT, chimiothérapie.
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diminution du nombre de cellules (11,7 ± 4 % Figure 57B graphe de gauche et 19,3 ± 6 % 

Figure 57B graphe de droite). La doxorubicine et le 5-FU utilisés seuls pendant 48 heures, sans 

ou avec pré-traitement avec EP13 (24 heures à 1 ou 3 M), diminuent le nombre de cellules 

MDA-MB-231 de façon dose-dépendante (Figure 57B).  

Utilisés selon le protocole C, quelles que soient les concentrations, les agents de chimiothérapie 

et EP13 ont des effets antagonistes sur la diminution du nombre de cellules (CI > 1,1) (Figure 

57C).  

4. Conclusion 

Le protocole B, incluant un prétraitement de 24h avec EP13, offre les résultats les plus 

encourageants puisque nous pouvons observer des effets additifs voire synergiques. Il est 

intéressant de noter que pour les protocoles A et B, EP13 à 1 M associé à de faibles 

concentrations d’agents de chimiothérapie permet d’obtenir des effets additifs mais également 

des effets synergiques correspondant aux 3 combinaisons les plus intéressantes : 1 M EP13 + 

50 nM doxorubicine et 0,5 M 5-FU appliqués selon le protocole B et 1 M EP13 + 0,5 M 5-

FU appliqués selon le protocole A. Il apparaît donc que les combinaisons associant de faibles 

concentrations de molécules soient les plus pertinentes. L’analyse du CI montre que le protocole 

C conduirait exclusivement à des effets antagonistes voire très antagonistes (CI >2). Ce résultat 

ne semble pas correspondre au profil des courbes dose-réponse qui montrent plutôt une absence 

d’effet d’EP13 sur la réponse des cellules à la doxorubicine et au 5-FU. Cela peut être dû à 

l’utilisation de la courbe dose-réponse d’EP13 définie lors d’un traitement de 72 heures comme 

référence pour le calcul des CI. L’analyse devra être réalisée à partir d’une courbe dose-réponse 

d’EP13 obtenue en réalisant une culture cellulaire de 72 heures incluant un traitement limité à 

24 heures avec EP13 (Figure 57A, condition « EP13 seul 24h »). 

Le profil de réponse des cellules aux combinaisons testées est identique que l’on soit en 

présence de doxorubicine ou de 5-FU qui ont pourtant des modes d’action différents. EP13 

semble moduler la réponse cellulaire de façon non spécifique aux agents de chimiothérapie. 

C’est la séquence de traitement et éventuellement la concentration d’EP13 qui façonneraient la 

réponse des cellules. De manière plus générale, la concentration et la durée de traitement sont 

donc des paramètres importants pour définir un protocole.  
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IV. MISE EN PLACE D’UNE CULTURE CELLULAIRE TRIDIMENSIONNELLE 

Au cours de mon travail de thèse, j’ai mis au point un protocole pour développer la culture de 

mammosphères à partir de plusieurs lignées cellulaires de cancer du sein. La culture de 

sphéroïdes permet une organisation tridimensionnelle des cellules se rapprochant de 

l’organisation in vivo. Par ailleurs, cette culture permettrait un enrichissement en CSC. Comme 

décrit précédemment dans le paragraphe I.3 de l’introduction, au sein d’une tumeur, on 

distingue deux populations de cellules : les cellules cancéreuses ainsi qu’une petite population 

de CSC. Ces dernières possèdent des propriétés caractéristiques des cellules souches et sont 

pourvues d’une plasticité métabolique puisque leur métabolisme énergétique peut dépendre 

aussi bien de la phosphorylation oxydative que de la glycolyse (Fillmore and Kuperwasser, 

2008; Colak and Medema, 2014; Peiris-Pagès et al., 2016). Cibler le fonctionnement 

mitochondrial des CSC peut donc aussi être une stratégie thérapeutique intéressante afin 

d’éliminer cette population au sein des tumeurs (Skoda et al., 2019). Des études suggèrent par 

exemple que la metformine est capable de cibler spécifiquement les CSC dans différents types 

de tumeurs et que sa combinaison avec des agents de chimiothérapie offre des effets 

synergiques (Hirsch et al., 2009; Skoda et al., 2019). Dans ce contexte, nous avons émis 

l’hypothèse qu’EP13 pouvait affecter cette population de CSC. Nous avons alors testé l’effet 

d’EP13, mais également de la metformine et de la doxorubicine sur des mammosphères formées 

à partir de lignées cancéreuses mammaires MDA-MB-231 et MCF-7. 

1. Mise au point d’un protocole de culture de mammosphères 

Avant d’aboutir au protocole final, nous avons testé plusieurs manières de cultiver les cellules 

cancéreuses mammaires afin d’obtenir des mammosphères. Dans la littérature, il existe 

différents types de support et différents milieux de culture permettant la formation des 

mammosphères.  

 Les supports 

Nous avons testé deux types de supports. Le premier consistait en des flasques de 75 cm2 avec 

un revêtement en poly-HEMA empêchant l’adhésion des cellules au plastique et favorisant leur 

adhérence les unes aux autres pour former des structures en 3D. Le second était des plaques 6 

puits de très faible adhérence (Corning®) comportant une couche d’hydrogel empêchant 

l’adhésion des cellules. Dans les deux conditions, nous avons pu obtenir des sphères mais nous 

avons choisi de réaliser notre culture 3D dans des plaques 6 puits de très faible adhérence.  
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 Les milieux de culture 
Nous avons testé plusieurs milieux de culture, toujours dépourvus de sérum de veau fœtal : 

- Milieu de culture utilisé pour la culture 2D contenant du rouge phénol : milieu RPMI 

pour les lignées cancéreuses mammaires MDA-MB-231 et MDA-MB-453 et milieu 

DMEM pour les lignées MCF-7 et Hs578T. 

- Milieu de culture DMEM/F12 sans rouge phénol (Life Technologies, Thermo Fisher 

Scientific) supplémenté de 2 % de supplément B-27 (B-27TM Supplement (50X), 

GibcoTM, Thermo Fisher Scientific) et 20 ng/mL d’EGF. 

- Milieu de culture DMEM/F12 sans rouge phénol (Life Technologies, Thermo Fisher 

Scientific) supplémenté de 2 % de supplément B-27 (B-27TM Supplement (50X), 

GibcoTM, Thermo Fisher Scientific), 20 ng/mL d’EGF et 10 µg/mL d’insuline.  

- Milieu de culture complet utilisé pour la culture de neurosphères (Alicia Château, 

CRAN) : DMEM F12 sans rouge phénol, supplément B-27, supplément N2, EGF, FGF, 

insuline, héparine. 

Les milieux de culture utilisés classiquement pour la culture 2D n’ont pas permis d’obtenir une 

formation optimale de mammosphères. Parmi les autres milieux, nous avons choisi d’utiliser le 

deuxième type de milieu de culture : DMEM/F12 sans rouge phénol + 2 % de supplément B-

27 + 20 ng/mL d’EGF et supplémenté de 10 µg/mL d’insuline uniquement pour la lignée 

Hs578T.  

 Les conditions d’ensemencement 

Comme recommandé dans beaucoup de protocoles, nous avons commencé par des 

ensemencements à faible densité avec les quatre lignées cellulaires testées : MDA-MB-231, 

Hs578T, MDA-MB-453 et MCF-7. Nous avons testé différentes densités cellulaires pour 

réaliser la culture tridimensionnelle des cellules : 10 et 20 000 cellules par puits et jusqu’à 250 

et 500 000 cellules par puits pour les cellules MDA-MB-231 et MCF-7. Aux faibles densités 

(10 et 20 000 cellules par puits), les structures 3D formées sont bien définies et assez rondes 

surtout pour la lignée MCF-7. Aux plus fortes densités (250 et 500 000 cellules par puits), les 

structures 3D formées présentent des contours irréguliers et s’agglomèrent entre elles formant 

des amas de mammosphères. Beaucoup de cellules seules en suspension n’ayant pas formé de 

mammosphères sont observées après un ensemencement à forte densité contrairement aux plus 

faibles densités. Nous avons donc choisi d’ensemencer les quatre lignées cellulaires à raison de 

20 000 cellules par puits.  
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Figure 58: Capacité de formation de mammosphères. Les cellules MDA-MB-231,
Hs578T, MDA-MB-453 et MCF-7 ont été ensemencées en condition de culture 3D et
cultivées durant 7 jours et 10 jours pour la lignée Hs578T. A. Aspect des
mammosphères formées après 7 ou 10 jours (lignée Hs578T) de culture. L’échelle
représente 100 μm. Les mammosphères formées ont ensuite été analysées grâce à un
compteur de colonies (Gelcount™). Le nombre (B), le pourcentage d’efficacité de
formation (C) et le diamètre (D) des mammosphères formées à partir des lignées MDA-
MB-231 et MCF-7 ont été déterminés. Les données représentent les moyennes ± l’écart
standard à la moyenne d’au moins trois expériences indépendantes réalisées en duplicat.
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Après avoir déterminé le support, le milieu de culture, le temps de culture, le type cellulaire et 

la densité cellulaire adéquats, nous avons mis au point un protocole de culture cellulaire 3D à 

partir d’un protocole publié (Shaw et al., 2012). Celui-ci est détaillé dans le paragraphe IX du 

matériel et méthodes. Les quatre lignées cancéreuses mammaires présentées précédemment ont 

été utilisées afin d’évaluer leur capacité à former des mammosphères. Le temps de culture a été 

défini à 7 jours pour les cellules MDA-MB-231, MDA-MB-453 et MCF-7 et à 10 jours pour 

les cellules Hs578T. Après 7 et 10 jours de culture respectivement, les cellules MDA-MB-231 

et Hs578T forment des structures 3D assez bien définies mais relativement irrégulières. Les 

cellules MDA-MB-453 forment davantage d’importants amas de cellules que de structures 3D 

bien définies. Les cellules MCF-7 forment quant à elles des structures 3D rondes, compactes et 

bien délimitées (Figure 58A). Pour la suite du travail, nous avons réalisé nos expériences en 

utilisant les lignées MDA-MB-231 et MCF-7.  

Dans un premier temps, nous avons déterminé la capacité des cellules MDA-MB-231 et MCF-

7 à former des mammosphères après 7 jours de culture. En moyenne, 94 et 372 mammosphères 

sont obtenues à partir des lignées MDA-MB-231 et MCF-7 respectivement (Figure 58B). A 

partir de la même densité cellulaire (20 000 cellules par puits), les cellules MCF-7 engendrent 

davantage de mammosphères que les cellules MDA-MB-231 avec un MFE de 2,11 % contre 

0,47 % (Figure 58C). Le diamètre des mammosphères obtenues à partir de la lignée MCF-7 est 

également légèrement plus important que celui des mammosphères issues de la lignée MDA-

MB-231 (170,3 ± 5,5 µm vs 136,8 ± 7,4 µm) (Figure 58D). 

2. Détermination de l’impact d’EP13 sur les mammosphères 

Par la suite, nous avons mis au point deux protocoles afin d’évaluer l’impact d’EP13 sur les 

mammosphères. Ils sont présentés dans la figure 38 et détaillés dans le paragraphe IX du 

matériel et méthodes. Le premier correspond à la détermination de la capacité des cellules à 

former des mammosphères après un traitement de 48 heures en conditions 2D. Pour cela les 

cellules sont ensemencées en conditions 2D puis traitées pendant 48 heures avec EP13. A la fin 

du traitement les cellules sont récupérées puis réensemencées en conditions 3D durant 7 jours 

comme décrit précédemment. A la fin de la culture, le nombre et la taille des mammosphères 

sont analysés (Figure 38 Protocole 1). Le deuxième protocole permet de définir la capacité 

d’EP13 à affecter les mammosphères déjà formées. A cet égard, les cellules sont ensemencées 

en conditions 3D durant 7 jours et traitées soit après 2 jours soit après 4 jours d’ensemencent. 

A la fin de la culture, le nombre et la taille des mammosphères sont analysés (Figure 38 

Protocole 2A et B). 
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Figure 59 : Effet d’EP13 sur la capacité de formation de mammosphères
(Protocole 1). Les cellules MDA-MB-231 (A, B, C) et MCF-7 (D, E, F) ont été traitées
pendant 48 h avec 6 μM d’EP13 puis ensemencées en condition de culture 3D et
cultivées durant 7 jours. Les cellules témoins ont reçu du DMSO (0,012 %). Après
coloration au MTT, les mammosphères formées ont été analysées grâce à un compteur
de colonies (Gelcount™). Le nombre (A,D), le pourcentage d’efficacité de formation
(B,E) et le diamètre (C,F) des mammosphères formées à partir des lignées MDA-MB-
231 et MCF-7 ont été déterminés. Les données représentent les moyennes ± l’écart
standard à la moyenne d’au moins trois expériences indépendantes réalisées en duplicat.
*, p<0,5; **; p<0,01.
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Figure 60 : Effet de la metformine sur la capacité de formation de mammosphères
à partir de la lignée MCF-7 (Protocole 1). Les cellules MCF-7 ont été traitées pendant
48 h avec 20 mM de metformine puis ensemencées en condition de culture 3D et
cultivées durant 7 jours. Après coloration au MTT, les mammosphères formées ont été
analysées grâce à un compteur de colonies (Gelcount™). Le nombre (A), le
pourcentage d’efficacité de formation (B) et le diamètre (C) des mammosphères
formées à partir de la lignée MCF-7 ont été déterminés. Les données représentent les
moyennes ± l’écart standard à la moyenne de deux expériences indépendantes réalisées
en duplicat.
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Figure 61 : Effet de la combinaison EP13 et doxorubicine sur la capacité de
formation de mammosphères à partir de la lignée MCF-7 (Protocole 1). Les cellules
MCF-7 ont été traitées pendant 48h avec 3 μM d’EP13 et/ou 155 nM de doxorubicine
puis ensemencées en condition de culture 3D et cultivées durant 7 jours. Les cellules
témoins ont reçu du DMSO (0,006 %). Après coloration au MTT, les mammosphères
formées ont été analysées grâce à un compteur de colonies (Gelcount™). Le nombre
(A), le pourcentage d’efficacité de formation (B) et le diamètre (C) des mammosphères
formées à partir de la lignée MCF-7 ont été déterminés. Les données représentent les
moyennes ± l’écart standard à la moyenne d’une expérience réalisée en duplicat.
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2.1 Effet d’EP13 sur la capacité des cellules à former des mammosphères 
Les cellules MDA-MB-231 et MCF-7 sont traitées pendant 48 heures avec 6 μM d’EP13 puis 

ensemencées en conditions 3D pendant 7 jours. Les cellules MDA-MB-231 traitées avec EP13 

forment moins de mammosphères que les cellules témoins traitées avec du DMSO (en moyenne 

70 mammosphères contre 98) (Figure 59A). Par conséquent le MFE passe de 0,5 % à 0,35 % 

dans les conditions de traitement avec EP13 (Figure 59B). En revanche, le diamètre des 

mammosphères générées n’est pas modifié par un traitement avec EP13 (Figure 59C). Les 

cellules MCF-7 quant à elles forment le même nombre de mammosphères dans les conditions 

témoins ou de traitement avec EP13, avec un diamètre similaire (Figure 59D, E et F). EP13 

semble affecter la formation des mammosphères à partir de la lignée MDA-MB-231 en 

induisant une diminution du nombre de mammosphères générées mais ne semble pas impacter 

la capacité des cellules MCF-7 à former des mammosphères.  

Il a été montré que la metformine pouvait cibler la population de CSC issue d’un 

adénocarcinome mammaire et inhiber la croissance de mammosphères issues de cellules 

provenant d’un adénocarcinome mammaire (Iliopoulos et al., 2011). Comme EP13 impacte 

également le fonctionnement de la chaîne respiratoire, nous avons voulu comparer les effets 

d’EP13 à ceux de la metformine sur la capacité des cellules à former des mammosphères. Les 

cellules MCF-7 ont été traitées pendant 48 heures avec 20 mM de metformine (IC50 à 48h) puis 

ensemencées en conditions 3D durant 7 jours (n=2). Contrairement à EP13, la metformine 

semble affecter la formation de mammosphères à partir de la lignée MCF-7 puisqu’elle semble 

provoquer une diminution de presque de moitié du nombre de mammosphères formées et par 

conséquent une diminution du MFE (Figure 60A et B). En revanche, elle ne semble pas 

modifier le diamètre des mammosphères formées (Figure 60C). 

Enfin, nous avons évalué l’effet d’une combinaison d’EP13 avec l’agent de chimiothérapie 

doxorubicine sur la capacité des cellules MCF-7 à former des mammosphères. Pour cela les 

cellules MCF-7 sont traitées durant 48 heures avec EP13 et la doxorubicine à une concentration 

équivalant à leur IC50 divisée par 2 soit 3 μM et 155 nM respectivement, puis ensemencées en 

conditions 3D durant 7 jours (n=1). Utilisé à 3 μM, EP13 ne semble pas affecter le nombre et 

le diamètre des mammosphères formées. La doxorubine semble diminuer le nombre, le MFE 

ainsi que le diamètre des mammosphères formées par rapport aux conditions témoins. Lors de 

la combinaison, EP13 ne semble pas améliorer l’effet de la doxorubine (Figure 61A, B et C). 

Ces résultats ne sont représentatifs que d’une seule expérience, il est donc nécessaire de la 

répéter. 
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Figure 62 : EP13 affecte les mammosphères déjà formées à partir de la lignée
MDA-MB-231 (Protocole 2). Les cellules MDA-MB-231 ont été ensemencées en
condition de culture 3D puis traitées avec 6 μM d’EP13 après 2 ou 4 jours
d’ensemencement et cultivées durant 7 jours. Les cellules témoins ont reçu du DMSO
(0,012 %). A et B. Aspect des mammosphères formées après 7 jours et traitées après 2 et
4 jours d’ensemencement. L’échelle représente 100 μm.
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Figure 63 : EP13 affecte les mammosphères déjà formées à partir de la lignée
MCF-7 (Protocole 2). Les cellules MCF-7 ont été ensemencées en condition de culture
3D puis traitées avec 3 ou 6 μM d’EP13 après 2 ou 4 jours d’ensemencement puis
cultivées durant 7 jours. Les cellules témoins ont reçu du DMSO (0,012 %). A et B.
Aspect des mammosphères formées après 7 jours et traitées après 2 et 4 jours
d’ensemencement. L’échelle représente 100 μm.
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2.2 Effet d’EP13 sur la capacité à affecter les mammosphères déjà formées 
Les cellules MDA-MB-231 et MCF-7 sont ensemencées en conditions 3D durant 7 jours et 

traitées après 2 jours ou 4 jours avec EP13 à 3 et 6 μM. De manière inattendue, la coloration au 

MTT des mammosphères traitées avec EP13 ne fonctionne pas selon ce protocole habituel. Une 

optimisation du protocole a été tentée en augmentant la concentration de MTT, le temps 

d’incubation avec le MTT, cependant la coloration n’a quand même pas fonctionné. L’absence 

de coloration des mammosphères traitées avec EP13 ne nous a pas permis de réaliser les 

quantifications du nombre de sphères obtenues. Les cellules MDA-MB-231 forment des 

mammosphères en conditions témoins après un traitement avec du DMSO. Lorsque les 

mammosphères sont traitées après 2 et 4 jours d’ensemencement avec 6 μM d’EP13, elles 

semblent présenter un diamètre inférieur à celles cultivées en conditions témoins ainsi qu’une 

désintégration de leur structure (Figure 62A et B). Les cellules MCF-7 forment des 

mammosphères en condition témoin après un traitement avec du DMSO. Lorsque les 

mammosphères sont traitées après 2 et 4 jours d’ensemencement avec 3 ou 6 μM d’EP13, elles 

se dissocient et forment des sphères moins compactes et moins organisées par comparaison aux 

témoins (Figure 63A et B). EP13 semble donc altérer les mammosphères déjà formées lorsqu’il 

est utilisé après 2 ou 4 jours d’ensemencement à son IC50 et à une concentration deux fois plus 

faible. 

Nous avons également étudié l’impact de la metformine sur les mammosphères déjà formées. 

Pour cela les cellules MCF-7 sont ensemencées en conditions 3D puis traitées après 2 ou 4 jours 

d’ensemencement avec 20 mM de metformine (n=2). Après 7 jours de culture, les 

mammosphères traitées avec la metformine se colorent au MTT contrairement à celles traitées 

avec EP13. Le nombre de mammosphères formées paraît diminuer lorsqu’elles sont traitées 

après 2 jours (Figure 64A) et 4 jours (Figure 64D) d’ensemencement. Elles semblent donc 

présenter un pourcentage d’efficacité de formation de mammosphères plus faible (Figure 64B 

et E). En revanche, le diamètre des mammosphères formées ne semble pas être modifié par la 

metformine (Figure 64C et F).  

3. Conclusion 

EP13 semble affecter non seulement la formation des mammosphères à partir des cellules 

MDA-MB-231, mais aussi l’organisation des mammosphères déjà formées à partir des cellules 

MDA-MB-231 et MCF-7 malgré la difficulté de quantification. D’après les photographies, les 

cellules formant les mammosphères à partir de la lignée MCF-7 et MDA-MB-231 semblent se 

dissocier suite à un traitement par EP13. Afin de quantifier l’effet d’EP13 sur les 
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Figure 64 : La metformine semble affecter les mammosphères déjà formées à
partir de la lignée MCF-7 (Protocole 2). Les cellules MCF-7 ont été ensemencées en
condition de culture 3D puis traitées avec 20 mM de metformine après 2 jours (A,B et
C) ou 4 jours (D,E, F) d’ensemencement puis cultivées durant 7 jours. Après coloration
au MTT, les mammosphères formées ont été analysées grâce à un compteur de colonies
(Gelcount™). Le nombre (A et D), le pourcentage d’efficacité de formation (B et E) et
le diamètre (C et F) des mammosphères formées à partir de la lignée MCF-7 ont été
déterminés. Les données représentent les moyennes ± l’écart standard à la moyenne de
deux expériences indépendantes et réalisées en duplicat.

0

50

100

150

200

250

300

Con
trô

le

Metf
orm

ine

N
om

br
e 

de
 m

am
m

os
ph

èr
es

0

50

100

150

200

Con
trô

le

Metf
orm

ine

D
ia

m
èt

re
 (μ

m
)

0

0,5

1

1,5

Con
trô

le

Metf
orm

ine

M
FE

 (%
)

0
50

100
150
200
250
300
350
400

Con
trô

le

Metf
orm

ine

N
om

br
e 

de
 m

am
m

os
ph

èr
es

0

50

100

150

200

Con
trô

le

Metf
orm

ine

D
ia

m
èt

re
 (μ

m
)

0

0,5

1

1,5

2

Con
trô

le

Metf
orm

ine

M
FE

 (%
)

Efficacité de formation 
des mammosphères

E

Nombre de 
mammosphères

Diamètre des 
mammosphères

CA



110 
 

mammosphères déjà formées, il est nécessaire d’améliorer la réalisation du protocole 2. Il reste 

à finaliser les effets de la metformine sur les mammosphères selon les deux protocoles utilisés 

afin de pouvoir les comparer avec ceux obtenus avec EP13. De plus, il est intéressant 

d’approfondir les expériences de combinaison d’EP13 avec les agents de chimiothérapie dans 

le but de cibler les deux populations de cellules cancéreuses au sein des tumeurs et les comparer 

avec une combinaison metformine + agents de chimiothérapie. 

Enfin, il reste à évaluer l’enrichissement de CSC dans les mammosphères formées à partir des 

lignées MDA-MB-231 et MCF-7 en analysant le pourcentage de cellules CD44+/CD24-/ESA+ 

par cytométrie en flux. Ensuite, il serait intéressant de déterminer si EP13 est capable d’affecter 

cette population de CSC au sein des mammosphères. 
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I. INTERET POTENTIEL DES DERIVES DESOUFRES DE LA TGZ 

Dans le cadre d’une étude de relation structure-activité, en collaboration avec une équipe de 

chimistes de l’Université de Lorraine (Laboratoire L2CM, UMR 7053), plusieurs modifications 

de la TGZ ont été réalisées dans le but de développer des composés plus efficaces et moins 

hépatotoxiques. L’ajout d’une double liaison adjacente au cycle TZD (∆2-TGZ) ainsi que 

l’élimination de l’oxygène en position 6 du groupement chromane et l’ajout à cette position 

d’une chaîne alkyle hydrophobe (AB186) a permis d’augmenter l’efficacité anticancéreuse de 

la TGZ (Salamone et al., 2012, Bordessa et al., 2014). La dernière modification apportée, la 

suppression du soufre au niveau du cycle TZD, a permis de générer des dérivés désoufrés de la 

TGZ, qui de ce fait ne sont plus des TZD mais des pyrrolidinediones. Nous avons montré que 

ces composés possèdent tous une activité anticancéreuse puisqu’ils entraînent une diminution 

du nombre de cellules dans les quatre lignées cancéreuses mammaires utilisées appartenant à 

des sous-types de cancer du sein différents. Leur activité anticancéreuse est donc indépendante 

du sous-type de tumeur mammaire. Ces données corroborent les résultats obtenus par Saha et 

son équipe montrant que les formes désoufrées de la TGZ, de la PGZ et de la RGZ présentent 

toujours une activité anticancéreuse dans la lignée cancéreuse hépatique Huh-7 (Saha et al., 

2012). 

La forme désoufrée de la TGZ, DD216, a une activité anticancéreuse plus élevée que la TGZ 

dans les différentes lignées cancéreuses mammaires, à l’exception de la lignée MDA-MB-231. 

En ce qui concerne la ∆2-TGZ qui possède une double liaison adjacente au cycle TZD, son 

dérivé désoufré OP136 présente aussi une activité accrue. Enfin, pour le dérivé AB186 qui 

comporte, en plus de la double liaison, le remplacement de l’oxygène en position 6 du 

groupement chromane par une chaîne alkyle hydrophobe, son dérivé désoufré EP13 est celui 

qui présente l’activité anticancéreuse la plus forte (1,4 et 1,6 fois plus actif que AB186 dans les 

cellules MCF-7 et MDA-MB-231 respectivement). Chacune de ces modifications améliore 

l’efficacité anticancéreuse des TZD et leur association (insaturation, retrait de l’oxygène, chaîne 

alkyle, retrait du soufre) présente des effets synergiques (Bordessa et al., 2014; Dupommier et 

al., 2019 soumis).  

L’absence de soufre au niveau du cycle TZD permet d’améliorer nettement l’activité 

anticancéreuse des composés dans les quatre lignées cancéreuses mammaires. Nos résultats 

sont partiellement en accord avec ceux obtenus par Saha et al. En effet, ces auteurs rapportent 

que le composé TSN correspondant à une forme désoufrée de la TGZ conserve une action 

anticancéreuse mais celle-ci n’est pas plus élevée que celle de la TGZ. En revanche, ces auteurs 
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rapportent que le dérivé désoufré de la RGZ présente une meilleure activité anticancéreuse que 

son composé parent dans la lignée cancéreuse hépatique Huh-7 (Saha et al., 2012). De plus, des 

TZD analogues, dont la structure chimique ne diffère que par un atome (soufre ou oxygène), 

présentent des effets différents sur des cellules cancéreuses hépatiques Huh7 : l’analogue 

possédant l’atome de soufre présente une forte activité anticancéreuse alors que les cellules 

Huh7 ne sont pas sensibles à l’analogue possédant l’atome d’oxygène (Ozen et al., 2017). 

Dans la perspective d’une utilisation clinique, il sera primordial de déterminer la toxicité 

d’EP13, notamment son hépatotoxicité. Les modifications apportées à la TGZ ont permis 

jusqu’à présent de diminuer la toxicité hépatique. En effet, sur des hépatocytes humains en 

culture primaire, à une concentration identique de 100µM, la TGZ affecte davantage la viabilité 

cellulaire que la ∆2-TGZ ou AB186 (48%, 37% et 27% respectivement). Cela pourrait 

s’expliquer par l’absence de l’atome d’oxygène en position 6 du groupement chromane 

empêchant la formation de dérivés toxiques de type quinone (Bordessa et al., 2014). Saha et al. 

ont montré que les dérivés désoufrés TSN, PSN et RSN présentaient une toxicité hépatique 

moindre que leur composé parents TGZ, PGZ et RGZ respectivement (Saha et al., 2010b, 

2012). Une étude plus récente montre également que des composés ayant un cycle 

pyrrolidinedione n’affectent que très légèrement la viabilité des cellules HepG2 par rapport à 

la TGZ (Keil et al., 2015). Ainsi, comme l’a suggéré l’équipe de Saha, l’atome de soufre du 

cycle TZD est impliqué dans la toxicité hépatique (Saha et al., 2010b). Au vu de ces résultats, 

EP13, devrait avoir une toxicité hépatique plus faible qu’AB186 ou que le composé TSN. Les 

causes de la toxicité hépatique des TZD restent cependant difficiles à expliciter. En effet, la 

PGZ et la RGZ ne semblent pas être hépatotoxiques malgré la présence de l’atome de soufre 

dans le cycle TZD (Rachek et al., 2009; Liao et al., 2010). 

La TGZ induit un blocage du cycle cellulaire en phase G0/G1, comme cela a été démontré au 

laboratoire avec la ∆2-TGZ (Berthe et al., 2016). En revanche, EP13 provoque l’apoptose des 

cellules MDA-MB-231. L’équipe de Saha a également observé une induction d’apoptose (par 

augmentation de l’activité de la caspase 3) par la TSN (Saha et al., 2012). Nous avons donc 

émis l’hypothèse que l’induction de l’apoptose est due à l’absence de soufre au niveau du cycle 

TZD. Toutefois, contrairement à EP13, les dérivés désoufrés DD216 et OP136 n’induisent pas 

l’apoptose des cellules cancéreuses mammaires MDA-MB-231 (données non montrées). La 

suppression de l’atome de soufre au niveau du cycle TZD n’est donc pas une modification 

suffisante pour aboutir à ce changement d’activité qui résulterait plutôt de l’ensemble des 

modifications chimiques apportées pour obtenir le composé EP13. Les métabolites d’EP13 
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pourraient différer de ceux de la TGZ. Cela pourrait être à l’origine d’effets anticancéreux 

différents. 

II. EP13 PERTURBE LE METABOLISME ENERGETIQUE DES CELLULES 
CANCEREUSES MAMMAIRES 

Au cours de ce travail de thèse, nous avons montré que la TGZ, la ∆2-TGZ et leurs dérivés 

désoufrés, altèrent la respiration mitochondriale des cellules cancéreuses mammaires. Cette 

atteinte de la respiration mitochondriale correspond donc à un mécanisme d’action commun à 

la TGZ et ses dérivés. Cependant, ces différents composés présentent une action anticancéreuse 

d’intensité variable. Il ne semble pas y avoir de corrélation entre le niveau d’inhibition de la 

respiration mitochondriale et l’efficacité anti-cancéreuse. Toutefois, EP13 qui présente la plus 

forte activité anti-proliférative est également le composé qui affecte le plus fortement la 

respiration mitochondriale.   

1. Quel est le mécanisme d’action d’EP13 ? 

Nous avons montré qu’EP13 impacte la respiration mitochondriale dans les 3 lignées 

cancéreuses mammaires étudiées. Cela est associé à une augmentation de la production d’ERO 

dans les cellules MDA-MB-231. L’altération de la respiration mitochondriale est accompagnée 

secondairement d’une stimulation de l’activité glycolytique en vue de maintenir la synthèse 

d’ATP. 

Ces résultats sont cohérents avec de précédentes données obtenues pour d’autres TZD. En effet, 

Gottfried et al. ont montré que la PGZ diminue la consommation d’oxygène des cellules 

cancéreuses de la prostate LNCaP et PC3 et stimule la production de lactate (Gottfried et al., 

2011). De même, la TZG inhibe la respiration mitochondriale, induit une augmentation de la 

production d’ERO et stimule la glycolyse dans les cellules cancéreuses coliques HCT116 et les 

cellules cancéreuses mammaires T47D (Moon et al., 2016). L’ensemble de ces données sous-

entendent que malgré les différentes modifications apportées à EP13, celui-ci garde les mêmes 

effets que la TGZ et d’autres TZD suggérant un mécanisme commun. Celui-ci pourrait résulter 

de l’atteinte d’une cible identique au sein de la mitochondrie. 

En réponse à EP13 une baisse de la respiration mitochondriale basale et maximale est observée. 

Par conséquent la capacité de réserve est moins importante, ne permettant pas à la chaîne 

respiratoire de répondre à la forte demande induite par l’ajout de l’agent découplant FCCP. De 

surcroît, EP13 induit une diminution de l’efficacité de couplage se traduisant par un découplage 

de la phosphorylation oxydative et de la production d’ATP dans les cellules MDA-MB-231 et 
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Hs578T. Ce découplage induirait une augmentation de la perméabilité de la membrane interne 

aux protons, à l’origine d’une fuite de protons, et serait associé une diminution du potentiel de 

membrane mitochondrial, ∆Ψm (Kadenbach, 2003). Ainsi, nous pourrions potentiellement 

observer une diminution du ∆Ψm en réponse à EP13. Dans une expérience préliminaire, nous 

avons évalué le potentiel de membrane mitochondrial des cellules MDA-MB-231 par 

cytométrie en flux en utilisant la sonde JC-1. Les premiers résultats montrent qu’après 6 heures 

de traitement, EP13 diminue le pourcentage de cellules qui présentent un fort ∆Ψm. Ces 

résultats, qui doivent être validés avec des expériences complémentaires, seraient en accord 

avec le découplage mitochondrial induit par EP13, mais également avec les données de la 

littérature concernant la TGZ. En effet, Friday et al. ont observé une rapide chute du ∆Ψm dans 

les cellules MDA-MB-231 et MCF-7 traitées avec la TGZ (Friday et al., 2011). Ce composé 

induit également une diminution du ∆Ψm dans les cellules T47D et HCT116 (Moon et al., 

2016).  

Par ailleurs, la TGZ induit une augmentation de la transcription du gène codant PGC1-α, co-

activateur transcriptionnel impliqué dans la biogenèse mitochondriale, dans les cellules 

cancéreuses mammaires MDA-MB-231 et LCC9 (Skildum et al., 2011) . De plus, la PGZ 

permet d’augmenter le contenu en ADN mitochondrial et l’expression de sous-unités protéiques 

appartenant aux complexes de la chaîne respiratoire (Ghosh et al., 2007). L’altération 

mitochondriale induite par EP13 pourrait être liée à une stimulation de la biogenèse 

mitochondriale. En effet, la biogenèse mitochondriale est stimulée en réponse à un stress 

environnemental comme une demande énergétique afin de permettre à la cellule de répondre 

aux besoins énergétiques (Lin et al., 2005; Scarpulla, 2011). Ce processus est principalement 

régulé par PGC1-α. Ce dernier active des facteurs de transcription régulant la biogenèse 

mitochondriale comme NRF1, contrôlant l’expression de gènes codant les complexes de la 

chaine respiratoire, puis TFAM (Scarpulla, 2002, 2011). Une étude récente a montré que la 

metformine stimule la biogenèse mitochondriale dans les cellules cancéreuses prostatiques 

LNCaP via l’augmentation de l’expression de NRF1, TFAM et d’une protéine appartenant au 

complexe I de la chaîne respiratoire. Une augmentation du contenu en ADNmt et de la masse 

mitochondriale est également observée en réponse à la metformine. Ce processus pourrait 

permettre de préserver la capacité mitochondriale (Loubiere et al., 2017). Il serait donc 

intéressant d’étudier, en réponse à EP13, l’expression protéique de ces différents acteurs de la 

biogenèse mitochondriale ainsi que la masse mitochondriale par cytométrie en flux en utilisant 

la sonde mitotracker green. Des expériences préliminaires semblent montrer une augmentation 
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d’expression de TFAM et du contenu en ADNmt suite à un traitement avec EP13. Cependant, 

il ne semble pas induire de variation d’expression des protéines des différents complexes de la 

chaîne respiratoire. Des expériences supplémentaires sont nécessaires. Une autre hypothèse 

serait que la diminution du taux de consommation d’oxygène des cellules cancéreuses 

mammaires exposées à EP13 soit la conséquence d’une diminution du nombre de 

mitochondries. 

Par ailleurs, la capacité des mitochondries à moduler leur morphologie en fonction des besoins 

énergétiques est un autre mécanisme de régulation permettant aux cellules de s’adapter à un 

stress énergétique. Nous pourrions aussi étudier le réseau mitochondrial des cellules 

cancéreuses mammaires traitées avec EP13.  

2. Quelles sont les cibles mitochondriales d’EP13 ? 

Nos résultats indiquent qu’EP13 impacte le fonctionnement mitochondrial. Nous pouvons donc 

suggérer que ce composé possède une ou des cibles au sein de la mitochondrie. D’autant plus 

que plusieurs cibles mitochondriales des TZD ont déjà été décrites. 

L’altération de la respiration mitochondriale est observée dès 4 heures de traitement. EP13 a 

donc un effet rapide, ce qui pourrait suggérer que la chaîne respiratoire en est une cible directe. 

De plus, EP13 induit une augmentation de la production d’ERO dans les cellules MDA-MB-

231 après 4 heures de traitement également. La production d’ERO au sein de la mitochondrie 

provient généralement de la phosphorylation oxydative au cours de laquelle des électrons 

peuvent fuiter du complexe I majoritairement et réagir avec une molécule d’oxygène (Adam-

Vizi and Chinopoulos, 2006). L’augmentation de la production d’ERO peut résulter d’un défaut 

d’assemblage ou d’activité du complexe I (Papa et al., 2012). Ainsi une inhibition du complexe 

I de la chaîne respiratoire par EP13 pourrait être à l’origine de la perturbation de la respiration 

mitochondriale et de la génération d’ERO.  

Il a été montré que les TZD telles que la TGZ, la PGZ et la RGZ inhibent l’activité du complexe 

I dans les tissus sains (hépatiques et musculaires) de souris (Brunmair et al., 2004). Dans les 

cellules de gliomes de rat, les TZD (RGZ, PGZ et CGZ) sont également à l’origine d’une 

inhibition du complexe I associée à une production d’ERO et une dépolarisation mitochondriale 

(Pérez-Ortiz et al., 2004, 2007). Nos expériences préliminaires de mesure de la consommation 

d’oxygène réalisées sur des mitochondries isolées de foies de souris mises en contact avec EP13 

semblent conforter l’hypothèse selon laquelle EP13 pourrait également inhiber le complexe I 

de la chaîne respiratoire. Celle-ci est renforcée par des données sur la metformine, dont le 
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mécanisme d’action repose aussi sur l’inhibition du complexe I, qui induit les mêmes effets 

qu’EP13. Dans les cellules cancéreuses mammaires MCF-7, elle induit une diminution de la 

respiration basale, un découplage mitochondrial ainsi qu’une stimulation de l’activité 

glycolytique (Andrzejewski et al., 2014). 

De surcroît, Garcia-Ruiz et al. ont observé qu’ in vitro et in vivo, la PGZ est capable de se fixer 

sur des sous-unités du complexe I et d’induire son désassemblage conduisant à une baisse de 

son activité (García-Ruiz et al., 2013). EP13 pourrait donc altérer la respiration mitochondriale 

en se fixant directement au complexe I de la chaîne respiratoire. Par ailleurs, les TZD affectent 

également l’activité des autres complexes de la chaine respiratoire (Nadanaciva et al., 2007; 

Sanz et al., 2011; García-Ruiz et al., 2013). Ces cibles ne sont donc pas à exclure pour EP13.  

Une autre cible mitochondriale des TZD a été mise en avant, le transporteur de pyruvate MPC 

(Colca et al., 2013a). Divakaruni et al. ont montré que les TZD, en inhibant MPC dans des 

cellules musculaires, induisent une diminution de la respiration mitochondriale et une 

augmentation de l’entrée de glucose dans ces cellules (Divakaruni et al., 2013). Ce phénomène 

peut provenir d’une diminution des substrats nécessaires au fonctionnement de la chaîne 

respiratoire, le NADH (complexe I) et le FADH2 (complexe II), due à l’absence d’apport de 

pyruvate dans la mitochondrie. Une inhibition de MPC par EP13, empêcherait l’entrée de 

pyruvate dans la mitochondrie ainsi que la génération des cofacteurs NADH et FADH2 

entrainant la baisse du fonctionnement de la chaîne respiratoire. Toutefois, dans nos expériences 

préliminaires, malgré la présence de substrats nécessaires au fonctionnement du complexe I, 

EP13 empêche toujours la consommation d’oxygène de mitochondries isolées.  

Par ailleurs, Divakaruni et al. ont également observé que les effets des TZD sur l’activité 

mitochondriale sont inhibés suite à l’ajout d’un dérivé du pyruvate, le méthyl pyruvate, qui 

traverse librement la membrane interne mitochondriale sans utiliser le transporteur MPC 

(Divakaruni et al., 2013). Nous avons montré que le méthyl pyruvate ne permettait pas de 

contrecarrer l’effet d’EP13 sur la diminution du nombre de cellules, suggérant que son effet 

antiprolifératif ne dépend pas d’une inhibition de MPC. Cependant, même s’il n’intervient pas 

dans l’effet d’EP13, ces résultats ne nous permettent pas d’affirmer que ce transporteur n’est 

pas une cible d’EP13. Pour cela il serait nécessaire d’étudier la consommation d’oxygène des 

cellules traitées avec EP13 en présence de méthyl pyruvate. 





118 
 

3. Existe-t-il un lien entre l’altération du métabolisme énergétique et l’induction 
d’apoptose par EP13 ? 

Il reste à déterminer s’il existe une corrélation entre l’altération du fonctionnement 

mitochondrial et la modification du métabolisme énergétique de manière globale et l’induction 

de l’apoptose par EP13. 

Une stratégie serait d’inhiber la traduction protéique mitochondriale avec la tigécycline 

conduisant à un dysfonctionnement de la phosphorylation oxydative et d’évaluer l’activité pro-

apoptotique d’EP13. Nos expériences préliminaires ne nous ont pas permis de conclure car nous 

n’avons pas pu confirmer que la tigécycline était fonctionnelle dans les cellules MDA-MB-231.    

La production d’ERO pourrait contribuer à l’effet pro-apoptotique d’EP13. Nous avons observé 

une augmentation de la production d’ERO dans les cellules MDA-MB-231 après 4 heures de 

traitement avec EP13 et l’induction d’apoptose à 48 et 72 heures. Une production élevée et 

maintenue d’ERO provoque un stress oxydant pouvant aboutir à la mort cellulaire par apoptose 

(Dröge, 2002). Ainsi, pour déterminer si la production d’ERO se prolonge dans le temps, nous 

pourrions envisager de mesurer la production d’ERO à des temps plus tardifs à 48 ou 72 heures 

(temps auxquels est détecté le déclenchement de l’apoptose). Toutefois, afin de définir 

l’importance des ERO dans la mort cellulaire par apoptose induite par EP13 dans les cellules 

MDA-MB-231, nous avons étudié la diminution du nombre de cellules MDA-MB-231 ainsi 

que leur répartition dans le cycle cellulaire suite à un traitement avec EP13 et en présence de 

l’antioxydant N-acétyl-cystéine (NAC). Nos résultats montrent que l’ajout d’antioxydant ne 

modifie pas l’effet d’EP13 sur les cellules MDA-MB-231. Ainsi l’augmentation de la 

production d’ERO par EP13 ne semble pas être impliquée dans son action pro-apoptotique. 

Comme la TGZ, EP13 pourrait induire une variation du ∆Ψm (Friday et al., 2011; Moon et al., 

2016). La perte du ∆Ψm pourrait constituer une étape précoce de l’induction d’apoptose. Il peut 

conduire à la déstabilisation de la membrane mitochondriale interne, permettant la libération de 

facteurs pro-apoptotiques de la matrice mitochondriale vers le cytoplasme comme le 

cytochrome c (Zamzami et al., 1995). Toutefois ces données sont contestées et la chute du ∆Ψm 

pourrait ne pas constituer un évènement précoce du processus d’apoptose (Ly et al., 2003). 

Nous pourrions cependant évaluer le relargage de cytochrome c en analysant par western blot 

l’expression de ce facteur dans la fraction mitochondriale et la fraction cytoplasmique de 

cellules cancéreuses mammaires traitées avec EP13. 
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Nos travaux ont porté sur l’action d’EP13 sur le métabolisme énergétique des cellules 

cancéreuses mammaires mais nous ne pouvons pas exclure qu’EP13 impacte d’autre processus 

cellulaires ou active d’autres voies intracellulaires pouvant être associés à l’induction 

d’apoptose. 

Précédemment au laboratoire, il a été montré que la TGZ et la ∆2-TGZ induisent une 

augmentation très précoce du calcium intracellulaire, à l’origine de la phosphorylation de ERK 

1/2 qui conduit à l’expression d’EGR1 (Chbicheb et al., 2011). Or une augmentation de calcium 

cytosolique peut être suivie d’une augmentation de calcium au sein de la matrice 

mitochondriale. Ce phénomène est capable d’affecter le fonctionnement de la mitochondrie à 

divers niveaux (Pinton et al., 2008; Osellame et al., 2012; Bhosale et al., 2015). Par exemple, 

cela peut induire l’ouverture du pore de transition de perméabilité mitochondriale (mPTP) qui 

pourrait expliquer la chute du potentiel mitochondrial (Hurst et al., 2017). L’augmentation de 

calcium dans la matrice mitochondriale régule également la mort celulaire par apoptose (Pinton 

et al., 2008). Il serait donc intéressant de déterminer si EP13 peut également être à l’origine 

d’une augmentationde calcium intracellulaire. Une étude cinétique permettrait de savoir si 

l’amplitude de cette augmentation et son maintien dans le temps sont différentes de celles de la 

TGZ et de la ∆2-TGZ. Afin de savoir s’il existe un lien entre l’augmentation de calcium 

cytosolique et l’atteinte mitochondriale, nous pourrions mesurer la consommation en oxygène 

dans des cellules cancéreuses mammaires où les effets de l’augmentation de calcium seraient 

anhihilés par un chélateur comme le BAPTA. Plus largement, il serait intéressant de déterminer 

si le ciblage calcique (canaux, pompes calciques) interfère avec la réponse apoptotique des 

cellules à EP13.  

III. UNE POTENTIELLE UTILISATION THERAPEUTIQUE D’EP13 ? 

Malgré les modifications structurales apportées au composé EP13, on ne peut pas exclure que 

son action mitochondriale puisse être associée à une toxicité envers les cellules saines 

notamment une hépatotoxicité puisque le foie est un organe riche en mitochondries. Néanmoins, 

la metformine est utilisée pour le traitement du diabète de type II, ce qui pourrait justifier le fait 

de cibler la phosphorylation oxydative ou la mitochondrie à des fins cliniques avec des effets 

secondaires acceptables. Pourtant, comme décrit dans le paragraphe II.2.6 de l’introduction, 

beaucoup de composés ciblant la mitochondrie (mitocans) ont été testés pour leur activité 

anticancéreuse en conditions in vitro et in vivo et ont montré des résultats encourageants mais 

très peu ont fait l’objet d’études cliniques (Ralph et al., 2006; Neuzil et al., 2013). La 
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metformine et IAC-010759, deux inhibiteurs du complexe I de la chaîne respiratoire ainsi que 

le trioxyde d’arsenic, inhibiteur du complexe III, font partie de cette famille de composés 

évalués en essais cliniques ou utilisés actuellement chez les patients comme agents anti-

cancéreux (Martinez-Outschoorn et al., 2017; Molina et al., 2018). Cependant la plupart de ces 

composés dont le mode d’action repose sur le ciblage mitochondrial présentent des limitations 

pharmacologiques (toxicité et manque d’efficacité) peu favorables à leur utilisation en thérapie 

anticancéreuse (Molina et al., 2018). Néanmoins, le composé CPI-613® ciblant la PDH et l’α-

cétoglutarate déshydrogénase, deux enzymes appartenant au cycle de Krebs, est actuellement 

testé en essais cliniques de phase III chez des patients atteints de leucémie myéloïde aigue 

récidivant et réfractaire (essais cliniques NCT03504410, 2018-001588-22). La FDA et l’agence 

européenne des médicaments ont octroyé à ce composé la désignation de médicament orphelin 

pour la leucémie myéloïde aigüe et le cancer du pancréas (Rafaelpharma). Nous ne pouvons 

donc pas exclure un intérêt pour EP13. 

 

Une stratégie thérapeutique envisageable serait d’utiliser EP13 en thérapie combinatoire ou 

adjuvante avec des agents anticancéreux conventionnels. Tout d’abord, cette stratégie 

permettrait de diminuer les concentrations d’EP13, dans le but de réduire le seuil de toxicité 

pour les cellules saines. D’autre part, les modifications du métabolisme énergétique des cellules 

cancéreuses peuvent être associées à une sensibilisation aux traitements anticancéreux (Zhao et 

al., 2013; Marchetti et al., 2015). Des études ont démontré que des agents ciblant le 

métabolisme énergétique tels que le 2-DG et la metformine sont capables de potentialiser 

l’action d’agents de chimiothérapie (Aft and Zhang, 2009; Iliopoulos et al., 2011; Rocha et al., 

2011). De surcroît, de nombreux travaux ont montré que l’utilisation des TZD en thérapie 

combinatoire améliore l’efficacité des agents anticancéreux dans des modèles in vitro et in vivo 

(Fröhlich and Wahl, 2015). Précédemment au laboratoire, il a été démontré que la ∆2-TGZ 

améliore l’effet de la doxorubicine sur les cellules MDA-MB-231 (Thèse d’Audrey Berthe, 

2017). Nous avons donc émis l’hypothèse qu’EP13 pouvait être un candidat potentiel pour 

potentialiser l’action d’agents de chimiothérapie. Nous avons donc utilisé EP13 en combinaison 

avec la doxorubicine et le 5-FU selon différents protocoles de traitement. Cependant ces 

expériences de cotraitement avec la chimiothérapie donnent des résultats peu encourageants. 

Seule l’association d’EP13 à faible concentration avec les agents de chimiothérapie suivant le 

protocole B (prétraitement EP13 24 h puis co-traitement 48h) et le protocole A (co-traitement 

72 h) pour le 5-FU montre des effets additifs voire synergiques. Autrement, des effets 
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antagonistes sont observés. Ces résultats restent préliminaires, il faudrait caractériser de 

manière plus approfondie l’effet de ces combinaisons pour comprendre les différences de 

réponse observées en fonction du protocole utilisé. 

La séquence d’administration des composés semble moduler la réponse cellulaire aux thérapies 

combinatoires. Reddy et son équipe ont montré que la TGZ potentialise l’effet du cisplatine et 

du paclitaxel dans les cellules cancéreuses pulmonaires A549 et H522, lorsque ces deux agents 

de chimiothérapie sont administrés avant la TGZ. Inversement, un effet antagoniste est observé 

lorsque la TGZ précède l’administration des agents de chimiothérapie (Reddy et al., 2008). Il 

pourrait donc être intéressant de modifier la séquence de traitement et déterminer si une autre 

séquence offrirait des effets synergiques. 

La doxorubicine est un agent qui s’intercale dans l’ADN bloquant ainsi sa réplication et inhibe 

la topoisomérase II. Le 5-FU est un anti-métabolite altérant la synthèse d’ADN et d’ARN 

(Minotti et al., 2004; Lansiaux, 2011). Ces deux agents de chimiothérapie ciblent les cellules 

en prolifération. Nos résultats indiquent qu’à 6 µM, EP13 induit une augmentation du 

pourcentage de cellules MDA-MB-231 dans le compartiment sub-G1 accompagnée d’une 

diminution du pourcentage de cellules dans les autres phases du cycle cellulaire. Bien qu’en 

combinaison EP13 soit utilisé à 1 et 3 µM, il pourrait également diminuer le pourcentage de 

cellules dans les différentes phases du cycle cellulaire, y compris les cellules en cours de 

synthèse d’ADN, limitant ainsi l’effet de la doxorubicine et du 5-FU. 

Par ailleurs, nous pourrions également envisager l’hypothèse selon laquelle les effets additifs 

et antagonistes observés pourraient être dus à un mécanisme d’action commun ou une cible 

commune des deux composés. La doxorubicine conduit également à un dysfonctionnement de 

la chaîne respiratoire mitochondriale et semble affecter l’activité du complexe I dans les cellules 

MCF-7 (Kuznetsov et al., 2011; Meredith and Dass, 2016). Nos résultats démontrent qu’EP13 

altère le fonctionnement mitochondrial, potentiellement par une inhibition du complexe I. Ces 

deux composés pourraient entrer en compétition pour cette action mitochondriale menant ainsi 

à des effets additifs ou antagonistes. En accord avec cette hypothèse, la metformine qui est un 

agent ciblant la respiration mitochondriale par son inhibition du complexe I n’augmente pas la 

sensibilité des cellules cancéreuses mammaires MDA-MB-468 à la doxorubicine et cette 

combinaison présente même un effet antagoniste (Soo et al., 2015). Cependant un traitement 

combinatoire alliant la RGZ ou la CGZ, inhibant également le complexe I de la chaîne 

respiratoire, et la doxorubicine, présente un effet synergique sur la baisse de viabilité des 

cellules cancéreuses mammaires (Arif et al., 2013). De plus, Zhao et al., ont montré que le 5-
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FU induit une hausse de l’activité glycolytique des cellules cancéreuses pulmonaires A549, 

avec une augmentation de la consommation de glucose et de la production de lactate (Zhao et 

al., 2014). L’altération de la respiration mitochondriale induite par EP13 est compensée par une 

stimulation de l’activité glycolytique. Ces composés stimulent tous les deux la glycolyse, ce 

qui peut limiter leur action anticancéreuse aboutissant à un effet additif voire antagoniste. 

En revanche, le cisplatine réduit l’activité glycolytique et sa combinaison avec le 5-FU a des 

effets synergiques sur la diminution de la viabilité des cellules A549 (Zhao et al., 2014). Le 

trastuzumab inhibe également l’activité glycolytique des cellules cancéreuses mammaires 

HER2 positives et offre des effets synergiques sur la croissance de cellules cancéreuses 

mammaires lorsqu’il est combiné à la TGZ (Yang et al., 2003; Zhao et al., 2011). EP13 pourrait 

potentiellement augmenter l’action d’autres agents anticancéreux ciblant la glycolyse comme 

le cisplatine ou le trastuzumab.  

En accord avec cette dernière hypothèse, nos résultats de combinaison les plus intéressants 

résultent de l’association d’EP13 avec l’inhibiteur de la glycolyse, 2-DG. Ce double blocage 

métabolique entraîne un effet synergique sur la diminution du nombre de cellules. Ces résultats 

sont en accord avec des données de la littérature montrant que l’association du 2-DG et de la 

metformine affiche des effets synergiques dans les tumeurs mammaires en conditions in vitro 

et in vivo (Cheong et al., 2011; Wokoun et al., 2017). L’utilisation du DCA associé à la 

metformine induit de façon synergique l’apoptose des cellules cancéreuses ovariennes et une 

diminution de la croissance de tumeurs xénogreffées (Li and Shao, 2016). Toutefois, le 2-DG 

est un composé présentant des effets secondaires (fatigue, maux de tête, hypoglycémie et 

arythmie cardiaque) qui limitent son utilisation clinique (Dwarakanath and Jain, 2009; Raez et 

al., 2013). Le DCA est toujours en évaluation clinique mais il est également à l’origine d’effets 

secondaires chez des patients (nausées, fatigue, vomissements) (Chu et al., 2015). Nous 

pourrions imaginer utiliser EP13 avec d’autres agents ciblant la glycolyse et avec de meilleures 

perspectives pour une utilisation en clinique. Cette approche thérapeutique, appelée létalité 

synthétique, a pour but de cibler deux voies interagissant pour contribuer à un processus 

cellulaire essentiel. Par exemple, induire un double blocage du métabolisme énergétique par la 

combinaison de composés ciblant les deux voies majeures du métabolisme énergétique. 

Cependant cela sous-entend potentiellement bloquer les voies du métabolisme énergétique des 

cellules cancéreuses et des cellules saines, ce qui serait susceptible d’entraîner des effets 

secondaires.  
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IV. EP13 PEUT-IL CIBLER LA POPULATION DE CSC ? 

Une autre interrogation concernant EP13 est de savoir si une population de cellules cancéreuses 

pourrait être plus sensible à son mécanisme d’action de ciblage mitochondrial. Est-il 

envisageable que ce composé affecte la sous-population de CSC qui est persistante et impliquée 

dans le développement de métastases et des récidives (Marjanovic et al., 2013)? En effet, les 

CSC ont un métabolisme énergétique adaptatif mais dépendent fortement de la respiration 

mitochondriale et présentent une activité glycolytique moins forte (Lagadinou et al., 2013; 

Vlashi et al., 2014; De Luca et al., 2015; Lamb et al., 2015). De plus, la fonction mitochondriale 

est importante pour le phénotype de CSC (Sancho et al., 2016). C’est pourquoi à l’heure 

actuelle, une des pistes thérapeutiques pour éliminer cette petite population de CSC est de cibler 

la fonction mitochondriale. Par exemple, la metformine est capable de cibler la population de 

CSC dans différents types de tumeurs comme les tumeurs mammaires, prostatiques, 

pancréatiques ou colorectales (Hirsch et al., 2009; Iliopoulos et al., 2011; Lonardo et al., 2013; 

Sancho et al., 2015; Kim et al., 2018). Un autre composé, l’atovaquone, inhibant le complexe 

III de la chaîne respiratoire de cellules MCF-7 est capable de diminuer la formation de 

mammosphères et d’inhiber la population de CSC CD44+/CD24- dérivant de cette lignée 

(Fiorillo et al., 2016). Lamb et al. ont mis en évidence que des agents antibiotiques de 

différentes classes, inhibant la biogenèse mitochondriale, induisent une diminution du nombre 

de sphères formées à partir de différents types de lignées cancéreuses (Lamb et al., 2015). 

Comme EP13 semble avoir un mécanisme d’action proche de la metformine sur le métabolisme 

énergétique, nous pourrions imaginer qu’EP13 puisse également cibler la population de CSC. 

De surcroît, certaines TZD sont capables de cibler cette population de CSC. Prost et al. ont 

montré que la PGZ est capable de cibler la population de CSC de leucémie myéloïde chronique 

(Prost et al., 2015). La RGZ est également capable de cibler la population de CSC 

d’ostéosarcomes (Basu-Roy et al., 2016). 

Au cours de ce travail de thèse, nous avons mis au point un protocole permettant de former des 

mammosphères à partir de lignées de cellules cancéreuses mammaires. D’après les conditions 

de culture utilisées, cette technique est décrite dans la littérature comme favorisant un 

enrichissement en CSC (Fillmore and Kuperwasser, 2008; Charafe-Jauffret et al., 2009; Shaw 

et al., 2012). Gottfried et al. ont montré que la PGZ qui diminue la consommation d’oxygène 

inhibe la prolifération des cellules cancéreuses de la prostate LNCap et PC3 cultivées sous 

forme de sphéroïdes (Gottfried et al., 2011). En accord avec ces données de la littérature, nous 

avons montré qu’EP13 est capable de réduire le nombre de mammosphères constituées à partir 
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des cellules MDA-MB-231 et MCF-7. La formation des mammosphères à partir des cellules 

MDA-MB-231 traitées avec EP13 (protocole 1) est cependant plus impactée par ce composé. 

Ce résultat pourrait être expliqué par le pourcentage de CSC au sein des lignéescancéreuses 

mammaires, en effet des études ont montré que la lignée MDA-MB-231 contenait davantage 

de CSC que la lignée MCF-7 (Fillmore and Kuperwasser, 2008; Soo et al., 2015). Cependant 

d’après la littérature les cellules MDA-MB-231 sont considérées comme ayant un métabolisme 

« glycolytique » par rapport aux cellules MCF-7 considérées comme étant « mitochondriales » 

(Gatenby and Gillies, 2004; Amaral et al., 2018). Par la suite, il sera nécessaire d’évaluer 

l’enrichissement en CSC dans les mammosphères formées à partir des lignées MDA-MB-231 

et MCF-7 en analysant le pourcentage de cellules CD44+/CD24-/ESA+ par cytométrie en flux 

et l’expression des gènes de pluripotence OCT4, SOX2 et NANOG par q-PCR. 

Les ERO jouent un rôle important dans les fonctions des cellules souches. Au sein des cellules 

souches hématopoïétiques, un faible niveau d’ERO est requis pour activer les voies de 

prolifération. En revanche, un niveau élevé d’ERO altère leur fonction d’autorenouvèlement 

(Schieber and Chandel, 2014). Il a été montré que les ERO induisent une perte de la capacité 

d’autorenouvèlement, une diminution des marqueurs souches et la différenciation de cellules 

souches de gliomes (Sato et al., 2014; Yuan et al., 2015). La production d’ERO, induite par un 

traitement au SVF à 5%, inhibe la formation de neurosphères et ce phénomène est contrecarré 

par la présence de l’antioxydant NAC (Yuan et al., 2015). Nous avons démontré qu’EP13 induit 

une augmentation de la production d’ERO dans les cellules MDA-MB-231 et qu’il diminue 

l’efficacité de formation de mammosphères à partir de ces mêmes cellules. Nous pourrions 

imaginer que via la production d’ERO, EP13 empêche la capacité des cellules à former des 

mammosphères, suite à l’altération des propriétés souches des CSC. Pour vérifier cette 

hypothèse, il faudrait évaluer la capacité de formation de mammosphères des cellules MDA-

MB-231 traitées avec EP13 en présence de NAC. Cependant une des caractéristiques des CSC 

est d’avoir un système antioxydant fortement actif. De plus dans l’étude de Yuan et al., les 

effets observés in vitro ne sont pas retrouvés en conditions in vivo dans lesquelles le traitement 

au SVF 5% promeut la tumorigenèse (Yuan et al., 2015).  

De manière inattendue, nous avons observé une absence de coloration au MTT des 

mammosphères traitées avec EP13, mais pas avec les autres dérivés de TGZ (Protocole 2). Le 

test MTT est une méthode colorimétrique basée sur la capacité de l’enzyme succinate 

déshydrogenase à réduire le MTT soluble en formazan insoluble provoquant une coloration 

violette. Cette enzyme appartient au complexe II de la chaîne respiratoire mitochondriale. 



Figure 65 : Intérêt de la stratégie de ciblage des CSC sur l’efficacité de la thérapie
anticancéreuses. Les thérapies anticancéreuses conventionnelles permettent de réduire
la tumeur de façon transitoire en éliminant les cellules cancéreuses, sans impacter les
CSC. Deux obstacles majeurs limitent le succès de ces thérapies anticancéreuses : la
capacité des CSC à survivre à ces traitements cytotoxiques et leur potentialité à former
des métastases. L’utilisation de composés ciblant spécifiquement les CSC suivie de
thérapies anticancéreuses conventionnelles permettrait de réduire la résistance aux
traitements, la dissémination des cellules à l’origine des métastases et les récidives
(Peiris-Pagès et al., 2016).
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L’absence de coloration des mammosphères traitées avec EP13 pourrait être due à l’inhibition 

de cette enzyme. Toutefois la coloration des mammosphères fonctionne après un traitement des 

cellules cultivées en conditions 2D avec EP13 puis mises en culture pour former les 

mammosphères (Protocole 1). Le test MTT fonctionne également lorsque les cellules 

cancéreuses mammaires sont traitées avec EP13 en conditions classiques de culture 2D 

(données non montrées). 

Suite au traitement réalisé selon le protocole 2, les mammosphères traitées avec EP13 ne se 

colorent pas et présentent une structure moins compacte et désorganisée suggérant qu’EP13 

pourrait déstabiliser les jonctions intercellulaires ou modifier les protéines transmembranaires. 

Cela peut être une future piste à explorer dans la poursuite de ce travail. 

 

Cette stratégie de cibler les CSC est d’autant plus intéressante qu’elle peut s’inscrire dans la 

méthode de combinaison de traitement. Le but étant d’améliorer l’efficacité des thérapies 

anticancéreuses conventionnelles qui présentent un succès thérapeutique limité due à la 

présence de CSC qui sont résistantes à ces traitements et impliquées dans la formation de 

métastases (Figure 65). Les thérapies anticancéreuses conventionnelles ciblent les cellules 

cancéreuses et les agents ciblant le métabolisme mitochondrial pourraient inhiber 

spécifiquement les CSC (Peiris-Pagès et al., 2016). Cette stratégie permettrait d’éliminer la 

population de CSC et de prévenir leur propagation afin de réduire les phénomènes de résistance 

aux traitements et les récidives. Des études ont montré que la metformine, qui cible la 

population de CSC, combinée à des agents de chimiothérapie comme la doxorubicine inhibe la 

croissance tumorale et prolonge la rémission dans des souris xénogreffées (Hirsch et al., 2009; 

Iliopoulos et al., 2011). Comme mentionné précédemment, cette approche permettrait de 

diminuer les concentrations des traitements. Utilisé à 3 μM (IC50/2), EP13 altère la respiration 

mitochondriale des cellules MDA-MB-231 et MCF-7 (données non montrées) et impacte les 

sphères formées à partir de la lignée MDA-MB-231 et MCF-7 (Protocole 2). Nous avons évalué 

l’effet de la combinaison d’EP13 (3 μM) + doxorubicine sur la capacité des cellules MCF-7 à 

former des mammosphères. Nos résultats préliminaires ne montrent pas d’effet synergique. Il 

faudra donc valider ces expériences et les réaliser avec d’autres agents anticancéreux. 
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Longley (Longley et al., 2003) 

Ginestier 2007(Ginestier et al., 2007) 

Van der Blieck(van der Bliek et al., 2013) 

Westermann(Westermann, 2010) 

Mammucari (Mammucari et al., 2018) 

Ichim and Tait (Ichim and Tait, 2016) 

Schöckel (Schöckel et al., 2015) 

Weng (Weng et al., 2006) 
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Abstract
Purpose  Cancer cells often elicit a higher glycolytic rate than normal cells, supporting the development of glycolysis 
inhibitors as therapeutic agents. 2-Deoxyglucose (2-DG) is used in this context due to its ability to compete with glucose. 
However, many studies do not take into account that 2-DG inhibits not only glycolysis but also N-glycosylation. Since there 
are limited publications on 2-DG mechanism of action in breast cancer, we studied its effects in breast cancer cell lines to 
determine the part played by glycolysis inhibition and N-linked glycosylation interference.
Methods and Results  2-Deoxyglucose behaved as an anticancer agent with a similar efficiency on cell number decrease 
between the hormone-dependent MCF-7 and hormone-independent MDA-MB-231 breast cancer cells. It also interfered 
with the N-linked glycosylation process in both cell lines as illustrated by the migration profile of the lysosomal-associated 
membrane protein 2 and calumenin. These results are reinforced by the appearance of an abnormal Man7GlcNAc2 struc-
ture both on lipid-linked oligosaccharides and N-linked glycoproteins of 2-DG incubated MDA-MB-231 cells. Besides, 
2-DG-induced a transient endoplasmic reticulum stress that was more sustained in MDA-MB-231 cells. Both changes were 
abrogated by mannose. 2-DG, even in the presence of mannose, decreased glycolysis in both cell lines. Mannose partially 
reversed the effects of 2-DG on cell numbers with N-linked glycosylation interference accounting for 37 and 47% of 2-DG 
anti-cancerous effects in MDA-MB-231 and MCF-7 cells, respectively.
Conclusion  N-linked glycosylation interference and glycolysis disruption both contribute to the anticancer properties of 
2-DG in breast cancer cells.

Keywords  Breast cancer · 2-Deoxyglucose · Glycolysis · N-Glycosylation · Endoplasmic reticulum stress
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Introduction

Most cancer cells elicit a high rate of glycolysis even under 
normal oxygen concentrations, called the Warburg effect 
[1]. This metabolic property is clinically exploited by 
positron emission tomography imaging with 2-[18F]fluoro-
2-deoxy-d-glucose [2]. This altered metabolism responds 
to requirements of rapid proliferating tumor cells such as 
rapid ATP generation, stimulated biosynthesis of macro-
molecules and maintenance of cellular redox homeostasis 
[3].

Up-regulation of glycolysis was reported to promote 
invasive tumor growth and to contribute to drug resistance 
in cancer therapy [4, 5]. Hence, consequent efforts have 
been initiated to develop anticancer treatments targeting 
tumor glycolysis [6]. Among them, 2-deoxy-d-glucose 
(2-DG) emerged as an interesting candidate. This sugar 
analog displayed anticancer activity in numerous in vitro 
and in vivo studies and improved the chemosensitivity and 
radiosensitivity of cancer cells [7].

2-Deoxyglucose is a glucose analog, in which the 
hydroxyl group at the second carbon atom was substituted 
by hydrogen. Competition with glucose occurs at different 
levels in the glycolytic pathway. 2-DG firstly decreases the 
cellular glucose uptake suggesting a competition between 
both sugars [8]. 2-DG and glucose are then phosphorylated 
by hexokinase, but 2-DG-6-phosphate cannot be further 
metabolized through the glycolysis, resulting in its cellular 
accumulation. As a consequence, phosphoglucoisomerase 
and hexokinase are respectively competitively and non-
competitively inhibited by 2-DG-6-phosphate [9, 10].

Due to the structural similarity of glucose with man-
nose, 2-DG also competes with mannose for the process of 
N-linked glycosylation of proteins in the endoplasmic retic-
ulum (ER). It is converted in the nucleoside-disphosphate 
derivative GDP-2-DG, before being incorporated in lipid-
linked oligosaccharides precursors [11, 12]. The resulting 
intermediates cannot be further extended by the addition of 
mannosyl residues, leading to a disruption of glycosylation 
of proteins [11]. Consequently, misfolded N-glycoproteins 
accumulate in the ER leading to ER stress and the activation 
of the unfolded protein response (UPR) [13]. This interfer-
ence with the N-linked glycosylation process can be reversed 
by addition of exogenous mannose [13].

Despite numerous studies, the relative contribution of 
glycolysis inhibition and N-linked glycosylation interfer-
ence in the anticancer effects of 2-DG has not been sys-
tematically evaluated. Moreover, there are limited pub-
lications on 2-DG mechanism of action in breast cancer 
[7]. Then, we studied its effects in breast cancer cell lines 
to determine the part played by glycolysis inhibition and 
N-linked glycosylation interference.

Materials and methods

Cell culture and treatments

MDA-MB-231 and MCF-7 human breast cancer cell lines 
were obtained from American Type Culture Collection 
(Manassas, VA, USA). They were grown at 37 °C under 
5% CO2 in Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 
medium (Gibco®, Thermo Fisher Scientific, Villebon-sur-
Yvette, France) for MDA-MB-231 and Dulbecco’s Modified 
Eagle Medium (DMEM, Gibco®) for MCF-7, supplemented 
with 2 mM l-glutamine (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fal-
lavier, France) and 10% fetal bovine serum (Sigma-Aldrich). 
24 h after seeding, cells were treated for various times with 
2-DG (Sigma-Aldrich) and/or mannose (Sigma-Aldrich) at 
the indicated concentrations.

Crystal violet staining assay

MDA-MB-231 (2 × 104 cells) and MCF-7 (1.5 × 104 cells) 
cells were seeded in 96-well plates. Cells were fixed and 
stained for 20 min with 0.2% crystal violet (Sigma-Aldrich) 
in 2% ethanol, as previously described [14]. Cell number was 
determined by absorbance at 595 nm with a VICTOR™ X3 
multilabel plate reader (PerkinElmer, Courtaboeuf, France). 
The concentration of 2-DG leading to a decrease of 50% of 
the cell number (IC50) was determined.

Western immunoblotting

MDA-MB-231 (8.0 × 105 cells) and MCF-7 (6.5 × 105 cells) 
cells were seeded in 60 mm-diameter culture dishes. Western 
blot experiments were performed as described previously 
[14]. The rabbit monoclonal antibodies anti-BiP (B1770, 
United States Biological, Euromedex, Souffelweyersheim, 
France) and anti-PERK (clone C33E10, 3192, Cell Signaling 
Technology, Ozyme, Saint-Quentin en Yvelines, France), 
the mouse monoclonal anti-LAMP2 (sc-18822, Santa Cruz 
Biotechology, Heidelberg, Germany), the rabbit polyclonal 
anti-calumenin (HPA006018, Sigma-Aldrich), and the goat 
polyclonal antibody anti-Actin (sc-1615, Santa Cruz Bio-
technology) were diluted at 1:1000. The immunostaining 
was observed with a ChemiDoc™ XRS imaging system 
(Bio-Rad Laboratories). For PERK electrophoretic mobility 
shift detection, blots were developed on X-ray films (Amer-
sham, GE Healthcare Life sciences).

Metabolic labeling

MDA-MB-231 cells treated for 30  h or not with 
2-DG (5  mM) were then metabolically labeled for 
2  h with 150  µCi of (2-3H)mannose. The lipid-linked 



Breast Cancer Research and Treatment	

1 3

oligosaccharides (LLO) and the N-linked glycoproteins 
(N-GP) were extracted and processed as described else-
where [15].

Semi‑quantitative reverse transcription‑polymerase 
chain reaction (RT‑PCR)

MDA-MB-231 (1.8 × 105 cells) and MCF-7 cells (1.6 × 105 
cells) were seeded in 12-well plates. Total RNA was 
extracted using TRIzol® Reagent (Invitrogen, Thermo Fisher 
Scientific) according to the manufacturer’s instructions. 
Total RNA concentration was determined with a spectro-
photometer (NanoDrop 2000c, Thermo Fisher Scientific). 
The cDNAs were synthetized and further amplified by PCR 
as previously described [14]. The primers sequences were : 
XBP-1 (NM_005080) forward 5′-TTA​CGA​GAG​AAA​ACT​
CAT​GGC-3′, reverse 5′-GGG​TCC​AAG​TTG​TCC​AGA​
ATGC-3′, PCR products length 282/256 base pairs (bp); 
RPLP0 (NM_053275; ribosomal protein, large, P0) forward 
5′-ACA​ACC​CAG​CTC​TGG​AGA​AA-3′, reverse 5′-TCG​TTT​
GTA​CCC​GTT​GAT​GA-3′, PCR product length 530 bp. 
25 µL of the PCR product were mixed with loading buffer 
(5 µL) and 15 µL of the mixture were submitted to electro-
phoresis (in a 3% agarose gel in case of XBP-1 analysis and 
a 1% agarose gel for RPLP0) at 100 V. The gel was stained 
with ethidium bromide, viewed and photographed on a UV-
transilluminator (GelDoc 2000, Bio-Rad Laboratories).

Immunocytochemistry

MDA-MB-231 (1.8 × 105) and MCF-7 (1.6 × 105) cells 
were seeded on glass coverslips in 12-well plates. Cells 
were fixed and subjected to protein immunodetection and 
hoechst counterstaining, as previously described [14]. The 
mouse monoclonal antibody anti-CHOP (SC-7351, Santa 
Cruz Biotechnology) was diluted at 1:100. Fluorescence 
labeling was observed under an Eclipse 80i microscope 
(Nikon, Champigny-sur-Marne, France). Images were col-
lected using LuciaG 4.81 software (Nikon).

Measurement of lactate production

Cell culture media were collected for each condition and 
lactate concentration was measured using an YSI 2950 Bio-
chemistry Analyzer (YSI Life Sciences, Yellow Springs, 
OH, USA). Production of lactate was calculated by subtract-
ing the blank value (medium without cultured cells) from 
the lactate concentration measured for each condition. The 
values were normalized to cell number evaluated by crystal 
violet staining assay.

Statistical analysis

The results were depicted as mean ± standard error of the 
mean (s.e.m) of at least three independent experiments. 
Statistical analyses were performed using one-way analysis 
of variance (ANOVA) followed by the Bonferroni post-test 
for multiple comparisons (GraphPad InStat software, San 
Diego, CA, USA). Differences in which P-value was less 
than 0.05 were statistically significant.

Results

2‑DG treatment exhibits anticancer effects 
on MDA‑MB‑231 and MCF‑7 cells

To assess the anti-proliferative properties of 2-DG on breast 
cancer cells, the hormone-independent MDA-MB-231 and 
hormone-dependent MCF-7 breast cancer cell lines were 
treated for 48 h with increasing concentrations of 2-DG. 
Crystal violet staining revealed that 2-DG-induced a signifi-
cant dose-dependent decrease of cell number for both cell 
lines (Fig. 1). The concentration leading to a 50% decrease 
in cell number (IC50) was 4.2 ± 0.5 and 3.1 ± 0.5 mM in 
MDA-MB-231 and MCF-7 cells, respectively. Thus, both 
the hormone-dependent and hormone-independent breast 
cancer cell lines were sensitive to 2-DG.

2‑DG triggers transient ER stress in breast cancer 
cells

To determine whether 2-DG treatment induces ER stress 
in MDA-MB-231 and MCF-7 breast cancer cells, we fol-
lowed several key players of the UPR : (i) the phosphoryla-
tion of the pancreatic endoplasmic reticulum kinase-like 
endoplasmic reticulum kinase (PERK), (ii) the cleavage of 
the inositol requiring enzyme 1 (IRE1)-dependent X-box-
binding protein-1 (XBP-1) mRNA, and (iii) the expression 
of the immunoglobulin heavy chain binding protein (BiP), a 
luminal ER chaperone [16]. We used concentrations above 
the obtained IC50 values of 2-DG, 5 and 4 mM for MDA-
MB-231 and MCF-7 cells, respectively.

In MDA-MB-231 cells, we observed an early and tran-
sient increase of PERK phosphorylation, as demonstrated by 
its transient mobility shift (Fig. 2a). This shift in molecular 
weight was evident after 6 h of treatment with 2-DG and 
then progressively disappeared up to 72 h. RT-PCR analysis 
also revealed a transient cleavage of XBP-1 mRNA in 2-DG-
treated cells (Fig. 2b). Indeed, both spliced and unspliced 
forms of XBP-1 mRNA were only observed after 6 h of 
exposure to 2-DG. The spliced form was not yet detectable 
after 1 h and was no more present after 24 h. Regarding 
the chaperone BiP, its expression increased in response 
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to 2-DG with a maximum of induction after 24 h and was 
maintained up to 72 h (Fig. 2a). In MCF-7 cells, 6 h after 
addition of 2-DG, PERK displayed a high electrophoretic 
shift which then gradually decreased (Fig. 2a). No evident 
splicing of XBP-1 mRNA was detected after exposure to 
2-DG (Fig. 2b). The expression of BiP was enhanced with 
a maximum after 24 h of exposure to 2-DG and decreased 
after 48 h (Fig. 2a). Control untreated cells did not exhibit 
any of these modifications.

We also studied the transcription factor CEBP homologous 
protein (CHOP), a mediator of apoptosis whose expression 
is induced when the UPR is not sufficient to rescue ER func-
tions. MDA-MB-231 and MCF-7 cells were treated for 24 and 
48 h with 2-DG. In MDA-MB-231 cells, immunocytochem-
istry analysis revealed the induction of CHOP after 24 h of 
treatment, with both cytoplasmic and nuclear localizations 

(Fig. 2c). CHOP was still detected after 48 h but the immu-
nostaining intensity was lower. Interestingly, in MCF-7 cells, 
CHOP protein expression was not induced after 2-DG treat-
ment (Fig. 2c).

Altogether these results demonstrate that 2-DG triggers a 
transient ER stress, more pronounced in MDA-MB-231 cells 
than in MCF-7 cells.

2‑DG treatment disrupts the N‑linked glycosylation 
pathway in breast cancer cells

Based on these results, we then further wanted to determine 
whether the induction of ER stress observed in 2-DG-treated 
cells could arise from the disruption of the N-linked protein 
glycosylation process. To tackle this point, the steady-state 
glycosylation status of LAMP2, an extensively N-glycosylated 
lysosomal resident protein, and calumenin, a single N-linked 
glycosylated ER protein, were followed in MCF-7 and MDA-
MB-231 cells exposed to 2-DG treatment for 24 or 48 h. As 
presented on western blots (Fig. 3), while a subtle change in 
the LAMP2 mobility arguing for slight heterogeneity in gly-
cosylation could be observed after 24 h of 2-DG treatment, a 
stronger increase in LAMP2 gel mobility was observed after 
48 h of 2-DG treatment for both cell lines. Moreover, our 
results also show that 2-DG treatment only affects the steady-
state level of LAMP2 in MDA-MB-231 treated cells. Remark-
ably, when mannose was added to the cell culture, the observed 
altered gel mobility of LAMP2 was completely suppressed in 
2-DG-treated cells. This was clearly the case for both MDA-
MB-231 and MCF7 cells. The stability of LAMP2 is rescued 
in 2-DG-treated MDA-MB-231 cells likely due to the restora-
tion of the N-linked glycosylation pathway. Calumenin also 
presented a gel mobility shift in 2-DG-treated MDA-MB-231, 
completely reversed by addition of mannose, whereas no shift 
was observed in MCF-7 cells (Fig. 3).

In order to assess the ER N-glycosylation defect, metabolic 
labeling with (2-3H) mannose was performed in MDA-MB-231 
cells treated or not with 2-DG. Lipid-linked oligosaccharides 
(LLO) and N-linked glycoproteins (N-GP) were extracted and 
analyzed by HPLC. The results show that 2-DG treatment 
affects the ER N-glycosylation process with the appearance of 
an abnormal Man7GlcNAc2 structure both on LLO and N-GP 
of 2-DG incubated MDA-MB-231 cells (Fig. 4). Altogether 
these results demonstrate that (i) 2-DG treatment disrupts the 
N-linked glycosylation pathway and (ii) the mannose supple-
mentation prevents the action of 2-DG on this pathway.

The 2‑DG‑induced disruption of the N‑linked 
glycosylation pathway leads to ER stress in breast 
cancer cells

In order to assess whether ER stress induced by 2-DG treat-
ment was a consequence of the alteration of the N-linked 
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Fig. 1   2-DG induces a decrease in cell number. MDA-MB-231 (a) 
and MCF-7 (b) cells were treated for 48 h with increasing concentra-
tions of 2-DG. Control cells were not treated. Cell number was evalu-
ated by a crystal violet staining assay and the IC50 were determined. 
Results are depicted as mean ± SEM of at least three independent 
counts performed in triplicate. Significant differences with control 
cells are indicated (**P < 0.01; ***P < 0.001)
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glycosylation of proteins, cells were exposed to 2-DG in 
the presence or absence of mannose to follow the expres-
sion of ER stress markers. In both cell lines, the presence of 
mannose prevented the phosphorylation of PERK and the 
induction of BiP expression, usually observed in response 

to 2-DG treatment (Fig. 5a). Similarly, in MDA-MB-231 
cells, the cleavage of XBP-1 mRNA observed after 6 h of 
treatment with 2-DG was absent in the presence of mannose 
(Fig. 5b). The increase in the expression of CHOP induced 
by a 24 h 2-DG treatment of MDA-MB-231 cells was also 
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Fig. 2   2-DG triggers a transient ER stress. MDA-MB-231 and 
MCF-7 cells were treated for indicated times with 2-DG (5 and 
4  mM, respectively) or were not treated (Control, Ctrl). Cells were 
harvested for protein (a, c) or RNA (b) analysis. a PERK phospho-
rylation and BiP expression were detected by western blotting. Actin 
was used as a loading control. Protein MW (kDa) are indicated on 
the right. b XBP-1 mRNA expression was studied by RT-PCR. 

The 282  bp-long and 256  bp-long PCR products correspond to the 
unspliced and spliced forms of XBP-1 mRNA, respectively. The 
housekeeping gene RPLP0 was used as an internal control. c CHOP 
expression was analyzed by immunofluorescence. Cells were fixed 
and subjected to CHOP immunodetection. Cells were counterstained 
with Hoechst dye and the merged pictures were presented for each 
condition. Bar represents 10 µm
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highly reduced in the presence of mannose (Fig. 5c). Due to 
the absence of XBP-1 mRNA cleavage and CHOP expres-
sion in 2-DG-treated MCF-7 cells, the impact of competition 
with mannose was not studied in this cell line. Thus, addition 
of exogenous mannose tends to suppress the effects of 2-DG 
on N-linked glycosylation pathway and ER stress.

2‑DG still induces the inhibition of glycolysis 
in the presence of mannose

MDA-MB-231 and MCF-7 cells were treated for 48 h with 
2-DG and the production of lactate was measured as an indi-
cator of the glycolytic activity. After addition of 2-DG, we 
observed a 2.3-fold and 3.3-fold decrease in lactate produc-
tion in MDA-MB-231 (Fig. 6a) and MCF-7 cells (Fig. 6b), 
respectively. Production of lactate was thus significantly 
reduced in 2-DG-treated cells. Nevertheless, addition of 
mannose did not impact the induced 2-DG decrease of lac-
tate production in MDA-MB-231 and MCF-7 cells (Fig. 6). 
These results demonstrate that addition of mannose only 
suppresses the observed ER stress related to 2-DG-induced 
inhibition of N-linked glycosylation but does not affect the 
2-DG-induced inhibition of glycolysis.

Both inhibition of glycolysis and N‑linked 
glycosylation contribute to 2‑DG anticancer activity

To characterize the relative contribution of glycosylation 
and glycolysis inhibition in the anticancer effects of 2-DG, 
MDA-MB-231 and MCF-7 cells were treated for 48 h with 
2-DG in the presence or absence of mannose and cell num-
ber was evaluated by a crystal violet staining assay. First, 
addition of mannose alone did not modify the cell number 
compared to control conditions (Fig. 7). A 70% decrease 
in the MDA-MB-231 cell number was observed follow-
ing 2-DG treatment (Fig. 7a). In the presence of mannose, 
this decrease was limited to 44%. Thus in MDA-MB-231 
cells, mannose supplementation only reduced the anticancer 
effect of 2-DG by 37% (1–44%/70%). In MCF-7 cells, a 42% 
reduction in the number of 2-DG-treated cells was detected 
(Fig. 7b). In the presence of mannose, cell number was only 
diminished by 22%. Thus in MCF-7 cells, mannose reduced 
the anticancer effect of 2-DG by 47% (1–22%/42%). Interfer-
ence with N-linked glycosylation of proteins thus appeared 
to contribute partially to the anticancer effects of 2-DG in 
these breast cancer cells.

Discussion

It has been demonstrated that 2-DG, a known glycolysis 
inhibitor, reduces energy production in several types of can-
cer cells [7]. However, 2-DG treatment affects several other 
intracellular activities and its mode of action is complex. In 
the present work, we studied two breast cancer cell lines in 
order to determine the part played by glycolysis inhibition 
and N-linked glycosylation interference, respectively, in the 
anticancer effects of 2-DG.

First, we characterized the effects of 2-DG on breast 
cancer cells by analyzing cell number. Our results showed 
that both MDA-MB-231 and MCF-7 cells were affected 
by 2-DG. The measured IC50 (3.1 and 4.2 mM for MCF-7 
and MDA-MB-231 cells, respectively) after 48 h of 2-DG 
treatment were in the millimolar range and in accordance 
with previously reported values (from 4.2 mM to 10 mM) 
[17–20]. Differences in sensitivity to 2-DG between breast 
cancer cell lines have already been reported by Aft et al., 
with SKBR-3 being the most sensitive one [21]. These dif-
ferences in sensitivity could be the result of differences in 
the kinetics of 2-DG uptake. The differences among the 
studies could be explained by the method used to moni-
tor cell number and by the treatment duration. The culture 
medium used for cell growth and its glucose concentration 
could also enter into account [22].

In the present work, using a real-time (2-3H)mannose 
metabolic labeling, we show that 2-DG alters the ER N-gly-
cosylation process in MDA-MB-231 cells, reinforcing the 
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data obtained by Kurtoglu et al. [13]. 2-DG affects the LLO 
structures with the appearance of shorter LLO structures 
that can still be transferred onto newly synthesized glycopro-
teins, although less efficiently than the Glc3Man9GlcNAc2-
PP-Dol. As such, the consequence is the lack of N-glycan 
structures on certain N-glycosylation sites and the presence 
of abnormal N-glycan structures transferred onto newly 
synthesized glycoproteins. 2-DG treatment appears much 
lighter compared to a treatment with tunicamycin, a strong 
inhibitor of the N-glycosylation process, which prevents 
the formation of GlcNAc-PP-dolichol/LLO [23]. Several 
findings illustrate the importance of glycosylation in tumor 
growth and malignant transformation but also in the modula-
tion of the responsiveness of cancer cells to treatments [23]. 
Indeed, in gastrointestinal tumors, 2-DG-induced the reduc-
tion of the glycosylation of the proto-oncogene KIT accom-
panied by inhibition of its phosphorylation and membrane 
expression [24]. Besides, maintenance of the breast cancer 
SKBR-3 cells in tunicamycin-containing medium increased 

their sensitivity to herceptin and doxorubicin [25]. These 
data clearly highlight a potential interest for glycosylation 
inhibitors in breast cancer treatment.

Competition with mannose completely prevents the 2-DG 
effects on both N-glycosylation process and ER stress acti-
vation. These data strongly suggest that ER stress due to 
the accumulation of unfolded proteins is the consequence 
of an ER N-linked protein glycosylation pathway alteration 
observed in MDA-MB-231 and MCF-7 cells. These results 
strengthen a set of data obtained in different type of cell 
lines, including MDA-MB-231 and SKBR-3 breast cancer 
cells [13, 20, 26–29]. We further demonstrated that ER stress 
was transient in both cell lines and XBP-1 mRNA splicing 
absent in MCF-7 cells. This could be explained by a lower 
impact of 2-DG on the N-linked glycosylation process in 
MCF-7 cells, as shown on LAMP2 and calumenin molecular 
shifting. Moreover, such a difference of sensitivity between 
the two cell lines is in agreement with other studies. Indeed, 
thiazolidinediones derivatives (Δ2-TGZ and TZD18) and 
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the indole-3-carbinol cyclic tetrameric derivative CTet 
were reported to induce a more extended splicing of XBP-1 
mRNA in MDA-MB-231 cells compared to MCF-7 cells 
[14, 30, 31]. At this time, it is difficult to determine if these 
differences are a consequence of their different molecular 
marker expression profile (estrogen receptor).

The induction of ER stress could be protective for the 
cells [7]. In the case of the 2-DG treatment performed in 
our study, the results of our competition experiments using 
mannose disagree with a protective role of ER stress since 
mannose, a compound that prevents this process, reverses 
2-DG cytotoxicity. Such a reversion of ER stress and UPR in 
the presence of mannose has never been described for these 
two cell lines but was previously observed in other cell types 

[13, 28, 29]. If ER stress is not protective and the cell cannot 
overcome this process, the up-regulation of CHOP could 
lead to the activation of an UPR-specific apoptotic pathway 
[32]. Indeed, we confirm that 2-DG induces CHOP expres-
sion in MDA-MB-231, but surprisingly we were not able to 
detect CHOP protein in MCF-7 cells. This absence could 
be explained by the partial ER stress response observed in 
MCF-7 cells. This data strongly suggest that CHOP pro-
tein may not be the mediator of the 2-DG-induced cyto-
toxic effect associated with the N-glycosylation alteration in 
MCF-7 cells. This absence of link between apoptosis and ER 
stress has been previously illustrated in MCF-7 and LNCaP 
cells treated with thiazolidinediones [18, 33]. In contrast, 
in lymphoma and rhabdomyosarcoma cells, 2-DG induces 
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Fig. 5   Mannose prevents 2-DG-induced ER stress. MDA-MB-231 
and MCF-7 cells were treated or not (Control, Ctrl) for indicated 
times with 2-DG (5 and 4  mM, respectively) in the presence (+) 
or absence (−) of mannose (Man, 1  mM). Cells were harvested for 
protein (a, c) or RNA (b) analysis. a Western blot analysis was per-
formed using anti-PERK and anti-BiP antibodies. Actin was used as 
a loading control. Protein MW (kDa) is indicated on the right. b RT-
PCR analysis was carried out using specific primers to detect XBP-1 

mRNA expression. The 282 bp-long and 256 bp-long PCR products 
correspond respectively to the unspliced and spliced forms of XBP-
1 mRNA. The housekeeping gene RPLP0 was used as a control. c 
MDA-MB-231 cells were fixed and CHOP protein was immunode-
tected. Cells were additionally counterstained with Hoechst dye and 
the merged photos were presented for each condition. Bar represents 
10 µm
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an UPR-mediated mitochondrial apoptosis involving CHOP 
and ATF-4 [29, 34, 35]. This discrepancy could be depend-
ent on the cellular context.

Then, we analyzed the effects of 2-DG on glycolysis. We 
observed in both MCF-7 and MDA-MB-231 cells exposed 
to 2-DG for 48 h that lactate production was greatly reduced. 
This result is in agreement with other studies performed in 
MCF-7 in which the inhibiting effect of 2-DG on glycoly-
sis were appreciated by ATP measurement [17, 19, 36]. In 
the presence of mannose, ER stress and UPR did not occur 
but the decrease in lactate production was still observed in 
2-DG-treated cells indicating that mannose did not interfere 
with glycolysis inhibition, supporting previous data [37]. 
Since in absence of ER stress and UPR, cell number was still 
affected by 2-DG, it indicates that inhibition of glycolysis 
is involved in the anticancer effect of 2-DG in our two cell 
lines and that N-glycosylation inhibition does not act alone. 
This is consistent with results obtained in T cell lymphoma 

cell lines [34] whereas inhibition of N-linked glycosylation 
has been reported as the predominant mechanism leading to 
2-DG’s cytotoxicity in other studies [13, 24, 28, 29, 35]. We 
used 2-DG at concentrations slightly higher than the IC50 we 
measured. It could be interesting to complete this work by 
an analysis of the effect of lower doses. Indeed, a hierarchy 
of 2-DG’s activity could exist where at low concentrations 
it interferes with N-linked glycosylation but at moderate 
concentrations glycolysis is also inhibited [38]. This could 
be due to the 50 times lower concentration of mannose as 
compared to glucose found not only in culture medium but 
also in human blood [26].

To conclude, our data reveal that both protein N-glyco-
sylation and glycolysis inhibitions contribute to the anti-
cancer effect of 2-DG in MDA-MB-231 and MCF-7 breast 
cancer cells. Thus, 2-DG has really to be considered both 
as a glycolytic and as a glycosylation inhibitor. The right 
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association and clinical applications of this agent has still to 
be defined but at this time, increasing our knowledge about 
its mode of action is crucial.
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ABSTRACT 
 
Breast cancer is a major medical threat which cannot be sufficiently addressed by current 
therapies because of spontaneous or acquired treatment resistance. Besides, triple-negative 
breast cancer (TNBC) tumors do not respond to targeted therapies, thus new therapeutic 
strategies are needed. In this context, we designed and prepared new desulfured troglitazone 
(TGZ)-derived molecules and evaluated them in vitro for their anti-proliferative activity, with 
a special focus on triple-negative breast cancer cell lines. Optimization of the synthetic 
strategies and deracemization of the lead compound were performed to give highly active 
compound 10 with low-micromolar potency. Further studies revealed that this compound 
triggers apoptosis rather than cell cycle arrest as observed with TGZ. 
 
Keywords: Troglitazone, Chromane, Deracemization, Lipase, Breast cancer, Apoptosis 
 
 
1. Introduction 
 
Breast cancer is the most commonly diagnosed cancer and the leading cause of cancer death 
in women worldwide [1]. Current treatments for breast cancer are multimodal with surgery, 
radiotherapy, chemotherapy and targeted therapy [2]. However, all types of breast cancers 
develop resistance to these conventional therapies. A tumor could be resistant to multiple 
treatment strategies, such as chemotherapy and targeted therapy based on monoclonal 
antibody treatment [3–5]. Besides, the triple-negative breast cancer tumors (TNBCs), 
characterized by a lack of expression of estrogen receptor, progesterone receptor, and human 
epidermal growth factor receptor HER2, do not respond to targeted therapies. They further 
present a higher chance of recurrence after treatment with conventional chemotherapeutic 
agents. TNBCs (15% of breast cancer cases worldwide) are a heterogeneous group of higher 
grade cancer, with the worst prognosis, compared to other breast cancer subtypes [6]. The 
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increasing prevalence of drug resistant cancers and the limited treatment efficacy for TNBCs 
are strong arguments for the search for new therapeutic agents and optimized therapeutic 
strategies. In this context, thiazolidine-2,4-diones (TZDs) are studied in order to develop 
alternative or complementary anticancer agents towards breast cancers. Compounds bearing 
this moiety were recently proved to be of high interest as they exhibited numerous biological 
activities [7–11] and many of them showed promising in vitro and in vivo anticancerous 
properties. In particular, our team developed [12–14] Structure-Activity Relationships (SAR) 
studies starting from the structure of troglitazone (TGZ) (Figure 1), a molecule formerly used 
as an antidiabetic. We showed that some structural features both increased the anti-
proliferative activity toward breast cancer cell lines and decreased the toxicity against primary 
cultured non-malignant human hepatocytes. These aspects comprised mainly the introduction 
of a double bond adjacent to the TZD moiety (yielding Δ2-TGZ, Figure 1), and the presence 
of a lipophilic group on the 6-position of the chromane moiety. Meanwhile, Saha and 
coworkers [15,16] synthesized some analogs of well-known TZDs such as rosiglitazone 
(RGZ), pioglitazone (PGZ), and troglitazone (TGZ) which were all used as antidiabetics, due 
to their affinity for the PPAR-γ receptor. These new compounds were devoid of the sulfur 
atom in the TZD ring, yielding pyrrolidinedione derivatives. These compounds showed 
diminished PPAR-γ binding, but also a lower toxicity toward THLE-2 model of primary 
normal liver cells. Furthermore, they showed enhanced anti-cancer properties; in particular, a 
desulfured analog of TGZ called trosuccinimide (TSN) was promising. 
The aim of the present study was to investigate a possible synergistic effect between the 
desulfuration and our previous SAR studies on the anti-cancer properties of the molecules. 
Thus, we prepared new desulfured TGZ derivatives bearing or not a double bond adjacent to 
the TZD moiety, and a lipophilic group at the 6-position of the chromane heterocycle. The 
inhibition of proliferation of breast cancer cell lines was studied, with a special attention 
toward cell lines derived from TNBCs, and the impact on cell cycle was also studied. 
Furthermore, since the chromane moiety of TGZ bears an asymmetric center, we set up a 
deracemization procedure in order to evaluate the influence of stereochemistry on the activity. 
Finally, we investigated a vectorization approach in order to still increase the potency of our 
molecules. 
 

 
Fig. 1. Structures of troglitazone, Δ2-troglitazone, and target desulfured molecules 



 
 

 

2. Chemistry 
 
In order to prepare the envisioned desulfured troglitazone derivatives, we decided not to 
follow the global procedure reported by Saha and coworkers [15], as it was hampered by two 
very low-yield steps. Indeed, we protected the phenol function of the chromane heterocycle 
by a Boc group which is very easy to introduce and to remove, compared to the allyl group. 
Thus, we easily prepared aldehyde 1 using our reported procedure [12] (Scheme 1). It was 
then reacted with 3-(triphenylphosphoranylidene)pyrrolidine-2,5-dione 2 [15] to give Boc-
protected desulfured analog of Δ2-TGZ 3 in good yield. Acidic treatment easily afforded the 
deprotected counterpart 4 which we could name Δ2-TSN. Both 3 and 4 could be reduced by 
hydrogenation to give saturated compounds 5 and 6 (TSN) in good yield. 
 
 

 
Scheme 1. Reagents and conditions: (a) MeOH, RT; (b) TFA, CH2Cl2; (c) H2, Pd/C, EtOAc; (d) Tf2O, Pyr., 
CH2Cl2, then 4-hydroxybenzaldehyde, Cs2CO3, DMF; (e) HCl gas, CH2Cl2.  
 
We reported [13] that the introduction of an aminoalkyl group linked to the chromane moiety 
is even more effective than a Boc group in increasing the anti-proliferative activity. Thus, we 
prepared alcohol 7 [13] (Scheme 1) and after activation as a triflate, we reacted it with 4-
hydroxybenzaldehyde, giving aldehyde 8. To improve this reported procedure, the latter step 
was done in the presence of cesium carbonate instead of previously used potassium carbonate. 
In these conditions, the reaction was complete after 24 h instead of 48 h. Compound 8 was 
then reacted with 2 as above to give 9, which was further N-deprotected to afford 10. 



 
 

 

Performing nuclear Overhauser enhancement measurements between the methylene protons 
of the pyrrolidinedione ring and the phenyl protons of compound 9 showed a 5% 
enhancement of the signal, confirming the (E) stereochemistry of the double bond. 
As compounds 9 and 10 gave interesting biological results (see later), we intended to go 
further with them. Thus, we had to scale up the synthesis and the preparation of 7 [13] had to 
be reinvestigated (Scheme 2). 
 

 
Scheme 2. Reagents and conditions: (a) (HCHO)n, methyl methacrylate, AcOH, Bu2NH; (b) Br(CH2)5COCl, 
AlCl3, CH2Cl2; (c) LiAlH4, AlCl3, Et2O; (d) NaN3, DMF; (e) H2, Pd/C, EtOAc; (f) Boc2O, CH2Cl2. 
 

First, we intended to prepare easily chromane 12. Instead of achieving a three-step procedure 
[12] starting from commercial trolox, we applied a reported procedure [17] on 2,3,5-
trimethylphenol by condensing it with methylmethacrylate and paraformaldehyde. This 
method afforded 12 in modest (42%) yield, but it was straightforward since after refluxing, a 
simple filtration afforded a pure compound. Furthermore, as all the starting materials were 
very cheap and since this reaction was easily scalable, huge quantities (up to 19 g) of the 
desired compound could be obtained per batch. Besides, when we had to prepare compound 
13 at the multi-gram scale following our reported procedure [13], it was difficult to isolate it 
in sufficient purity. Some by-products were generated and among them, low amounts of the 
sulfide 17 (Figure 2) could be identified by mass spectrometry. Its formation might be due to 
a reaction of 12 with remaining traces of highly electrophilic thionyl chloride in the freshly 
prepared bromohexanoyl chloride. A previous study already described the obtaining of a 
sulfide from a reaction between thionyl chloride and an aromatic compound [18]. In addition, 
traces of dimer 18 (Figure 2) were also identified by the same technique. As 17 exhibits a 
polarity close to the desired compound 13, it was difficult to remove it by chromatography. 

 
Fig. 2. Structures of by-products 17 and 18 obtained during the Friedel-Crafts reaction. 



 
 

 

Thus, in order to avoid such side-products formation, we developed a meticulous workup. 
Indeed, after careful evaporation of the excess of thionyl chloride, the crude bromohexanoyl 
chloride was treated with formic acid in order to remove any trace of remaining reactant (see 
experimental section). The isolation of pure 13 was thus achieved at 6 g scale. Reduction to 
give 14 and formation of azide 15 proceeded as previously reported [13], but again in order to 
scale up the whole procedure, we had to change our protocol for the final steps. Indeed, one-
pot reduction of azide 15 and protection to give 7 gave tedious results at more than 500 mg 
scale. Some non-isolated by-products were generated at the hydrogenation step; thus the 
primary amine 16 could preferentially be chromatographied before protecting it to give multi-
gram amounts of 7 with high purity. 

Since the chromane moiety contains an asymmetric carbon, it was challenging to separate 
both enantiomers of our lead structures in the search for a difference in anti-proliferative 
activity. In our hands, chiral chromatography failed to separate both isomers of either 
compound 9 or 10. Thus, we intended to separate them by a kinetic resolution method. Hyatt 
and Skelton reported [19] on the separation of both enantiomers of (R,S)-6-hydroxy-2,5,7,8-
tetramethyl-2-chromanmethanol through a succinic anhydride acylation catalyzed by 
supported Amano lipase PS. Thereby, we applied this technique to racemic alcohol 7, 
considering that the protected aminoalkyl chain should not interfere with the acylation 
reaction which would take place at the other side of the heterocycle. Indeed, after 18 hours of 
reaction and according to TLC, approximately half of 7 was converted to the expected acid-
ester 19, together with remaining 7 (Scheme 3). Unlike Hyatt’s work, the acid-ester 19 was 
too lipophilic to be isolated by aqueous basic extraction, nevertheless both compounds were 
easily separated by column chromatography. Subsequently, 19 was saponified to give the 
expected alcohol. According to Hyatt and Skelton work, we assume that the stereoselection 
should be identical, thus the lipase should preferentially catalyze the acylation of the (S) 
isomer of 7, giving (S)-19 (Scheme 3). 

 

Scheme 3. Reagents and conditions: (a) Succinic anhydride, supported Amano Lipase PS, MTBE; (b) LiOH, 
THF/MeOH; (c) (R)-Mosher acyl chloride, CDCl3, C5D5N, C6D6. 

The enantiomeric excess of (R)-7 and (S)-7 were evaluated by coupling these compounds 
with (R)-Mosher acyl chloride as reported[20] (Scheme 3) to give the corresponding esters  
(R,R)-20 and (S,R)-20 (Scheme 3, Figure 3). The relative amounts of the resulting 
diastereomers were evaluated by 1H NMR, since each oxymethylene group gave an AB 
system between 4.00 and 4.35 ppm, without overlapping with any other signals. After one 



 
 

 

lipase reaction, the deduced ee was 83% in one case and 87% for the other case. It reached 
96% after two reactions for both isomers, and 98% after three reactions (Figure 3). 
Compounds (R)-7 and (S)-7 with 98% ee were subsequently used as substrates for a 3-steps 
synthesis leading to (R)-10 and (S)-10 as described before. We payed attention to the 
possibility of racemization of the chiral carbon atom during the final acidic deprotection 
leading to the desired final compounds. We first examined the stability of the stereochemistry 
of compound (S)-7 in acidic conditions. In a first attempt, we noticed that it led to partial 
decomposition. We thus easily acetylated (S)-7 and then deprotected it with HCl to give the 

 
Fig. 3. Parts of NMR spectra (400MHz, 4.00-4.35 ppm range) showing the AB system of the oxomethylene 
group of ester 20 obtained from 7 as a racemic or after one, two, and three kinetic resolution reactions. 

primary ammonium chloride (S)-21 (Scheme 4).  It was then re-protected and deacetylated to 
give back the starting compound. The latter was coupled with Mosher acyl chloride as 
previously and the deduced ee was the same than the starting material one. Furthermore, it 
was also comforting that (R)-10 and (S)-10 obtained from (R)-7 and (S)-7 exhibited opposite 
optical rotation (see experimental part). 



 
 

 

 
Scheme 4. Reagents and conditions: (a) Ac2O, Pyr., DMAP, CH2Cl2; (b) HCl gas, CH2Cl2; (c) Boc2O, TEA, 
CH2Cl2; (d) LiOH, THF/MeOH. 

With the aim of confirming the attributed stereochemistry, we did many attempts in order to 
get suitable crystals for X-ray diffraction. Since ferrocenyl esters were reported to facilitate 
the formation of crystals from carboxylic acids [21], ester 22 was prepared from racemic 
compound 7, but unfortunately it showed no tendency to give crystals, and acidic removal of 
the protecting group resulted in decomposition of the structure (Scheme 5). As we had success 
in getting crystals from dinitrophenylhydrazones [22], we condensed aldehyde (R)-8 with 2,4-
dinitrophenylhydrazine to give hydrazone (R)-23 in good yield, which could be deprotected to 
give (R)-24. Besides, compound (R)-7 was converted to benzoate (R)-25 which was further 
N-deprotected to give (R)-26 (Scheme 5). Among these compounds, (R)-23 and (R)-26 gave 
crystals which were submitted to X-ray analysis. For both crystals, diffraction was observed, 
but with a too-low resolution to be resolved. 

 
Scheme 5. Reagents and conditions: (a) Ferrocenoyl chloride, iPr2NEt, DMAP, CH2Cl2; (b) 2,4-
dinitrophenylhydrazine, MS 4Å, toluene; (c) HCl gas, CH2Cl2; (d) Benzoyl chloride, pyridine, CH2Cl2. 

Besides, we intended to vectorize our lead compound toward cancerous cells by grafting a 
glucose unit. For this purpose, we envisioned a copper-mediated Huisgen click reaction 
between an alkyne-derived glucose and an analog of 10 bearing an azide function. Thus, azide 
15 was coupled to 4-hydroxybenzaldehyde to give aldehyde 27, which was in turn reacted 
with phosphoranylidene 2 to give compound 28 (Scheme 6). D-glucose was peracetylated as 
previously reported [23] to give β-D-glucopyranose pentaacetate which was reacted with 
propargyl alcohol to give 29 as described by Murray [24]. Cycloaddition reaction between 28 
and 29 was conducted in the presence of in situ generated Cu(I) to give adduct 30, which 
could be deacetylated to give target compound 31 in good yield (Scheme 6). 



 
 

 

 

Scheme 6. Reagents and conditions: (a) Tf2O, Pyr., CH2Cl2, then 4-hydroxybenzaldehyde, Cs2CO3, DMF; (b) 2, 
MeOH, RT; (c) Ac2O, AcONa, then propargyl alcool, BF3.OEt2, CH2Cl2; (d) 21, CuSO4, sodium ascorbate, t-
BuOH/MeOH; (e) MeONa, MeOH. 

3. Biological studies and discussion 

The synthesized molecules were tested for their anti-proliferative activity against 4 breast 
cancer cell lines: one hormone-dependent (MCF-7) and 3 TNBC derived (hormone-
independent) (MDA-MB-231, MDA-MB-435, and Hs578T) breast cancer cell lines. The 
results are expressed as IC50 in the Table 1. TGZ and Δ2-TGZ, prepared as previously 
reported [12], were also tested for comparison. The representative dose-dependent responses 
of MDA-MB-231 cancer cells to TGZ and compound 10 are presented in supplementary data. 

Table 1. Anti-proliferative activity of TGZ and some derivatives on different breast cancer cell lines. 

Compound 
IC50

a 

MCF-7b MDA-MB-231c MDA-MB-453c Hs578Tc 

TGZ 74.3 ± 3.9 45.5 ± 3.7 67.1 ± 6.1 > 100 

6 (TSN) 35.9 ± 3.1 61.2 ± 2.9 35.8 ± 4.1 72.6 ± 6.8 

5 15.8 ± 3.9 28.0 ± 2.0 13.6 ± 2.0 38.2 ± 3.4 

∆2-TGZ 57.0 ± 4.4 56.5 ± 3.3 58.3 ± 4.1 > 100 

4 13.2 ± 1.3 32.4 ± 3.3 13.2 ± 1.0 38.9 ± 2.2 

3 6.7 ± 0.6 20.6 ± 1.0 3.9 ± 0.4 30.8 ± 1.3 

9 4.0 ± 0.2 5.4 ± 0.7 1.04 ± 0.2 6.4 ± 0.8 

10 5.8 ± 0.4 5.9 ± 0.1 3.5 ± 0.1 8.8 ± 0.6 

a
 Concentration (µM) required to decrease tumor cell number by 50% ± SEM (Standard Error of the Mean). 

b
 Hormone-dependent breast cancer cell line. 

c
 Hormone-independent breast cancer cell line. 



 
 

 

First of all, we could notice that the highest IC50 values (corresponding to the lowest 
activities) were obtained with the Hs578T cell line, while the most sensitive cell line (except 
for TGZ) was MDA-MB-453. Hs578T cells were not sensitive to TGZ and ∆2-TGZ, but the 
IC50 of all the other molecules were lower than 100 µM, whatever the cell line. Removal of 
the sulfur atom of TGZ yielded 6 and our tests confirmed that this molecule (named TSN in 
other studies) was more active than TGZ, except against the MDA-MB-231 cell line. The 
lipophilic Boc-derived compound 5 was approximately two-fold more active than 6, in 
accordance with our previous results in the sulfured series [12]. ∆2-TGZ showed a slightly 
better potency than TGZ as expected, and the removal of the sulfur afforded 4 (which we 
could name Δ2-TSN), which was more potent than both ∆2-TGZ and the related saturated 
compound 6. Thus, the presence of the double bond shows a synergistic effect with the 
removal of the sulfur atom. It is interesting to notice that the introduction of the double bond 
on 6 to give compound 4, has the same enhancing effect on the activity than the adjunction of 
the Boc group on 6, as 4 and 5 have c.a. the same anti-proliferative activity toward each cell 
line. Furthermore, the adjunction of the Boc group on 4 afforded very active compound 3, 
with low micromolar activity on two cell lines. Finally, the addition of a N-Boc protected 
aminoalkyl chain gave compound 9, which showed a further fourfold increase in potency 
compared to 3 for the three hormone-independent breast cancer cell lines, and a lower effect 
against MCF-7. Removal of the Boc protecting group yielded 10 which showed a slightly 
lower activity than 9. Altogether, one can notice that the removal of the sulfur atom has a 
synergistic effect with the chemical modifications which were previously showed to increase 
the potency, i.e. the presence of a double bond and of a lipophilic group at the 6-position of 
the chromane heterocycle. This approach led to very active compounds 9 and 10 with low-
micromolar activities. Because of its lower lipophilicity, we chose compound 10 for further 
consideration. 

First, as depicted above we used a kinetic resolution method to separate both enantiomers of 
compound 10. It allowed us to evaluate the anti-proliferative activity of each isomer. We 
tested them against two representative breast cancer cell lines: a hormone-dependent one 
(MCF-7) and a triple negative (hormone-independent) one (MDA-MB-231). The measured 
IC50 were quite surprising (Table 2). Concerning MCF-7, both (R) (10.9 µM) and (S) (9.9 
µM) isomers were significantly less active than the racemic compound (5.8 µM). On the other 
hand, the opposite was seen concerning the MDA-MB-231 cell line: both isomers were more 
active than the racemic compound (5.9 µM), (S) derivative being the most potent one with 
IC50 = 2.7 µM. It is quite difficult to rationalize, since we expected to have the anti-
proliferative activity of the racemic compound as being roughly the mean of the IC50 of the 
two enantiomers in both cell lines. Without knowledge about the exact target of this family of 
compounds, one may however estimate that concerning the hormone-dependent cell line, both 
enantiomers have a synergistic action whereas in the hormone-independent one, when they 
are mixed in the racemic mixture, they somehow impede each other. 

Furthermore, we envisioned to vectorize our lead compound in order to preferentially target 
cancer cells. Due to the famous Warburg effect [25,26], the rate of the aerobic glycolysis is 
higher in cancerous cells than in normal cells, leading to an overexpression of the glucose 
receptors. Thus, we chose a strategy consisting in the addition of a glucose unit to our 
compound. Numerous examples of this strategy have been reported [27]. As depicted above, 
azide analog 28 was easily prepared, which was linked to an alkyne-derived peracetylated 



 
 

 

glucose via a copper-mediated cycloaddition, giving 30. Final deacetylation gave target 
compound 31. As depicted in Table 2, the azide intermediate 28 kept a fair anti-proliferative 
activity, but lower than compound 10. Grafting the peracetylated glucose unit (giving 30) 
totally abrogated the anti-proliferative activity toward MDA-MB-231 hormone-independent 
breast cancer cell line, but some activity was kept toward MCF-7 cell line, at the same level as 
TSN (6). Finally, the deprotected target compound 31 showed no activity against both cancer 
cell lines (Table 2). It seems clear that the nature of the substituents located at the end of the 
alkyl chain have a strong influence on the anti-proliferative activity. Replacing the primary 
amine of 10 by an azide group has a negative effect on the activity which could be attributed 
to the loss of H-bond donor. Unfortunately, the grafting of a glucose moiety is even more 
detrimental to the activity, in opposition to what was initially planned. In particular, the total 
absence of activity of compound 31 could find two explanations. First, one could consider 
that the high polarity of 31 prevents its passive diffusion into the cancerous cells, contrary to 
the other compounds. From another point of view, the glucose moiety of 31 could lead to a 
strong anchorage of the molecule on the cell surface via linkage to the glucose receptor, once 
again preventing any passive diffusion.  This time, the loss of activity could be attributed to 
an unexpected inability of the whole molecular structure to enter the cell through the glucose 
receptor. 

Table 2. Anti-proliferative activity of TGZ derivatives on different breast cancer cell lines. 

 

Compound 
IC50

a 

MCF-7b MDA-MB-231c 

rac-10 5.8 ± 0.4 5.9 ± 0.1 

(R)-10 10.9 ± 1.7 4.3 ± 0.3 

(S)-10 9.9 ± 0.9 2.7 ± 0.4 

28 18.1 ± 1.7 21.7 ± 3.4 

30 33.4 ± 7.9 > 100 

31 > 100 > 100 

a
 Concentration (µM) required to decrease tumor cell number by 50% ± SEM (Standard Error of the Mean). 

b
 Hormone-dependent breast cancer cell line. 

c
 Hormone-independent breast cancer cell line. 

The activity of compound 10 was further characterized in the triple-negative breast cancer cell 
line MDA-MB-231. Cell cycle analysis performed by flow cytometry revealed that 23.4 ± 5.8% 
and 43.9 ± 7% of compound 10-treated cells were detected in the sub-G1 fraction, 
corresponding to the apoptotic cells, after 48 and 72 h, respectively (figure 4A). By contrast, in 
cellsexposed toTGZ, there was no significant increase in the number of cells in the sub-G1 
fraction compared to control cells (DMSO) (figure 4B). These data are in accordance with our 
previous results [28] showing that the related compound 2-TGZ induced only a slight increase 
(< 5%) in the proportion of MDA-MB-231 cells number in the sub-G1 fraction. After 48 h of 



 
 

 

TGZ treatment, in comparison to control cells, we observed an increase in the proportion of 
cells in the G0/G1 phase (85.5 ± 0.3% versus 62.6 ± 0.5%) and a decrease in the proportion of 
cells in the S phase (2.3 ± 0.2% versus 15.7 ± 0.4%) and G2/M phase (10.4 ± 0.6% versus 20.5 
± 0.6%).  The situation was similar after 72 h: 80 ± 3.8% versus 62 ± 2.7% in G0/G1 phase; 1.9 
± 0.1% versus 13.1 ± 1.2% in S phase; 12.2 ± 0.8% versus 19.5 ± 0.5% in G2/M phase. This 
indicates a cell cycle arrest in the G0/G1 phase induced by TGZ that we also previously reported 
in MDA-MB-231 cells after exposure to the related compound 2-TGZ [28]. In compound 10-
treated cells, we observed a global decrease in the cell number in the three phases of the cell 
cycle after 48 and 72 h of treatment. After a 48 h treatment, this decrease was significant only 
for cells in the S phase (8 ± 0.8% versus 14.8 ± 0.2%). After 72 h of treatment, the decrease 
was significant for cells in the G0/G1 phase (35 ± 3.9% versus 62.4 ± 1%) and for cells in the S 
phase (6.1 ± 0.9% versus 11.8 ± 0.9%). Thus, in contrast to TGZ and 2-TGZ which are 
cytostatic agents inducing a cell cycle arrest in G0/G1 phase, compound 10 appears as a potent 
pro-apoptotic molecule. 

 

Fig. 4. Compound 10 increases the sub-G1 population of MDA-MB-231 breast cancer cells whereas TGZ induces 
cell cycle arrest. MDA-MB-231 cells were treated for indicated times with 6 µM of 10 (A), 45 µM of TGZ (B) or 
DMSO for control cells. Cell cycle was analyzed by flow cytometry. Bar diagrams represent the percentage of 
cells in the different phases of the cell cycle. Data are represented as mean ± standard error of the mean of at least 
three independent experiments. Statistical significances of treated cells compared to control cells are indicated (*, 
p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001). 
 
To confirm the pro-apoptotic activity of compound 10, caspase 3/7 activity was measured after 
48 and 72 hours of treatment (figure 5A). Compound 10 induced a 2.7-fold and 1.4-fold increase 
of MDA-MB-231 caspase 3/7 activity after 48h and 72h treatment respectively, compared to 
control cells. The lower, but significant, increase in caspase 3/7 activity after 72 hours of 
treatment could be explained by the 1.7- fold increase in the basal level of caspase 3/7 activity 
in control cells between 48 h and 72 h conditions. To comfort these data, we further determined 



 
 

 

the percentage of apoptotic cells by propidium iodide (nuclear labelling of dead cells) and 
FITC-Annexin V double-staining followed by flow cytometry analysis (figure 5B and 5C). 
Annexin V is an apoptosis marker able to bind to phosphatidyl serine, a membrane component 
translocated from the cytoplasmic face of the plasma membrane to the cell surface during 
apoptosis. Compound 10 induced a 2.3-fold and 3.7-fold (23.8 ± 4.3% versus 10.4 ± 1.3% and 
37.4 ± 4.3% versus 10.2 ± 0.9%) significant increase of the proportion of MDA-MB-231 
labelled with FITC-Annexin V after 48h and 72h treatment respectively, compared to control 
cells (figure 5B and 5C). Overall, these convergent results show that compound 10 is not a 
cytostatic but a pro-apoptotic agent in the TNBC cell line MDA-MB-231. 

 

Fig. 5. Compound 10 induces apoptosis of MDA-MB-231 breast cancer cells. MDA-MB-231 cells were treated 
for indicated times with 6 µM of 10 or DMSO for control cells. (A) Caspase 3/7 activity was measured by a 
luminescent method. (B) Double-staining intensity with Propidium Iodide and Annexin V was quantified by 
flow cytometry and bar graphs show the percentage of apoptotic cells. (C) Dot-plot graphs representative of the 
flow cytometry analysis: the apoptotic cells annexin V labeled are localized in the lower and upper right 
quadrants. Data are represented as mean ± standard error of the mean of at least three independent experiments. 
Statistical significances of treated cells compared to control cells are indicated (*, p<0.05; **, p<0.01; ***, 
p<0.001). 



 
 

 

 

4. Conclusion 

In this study, numerous desulfured derivatives of TGZ were prepared and tested for their anti-
proliferative activity against hormone-dependent and hormone-independent breast cancer cell 
lines. A clear synergistic effect on the activity was observed between the desulfuration and 
our previously reported key structural modifications of the TGZ template. This led to very 
active compounds from which the best ones exhibited low-micromolar activities.  Synthetic 
efforts were done in order to scale up initial procedures at the multi-gram scale and a kinetic 
resolution method was used to prepare and evaluate both isomers of the most promising 
compound (10). Flow cytometry, caspase 3/7 activity measurement and FITC-Annexin V 
double staining showed that this compound is clearly a pro-apoptotic agent. Further studies 
are ongoing in our team to better understand the underlying mode of action of this compound. 

 

5. Experimental protocols 

5.1. Chemistry 

5.1.1. General methods 

    Diethylether and toluene were dried using a MBRAUN MB-SPS-800 solvent purification 
system. Other solvents and liquid reagents were purified and dried according to recommended 
procedures. Chemical reagents were purchased from Merck, Fisher Scientific or TCI Europe 
and were used as received. Amano lipase PS from Burkholderia cepacia and Hyflo Supercel® 
were purchased from Sigma-Aldrich. Analytical thin-layer chromatography was performed 
with silica gel 60 F254, 0.25 mm pre-coated TLC plates (Merck). Compounds were visualized 
using UV light (254 nm) and a solution of cerium sulfate tetrahydrate and phosphomolybdic 
acid in 10% aqueous sulfuric acid as developing agent. Alternatively, a 1% ethanolic solution 
of ninhydrin or a potassium permanganate aqueous solution were used. Column 
chromatographies were performed using a Grace Reveleris® apparatus using 40 µM silica gel. 
NMR spectra were recorded at 303K on a Bruker Avance III 200 (200 MHz for 1H and 50.3 
MHz for 13C), DPX250 (250 MHz for 1H and 62.9 MHz for 13C) or on a Bruker DRX400 
(400 MHz for 1H and 100.6 MHz for 13C) spectrometer. The chemical shifts are reported in 
ppm (δ) relative to residual solvent peak [29]. Mass spectra (MS) were recorded on a 
micrOTOFq (Bruker) ESI/QqTOF spectrometer. Melting points (M.p.) were determined with 
a Kofler bench and are uncorrected. FTIR spectra were recorded on a Perkin-Elmer spectrum 
1000 spectrophotometer using a thin film deposition on NaCl window or KBr pellets, or on a 
Shimadzu IRAffinity-1 apparatus equipped with an ATR PIKE diamond gladiATR. Optical 
rotations were measured on an Anton Paar MCP 300 polarimeter (sodium D-line: 589 nm) 
using a 10 cm cell at 20 °C in CHCl3 or 10% v/v MeOH in CHCl3, and the concentration is 
expressed in g/100mL. Elemental analyses were performed using a Thermofinnigan Flash EA 
1112 apparatus. 

 

 

 



 
 

 

5.1.2. (E)-tert-butyl (2-((4-((2,5-dioxopyrrolidin-3-ylidene)methyl)phenoxy)methyl)-2,5,7,8-
tetramethylchroman-6-yl) carbonate (3) 
To a solution of compound 1 (2.30 g, 5.22 mmol) in dry MeOH (160 mL) was added the 
phosphoranylidene 2 (1.88 g, 5.22 mmol). The suspension was stirred at room temperature 
under argon for 24 h, filtered, and washed with cooled MeOH. The filtrate was concentrated 
under reduced pressure and purified by column chromatography (eluent: cyclohexane/EtOAc, 
80:20) to give 2.01 g (3.85 mmol, 74% yield) of white crystals. M.p. 206-208 °C. IR (film) υ 
(cm-1):  3163, 2918, 1745, 1703, 1601, 1514, 1342, 1234, 1170, 1155, 1093, 839. 1H NMR 
(400 MHz, CDCl3): δ 1.42 (s, 3H, CH3), 1.55 (s, 9H, t-Bu), 1.89 (m, 1 H, chromane 3-HaHb), 
2.04 (s, 3H, CH3), 2.06 (s, 3H, CH3), 2.08 (s, 3H, CH3), 2.13 (m, 1 H, chromane 3-HaHb), 
2.64 (m, 2 H, chromane 4-CH2), 3.57 (d, J = 1.9 Hz, 2H, CH2CO), 3.94, 4.04 (AB system, J = 
9.5 Hz, 2H, OCH2), 6.99 (d, J = 8.7 Hz, 2H, Harom), 7.42 (d, J = 8.7 Hz, 2H, Harom), 7.55 (br t, 
1 H, CH=C), 8.40 (br s, 1H, NH). 13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ 11.9 (CH3), 12.0 (CH3), 
12.8 (CH3), 20.2 (CH2), 22.9 (CH3), 27.8 (t-Bu), 28.4 (CH2), 35.2 (CH2), 72.8, 74.5, 83.0, 
115.6 (CHarom), 117.3, 121.6, 123.3, 125.6, 127.0, 127.6, 132.2 (CHarom), 135.0 (CH=C), 
141.5, 148.9, 152.4, 160.9, 171.3 (C=O), 174.2 (C=O). ESI-MS (pos. mode): m/z = 544.23 
([M+Na]+). Anal. Calcd for C30H35NO7, 1/3 H2O (527.62): C, 68.29; H, 6.81; N, 2.65. Found: 
C, 68.35; H, 6.66; N, 2.64. 

5.1.3. (E)-3-(4-((6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-yl)methoxy)benzylidene) 
pyrrolidine-2,5-dione (4) 
To a solution of compound 3 (959 mg, 1.84 mmol) in CH2Cl2 (25 mL) was added 
trifluoroacetic acid (8 mL). The mixture was stirred at room temperature for 1.5 h and the 
solvent was evaporated. The residue was dissolved in EtOAc (70 mL), the solution was 
washed with 5% aqueous NaHCO3 solution (2 x 50 mL), water (2 x 50 mL), dried (MgSO4) 
and concentrated to dryness. The residue was crystallized in EtOH to give 565 mg (1.28 
mmol, 70% yield) of white crystals. M.p. 174-176 °C. IR (film) υ (cm-1):  3415, 2975, 1749, 
1705, 1651, 1251. 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 1.42 (s, 3H, CH3), 1.92 (m, 1 H, chromane 
3-HaHb), 2.09 (s, 3H, CH3), 2.10 (m, 1 H, chromane 3-HaHb), 2.12 (s, 3H, CH3), 2.16 (s, 3H, 
CH3), 2.66 (m, 2 H, chromane 4-CH2), 3.58 (d, J = 2.2 Hz, 2H, CH2CO), 3.95, 4.04 (AB 
system, J = 9.2 Hz, 2H, OCH2), 4.27 (s, 1H, OH), 7.00 (d, J = 8.8 Hz, 2H, Harom), 7.42 (d, J = 
8.8 Hz, 2H, Harom), 7.55 (br t, 1 H, CH=C), 8.11 (br s, 1H, NH). 13C NMR (100 MHz, CDCl3): 
δ 11.4 (CH3), 12.0 (CH3), 12.4 (CH3), 20.4 (CH2), 22.7 (CH3), 28.9 (CH2), 35.3 (CH2), 73.0, 
74.1, 115.6 (CHarom), 117.3, 118.7, 121.4, 121.5, 122.9, 126.9, 132.2 (CHarom), 135.1 (CH=C), 
145.1, 145.2, 161.0, 171.1 (C=O), 174.0 (C=O). ESI-MS (pos. mode): m/z = 460.15 
([M+K]+). Anal. Calcd for C25H27NO5, H2O (439.51): C, 68.32; H, 6.65; N, 3.19. Found: C, 
68.61; H, 6.28; N, 3.30. 

5.1.4 tert-butyl (2-((4-((2,5-dioxopyrrolidin-3-yl)methyl)phenoxy)methyl)-2,5,7,8-
tetramethylchroman-6-yl) carbonate (5) 
In a round bottom flask was first introduced 10% palladium on carbon (10 mg), in order to 
avoid any ignition of the solvent. A solution of 3 (100 mg, 0.19 mmol) in EtOAc (10 mL) was 
then added. The mixture was stirred under hydrogen atmosphere for 18 h at room 
temperature, then filtered on celite® and the solvent was removed under reduced pressure. The 
residue was purified by column chromatography (eluent: cyclohexane/EtOAc, 100:0 to 70:30) 
to afford 5 as a colorless foam (45 mg, 0.09 mmol, 47 % yield). M.p. 69-71 °C. IR (ATR): ν 
(cm-1) 3169, 2928, 1749, 1714, 1609, 1510, 1456, 1367. 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 1.41 



 
 

 

(s, 3H, CH3), 1.55 (s, 9H, t-Bu), 1.88 (m, 1H, chromane 3-HaHb), 2.03 (s, 3H, CH3), 2.08 (s, 
6H, 2×CH3), 2.13 (m, 1H, chromane 3-HaHb), 2.49 (AB part of an ABX system, J = 18.4, 5.0 
Hz, 1H, PhCHaHb), 2.63 (m, 2H, chromane 4-CH2), 2.72 (AB part of an ABX system, J = 
18.4, 9.0 Hz, 1H, PhCHaHb), 2.87 (m, 1H, TZD CHCHaHb), 3.09-3.19 (m, 2H, TZD 
CHCHaHb + CHCHaHb), 3.84, 3.96 (AB system, J = 9.1 Hz, OCH2), 6.85 (d, J = 8.7 Hz, 2H, 
Harom), 7.07 (d, J = 8.7 Hz, 2H, Harom), 7.95 (br s, 1H, NH). 13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ 
11.9 (CH3), 12.0 (CH3), 12.8 (CH3), 20.3 (CH2), 23.1 (CH3), 27.8 (t-Bu), 28.4 (CH2), 34.4 
(CH2), 35.5 (CH2), 43.0 (CH), 72.7, 74.7, 82.9, 115.2 (CHarom), 117.4, 123.2, 125.1, 127.4, 
129.2, 130.2 (CHarom), 141.4, 149.0, 152.4, 158.3, 176.2 (C=O), 179.3 (C=O). ESI-MS (pos. 
mode): m/z = 446.25 [M+Na]+. Anal. Calcd for C25H29NO5, ½ H2O (432.52): C, 69.43; H, 
6.99; N, 3.24. Found: C, 69.20; H, 7.06; N, 3.05. 
 
5.1.5. 3-(4-((6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-yl)methoxy)benzyl)pyrrolidine-2,5-
dione (6) 
In a round bottom flask was first introduced 10% palladium on carbon (10 mg), in order to 
avoid any ignition of the solvent. A suspension of 4 (100 mg, 0.24 mmol) in EtOAc (10 mL) 
was then added. The mixture was stirred under hydrogen atmosphere for 18 h at room 
temperature, then filtered on celite® and the solvent was removed under reduced pressure to 
give a pale yellow foam (91 mg, 0.21 mmol, 89% yield). M.p. 75-77 °C. IR (ATR): ν (cm-1) 
3486, 3200, 2922, 1771, 1699, 1608, 1510, 1456, 1418, 1352. 1H NMR (400 MHz, CDCl3) : δ 
1.41 (s, 3H, CH3), 1.89 (m, 1H, chromane-3-HaHb), 2.10 (s, 3H, CH3), 2.11 (s, 3H, CH3), 2.12 
(m, 1H, chromane-3-HaHb), 2.16 (s, 3H, CH3), 2.48 (A part of an ABX system, J = 18.5, 4.9 
Hz, 1H, PhCHaHb), 2.64 (m, 2H, chromane 4-CH2), 2.71 (B part of an ABX system, J = 18.5, 
9.0 Hz, 1H, PhCHaHb), 2.88 (m, 1H, TZD CHCHaHb), 3.07-3.19 (m, 2H, TZD CHCHaHb + 
CHCHaHb), 3.86-3.96 (AB system, J = 9.1 Hz, CH2O), 4.33 (br s, 1H, OH), 6.86 (d, J = 8.6 
Hz, 2H, Harom), 7.07 (d, J = 8.6 Hz, 2H, Harom), 8.20 (br s, 1H, NH). 13C NMR (100 MHz, 
CDCl3): δ 11.4 (CH3), 12.0 (CH3), 12.3 (CH3), 20.5 (CH2), 22.9 (CH3), 28.8 (CH2), 34.4 
(CH2), 35.4 (CH2), 43.0 (CH), 72.8, 74.2, 115.2 (CHarom), 117.5, 118.7, 121.4, 122.8, 129.1, 
130.1 (CHarom), 145.1, 145.2, 158.4, 176.5 (C=O), 179.5 (C=O). ESI-MS (pos. mode): m/z = 
446.1936 [M+Na]+. Anal Calcd for C25H29NO5, 1/3 H2O (429.52): C, 69.91; H, 6.96; N, 3.26. 
Found: C, 70.18; H, 7.02; N, 3.19. 
 
5.1.6 tert-butyl (6-(2-((4-formylphenoxy)methyl)-2,5,7,8-tetramethylchroman-6-yl)hexyl) 
carbamate (8) 
Preparation of the triflate intermediate: to an ice cooled solution of anhydrous pyridine (445 
µL, 5.5 mmol) in dry CH2Cl2 (5 mL) was added dropwise trifluoromethanesulfonic anhydride 
(211 µL, 1.3 mmol) under argon. A solution of 7 (385 mg, 0.9 mmol) in CH2Cl2 (5 mL) was 
added 5 minutes later to the reaction mixture. The solution was stirred for 20 minutes at 0 °C 
and the solvent was evaporated. The residue was dissolved in EtOAc (15 mL), the solution 
was washed with water (2 x 10 mL), 5% aqueous NaHCO3 solution (2 x 10 mL), and brine (2 
x 10 mL). The organic phase was then dried (MgSO4) and the solvent was removed under 
vacuum to afford a brownish liquid. 



 
 

 

Condensation with 4-hydroxybenzaldehyde: to a solution of the above triflate in dry DMF (4 
mL) were added 4-hydroxybenzaldehyde (112 mg, 0.9 mmol) and Cs2CO3 (449 mg, 1.4 
mmol). The reaction mixture was stirred under argon at room temperature for 24h, and then 
EtOAc (20 mL) was added. The organic layer was washed with water (2 x 20 mL), 5% 
aqueous NaHCO3 solution (2 x 20 mL), water (2 x 20 mL), dried (MgSO4) and the solvent 
was evaporated under vacuum to give a yellow liquid. The residue was purified by column 
chromatography (eluent: cyclohexane/EtOAc, 100:0 to 85:15) to afford 8 (328 mg, 0.63 
mmol, 68 % yield) as a colorless liquid. 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 1.43 (s, 3H, chromane 
2-CH3), 1.35-1.53 (m, 8H, linker-CH2), 1.44 (s, 9H, t-Bu), 1.90 (m, 1H, chromane 3-HaHb), 
2.10 (s, 3H, CH3), 2.13 (m, 1H, chromane 3-HaHb), 2.15 (s, 3H, CH3), 2.20 (s, 3H, CH3), 
2.57-2.71 (m, 4H, chromane 4-CH2, linker CH2), 3.12 (m, 2H, CH2NHBoc), 3.98, 4.08 (AB 
system, J = 9.3 Hz, 2H, CH2O), 4.51 (br s, 1H, NHBoc), 7.03 (d, J = 8.7 Hz, 2H, Harom), 7.82 
(d, J = 8.7 Hz, 2H, Harom), 9.88 (s, 1H, CHO). Other analytical data were in accordance with 
the previous one [13]. 
 
5.1.7. tert-butyl (E)-(6-(2-((4-((2,5-dioxopyrrolidin-3-ylidene)methyl)phenoxy)methyl)-
2,5,7,8-tetramethylchroman-6-yl)hexyl)carbamate (9) 
To a solution of compound 8 (208 mg, 0.40 mmol) in anhydrous MeOH (10 mL) was added 
compound 2 (143 mg, 0.40 mmol). The suspension was stirred at room temperature under 
argon for 12 h. The mixture was filtered and washed with cooled MeOH to give a white 
powder. M.p. 205-207 °C. IR (ATR) υ (cm-1):  3381, 2924, 1769, 1705, 1688, 1603, 1514, 
1308, 1252, 1163. 1H NMR (400 MHz, CDCl3) : δ 1.43 (s, 3H, CH3), 1.44 (m, 8H, linker 
CH2), 1.45 (s, 9H, t-Bu), 1.90 (m, 1H, chromane-3-HaHb), 2.10 (s, 3H, CH3), 2.12 (m, 1H, 
chromane-3-HaHb), 2.15 (s, 3H, CH3), 2.20 (s, 3H, CH3), 2.59 (m, 2H, linker CH2), 2.66 (m, 
2H, chromane 4-CH2), 3.12 (m, 2H, CH2NHBoc), 3.58 (d, J = 2.2 Hz, 2H, CH2CO), 3.95, 
4.05 (AB system, J = 9.2 Hz, 2H, OCH2), 4.50 (br s, 1H, NHBoc), 7.00 (d, J = 8.9 Hz, 2H, 
Harom), 7.42 (d, J = 8.9 Hz, 2H, Harom), 7.55 (br t, J = 2.2 Hz, 1H, CH=C), 8.09 (s, 1H, NH). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ 12.2 (CH3), 15.1 (CH3), 16.0 (CH3), 20.8 (CH2), 22.9 (CH3), 
26.8 (CH2), 28.6 (t-Bu), 28.8 (CH2), 30.0 (CH2), 30.1 (CH2), 30.2 (CH2), 30.3 (CH2), 35.3 
(CH2), 40.7 (CH2), 73.0, 74.2, 115.6 (CHarom), 116.9, 121.4, 122.3, 126.8, 131.1, 131.7, 132.2 
(CHarom), 133.6, 135.1 (CH=C), 149.1, 156.1, 161.0, 171.0 (C=O), 174.0 (C=O). ESI-MS 
(pos. mode): m/z = 627.34 [M+Na]+. Anal. Calcd for C36H48N2O6 (604.79): C, 71.50; H, 8.00; 
N, 4.63. Found: C, 71.75; H, 8.08; N, 4.54. 
 
5.1.8. (E)-3-(4-((6-(6-aminohexyl)-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-yl)methoxy) 
benzylidene)pyrrolidine-2,5-dione hydrochloride (10) 
To a solution of compound 9 (172 mg, 0.28 mmol) in CH2Cl2 (5 mL) was added a saturated 
solution of HCl in EtOAc (5 mL). The mixture was stirred at room temperature for 1 h and the 
resulting suspension was filtered and washed with Et2O, giving after drying 89 mg (0.16 
mmol, 57% yield) of white powder. M.p. 250-252 °C. IR (KBr) υ (cm-1):  3422, 3218, 2931, 
1774, 1698, 1652, 1602, 1510, 1343, 1249, 1186, 1165, 1117, 1071, 835. 1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6): δ 1.31 (s, 3H, CH3), 1.36 (m, 6H, linker CH2), 1.56 (m, 2H, linker CH2), 1.86 (m, 
1H, chromane-3-HaHb), 1.98 (s, 3H, CH3), 2.03 (m, 1H, chromane-3-HaHb), 2.10 (s, 6H, CH3 



 
 

 

x 2), 2.59 (m, 2H, CH2), 2.62 (m, 2H, CH2), 2.76 (m, 2H, CH2), 3.59 (d, J = 2.0 Hz, 2H, 
CH2CO), 4.06 (m, 2H, OCH2), 7.06 (d, J = 8.1 Hz, 2H, Harom), 7.33 (br s, 1H, CH=C), 7.55 (d, 
J = 8.1 Hz, 2H, Harom), 7.85 (br s, 3H, NH3

+), 11.34 (br s, 1H, NH). 13C NMR (100 MHz, 
DMSO-d6): δ 11.9 (CH3), 14.6 (CH3), 15.6 (CH3), 20.0 (CH2), 21.6 (CH3), 25.7 (CH2), 27.0 
(CH2), 28.1 (CH2), 29.0 (CH2), 29.3 (CH2), 29.6 (CH2), 34.8 (CH2), 38.8 (CH2), 72.6, 74.0, 
115.3 (CHarom), 116.6, 121.0, 124.1, 127.0, 130.0, 131.0, 131.4 (CH=C), 132.0 (CHarom), 
132.5, 148.5, 160.0, 172.1 (C=O), 175.8 (C=O). ESI-MS (pos. mode): m/z = 505.30 [M+H]+. 
Anal. Calcd for C31H41ClN2O4, ½ H2O (550.14): C, 67.68; H, 7.70; N, 5.09. Found: C, 67.34; 
H, 7.47; N, 5.14. 
(S)-10 and (R)-10 were prepared in three steps from respectively (S)-7 and (R)-7. These 
compounds showed the same spectral data than the racemic compound 10. Specific data: 
(S)-10: [α]20

D +11.6 (c 0.1 in CHCl3:MeOH, 9:1). Anal. Calcd for C31H41ClN2O4, 2/3 H2O: C, 
67.31; H, 7.71; N, 5.06. Found: C, 67.33; H, 7.54; N, 5.04. 
 (R)-10: [α]20

D -11.6 (c 0.1 in CHCl3:MeOH, 9:1). Anal. Calcd for C31H41ClN2O4, H2O: C, 
66.59; H, 7.75; N, 5.01. Found: C, 66.53; H, 7.49; N, 4.88. 
 
5.1.9 methyl 2,5,7,8-tetramethylchromane-2-carboxylate (12) 
A solution of 2,3,5-trimethylphenol (25.00 g, 183.57 mmol) in methyl methacrylate (100 mL, 
937.87 mmol) was cooled in an ice bath and paraformaldehyde (6.00 g, 100.00 mmol) was 
added. The mixture was stirred under argon for 15 minutes and acetic acid (5.50 mL, 95.99 
mmol) and dibutylamine (3.80 mL, 22.55 mmol) were added and the reaction medium was 
stirred at 0°C for further 15 minutes. Ice bath was removed and the mixture was heated at 
reflux for 48 h. The yellow solution was cooled down to room temperature, and then let at 
4°C for 12 h. The resulting suspension was filtered and the crystals were washed with cooled 
MeOH and cooled Et2O to give after drying 19.15 g (77.10 mmol, 42% yield) of white 
crystals. M.p. 105-107 °C. IR (ATR): ν (cm-1): 2965, 2920, 1726, 1568, 1447, 1310, 1281, 
1206, 1194, 1128, 1109. 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 1.63 (s, 3H, CH3), 1.88 (m, 1H, 
chromane 3-HaHb), 2.13 (s, 3H, CH3), 2.16 (s, 3H, CH3), 2.22 (s, 3H, CH3), 2.40-2.68 (m, 3H, 
chromane 3-HaHb, chromane 4-CH2), 3.69 (s, 3H, OCH3), 6.58 (s, 1H, Harom). 13C NMR (62.9 
MHz, DMSO-d6): δ 11.5 (CH3), 18.8 (CH3), 19.8 (CH3), 20.5 (CH2), 25.6 (CH3), 30.4 (CH2), 
52.5 (OCH3), 77.5, 116.5, 122.0, 123.4 (CHarom), 133.3, 135.0, 151.5, 174.5 (C=O). ESI-MS 
(pos. mode): m/z = 271.14 [M+Na]+. Anal. Calcd for C15H20O3 (248.14): C, 72.55; H, 8.12. 
Found: C, 72.69; H, 8.16. 
 
5.1.10 methyl 6-(6-bromohexanoyl)-2,5,7,8-tetramethylchromane-2-carboxylate (13) 
Preparation of the intermediate acyl chloride: a solution of 6-bromohexanoic acid (19.60 g, 
100 mmol) and thionyl chloride (21.6 mL, 291 mmol) in dry CH2Cl2 (50 mL) was refluxed 
under argon for 3 hours. The solvent was removed under vacuum for 3 h to remove the excess 
of thionyl chloride. The resulting colorless liquid was then dissolved in CH2Cl2 (15 mL) and 
formic acid (0.75 mL, 20.00 mmol) was added to remove the last traces of thionyl chloride. 
The mixture was stirred 2 h at room temperature until no bubbling occurred and used without 
further purification. 



 
 

 

Friedel-Crafts acylation: To the above solution were added AlCl3 (10.50 g, 78.00 mmol) and 
anhydrous dichloromethane (10 mL). A solution of 12 (5.00 g, 20.13 mmol) in CH2Cl2 (35 
mL) was then added dropwise in 20 minutes at 0 °C. 15 minutes after the end of the addition 
were added EtOAc (250 mL) and water (80 mL). The organic layer was then washed twice 
with water (80 mL), and with a 5% aqueous solution of potassium bicarbonate (10 x 30 mL) 
to remove the excess of hydrolyzed acyl chloride, and then with water (50 mL). The organic 
layer was dried (MgSO4), filtered and concentrated under vacuum to give a brownish liquid 
which was further purified by column chromatography (eluent: cyclohexane/EtOAc, 100/0 to 
88/12) to afford 6.00 g (14.11 mmol, 70% yield) of a colorless liquid which crystallized upon 
storage at 4 °C. M.p. 68-70 °C.  IR (ATR): ν (cm-1): 2930, 2864, 1746, 1693, 1460, 1435, 
1240, 1138, 1111. 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 1.51 (m, 2H, linker-CH2), 1.61 (s, 3H, 
CH3), 1.73 (m, 2H, linker-CH2), 1.79-1.95 (m, 3H, linker-CH2 + chromane 3-HaHb), 1.98 (s, 
3H, CH3), 2.06 (s, 3H, CH3), 2.14 (s, 3H, CH3), 2.39-2.50 (m, 2H, chromane 4-HaHb + 
chromane 3-HaHb), 2.60 (m, 1H, chromane 4-HaHb), 2.67 (t, J = 7.3 Hz, 2H, CH2CO), 3.42 (t, 
J = 6.6 Hz, 2H, CH2Br), 3.67 (s, 3H, OCH3). 13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ 11.5 (CH3), 
15.7 (CH3), 16.7 (CH3), 20.6 (CH2), 22.7 (CH2), 25.5 (CH3), 27.9 (CH2), 30.4 (CH2), 32.8 
(CH2), 33.7 (CH2), 45.6 (CH2), 52.6 (OCH3), 77.5 (Cquat), 117.1, 122.9, 128.0, 129.7, 135.6, 
151.6, 174.1 (ester C=O), 211.5 (ketone C=O). ESI-MS (pos. mode): m/z = 447.12 [M+Na, 
79Br]+, 449.12 [M+Na, 81Br]+. Anal. Calcd for C21H29BrO4 (425.36): C, 59.30; H, 6.87. Found: 
C, 59.36; H, 6.87. 
 
5.1.11 (6-(6-bromohexyl)-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-yl)methanol (14) 
To a suspension of LiAlH4 (1.82 g, 48.00 mmol) in dry Et2O (30 mL) under argon was added 
AlCl3 (4.27 g, 32.02 mmol). Five minutes later, a solution of AlCl3 (2.14 g, 16.05 mmol) and 
13 (6.82 g, 16.03 mmol) in dry Et2O (90 mL) was slowly added. The mixture was stirred 
under argon at room temperature for 2 h, and the reaction was then quenched with cold water 
(140 mL) and 6 M aqueous H2SO4 solution (80 mL). The aqueous layer was extracted twice 
with EtOAc (100 mL), and the combined organic layers were washed with 2 M Na2CO3 
aqueous solution (70 mL), dried (MgSO4) and the solvent was removed under vacuum to give 
a yellow liquid which was purified by column chromatography (eluent: cyclohexane/EtOAc, 
100/0 to 88/12) to afford 4.42 g (11.5 mmol, 72% yield) of colorless liquid. 1H NMR (200 
MHz, CDCl3): δ 1.23 (s, 3H, CH3), 1.46 (m, 6H, linker CH2), 1.66-2.08 (m, 5H, linker CH2 + 
chromane 3-CH2 + CH2OH), 2.12 (s, 3H, CH3), 2.17 (s, 3H, CH3), 2.21 (s, 3H, CH3), 2.55-
2.79 (m, 4H, linker CH2 + chromane 4-CH2), 3.43 (t, J = 6.8 Hz, 2H, CH2Br), 3.58, 3.68 (AB 
system, J = 11.4 Hz, 2H, CH2OH). Other analyses were in accordance with published results 
[13]. 
 
5.1.12. (6-(6-azidohexyl)-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-yl)methanol (15) 
A solution of 14 (4.81 g, 12.55 mmol) and NaN3 (1.63 g, 25.1 mmol) in dry DMF (50 mL) 
was heated at 80 °C for 3 h. The mixture was cooled to room temperature then diluted with 
EtOAc (60 mL), washed with water (5 x 30 mL) and with brine (2 x 30 mL). The organic 
layer was then dried (MgSO4), and the solvent was removed under vacuum to afford 3.76 g 
(10.88 mmol, 87% yield) of 15 as a colorless liquid which was used without further 



 
 

 

purification. 1H NMR (200 MHz, CDCl3): δ 1.23 (s, 3H, chromane CH3), 1.45 (m, 6H, linker 
CH2), 1.54-1.82 (m, 4H, linker CH2 + chromane 3-HaHb + CH2OH), 1.98 (m, 1H, chromane 
3-HaHb), 2.12 (s, 3H, CH3), 2.17 (s, 3H, CH3), 2.21 (s, 3H, CH3), 2.66 (m, 4H, linker CH2 + 
chromane 4-CH2), 3.28 (t, J = 6.8 Hz, 2H, CH2N3), 3.62 (m, 2H, CH2O). Other analyses were 
in accordance with published results [13]. 
 
5.1.13. (6-(6-aminohexyl)-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-yl)methanol (16) 
In a round bottom flask was first introduced 10% palladium on carbon (352 mg), in order to 
avoid any ignition of the solvent. A solution of 15 (3.52 g, 10.19 mmol) in EtOAc (30 mL) 
was then added. The mixture was stirred under a hydrogen atmosphere for 18 h at room 
temperature, then filtered on celite®, and the resulting solution was concentrated. Column 
chromatography (eluent: CH2Cl2 (+1 % Et3N)/MeOH, 100/0 to 90/10 in 10 minutes, then 30 
minutes in isocratic mode) afforded 2.61 g (8.17 mmol, 80% yield) of slightly yellow liquid. 
IR (ATR): 2920, 2851, 1570, 1449, 1312, 1105, 1063. 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 1.23 (s, 
3H, CH3), 1.43 (m, 6H, linker CH2), 1.48 (m, 2 H, linker CH2), 1.74 (m, 1H, chromane 3-
HaHb), 2.00 (m, 3H, chromane 3-HaHb + NH2), 2.12 (s, 3H, CH3), 2.16 (s, 3H, CH3), 2.20 (s, 
3H, CH3), 2.58-2.75 (m, 6H, chromane 4-CH2 + linker CH2 + CH2NH2), 3.58, 3.65 (AB 
system, 2H, J = 11.3 Hz, CH2OH). 13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ 12.2 (CH3), 15.1 (CH3), 
16.0 (CH3), 20.7 (2 pics: CH3 + CH2), 26.9 (CH2), 28.0 (CH2), 30.1 (CH2), 30.3 (CH2), 33.2 
(CH2), 40.7 (CH2), 42.0 (CH2), 69.6, 75.3, 117.0, 122.2, 131.1, 131.8, 133.5, 149.0. ESI-MS 
(pos. mode): m/z = 320.26 [M+H]+. Anal. Calcd for C20H33NO2, ¼ H2O (323.99): C, 74.14; 
H, 10.42; N, 4.32. Found: C, 74.42; H, 10.32; N, 4.41. 
 
5.1.14 tert-butyl (6-(2-(hydroxymethyl)-2,5,7,8-tetramethylchroman-6-yl)hexyl)carbamate (7) 
To a solution of compound 16 (1.59 g, 4.98 mmol) in dry CH2Cl2 (15 mL) was added under 
stirring at room temperature Boc2O (773 µL, 5.0 mmol). After 45 minutes, the solvent was 
removed under vacuum, and the crude product was diluted in EtOAc (20 mL), the solution 
was washed with an aqueous 5% citric acid solution (2 x 20 mL), water (10 mL), and brine 
(10 mL). The organic layer was dried (MgSO4) and the solvent was removed under vacuum to 
afford a yellow liquid which was purified by column chromatography (eluent: 
cyclohexane/EtOAc, 100/0 to 80/20 in 20 minutes then 20 minutes in isocratic mode) to 
afford 7 (2.08 g, 4.96 mmol, 100% yield) as a colorless liquid. 1H NMR (400 MHz, CDCl3): 
1.23 (s, 3H, CH3), 1.45 (s, 9H, t-Bu), 1.36-1.53 (m, 6 H, linker CH2), 1.64 (br s, 3H, linker 
CH2 + CH2OH), 1.72 (m, 1H, chromane 3-HaHb), 2.01 (m, 1H, chromane 3-HaHb), 2.12 (s, 
3H, CH3), 2.16 (s, 3H, CH3), 2.20 (s, 3H, CH3), 2.57-2.70 (m, 4H, chromane 4-CH2 + linker 
CH2), 3.12 (t, J = 6.2 Hz, CH2NHBoc), 3.59, 3.65 (AB system, J = 11.2 Hz, 2H, CH2OH), 
4.48 (br s, 1H, NHBoc). Other analyses were in accordance with published results [13]. 
 
5.1.15. Deracemization of compound 7 
 
5.1.15.1. Preparation of the supported Lipase 
According to Couladouros et al. [17], lipase PS-30 (3 g) and Hyflo Supercel® (10 g) were 
added to a buffered solution (10 mL) of Na2HPO4 (117.12 mg) and KH2PO4 (82.66 mg) in 



 
 

 

distilled water (30 mL, pH 7). The suspension was shaken vigorously then dried under high 
vacuum for 24 h. 
 
 
 
 
5.1.15.2. (S)-4-((6-(6-((tert-butoxycarbonyl)amino)hexyl)-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-
yl)methoxy)-4-oxobutanoic acid: ((S)-enriched 19), first lipase reaction. 
To a stirred solution of 7 (1.00 g, 2.38 mmol) in MTBE (6 mL) were added succinic 
anhydride (346 mg, 3.46 mmol) and supported Amano Lipase PS (720 mg). After 18 h of 
stirring at room temperature, the precipitate was filtered, washed with MTBE (5 mL) and the 
filtrate was evaporated under reduced pressure. The residue was purified by flash column 
chromatography (eluent: cyclohexane/EtOAc 100/0 to 80/20 in 20 minutes, then 20 minutes 
in isocratic mode) to give 415 mg of (R)-enriched 7 (0.98 mmol, 44% yield) as a white 
powder and 600 mg of (S)-enriched 19 (1.15 mmol, 52% yield) as a slightly trouble liquid. IR 
(ATR) ν (cm-1): 3342, 2974, 2924, 2851, 1736, 1711, 1649, 1572, 1510, 1448, 1366, 1246. 1H 
NMR (400 MHz, CDCl3): δ 1.29 (s, 3H, CH3), 1.43 (s, 9H, t-Bu), 1.33-1.52 (m, 8H, linker 
CH2), 1.79 (m, 1H, chromane 3-HaHb), 1.93 (m, 1H, chromane 3-HaHb), 2.09 (s, 3H, CH3), 
2.14 (s, 3H, CH3), 2.19 (s, 3H, CH3), 2.56-2.70 (m, 8H, succinate CH2 x 2, chromane 4-CH2, 
linker CH2), 3.11 (m, 2H, CH2NHBoc), 4.09, 4.21 (AB system, J = 11.2 Hz, 2H, CH2O), 4.52 
(br s, 1H, NHBoc), 5.39 (br s, 1H, CO2H). 13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ 12.1 (CH3), 15.0 
(CH3), 16.0 (CH3), 20.7 (CH2), 22.2 (CH3), 26.8 (CH2), 27.1 (CH2), 28.6 (t-Bu), 28.9 (CH2), 
29.1 (CH2), 29.9 (CH2), 30.1 (CH2), 30.2 (CH2, 2 peaks), 40.8 (CH2), 69.3, 73.4, 116.7, 122.4, 
131.0, 131.5, 133.4, 149.1, 172.0, 176.6. ESI-MS (pos. mode): m/z = 542.31 [M+Na]+. Anal. 
Calcd for C29H45NO7 (519.68): C, 67.03; H, 8.73; N, 2.70. Found: C, 66.95; H, 8.88; N, 2.56. 
 
5.1.15.3. General procedure for the saponification of 19. 
To a stirred solution of (S)-enriched 19 in a 1:1 mixture of THF and MeOH (10 mL per 
mmol) was added a 3 M aqueous solution of LiOH (3.0 eq). After 30 minutes of stirring at 
room temperature, the reaction mixture was quenched with a saturated aqueous solution of 
NH4Cl (10 mL), and diluted in EtOAc (25 mL per mmol). The solution was washed with 
distilled water (3 x 15 mL per mmol), the organic layer was dried (MgSO4), and the solvent 
was removed under vacuum to afford (S)-enriched 7 which was used without further 
purification. The NMR spectrum was in accordance with the expected data. 
 
5.1.15.4. General procedure for the resolution of the racemic compound 7 (second and third 
lipase reactions). 
Both (S)-enriched compound 7 and (R)-enriched compound 7 were subjected twice to the 
same procedure as before. The final yields after the three enzymatic resolutions are given 
below, taking into account that the maximum theoretical yield is 50%. The resolved 
compounds exhibit identical spectroscopic data to the racemic alcohol 7. 
(S)-7 : Yield : 22 % [α]20

D +1.1° (c 0.1 in CHCl3), ee = 98% 
(R)-7 : Yield : 23 %, [α]20

D -1.1° (c 0.1 in CHCl3), ee = 98% 



 
 

 

 
5.1.15.5. General procedure for the measurement of enantiomeric excess of 7. 
According to reported procedure [20], in a NMR tube was introduced a solution of 7 (3-7 mg, 
7.15 µmol - 16.68 µmol) in C5D5N (0.1 mL) and CDCl3 (0.1 mL), and (R)-Mosher acyl 
chloride (5 µL, 26.72 µmol) was added. After 3 h reaction, C6D6 (0.5 mL) and CDCl3 (0.1 
mL) were added. The NMR signal of interest are displayed in the 4.00-4.35 area as two AB 
systems for both diastereomers. 
5.1.16. Verification of the conservation of the enantiomeric excess in acidic conditions 
 
5.1.16.1. (S)-(6-(6-aminohexyl)-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-yl)methyl acetate 
hydrochloride ((S)-21). 
To a stirred solution of (S)-7 (100 mg, 0.24 mmol) in dry CH2Cl2 (6 mL) were added Ac2O 
(24 µL, 0.26 mmol), pyridine (21 µL, 0.26 mmol) and DMAP (3 mg, 0.024 mmol). The 
mixture was stirred under argon for 16 h and the solvents were removed under reduced 
pressure. The crude product was dissolved in dry CH2Cl2 (4 mL) and a 1.5 M solution of HCl 
in EtOAc was added (2 mL, 3.0 mmol). After 3 h stirring at room temperature, the solvents 
were removed under reduced pressure, and the HCl was co-evaporated twice with CH2Cl2 to 
give a pale-yellow powder, which was suspended in CH2Cl2, filtered, washed with Et2O (2×5 
mL) and with CH2Cl2 (2×2 mL) to give 87 mg (0.22 mmol, 92% yield) of white powder. 
M.p.: 130-132 °C. IR (ATR): ν (cm-1) 2920, 1732, 1658, 1520, 1383, 1240. 1H NMR (400 
MHz, CDCl3): δ 1.28 (s, 3H, CH3), 1.45 (br s, 6H, linker CH2), 1.80 (m, 3H, chromane 3-
HaHb + linker CH2), 1.93 (m, 1H, chromane 3-HaHb), 2.08 (s, 3H, CH3), 2.09 (s, 3H, CH3), 
2.14 (s, 3H, CH3), 2.18 (s, 3H, CH3), 2.55-2.67 (m, 4H, chromane 4-CH2 linker CH2), 3.00 
(m, 2 H, CH2NH3

+), 4.07, 4.15 (AB system, J = 11.2 Hz, 2H, CH2O), 8.28 (br s, 3H, NH3
+). 

13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ 12.1 (CH3), 15.0 (CH3), 16.0 (CH3), 20.6 (CH2), 21.0 (CH3), 
21.9 (CH3), 26.6 (CH2), 27.9 (CH2), 28.7 (CH2), 29.6 (CH2), 30.0 (CH2), 30.1 (CH2), 40.1 
(CH2), 69.0, 73.5, 116.6, 122.4, 130.6, 131.5, 133.4, 149.1, 171.0 (C=O). ESI-MS (pos. 
mode): m/z = 362.2690 [M]+. Anal. Calcd for C22H36ClNO3 (397.98): C, 66.40; H, 9.12; N, 
3.52. Found: C, 66.28; H, 9.15; N, 3.48. 
 
5.1.16.2. Recovery of compound (S)-7 after acidic treatment: conservation the absolute 
configuration. 
To a solution of (S)-21 (55 mg, 0.14 mmol) in dry CH2Cl2 (2 mL) were added Et3N (195 µL, 
1.4 mmol) and Boc2O (61 mg, 0.28 mmol) at room temperature. The mixture was stirred for 2 
h, and the solvent was removed under reduced pressure. The crude product was diluted in a 
1:1 mixture of THF and MeOH (4 mL) and an aqueous solution of 3 M LiOH (0.23 mL, 0.70 
mmol) was added. After 1 h stirring at room temperature, the reaction was quenched by 
addition of a saturated solution of NH4Cl (10 mL), diluted with EtOAc (50 mL) and washed 
with water (3 x 10 mL). The organic layer was dried (MgSO4) and the solvent was removed 
under reduce pressure. The residue was purified by column chromatography (eluent: 
cyclohexane/EtOAc 100/0 to 30/70 in 20 minutes) to give 53 mg of colorless liquid (0.13 
mmol, 93% yield). This compound exhibited the same spectral data than the previously 



 
 

 

described molecule 7. Furthermore, its optical rotation and the deduced ee after reaction with 
(R)-Mosher acyl chloride were identical to starting compound (S)-7. 
 
5.1.17 4-((6-(6-azidohexyl)-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-yl)methoxy)benzaldehyde (27) 
Preparation of the triflate intermediate: to an ice cooled solution of anhydrous pyridine (1.15 
mL, 14.29 mmol) in dry CH2Cl2 (10 mL) was added dropwise trifluoromethanesulfonic 
anhydride (560 µL, 3.3 mmol) under argon. A solution of 16 (822 mg, 2.38 mmol) in CH2Cl2 
(10 mL) was added 5 minutes later to the reaction mixture. The solution was stirred for 30 
minutes at 0 °C and the solvent was evaporated. The residue was dissolved in EtOAc (30 
mL), the solution was washed with water (3 x 20 mL), 5% aqueous NaHCO3 solution (3 x 20 
mL), and brine (3 x 20 mL). The organic phase was then dried (MgSO4) and the solvent was 
removed under vacuum to afford an orange liquid. 
Condensation with 4-hydroxybenzaldehyde: to a solution of the above triflate in dry DMF (5 
mL) were added 4-hydroxybenzaldehyde (291 mg, 2.38 mmol) and K2CO3 (658 mg, 4.76 
mmol). The reaction mixture was stirred under argon at room temperature for 5 days, and then 
EtOAc (50 mL) was added. The organic layer was washed with water (5 x 20 mL), 5% 
aqueous NaHCO3 solution (2 x 20 mL), water (2 x 20 mL), dried (MgSO4) and the solvent 
was evaporated under vacuum to give a yellow liquid. The residue was purified by column 
chromatography (eluent: cyclohexane/EtOAc, 100:0 to 90:10) to afford 26 (623 mg, 1.39 
mmol, 58 % yield) as a colorless liquid. IR (film) υ (cm-1):  3379, 2930, 2094, 1691, 1601, 
1574, 1508, 1310, 1248, 1157, 1109, 1038. 1H NMR (250 MHz, CDCl3): δ 1.44 (br s, 9H, 
CH3 + 3 x linker CH2), 1.63 (m, 2H, linker CH2), 1.92 (m, 1H, chromane-3-HaHb), 2.10 (s, 
3H, CH3), 2.12 (m, 1H, chromane-3-HaHb), 2.16 (s, 3H, CH3), 2.20 (s, 3H, CH3), 2.63 (m, 4H, 
chromane 4- CH2 + linker CH2), 3.28 (t, J = 6.8 Hz, 2H, CH2N3), 3.98, 4.08 (AB system, J = 
9.3 Hz, 2H, OCH2), 7.03 (d, J = 8.6 Hz, 2H, Harom), 7.82 (d, J = 8.6 Hz, 2H, Harom), 9.89 (s, 
1H, CHO). 13C NMR (62.9 MHz, DMSO-d6): δ 12.2 (CH3), 15.1 (CH3), 16.0 (CH3), 20.7 
(CH2), 22.9 (CH3), 26.8 (CH2), 28.8 (CH2), 29.0 (CH2), 29.8 (CH2), 30.1 (CH2), 30.2 (CH2), 
51.6 (CH2-N3), 73.1, 74.1, 115.2 (CHarom), 116.9, 122.4, 130.3, 131.0, 131.7, 132.1 (CHarom), 
133.6, 149.1, 164.2, 190.9 (CHO). ESI-MS (pos. mode): m/z = 472.25 [M+Na]+. Anal. Calcd 
for C27H35N3O3 (449.60): C, 72.13; H, 7.85; N, 9.35. Found: C, 72.50; H, 7.92; N, 9.09. 
 
5.1.18. (E)-3-(4-((6-(6-azidohexyl)-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-yl)methoxy)benzylidene) 
pyrrolidine-2,5-dione (28) 
To a solution of 26 (0.52 mmol) in anhydrous MeOH (10 mL) was added compound 2 (187 
mg, 0.52 mmol) and the mixture was stirred under argon at room temperature for 12 h. The 
suspension was filtered and washed with cooled MeOH to give 189 mg (0.36 mmol, 69% 
yield) of white powder. M.p. 130-132 °C. IR (KBr) υ (cm-1): 2927,2853, 2085, 1746, 1699, 
1601, 1514, 1456, 1352, 1306, 1244, 1175, 1111. 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 1.43 (s, 3H, 
CH3), 1.45 (br s, 6H, linker CH2), 1.63 (m, 2H, linker CH2), 1.91 (m, 1H, chromane-3-HaHb), 
2.10 (s, 3H, CH3), 2.13 (m, 1H, chromane-3-HaHb), 2.16 (s, 3H, CH3), 2.21 (s, 3H, CH3), 2.61 
(m, 2H, linker CH2), 2.67 (m, 2H, chromane 4- CH2), 3.28 (t, J = 6.9 Hz, 2H, CH2N3), 3.58 
(d, J = 2.2 Hz, 2H, CH2CO), 3.95, 4.05 (AB system, J = 9.3 Hz, 2H, OCH2), 7.00 (d, J = 8.9 
Hz, 2H, Harom), 7.42 (d, J = 8.9 Hz, 2H, Harom), 7.56 (m, 1H, CH=C), 8.38 (br s, 1H, NH). 13C 



 
 

 

NMR (100 MHz, CDCl3) : δ 12.2 (CH3), 15.1 (CH3), 16.0 (CH3), 20.7 (CH2), 22.9 (CH3), 
26.8 (CH2), 28.8 (CH2), 29.0 (CH2), 29.8 (CH2), 30.1 (CH2), 30.2 (CH2), 35.3 (CH2), 51.6 
(CH2N3), 73.0, 74.2, 115.6 (CHarom), 116.9, 121.4, 122.4, 126.8, 130.9, 131.7, 132.2 (CHarom), 
133.5, 135.0 (CH=C), 149.1, 161.0, 171.3 (C=O), 174.2 (C=O). ESI-MS (pos. mode): m/z = 
531.29 [M+H]+, 553.28 [M+Na]+. Anal. Calcd for C31H38N4O4 (530.67): C, 70.16; H, 7.22; N, 
10.56. Found: C, 70.50; H, 7.22; N, 10.20. 
 
 
 
5.1.19. (2R,3R,4S,5R,6R)-2-(acetoxymethyl)-6-(prop-2-yn-1-yloxy)tetrahydro-2H-pyran-
3,4,5-triyl triacetate (29) 
Acetylation of α-D-glucose: procedure reported by Wolfrom and Thompson [23] was adapted 
as follows: to a suspension of α-D-glucose (3.00 g, 16.65 mmol) in acetic anhydride (20.46 
mL, 216.47 mmol) was added sodium acetate (1.50 g, 18.32 mmol) under argon. The mixture 
was refluxed during 2 h and cooled to room temperature before being cooled in an ice bath. 
Water (50 mL) was added and the suspension was filtered, washed with water (3 x 20 mL), 
and carefully dried to give 3.618 g (9.27 mmol, 56% yield) of white powder which was used 
in the next step without further purification. 
Propargylation at the 1-position:  this step was realized according to the work of Murray et 
al. [24]. Spectral data of the compound agreed with the reported data. 
 
5.1.20. (2R,3R,4S,5R,6R)-2-(acetoxymethyl)-6-((1-(6-(2-((4-((E)-(2,5-dioxopyrrolidin-3-
ylidene)methyl)phenoxy)methyl)-2,5,7,8-tetramethylchroman-6-yl)hexyl)-1H-1,2,3-triazol-4-
yl)methoxy)tetrahydro-2H-pyran-3,4,5-triyl triacetate (30) 
To a mixture of 28 (138 mg, 0.26 mmol) and 29 (100 mg, 0.26 mmol) were added t-BuOH 
(20 mL) and MeOH (2 mL) and sonication was applied. To the resulting solution was added a 
mixture of CuSO4 (58 mg, 0.36 mmol) and sodium ascorbate (71 mg, 0.36 mmol) in water 
(0.5 mL). The reaction mixture was stirred under argon at room temperature for 12 h, and the 
solvents were evaporated. The residue was dissolved in EtOAc (30 mL) and the solution was 
washed with water (3 x 20 mL), dried (MgSO4) and concentrated under vacuum to give a 
yellow residue which was purified by column chromatography (eluent: cyclohexane/EtOAc, 
100:0 to 20:80) to afford 30 as a white powder 171 mg (0.19 mmol, 74 % yield). M.p. 88-90 
°C. IR (ATR): ν (cm-1) 2928, 2853, 1748, 1713, 1601, 1510, 1217, 1034. 1H NMR (400 MHz, 
CDCl3): δ 1.42 (m, 9H, chromane CH3 + linker CH2 x 3), 1.91 (m, 3H, chromane 3-HaHb + 
triazole-CH2-CH2), 1.98 (s, 3H, COCH3), 2.00 (s, 3H, COCH3), 2.03 (s, 3H, COCH3), 2.09 (s, 
6H, COCH3 + chromane CH3), 2.12 (m, 1H, chromane 3-HaHb), 2.14 (s, 3H, chromane CH3), 
2.19 (s, 3H, chromane CH3), 2.59 (m, 2H, linker CH2), 2.66 (m, 2H, chromane 4-H), 3.59 (d, 
J = 2.3 Hz, 2H, CH2CO), 3.74 (X part of an ABX system, 1H, glucose 5-H), 3.95, 4.04 (AB 
system, J = 9.3 Hz, 2H, OCH2), 4.15, 4.27 (AB part of an ABX system, J = 12.3, 4.7, 2.1 Hz, 
2H, glucose 6-H + 6’H), 4.35 (br t, J = 7.1 Hz, 2H, linker triazole-CH2), 4.69 (d, J = 8.0 Hz, 
1H, glucose 1-H), 4.84, 4.95 (AB system, J = 12.6 Hz, 2H, OCH2), 5.01 (dd, J = 9.5, 8.0 Hz, 
1H, glucose 2-H), 5.10 (t, J = 9.6 Hz, 1H, glucose 4-H), 5.20 (t, J = 9.5 Hz, 1H, glucose 3-H), 
6.99 (d, J = 8.9 Hz, 2H, Harom), 7.42 (d, J = 8.9 Hz, 2H, Harom), 7.50 (br s, 1H, triazole H), 



 
 

 

7.55 (t, J = 2.2 Hz, 1H, C=CH), 7.88 (s, 1H, NH). 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ 12.2 
(CH3), 15.1 (CH3), 16.0 (CH3), 20.7 (2 x COCH3), 20.8 (COCH3), 20.9 (COCH3), 22.9 (CH3), 
26.6 (CH2), 28.8 (CH2), 29.6 (CH2), 30.0 (CH2), 30.1 (CH2), 30.5 (CH2), 35.3 (CH2), 50.7 
(CH2N), 62.0, 63.2, 68.5 (glucose CH), 71.4 (glucose CH), 72.0 (glucose CH), 72.9 (glucose 
CH), 73.0, 74.2, 100.2 (glucose 1-CH), 115.6 (phenyl CH) 116.9, 121.4, 122.4, 122.8 (triazole 
CH), 126.9, 130.8, 131.7, 132.2 (phenyl CH), 133.5, 135.0 (CH=C), 144.2, 149.1, 161.0, 
169.5 (C=O), 169.6 (C=O), 170.4 (C=O), 170.8 (C=O), 171.0 (C=O), 174.0 (C=O). ESI-MS 
(pos. mode): m/z = 917.41 [M+H]+, 939.40 [M+Na]+, 955.37 [M+K]+. Anal. Calcd for 
C48H60N4O14 (917.01): C, 62.87; H, 6.59; N, 6.11. Found: C, 62.39; H, 6.68; N, 6.05. 
 
5.1.21. 3-((E)-4-((2,5,7,8-tetramethyl-6-(6-(4-((((2R,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-
(hydroxymethyl)tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy)methyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)hexyl)chroman-
2-yl)methoxy)benzylidene)pyrrolidine-2,5-dione (31) 
A  suspension of compound 30 (87 mg, 0.09 mmol) in anhydrous MeOH (5 mL) was 
sonicated until dissolution. A solution of MeONa in MeOH (2.09 mL, 1.15 mg/mL) was 
added at room temperature and stirred under argon for 1 h. Amberlite® IR 120H was added 
until neutral pH and the suspension was filtered to give after evaporation an orange liquid 
which was purified by reverse-phase column chromatography (eluent: H2O (0.1% 
TFA)/MeOH, 90:10 to 10:90) to afford after lyophilisation 31 as a white powder 71 mg (0.09 
mmol, 100 % yield). M.p. 126-128 °C. IR (ATR): ν (cm-1) 3387, 2914, 2855, 1717, 1684, 
1600, 1340, 1306, 1250, 1165, 1076, 1043, 525. 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 1.31 (m, 7H, 
chromane CH3 + linker CH2 x 2), 1.39 (m, 2H, linker CH2 x 2), 1.82 (m, 3H, chromane 3-
HaHb + triazole-CH2-CH2), 1.97 (s, 3H, chromane CH3), 2.00 (m, 1H, chromane 3-HaHb), 
2.08 (s, 6H, chromane CH3), 2.50 (2H, linker CH2), 2.61 (m, 2H, chromane 4-H), 2.97 (t, J = 
8.7 Hz, 1H, glucose 2-H), 3.01-3.17 (m, 3H, glucose 3-H + 4-H + 5-H), 3.45, 3.70 (AB part of 
an ABX system, J = 11.8, 6.2, 1.6 Hz, 2H, glucose 6-H + 6’-H), 3.59 (d, J = 2.1 Hz, 2H, 
CH2CO), 4.03, 4.08 (AB system, J = 10.1 Hz , 2H, OCH2), 4.14 (br s, 4H, 4 x OH), 4.25 (d, J 
= 7.8 Hz, 1H, glucose 1-H), 4.34 (t, J = 7.0 Hz, 2H, linker triazole-CH2), 4.62, 4.83 (AB 
system, J = 12.2 Hz, 2H, OCH2), 7.06 (d, J = 8.8 Hz, 2H, Harom), 7.33 (s, 1H, C=CH), 7.55 (d, 
J = 8.8 Hz, 2H, Harom), 8.11 (s, 1H, triazole H), 11.34 (s, 1H, NH). 13C NMR (100 MHz, 
DMSO-d6): δ 11.9 (CH3 chromane), 14.6 (CH3 chromane), 15.5 (CH3 chromane), 20.0 (CH2), 
21.6 (CH3 chromane), 25.8 (CH2), 28.1 (CH2), 28.9 (CH2), 29.3 (CH2), 29.5 (CH2), 29.8 
(CH2), 34.8 (CH2CO) 49.3 (CH2N triazole), 61.1 (CH2OH), 61.6 (OCH2 triazole), 70.1 
(glucose CH), 72.6 (OCH2), 73.4 (glucose CH), 73.9 (OCquat), 76.7 (glucose CH), 77.0 
(glucose CH), 102.1 (glucose 1-CH), 115.3 (phenyl CH), 116.6, 120.9, 124.1 (triazole CH), 
124.1, 127.0, 130.0, 131.0, 131.4 (CH=C), 132.0 (phenyl CH), 132.5, 143.7, 148.5, 160.0, 
172.1 (C=O), 175.8 (C=O). ESI-MS (pos. mode): m/z = 771.36 [M+Na]+. Anal. Calcd for 
C40H52N4O10, 2H2O (784.39): C, 61.21; H, 7.19; N, 7.14. Found: C, 61.01; H, 7.32; N, 6.95. 
 
5.2. Biological evaluation 

5.2.1. Cell Lines and Reagents  

MCF-7, MDA-MB-231, MDA-MB-453 and Hs578T human breast cancer cell lines were 
obtained from American Type Culture Collection (Manassas, VA, USA). These cell lines 



 
 

 

were grown at 37 °C under 5% CO2 in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, Gibco®, 
Thermo Fisher Scientific, Villebon-sur-Yvette, France) for MCF-7 and Hs578T, and Roswell 
Park Memorial Institute (RPMI) 1640 medium (Gibco®) for MDA-MB-231 and MDA-MB-
453. These phenol red containing media were supplemented with 2 mM L-glutamine (Sigma-
Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) and 10% fetal calf serum (FCS, Sigma-Aldrich). In 
addition, the medium was supplemented with 10 µg/mL insulin for Hs578T cell line. TGZ 
and its derivatives were dissolved in Dimethyl sulfoxide (DMSO, Sigma-Aldrich). 

  

 

5.2.2. Cell Treatments  

MCF-7, MDA-MB-231, MDA-MB-453 and Hs578T cells were seeded at the appropriate 
density in their respective medium supplemented with 10% FCS and incubated for 24 h to 
allow for cell attachment. For crystal violet staining, cells were seeded in 96-well plates at a 
density of 1.5 x 104 cells/well (MDA-MB-231, MCF-7 and Hs578T cells) or 2 x 104 
cells/well (MDA-MB-453 cells). For flow cytometry analyses, MDA-MB-231 cells were 
seeded in 60 mm-diameter culture dishes at 9 x 105 cells/dish. The cells were then treated in 
their respective medium for 48 or 72 hours with either TGZ derivatives at the indicated 
concentrations. Control cells were treated with DMSO 0.090 % or 0.012 % to compare with 
cells exposed with 45 µM TGZ or 6 µM compound 10, respectively. 

 

5.2.3. Crystal Violet Staining Assay  

At the end of the treatment, cells were washed with phosphate-buffered saline (PBS). Cells 
were then fixed and stained for 20 min with 0.2% crystal violet (Sigma-Aldrich) in 2% 
ethanol. This staining solution was filtered prior to use with a syringe-driven filter unit (0.2 
µm pore size, VWR international, Radnor, PA, USA) to eliminate dye precipitates. Cells were 
then washed with distilled water to remove excess dye. The plates were dried and the dye was 
dissolved in 10% acetic acid. Cell number was determined by absorbance at 595 nm with a 
VICTOR™ X3 multilabel plate reader (PerkinElmer, Courtaboeuf, France). In each 
condition, the concentration leading to a decrease of 50% of the cell number (IC50) was 
determined. 
 

5.2.4. Cell Cycle Analysis 

At the end of the treatment, culture medium containing the non-adherent cells was collected. 
Adherent cells were washed with PBS, trypsined (0.05% trypsin-EDTA in PBS buffer, 
Gibco®) and resuspended in a medium containing 10% FCS. Non-adherent cells and trypsined 
cells were pooled and counted. 1 x 106 cells were centrifuged at 500 g for 5 min at room 
temperature and the pellet was rinsed with PBS. Cells were then resuspended in 600 µL of 
PBS and 1,400 µL of cold 100% ethanol were added drop by drop while vortexing the 
suspension to permeabilize and fix the cells efficiently. 5 x 105 cells were then centrifugated 



 
 

 

at 800 g for 10 min at room temperature. The pellet was resuspended in 500 µL of DNA 
staining solution containing 200 µg of RNAse A (Invitrogen) and 2 µg of propidium iodide 
(PI) (Life TechnologiesTM, Thermo Fisher Scientific). Samples were incubated for 15 min in 
the dark at room temperature. Finally, cellular DNA content was determined with a BD 
FACSCaliburTM flow cytometer (BD Biosciences) using CellQuest™ Pro software (BD 
Biosciences). 20,000 events were analyzed and the percentage of cells in each phase of the 
cell cycle was determined. 
 

 

 

5.2.5. Annexin V/propidium iodide (PI) apoptosis assay 

At the end of the treatment, culture medium containing the non-adherent cells was collected. 
Adherent cells were washed with PBS, trypsined (0.05% trypsin-EDTA in PBS buffer, 
Gibco®) and resuspended in a medium containing 10% FCS. Non-adherent cells and trypsined 
cells were pooled and centrifuged at 200 g for 10 min at room temperature and the pellet was 
rinsed with PBS. 1 x 106 cells were centrifuged at 200 g for 10 min at room temperature and 
then added to a binding buffer solution (0.1 M HEPES pH 7.4, 1.4 M NaCl, 25 mM CaCl2, pH 
7.4) to facilitate Annexin V binding to phosphatidylserine. 2 µg of PI (Life TechnologiesTM, 
Thermo Fisher Scientific) and 2.5 µL of FITC Annexin V (BD Biosciences) were added to the 
cell suspension and incubated for 15 min in the dark at room temperature. Action of Annexin 
V was inhibited by addition of binding buffer solution. 10,000 events were analyzed and the 
percentage of Annexin V and/or PI  positive cells was determined with a BD FACSCaliburTM 
flow cytometer (BD Biosciences) using CellQuest™ Pro software (BD Biosciences). 
 

5.2.6. Statistical Analysis 

The results of cell cycle analysis and Annexin V/PI apoptosis assay were analyzed using a 
two-tailed unpaired t test with Welch’s correction. Differences in which P-value was less than 
0.05 were statistically significant.   
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Appendix A. Supplementary data 

Supplementary data associated with this article can be found in the online version, at 
http://dx.doi.org/xxxxx. These data include 1H and 13C NMR spectra of tested compounds, 
and synthetic protocols in the frame of the attempts to prepare derivatives suitable for X-ray 
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analysis. Representative dose-dependent responses of MDA-MB-231 cells to TGZ and 
compound 10 were also included. 
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Résumé 
De nombreuses options thérapeutiques sont disponibles pour les cancers du sein luminaux, HER2 et normal like. En revanche, 
seule la chimiothérapie est utilisée pour les cancers du sein triple-négatifs. Par ailleurs, quels que soient les sous-types de cancer 
du sein, il existe de nombreux cas d’absence de réponse et des phénomènes de résistance aux traitements. Dans certains cas les 
phénomènes de résistance peuvent être associés à la présence de cellules souches cancéreuses (CSC) au sein des tumeurs. Afin 
de disposer de nouveaux outils thérapeutiques, une des pistes est de cibler le métabolisme énergétique souvent modifié dans 
les cellules cancéreuses et les CSC. Les thiazolidinediones (TZD) sont étudiées dans ce contexte car elles présentent une action 
anticancéreuse pouvant résulter d’une altération du métabolisme énergétique. Notre laboratoire s’intéresse plus 
particulièrement à la troglitazone (TGZ) dont plusieurs dérivés présentent une efficacité accrue et une toxicité réduite envers 
les hépatocytes. Des dérivés désoufrés de la TGZ ont récemment été synthétisés. 
Au cours de cette thèse, nous avons d’abord réalisé une étude des relations structure activité afin d’évaluer l’importance du 
soufre dans l’action anticancéreuse. Nous avons montré que la suppression du soufre au niveau du cycle TZD améliore 
l’efficacité anticancéreuse des composés sur des lignées de cellules cancéreuses mammaires. Le dérivé le plus actif est EP13, 
composé qui combine les modifications chimiques précédemment identifiées comme potentialisatrices et l’absence de soufre. 
Contrairement à la TGZ qui a un effet cytostatique, EP13 induit l’apoptose des cellules MDA-MB-231. 
Nous avons ensuite étudié l’effet d’EP13 sur le métabolisme énergétique des cellules MDA-MB-231 et MCF-7. EP13 induit 
une altération du fonctionnement de la chaîne respiratoire mitochondriale associée à la production d’espèces réactives de 
l’oxygène (ERO) dans les cellules MDA-MB-231. Une stimulation de la glycolyse permet secondairement de compenser 
l’altération de la respiration mitochondriale.  
De faibles concentrations d’EP13 potentialisent l’action de la doxorubicine et du 5-fluorouracile dans les cellules MDA-MB-
231. 
Enfin nous avons établi un modèle de culture cellulaire tridimensionnelle (mammosphères), qui permettrait un enrichissement 
en CSC. EP13 est capable d’affecter les mammosphères constituées à partir de cellules MDA-MB-231 et MCF-7. 
Ce travail de thèse a permis de caractériser un nouveau dérivé de TGZ et de préciser son mode d’action sur les cellules 
cancéreuses mammaires. EP13 se présente comme un candidat potentiel pour des stratégies thérapeutiques visant à cibler le 
métabolisme énergétique. Il reste à déterminer s’il existe un lien entre la modification du métabolisme énergétique et l’effet 
anti-cancéreux et à exploiter le modèle des mammosphères pour déterminer si EP13 affecte aussi les CSC.  
 
Mots clés : cancer du sein, thiazolidinediones, métabolisme énergétique, mitochondries, cellules souches cancéreuses, 
mammosphères. 
 

Abstract 
Numerous therapeutic options are available for Luminal, HER2-enriched and Normal-like breast cancers. However, only 
chemotherapy can be used for triple-negative breast cancers. Moreover, regardless of breast cancer subtypes, there are many 
cases of absence of responsiveness and treatment resistances. In some cases, resistance comes from the presence of cancer stem 
cells (CSC) within the tumor. A possible therapeutic approach consists of targeting the energy metabolism often modified in 
cancer cells and CSC. Thiazolidinediones (TZD) are studied in this context since they display an anticancer activity and can 
induce alterations of the energy metabolism. Our laboratory studies troglitazone (TGZ) from which we could obtain several 
derivatives displaying a higher efficiency and a lower toxicity towards human hepatocytes. Desulfurylated derivatives of TGZ 
have been synthetized recently. 
During the PhD, first we performed a structure-activity relationship study in order to determine the impact of the sulfur atom 
on the anticancer activity. We observed that desulfurylated derivatives of TGZ displayed a higher efficiency towards breast 
cancer cells.  and the most active compound was EP13, one of the desulfurylated TDZ derivatives, on breast cancer cells.  
The most active compound, EP13, combined the chemical modifications previously identified as potentiating and the removal 
of the sulfur moiety from the TZD cycle. Unlike TGZ which possesses a cytostatic effect, EP13 induces apoptosis of MDA-
MB-231 cells.  
Then we showed that EP13 disrupted energy metabolism of MDA-MB-231 and MCF-7 cells by inducing alteration of 
mitochondrial respiratory chain function, associated with reactive oxygen species (ROS) production in MDA-MB-231 cells. A 
glycolysis stimulation seems to compensate secondarily the mitochondrial respiration alteration.  
EP13 at low doses was able to potentiate doxorubicin and 5-fluorouracil actions on MDA-MB-231 cells.  
Finally, we established a three dimensional cell culture model, which could allow enrichment in CSC. EP13 could alter the 
establishment of mammospheres from MDA-MB-231 and MCF-7 cells. 
This work allowed the characterization of a new TGZ derivative and the elucidation of its mechanism of action on breast cancer 
cells. This suggests a potential interest of EP13 for the development of therapeutic strategies targeting energy metabolism. It 
remains to establish if there is a link between modifications of energy metabolism and EP13-induced apoptosis and to use the 
mammosphere experimental model to determine if EP13 can affect breast CSC. 
  
Key words: breast cancer, thiazolidinediones, energy metabolism, mitochondria, cancer stem cells, mammospheres.   
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