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1. Informations administratives :


Nom de l’encadrant responsable de la thèse : Jean-François Dumas


Unité : Inserm UMR1069 « Nutrition, Croissance et Cancer »


Email de l’encadrant : jean-francois.dumas@univ-tours.fr
2. Titre de la thèse : Régulation du métabolisme des cardiolipines dans la pathologie cancéreuse
3. Résumé : 

Les cardiolipines (CL ; diphosphatidylglycérol) sont des phospholipides qui ont la particularité d’être, d’une part constituées de 4 chaines d’acides gras et d’autre part, d’être d’exclusivement localisées, chez les mammifères, dans la mitochondrie (très majoritairement dans la membrane interne). La synthèse des CL se fait exclusivement dans la mitochondrie et est sous le contrôle de nombreuses enzymes dont certaines ne sont pas encore totalement identifiées. Ceci se fait en 2 étapes : une première étape de synthèse qui permet la formation de CL dites immatures (composition non définitive en acides gras) puis une étape de remodelage qui permet la production de CL matures (composition définitive en acides gras). Les CL jouent un rôle majeur dans les fonctions mitochondriales telles que la production d’ATP et la mort cellulaire. De nombreuses pathologies se caractérisent par une ou des anomalies du métabolisme des CL (quantité, composition en acides, peroxydation). Les CL sont donc considérées comme la signature lipidique des mitochondries. Cependant très peu de données existent sur la régulation du métabolisme des CL, notamment en ce qui concerne l’étape de remodelage et ses effets sur les fonctions mitochondriales en condition physiologique ou pathologique. 

Nos précédents résultats suggèrent très fortement qu’une anomalie du métabolisme des CL pourrait jouer un rôle dans le dysfonctionnement mitochondrial hépatique de l’hôte associé à la dénutrition induite par le cancer. En effet, nous avons montré dans un modèle murin de dénutrition cancéreuse que l’efficacité de la synthèse d’ATP était diminuée dans les mitochondries hépatiques et que ce dysfonctionnement mitochondrial était associée à une modification du métabolisme des CL (quantité plus importante de CL et augmentation de l’activité d’une des enzymes impliquées dans la synthèse des CL) [Dumas 2010, 2011; Peyta 2015]. De plus, le fait d’enrichir des mitochondries de foie issu de rats sains en CL mimait partiellement la diminution de l’efficacité de la synthèse d’ATP mitochondriale [Julienne 2014]. Enfin, le traitement d’hépatocytes sains avec du TNF-alpha reproduisait partiellement les anomalies du métabolisme des CL observées dans le foie des rats souffrant de dénutrition cancéreuse [Peyta 2015]. Si les CL semblent impliquées dans les désordres métaboliques de l’hôte (tissus sains) en réponse à la présence d’une tumeur, nous avons également observé que le métabolisme des CL pourrait jouer un rôle dans la résistance des cellules cancéreuses mammaires à la doxorubicine. En effet, nous montrons que dans les mitochondries des cellules résistantes à la doxorubicine MCF-7dox, en comparaison des mitochondries des cellules sensibles MCF-7, la quantité en CL est significativement plus faible. De plus, l’activité ou la quantité des 2 principales enzymes impliquées dans la synthèse (CL Synthase) et le remodelage (TAZ) des CL sont diminuées. Ces changements du métabolisme des CL sont associés avec une diminution de l’activité du complexe 1 de la chaine respiratoire mitochondriale. Le fait de reproduire cette diminution de l’activité du complexe 1 dans les cellules sensibles entraine une augmentation de leur résistance à la doxorubicine [article en préparation, thèse de doctorat de Julie Dartier].

Ce projet de thèse à pour objectif principal de mieux comprendre le rôle et la régulation du métabolisme des CL dans la mitochondrie en condition physiopathologique. En utilisant 2 modèles cellulaires avec une fonction énergétique mitochondriale et un métabolisme des CL différents : modèles d’hépatocytes « cachectiques » (« cellules de l’hôte ») et de cellules cancéreuses mammaires résistantes à la doxorubicine, nous étudierons : 

1) les effets de modifications du métabolisme des CL sur la fonction énergétique mitochondriale ainsi que les mécanismes impliqués dans ces effets. Pour cela, la quantité de CL et leurs compositions en acides gras seront modifiées en modulant l’expression (invalidation ou surexpression des gènes) des enzymes clés du métabolisme de CL avec une attention particulière pour les étapes de remodelage.

2) les voies de régulation de l’expression et des activités des enzymes clés du métabolisme des CL. Les régulateurs explorés seront des molécules en lien avec le métabolisme énergétique et celui des lipides (PPARs, PGC1alpha, SIRT, stress oxydant, AMPK…).


Nous pourrons ainsi dans un deuxième temps tester les molécules capables de moduler le métabolisme des CL identifiées dans le point 2, i) sur la sensibilité à la doxorubicine des cellules cancéreuses, et ii) sur les anomalies du métabolisme énergétique mitochondrial hépatique observées dans la dénutrition cancéreuse. Dans ce dernier cas, nous testerons aussi in vitro et in vivo le rôle du peptide SS-31 qui a été montré pour se fixer sélectivement sur les CL et ainsi limiter le stress oxydant, améliorer l’efficacité de la synthèse d’ATP et ainsi induire des effets bénéfiques dans plusieurs modèles murins pathologiques dont certains modèles d’atrophie musculaire qui se caractérisent par un déficit énergétique tels que les brulures sévères ou l’inactivité prolongée. 

Originalité du projet: 

Très peu de données existent sur la régulation du métabolisme des CL. Ce projet permettra aussi d’apporter de nouvelles connaissances dans la compréhension des mécanismes impliqués dans certaines pathologies associées à des anomalies du métabolisme des CL. 
Principales techniques utilisées : Culture cellulaire, métabolisme énergétique mitochondrial (oxygraphie haute résolution, synthèse d’ATP, production ROS, activité enzymatique complexes de la chaine respiratoire, assemblage complexes et supercomplexes), lipidomique (GC, HPTLC, spectropétrie masse), RTqPCR, western-blott, siRNA, viabilité cellulaire, ouverture PTP, modèle murin…
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4. Résumé en anglais : 
Regulation of cardiolipin metabolism in cancer
Cardiolipin (CL) is the only phospholipid that is specific to mitochondria. CL metabolism is dependent on two multistep phases: biosynthesis (during which CL is considered as being “nascent”) followed by remodeling of the fatty acid composition (allowing the formation of mature CL). CL are important for mitochondrial functions such as ATP synthesis and cell death. Alterations in CL structure, content, and acyl chain composition have been associated with mitochondrial dysfunction in multiple tissues in several physiopathological conditions. Therefore CL is considered as the signature lipid of mitochondria. However very few data exist on the regulation of the CL metabolism, especially concerning remodeling and its effects on mitochondrial functions in physiological or pathological conditions. 

Our previous data suggest that a default in CL metabolism could be involved in the cancer cachexia-associated mitochondrial dysfunction. Indeed, we found that efficiency of ATP synthesis was decreased in mitochondria of cachectic rats. This mitochondrial dysfunction was associated to change in CL metabolism (increased content of CL and increased activity of one of the enzyme involved in CL metabolism) [Dumas 2010, 2011; Peyta 2015]. Moreover, enrichment of healthy mitochondria by CL was able to partly mimic the decrease efficiency of mitochondrial ATP synthesis [Julienne 2014]. Finally, treatment of healthy hepatocytes with TNF-alpha partly reproduced the default in CL metabolism observed in liver from rats suffering of cancer cachexia [Peyta 2015]. In addition to its involvement in metabolic disorders of host tissues in response to tumor, CL metabolism seems also involved in doxorubicin resistance of breast cancer cells. Indeed, we found that CL content was lower in mitochondria of doxorubicin-resistant cancer cells (MCF-7dox) than in mitochondria of doxorubicin-sensitive cancer cells (MCF-7). In addition, activity or quantity of the two most important enzymes involved in CL synthesis (CL synthase) and remodeling (TAZ) were decreased in MCF-7dox. Those changes in CL metabolism were associated to a lower activity of mitochondrial complex I. Finally, inhibition of mitochondrial complex I in MCF-7 decreased their sensitivity to doxorubicin. 


The main goal of this project is to better understand the involvement and the regulation of CL metabolism in mitochondria in physiopathology. By using two cellular models with different mitochondrial energy function and different CL metabolism: « cachectic » hepatocytes (host cells) and breast cancer cells resistant to doxorubicin, we will study: 

1) the effects of changes in CL metabolism on mitochondrial energy function and the mechanisms involved in those effects. For this purpose, CL content and their fatty acid will be modified by modulating expression (gene knock down or overexpression) of the key enzymes involved in CL metabolism in particular concerning remodeling.

2) regulating pathways for expression and activity of the key enzymes of CL metabolism. The studied regulators will be signalling molecules involved in the energy metabolism and that of the lipids (PPARs, PGC1alpha, SIRT, stress oxydant, AMPK…).


We will next test the molecules able to modify CL metabolism (identified in 2) i) on the sensitivity of cancer cells to doxorubicin, and ii) on default of mitochondrial energy metabolism observed in liver under cancer cachexia. In the cancer cachexia context, we will also test in vitro and in vivo the role played by the peptide SS-31 that is known to selectively bind to CL. By binding to CL, SS-31 was found to reduce oxidative stress and increase efficiency of mitochondrial ATP synthesis, thus resulting in benefical effects in several murine models of pathologies, in particular in some models of muscular atrophia where mitochondrial bioenergetics is failed (severe burn trauma or prolonged periods of inactivity). 

