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Introduction	
	
1.	Cancer	

Le	 cancer	 est	 une	 pathologie	 caractérisée	 par	 la	 prolifération	 anarchique	 de	

cellules	au	sein	d’un	tissu.	Ce	type	de	maladie	représente	un	impact	sociétal	 important	

car	il	est	une	des	causes	majeures	de	mortalité,	avec	les	maladies	cardiovasculaires,	dans	

les	pays	développés.	Chez	les	hommes,	l’incidence	est	la	plus	élevée	pour	les	cancers	du	

poumon,	de	la	prostate,	du	colon	et	de	l’estomac	avec	le	cancer	du	poumon	qui	présente	

le	plus	haut	 taux	de	mortalité	(Fig.	1).	Chez	 les	 femmes,	 les	cancers	présentant	 la	plus	

grande	 incidence	 sont	 les	 cancers	du	 sein,	 du	poumon,	du	 colon	et	de	 l’utérus	 avec	 le	

cancer	du	sein	qui	conduit	à	la	plus	haute	mortalité	(Fig.	1).	

	
Figure	 1.	 Incidence	 et	 mortalité	 des	 cancers	 dans	 le	 monde.	 Représentation	 graphique	 du	

risque	cumulé	d’incidence	en	bleu	et	de	mortalité	en	rouge	des	cancers	les	plus	fréquents	dans	le	monde,	
en	2012,	chez	les	hommes	(à	gauche)	et	chez	les	femmes	(à	droite).	Source	:	Global	Cancer	Observatory.	

	

	 L’acquisition,	le	maintien	et	la	progression	du	phénotype	malin	des	cellules	sont	

liés	à	des	caractéristiques	générales,	rassemblées	en	2000	puis	actualisées	en	2011	par	

Hanahan	et	Weinberg1,2.	Les	cellules	tumorales	présentent	une	activation	persistante	de	

la	 prolifération	 qui	 échappe	 au	 contrôle	 de	 suppresseurs	 de	 croissance	 comme	

l’inhibition	de	contact.	Ces	cellules	sont	capables	de	se	répliquer	de	façon	virtuellement	

infinie,	 elles	 atteignent	 donc	 une	 immortalité	 réplicative	 et	 résistent	 aux	mécanismes	

d’induction	de	 la	mort	 cellulaire	 comme	 la	 sénescence	et	 l’apoptose.	Cette	 capacité	de	

prolifération	anarchique	est	notamment	supportée	par	une	instabilité	génomique	et	une	

dérégulation	du	métabolisme	énergétique.	Par	ailleurs,	 la	progression	tumorale	se	voit	
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aussi	 favorisée	 par	 l’activation	 de	 l’angiogenèse,	 l’évasion	 de	 la	 destruction	 par	 le	

système	 immunitaire,	 l’induction	 d’une	 inflammation	 chronique	 et	 pour	 finir	 la	

promotion	de	l’invasion	et	du	processus	métastatique	(Fig.	2).	

	
Figure	 2.	 Caractéristiques	 des	 cellules	 tumorales.	 L’établissement	 et	 le	 maintien	 du	 processus	 de	
transformation	maligne	des	 cellules	 sont	 supportés	par	 les	perturbations	 représentées	dans	 ce	 schéma.	
Adapté	de	Hanahan	et	Weinberg	20111.	
	

2.	Cancer	et	métabolisme	

	 Comme	 mentionné	 ci-dessus,	 la	 dérégulation	 du	 métabolisme	 énergétique	 est	

l’une	des	 caractéristiques	des	 cellules	 tumorales.	En	effet,	 ces	 cellules	 en	prolifération	

intense	 ont	 des	 besoins	 énergétiques	 et	 anaboliques	 élevés.	 Pour	 se	 multiplier,	 les	

cellules	requièrent	de	l’énergie,	des	acides	aminés	pour	produire	de	nouvelles	protéines,	

des	 nucléotides	 pour	 répliquer	 leur	 ADN	 ainsi	 que	 des	 lipides	 pour	 constituer	

membrane	plasmique	et		organites	cellulaires.	

	 Le	 métabolisme	 central	 des	 cellules	 normales	 a	 pour	 but	 de	 maintenir	

l’homéostasie	 et	produit	donc	principalement	de	 l’énergie	 sous	 forme	d’adénosine	 tri-

phosphate	(ATP).	Dans	ce	but,	le	glucose	est	procéssé	de	façon	séquentielle	au	travers	de	

la	 glycolyse	 dans	 le	 cytoplasme,	 du	 transfert	 dans	 la	 mitochondrie	 sous	 forme	

d’acétylCoA,	du	cycle	de	Krebs	(ou	cycle	des	acides	tricarboxyliques,	cycle	TCA)	dans	la	

matrice	mitochondriale	puis	le	long	de	la	chaine	de	transport	des	électrons	qui	couplée	à	

l’ATP	 synthase	 permet	 la	 production	 d’ATP	 à	 raison	 de	 36	 à	 38	ATP	 par	molécule	 de	

glucose	(Fig.	3).	Cette	voie	canonique	de	 l’utilisation	du	glucose	permet	d’atteindre	un	

taux	 optimal	 de	 production	 d’énergie	 pour	 assurer	 la	 maintenance	 cellulaire	 et	

entretenir	des	processus	tels	que	le	renouvellement	protéique	et	la	réparation	de	l’ADN.		
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Figure	3.	Représentation	schématique	de	la	respiration	cellulaire.	Oxydation	partielle	du	glucose	en	
2	pyruvate	au	cours	de	la	glycolyse	qui	produit	2	ATP	et	2	NADH,	entrée	dans	la	mitochondrie	et	
conversion	en	acétyl-CoA	qui	est	oxydé	dans	le	cycle	de	Krebs	(cycle	de	l’acide	citrique)	avec	formation	de	
2	ATP,	6	NADH	et	2	FADH2.	Ces	équivalents	réduits	sont	ensuite	utilisés	le	long	de	la	chaine	de	transport	
des	électrons	qui	fournit	l’énergie	nécessaire	à	la	production	d’ATP.	Globalement,	36	à	38	molécules	d’ATP	
sont	fournies	à	partir	d’1	molécule	de	glucose.	
	
2.1.	Métabolisme	du	glucose	et	effet	Warburg	 	

Au	 niveau	 des	 cellules	 tumorales,	 mais	 aussi	 des	 cellules	 normales	 en	

prolifération,	 une	 adaptation	 du	métabolisme	 est	 nécessaire	 de	 façon	 à	 répondre	 aux	

besoins	énergétiques	et	anaboliques	ainsi	qu’à	maintenir	un	statut	oxydatif	(ou	rédox)	

correct3.	La	plupart	des	cellules	tumorales	présentent	une	augmentation	de	la	prise	de	

glucose,	du	flux	glycolytique	et	de	la	production	de	lactate,	et	ce	en	présence	d’oxygène.	

Ce	 métabolisme	 est	 contraire	 à	 l’effet	 Pasteur	 qui	 indique	 une	 diminution	 de	 la	

fermentation	 lactique	 en	 présence	 d’oxygène.	 Ce	 comportement	 particulier	 avait	 déjà	

été	 observé	 par	 O.	 Warburg	 dans	 les	 années	 20	 et	 avait	 été	 attribué	 à	 un	

dysfonctionnement	 mitochondrial.	 Cette	 utilisation	 préférentielle	 de	 la	 glycolyse	 est	

depuis	 appelée	glycolyse	aérobie	ou	effet	Warburg	 (pour	 revue	du	 travail	pionnier	de	

Warburg,	 voir	 Koppenol	 et	 al.	 20114).	 Aujourd’hui,	 la	 glycolyse	 aérobie	 n’est	 plus	

considérée	 comme	 la	 conséquence	 d’une	 déficience	 au	 niveau	 des	mitochondries.	 Les	

mitochondries	 des	 cellules	 prolifératives	 sont	 fonctionnelles	 mais	 au	 lieu	 de	 réaliser	

prioritairement	 la	 phosphorylation	 oxydative	 pour	 la	 production	 d’énergie,	 elles	 sont	

reprogrammées	pour	servir	d’organelles	biosynthétiques5.		

La	 réduction	 du	 pyruvate	 en	 lactate	 par	 la	 lactate	 déshydrogénase	 (LDH)	

interrompt	 le	 flux	 classique	 de	 la	 respiration	 cellulaire.	 Ce	 phénomène	 résulte	 en	 un	
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rendement	bien	moindre	en	ATP,	atteignant	seulement	2	ATP	par	glucose,	mais	apporte	

d’autres	avantages	à	la	cellule	tumorale	(pour	revue	voir	Vander	Heiden	et	al.	20096).		

L’avidité	des	cellules	tumorale	pour	le	glucose	est	mise	à	profit	en	clinique	grâce	

à	 la	 détection	 d’un	 analogue	 non	 métabolisable	 du	 glucose,	 le	 18-Fluorodéoxyglucose	

(18FDG),	qui	permet	de	visualiser	les	foyers	tumoraux	primaires	et/ou	secondaires	chez	

les	patients	grâce	au	PET-scan	(tomographie	par	émission	de	positrons,	Fig.	4)7.		

	
Figure	4.	 Images	de	18-Fluorodéoxyglucose	PET-Scan.	 Images	d’une	patiente	présentant	un	cancer	du	
sein	 avec	 une	 lésion	 focale	 au	 niveau	 du	 sein	 et	 un	 foyer	 au	 niveau	 du	 ganglion	 lymphatique	 axiliaire	
indiqués	par	les	flèches	(image	tirée	de	Song	et	al.	20118).		

	

Des	études	utilisant	cette	technologie	ont	permis	de	corréler	l’avidité	des	tumeurs	pour	

le	glucose	avec	la	progression	et	avec	un	mauvais	pronostic	pour	les	patients	souffrant	

de	cancers	gastriques9,	du	sein8,	des	poumons10	et	du	colon11.	Ces	observations	ont	été	

confirmées	 in	vitro	au	niveau	de	 lignées	cellulaires	de	cancer	du	sein.	Ainsi	 les	cellules	

invasives	 MDA-MB-231	 présentent	 un	 métabolisme	 plus	 glycolytique	 que	 les	 cellules	

non-invasives	MCF7	qui	sont	plus	oxydatives12	(Fig.	5).	

	
Figure	5.	Les	cellules	invasives	sont	plus	glycolytiques.	Mesure	de	la	consommation	de	glucose	par	les	
cellules	 non-invasives	 MCF7	 et	 les	 cellules	 invasives	 MDA-MB-231	 en	 normoxie	 (vert)	 et	 en	 hypoxie	
(rouge).	 Les	 cellules	 MDA-MB-231	 consomment	 plus	 de	 glucose	 que	 les	 cellules	 MCF7	 en	 normoxie,	
illustrant	 l’effet	Warburg	 (W).	 En	hypoxie,	 la	 consommation	de	 glucose	 est	 augmentée	 au	niveau	des	 2	
lignées	cellulaires,	illustrant	l’effet	Pasteur	(P).	Figure	tirée	de	Gatenby	et	Gillies	201412.	
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Le	métabolisme	des	tumeurs	en	hypoxie	repose	également	sur	la	glycolyse	

puisque	 un	 environnement	 pauvre	 en	 oxygène	 ne	 permet	 pas	 d’assurer	 la	

phosphorylation	 oxydative	 mitochondriale	 (OXPHOS).	 Ces	 tumeurs	 hypoxiques	

présentent	une	capacité	d’invasion	et	de	formation	de	métastases	plus	importantes	que	

les	tumeurs	en	normoxie13-16.			

En	quoi	ce	métabolisme	énergétique	moins	efficace	est-il	profitable	aux	cellules	

cancéreuses	?17	 Tout	 d’abord,	 bien	 que	 le	 rendement	 en	ATP	 de	 la	 glycolyse	 soit	 bien	

plus	 faible	 que	 celui	 de	 la	 respiration	 cellulaire,	 son	 processus	 est	 10	 à	 100	 fois	 plus	

rapide	ce	qui	permet	une	fourniture	rapidement	mobilisable	d’énergie18	et	adaptable	en	

fonction	de	la	disponibilité	du	glucose	et	de	la	demande	en	ATP	de	la	cellule19.	De	plus,	

les	cellules	 tumorales	ont	des	besoins	qui	s’étendent	au	delà	de	 l’ATP.	La	prolifération	

cellulaire	requiert	des	nucléotides,	des	acides	nucléiques	et	des	 lipides.	Le	glucose,	via	

l’effet	Warburg,	peut	être	utilisé	pour	générer	cette	biomasse6,20,21.		

	 Le	 glucose-6-phosphate	 peut	 être	 dévié	 vers	 la	 voie	 des	 pentoses	

phosphates,	converti	en	ribose-5-phosphate	et	amené	à	la	synthèse	de	nucléotides	avec	

génération	de	NADPH	(Fig.	6).	Les	intermédiaires	de	la	glycolyse	peuvent	aussi	servir	de	

précurseurs	 à	 la	 synthèse	 de	 lipides	 grâce	 à	 la	 conversion	 de	 glycérol-3-phosphate	

provenant	des	trioses	phosphates	en	triacylglycérol	et	phospholipides,	participant	ainsi	

au	 renouvellement	 des	 membranes.	 Le	 phosphoglycérate	 peut	 être	 converti	 en	

sphingolipides,	d’autres	composants	des	membranes	(Fig.	6).	Le	phosphoglycérate	et	le	

pyruvate	 peuvent	 être	 transformés	 en	 acides	 aminés	 comme	 la	 sérine,	 la	 glycine,	 la	

cystéine	ou	l’alanine	(Fig.	6).	Dans	l’ensemble,	les	intermédiaires	de	la	glycolyse	peuvent	

servir	de	base	pour	générer	les	principales	macromolécules	biologiques	nécessaire	à	la	

prolifération	cellulaire	(Fig.	6).	
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Figure	 6.	 La	 glycolyse,	 source	 de	 précurseurs	 anaboliques.	Plusieurs	 intermédiaires	de	 la	glycolyse	
peuvent	être	détournés	pour	fournir	des	nucléotides	(en	bleu),	des	lipides	(en	vert)	et	des	acides	aminés	
(en	orange).	Adaptée	de	Lunt	et	Vander	Heiden	201120.	

	

La	 sécrétion	 de	 lactate	 qui	 est	 augmentée	 au	 niveau	 des	 cellules	 tumorales	 ne	

représente	pas	une	perte	de	carbone.	En	effet,	la	conversion	du	pyruvate	en	lactate	par	

la	LDH	permet	de	régénérer	 le	NAD+	nécessaire	au	 fonctionnement	de	 la	glycolyse.	La	

sortie	 de	 lactate,	 avec	 un	 proton,	 par	 des	 transporteurs	 de	 monocarboxylate	 (MCT)	

permet	 de	 réguler	 le	 pH	 intracellulaire	 et	 provoque	 l’acidification	 de	 milieu	

extracellulaire.	Ce	lactate	sécrété	a	un	rôle	fonctionnel	et	la	détection	de	taux	élevés	de	

lactate	au	niveau	des	tumeurs	est	associée	à	un	mauvais	pronostic.22		

L’acidose	peut	être	mutagénique	et	clastogénique,	potentiellement	par	inhibition	

de	 la	réparation	de	 l’ADN,	 favorisant	 l’instabilité	génétique	caractéristique	des	cellules	

tumorales23.		

L’acidification	 du	 milieu	 extracellulaire	 favorise	 l’invasion	 cellulaire	 et	 le	

processus	 métastatique	 en	 induisant	 la	 mort	 des	 cellules	 normales,	 laissant	 ainsi	 de	

l’espace	aux	cellules	tumorales	pour	s’infiltrer	dans	le	tissu.	Le	pH	bas	induit	l’apoptose	

des	 cellules	 normales	 par	 activation	 de	 p53	 et	 des	 caspases	 alors	 que	 les	 cellules	

tumorales,	qui	présentent	souvent	une	mutation	de	p53,	sont	capables	de	s’adapter	à	ce	

milieu	 acide	 et	 survivent24,25.	 De	 plus,	 la	 mort	 des	 cellules	 normales	 dans	 le	

microenvironnement	 tumoral	 pourrait	 induire	 une	 libération	 de	 nutriments	 et/ou	
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permettre	 une	 plus	 grande	 accessibilité	 à	 ces	 nutriments26.	 Un	 milieu	 acide	 favorise	

également	 l’activation	 de	 métalloprotéinases	 et	 de	 cathepsines,	 responsables	 de	 la	

dégradation	 de	 la	 matrice	 extracellulaire	 et	 des	 lames	 basales,	 ouvrant	 la	 voie	 à	

l’invasion	tumorale27,28.		

L’acidification	 	 extracellulaire	a	aussi	un	effet	 immunosuppresseur.	En	effet,	 les	

lymphocytes	 T	 cytotoxiques	 ont	 également	 une	 métabolisme	 glycolytique	 entrainant	

une	sécrétion	de	lactate.	La	haute	concentration	en	lactate	extracellulaire	en	empêche	la	

sécrétion	 par	 les	 lymphocytes	 car	 l’export	 de	 lactate	 dépend	 d’un	 gradient	 de	

concentration	entre	les	espaces	intra-	et	extracellulaires.	Cette	rétention	de	lactate	dans	

les	 lymphocytes	 diminue	 leur	 capacité	 à	 sécréter	 des	 cytokines,	 réduisant	 ainsi	 la	

défense	immunitaire	anti-tumorale29.		

Le	profil	métabolique	est	hétérogène	au	niveau	de	la	tumeur.	Bien	que	la	majorité	

des	 cellules	 tumorales	 présentent	 une	 glycolyse	 aérobie,	 certaines	 maintiennent	 un	

métabolisme	 oxydatif	 de	 type	 OXPHOS.	 Il	 existe	 ainsi	 une	 symbiose	 entre	 les	 zones	

tumorales	glycolytiques	qui	produisent	du	lactate	et	les	zones	oxydatives	qui	importent	

ce	lactate,	le	convertissent	en	acétyl-CoA	pour	nourrir	leur	cycle	de	Krebs30.	

	 Un	 autre	 avantage	 de	 l’utilisation	 préférentielle	 de	 la	 glycolyse	 par	 les	

cellules	 tumorales	 est	 le	maintien	 d’un	 niveau	 bas	 des	 espèces	 réactives	 de	 l’oxygène	

(ROS)	qui	sont	dommageables	pour	 les	cellules.	En	effet,	 la	mitochondrie	est	 la	source	

majeure	 de	 production	 de	 ROS	 tels	 que	 l’anion	 superoxyde	 (O2-),	 le	 peroxyde	

d’hydrogène	 (H2O2)	 et	 le	 radical	 hydroxyle	 (OH�).	 Les	 ROS	 sont	 formés	 à	 partir	 de	 la	

liaison	 de	 l’oxygène	 à	 des	 électrons	 qui	 s’échappent	 de	 la	 chaine	 de	 transport	

mitochondriale	(Fig.	7).	L’accumulation	excessive	de	ROS	entraine	un	stress	oxydant	qui	

est	 toxique	 pour	 la	 cellule.	 La	 glycolyse	 aérobie	 diminue	 l’utilisation	 de	 la	 respiration	

mitochondriale	et	donc	la	formation	des	ROS	par	la	mitochondrie.	De	plus,	la	déviation	

du	 glucose	 vers	 la	 voie	 des	 pentoses	 phosphates	 permet	 la	 génération	 de	NADPH,	 un	

facteur	 essentiel	 pour	 le	 réapprovisionnement	 en	 glutathion	 réduit	 (GSH),	 un	 facteur	

antioxydant	majeur	(Fig.	7).	
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Figure	7.	Production	de	ROS	par	la	mitochondrie	et	détoxification.	Les	ROS	sont	notamment	

produits	au	niveau	de	 la	chaine	de	 transport	des	électrons	de	 la	mitochondrie	par	perte	d’électrons	(e-)	
qui	 se	 lient	 à	 l’oxygène	 (O2)	 pour	 former	 l’anion	 superoxyde	 (O2�-).	 L’anion	 superoxyde	 est	 converti	 en	
peroxyde	 d’hydrogène	 (H2O2)	 par	 la	 superoxyde	 dismutase	 (SOD).	 H2O2	 peut	 être	 converti	 en	 radical	
hydrolxyle	par	ajout	d’électron.	Les	radicaux	libres	sont	neutralisés	par	des	enzymes	comme	la	glutathion	
peroxydase	 (GPX),	 la	 thiorédoxine	 (TRX)	 et	 la	 glutarédoxine	 (GRX).	 Ces	 enzymes	 utilisent	 le	 glutathion	
réduit	(GSH)	comme	co-facteur	qui	est	régénéré	grâce	au	NADPH.	

	

En	plus	de	contrôler	 la	production	de	ROS,	 l’utilisation	réduite	de	 la	respiration	

mitochondriale	 protège	 les	 cellules	 tumorales	 de	 l’apoptose.	 La	mitochondrie	 est	 une	

réserve	 de	 facteurs	 pro-apoptotiques	 qui	 sont	 libérés	 à	 travers	 les	 pores	 de	 la	

membrane	mitochondriale.	L’ouverture	de	ces	pores	dépend	du	potentiel	membranaire	

généré	 par	 le	 transfert	 des	 protons	 lors	 de	 l’OXPHOS.	 La	 faible	 utilisation	 de	 la	

respiration	mitochondriale	 entraine	 un	 flux	 lent	 à	 travers	 la	 chaine	 de	 transport	 des	

électrons	ce	qui	permet	un	potentiel	membranaire	élevé,	une	diminution	de	l’ouverture	

des	 pores	 et	 donc	 une	 inhibition	 de	 l’apoptose31.	 L’enzyme	 hexokinase	 (HK)	 est	

surexprimée	dans	les	cellules	tumorales	et	participe	à	l’effet	Warburg32,33.	HK	peut	être	

localisée	 à	 la	 surface	 de	 la	 membrane	 mitochondriale	 externe32,34,35	 ce	 qui	 inhibe	 la	

libération	 des	 facteurs	 pro-apoptotiques	 et	 protège	 les	 cellules	 tumorales	 de	

l’apoptose36.	

	

2.2.	Métabolisme	de	la	glutamine,	cataplérose	et	anaplérose	

Une	autre	modification	importante	du	métabolisme	des	cellules	cancéreuses	est	

l’augmentation	 de	 l’utilisation	 de	 la	 glutamine,	 appelée	 la	 glutaminolyse.	 En	 effet,	 la	

glycolyse	seule	ne	remplit	pas	tous	les	besoins	anaboliques	des	cellules	en	prolifération.	
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Bien	 que	 la	 respiration	mitochondriale	 soit	 inhibée,	 une	 partie	 du	 pyruvate	 produit	 à	

partir	 du	 glucose	 est	 envoyé	dans	 le	 cycle	de	Krebs.	 Le	 cours	de	 son	déroulement	 est	

cependant	 tronqué	car	 le	citrate	est	dévié	pour	 la	production	d’acides	gras	en	passant	

par	 sa	 transformation	 en	 acétylCoA	 par	 l’ATP	 citrate	 lyase	 (ACL).	 Le	 détournement	

d’intermédiaires	 du	 cycle	 de	 Krebs	 (cataplérose)	 doit	 être	 compensé	 par	 un	 apport	

extérieur	(anaplérose)	(Fig.	8).	L’absorption	de	glutamine,	transformée	en	glutamate	par	

l’enzyme	 glutaminase	 (GLS)	 puis	 en	 a-kétoglutarate	 par	 la	 glutamate	 déshydrogénase	

(GDH)	 permet	 au	 cycle	 de	 continuer	 à	 tourner.	 Le	 cycle	 de	 Krebs	 est	 une	 source	

importante	d’intermédiaires	anaboliques.	Ainsi,	 il	 fournit	 les	métabolites	nécessaires	à	

la	synthèse	d’acides	gras	(citrate	et	acétylCoA)	et	à	la	formation	d’acides	aminés.	

	
Figure	8.	Cataplérose	et	anaplérose	au	niveau	du	cycle	de	Krebs.	Sortie	d’intermédiaires	du	

cycle	 au	 niveau	 du	 citrate	 qui	 peut	 être	 utilisé	 pour	 la	 synthèse	 d’acides	 gras	 (cataplérose).	 Entrée	
d’intermédiaires	du	cycle	(anaplérose)	par	la	glutamine	qui	est	convertie	en	glutamate	par	la	glutaminase	
(GLS)	et	la	conversion	du	glutamate	en	a-kétoglutarate	par	la	glutamate	déshydrogénase	(GDH).		

	

De	 plus,	 la	 conversion	 de	 la	 glutamine	 en	 glutamate	 puis	 en	 a-kétoglutarate	

constitue	une	véritable	plateforme	de	conversion	des	acides	aminés	et	de	production	de	

GSH	(Fig.	9).	
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Figure	 9.	 Contrôle	 de	 la	 réserve	 en	 acides	 aminés	 à	 partir	 de	 la	 glutamine.	 La	 glutamine	

(Gln)	peut	être	convertie	en	glutamate	(Glu)	par	la	glutaminase	(GLS).	Le	glutamate	peut	être	converti	en	
pyrroline-5-carboxylate	 (P5C)	 par	 la	 P5C-synthase	 (P5CS)	 puis	 en	 proline	 (Pro)	 par	 la	 P5C-réductase	
(PYCR).	Le	glutamate	peut	aussi	être	converti	en	a-kétoglutarate	(a-KG)	et	alanine	(Ala)	s’il	est	transformé	
en	 compagnie	 de	 pyruvate	 (Pyr)	 par	 la	 glutamate-pyruvate	 transaminase(GPT)	;	en	 a-kétoglutarate	 et	
phospo-sérine	 en	 compagnie	 de	 3-phosphohydroxy-pyruvate	 (3-P-Pyr)	 par	 la	 phosphosérine	
aminotransférase	 (PSAT).	 La	 phospho-sérine	 peut	 être	 ensuite	 convertie	 en	 sérine	 (Ser	 puis	 en	 glycine	
(Gly).	Le	glutamate	donne	de	l’a-kétoglutarate	et	de	 l’aspartate	(Asp)	s’il	est	converti	avec	 l’oxaloacétate	
(OAA)	 par	 la	 glutamate-oxaloacétate	 transaminase	 (GOT).	 L’aspartate	 (Asp)	 avec	 la	 glutamine	 (Gln)	
peuvent	 être	 convertis,	 en	 présence	 d’ATP,	 en	 asparagine	 (Asn)	 et	 glutamate	 (Glu)	 par	 l’asparagine	
synthase	(ASNS).	Un	échangeur	xCt	permet	l’entrée	de	cystéine	(Cys)	en	échange	de	la	sortie	du	glutamate.	
La	condensation	de	glycine,	glutamate	et	cystéine	permet	la	synthèse	de	glutathion	réduit	(GSH).	Adapté	
de	Altman	et	al.	201637.	

	

2.3.	Métabolisme	des	lipides	

Les	 cellules	 tumorales	 adaptent	 également	 leur	 métabolisme	 des	 lipides.	 Les	

lipides	 sont	 les	 composants	 principaux	 des	 membranes	 cellulaires	 dont	 le	

renouvellement	 est	 indispensable	 au	 bon	 fonctionnement	 et	 à	 la	 prolifération	 des	

cellules.	Les	lipides	sont	aussi	des	molécules	de	signalisation,	en	effet,	 le	diacylglycérol	

(DAG)	 et	 le	 phosphotidylinositol-3-phosphate	 (PIP3)	 sont	 des	 seconds	 messagers	

impliqués	dans	des	voies	de	signalisation.	Enfin,	 les	 lipides	sont	de	grandes	molécules	

dont	 le	 catabolisme	 (bêta-oxydation)38	 peut	 fournir	 de	 l’énergie	 et	 leur	 stockage	 sous	

forme	de	triglycérides	constitue	une	réserve	d’énergie.	

	 La	 synthèse	 de	 novo	 d’acides	 gras	 par	 l’enzyme	 FASN	 (fatty	 acid	

synthase)39	 est	 corrélée	 à	 la	 croissance	 tumorale	 et	 à	 la	 survie	 des	 cellules	

cancéreuses40,41.	 Cette	 enzyme	 est	 exprimée	 lors	 du	 développement	 embryonnaire	 et	

chez	l’adulte	au	niveau	du	foie,	du	tissu	adipeux	et	de	la	glande	mammaire	en	lactation.	

La	réactivation	de	FASN	au	niveau	des	cellules	cancéreuses	pourrait	indiquer	un	retour	

à	 un	 niveau	 de	 différenciation	 de	 type	 embryonnaire42.	 La	 synthèse	 d’acides	 gras	 par	
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FASN	 peut	 être	 augmentée43	 en	 cas	 de	 demande	 métabolique	 élevée,	 en	 cas	 de	

diminution	de	la	disponibilité	des	acides	gras	dans	le	microenvironnement	ou	après	une	

altération	génomique44	comme	au	niveau	du	cancer	du	sein.	

La	 synthèse	 d’acides	 gras	 de	 novo	 se	 fait	 à	 partir	 d’acétylCoA	 provenant	 de	

diverses	sources	(Fig.	10).	Le	pyruvate	produit	lors	de	la	glycolyse	est	converti	et	envoyé	

dans	 le	cycle	de	Krebs	dans	 la	mitochondrie.	Le	citrate	généré	par	 le	cycle	est	clivé	en	

acétylCoA	et	en	oxaloacétatee	par	l’enzyme	ATP-citrate	lyase	(ACL)45.	L’acétylCoA	ainsi	

produit	 est	 transformé	 en	 malonylCoA	 par	 l’acétylCoA	 carboxylase	 (ACC)46.	 La	

condensation	de	7	molécules	de	malonylCoA	avec	une	molécule	d’acétylCoA	par	FASN47	

génère	 le	 palmitate,	 un	 acide	 gras	 saturé	 composé	 de	 16	 carbones.	 Le	 palmitate	 peut	

ensuite	 être	 allongé	 et/ou	 désaturé	 pour	 former	 des	 acides	 gras	 de	 longueurs	 et	 de	

degrés	de	saturation	variables48.	Ces	acides	gras	synthétisés	de	novo	et	ceux	 importés	

dans	 la	cellule	à	partir	de	 l’environnement	 forment	un	groupe	de	substrats	complexes	

pour	la	synthèse	de	lipides.	L’acétylCoa	peut	aussi	provenir	de	l’absorption	d’acétate	par	

la	 cellule	 ou	 de	 la	 glutamine	 qui	 est	 convertie	 successivement	 en	 glutamate,	 a-

kétoglutarate,	isocitrate	et	citrate.	

	
Figure	10.	Synthèse	des	acides	gras.	Synthèse	des	acides	gras	et	des	lipides	à	partir	d’acétylCoA.	

Les	lipides	cellulaires	comprennent	des	lipides	de	stockage	énergétiques	comme	les	triacylglycérides	(en	
vert)	qui	sont	synthétisés	à	partir	de	la	collection	d’acides	gras	ou	de	glycéraldéhyde-3-phosphate	dérivé	
de	 la	 glycolyse.	 Ces	 précurseurs	 donnent	 aussi	 naissance	 aux	 phosphoglycérides.	 Les	 acides	 gras	
permettent	 la	 synthèse	 d’eicosanoïdes	 comme	 les	 prostaglandines	 et	 les	 thromboxanes	 qui	 sont	 des	
molécules	 de	 signalisation	 inflammatoire	 (en	 orange).	 Les	 sphingolipides	 et	 cardiolipines	 sont	 aussi	
produits	à	partir	des	acides	gras	et	sont,	avec	les	phosphoglycérides,	des	composants	membranaires	(en	
mauve).	Adapté	de	Rohrig	&	Schulze	201643	
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L’expression	des	enzymes	impliquées	dans	la	synthèse	des	acides	gras	est	sous	le	

contrôle	de	 facteurs	de	 transcription	de	 type	SREBP	(sterol	regulatory	element	binding	

protein)	qui	 se	 lient	 à	 l’ADN	au	niveau	d’éléments	de	 réponse	SRE	 49(sterol	regulatory	

elements)	 et	 au	 niveau	 d’E-Box	 dans	 les	 promoteurs	 des	 gènes	 cibles50.	 Ces	 facteurs	

contrôlent	également	le	processus	de	synthèse	du	cholestérol51.	La	synthèse	des	acides	

gras	est	consommatrice	de	NADPH	dont	des	procédés	de	régénération	sont	aussi	sous	le	

contrôle	transcriptionnel	de	SREBP,	comme	la	voie	oxydative	des	pentoses	phosphates,	

l’expression	 des	 enzymes	 maliques	 (ME)	 et	 des	 isocitrate	 déshydrogénases	 (IDH)	 52-

54(Fig.	11).	

	
Figure	 11.	 Voies	 de	 production	 de	 NADPH	 sous	 le	 contrôle	 de	 SREBP.	 SREBP	 exerce	 un	

contrôle	 transcriptionnel	 sur	 des	 voies	 favorisant	 la	 production	 de	NADPH	 nécessaire	 à	 la	 synthèse	de	
novo	 d’acides	 gras.	 SREBP	 favorise	 la	 voie	 oxydative	 des	 pentoses	 phosphates	 (PPP),	 la	 conversion	
d’isocitrate	 en	 a-kétoglutarate	 par	 l’isocitrate	 déshydrogénase	 (IDH)	 et	 la	 conversion	 de	 malate	 en	
pyruvate	par	l’enzyme	malique	(ME),	trois	procédés	générateurs	de	NADPH.	
	

2.4.	Régulation	du	métabolisme	par	les	oncogènes	

La	 transformation	 maligne	 est	 accompagnée	 de	 certaines	 mutations,	

amplifications	 ou	 pertes	 de	 gènes	 qui	 ont	 un	 impact	 non	 seulement	 sur	 les	 capacités	

prolifératives	 mais	 aussi	 sur	 le	 métabolisme.	 Les	 perturbations	 métaboliques	

rencontrées	 au	 niveau	 des	 cellules	 tumorales	 sont	 notamment	 la	 conséquence	 de	

programmes	génétiques,	soit	l’activation	d’oncogènes,	soit	la	perte	de	fonction	de	gènes	

suppresseurs	 de	 tumeur.	 L’activation	 de	 la	 glycolyse,	 de	 la	 glutaminolyse	 et	 du	

métabolisme	des	 lipides	 au	niveau	des	 cellules	 tumorales	 est	 liée	 à	 l’augmentation	de	

l’expression	de	certaines	enzymes	sous	le	contrôle	d’oncogènes.		

L’oncogène	 MYC	 régule	 la	 synthèse	 des	 nucléotides55,	 la	 biogenèse	

mitochondriale	et	induit	la	glycolyse	aérobie.	MYC	favorise	la	consommation	de	glucose	

en	 augmentant	 l’expression	 de	 ses	 transporteurs56	 et	 la	 production	 de	 lactate57.	 Myc	

augmente	l’absorption	de	glutamine	par	ses	transporteurs58,59	et	son	incorporation	dans	

le	cycle	de	Krebs60,61.	La	viabilité	des	 tumeurs	présentant	une	expression	oncogénique	
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de	Myc	est	dépendante	de	la	glutamine58.	Myc	favorise	aussi	la	synthèse	des	acides	gras	

en	induisant	l’expression	de	FASN62,63.		

Akt	 induit	 l’augmentation	 de	 l’expression	 de	 transporteurs	 du	 glucose64	 et	 de	

l’hexokinase65,66,	 favorisant	 l’effet	 Warburg	 et	 l’addiction	 des	 cellules	 cancéreuses	 au	

glucose.	Akt	stimule	l’expression	membranaire	de	transporteurs	de	la	glutamine67	et	les	

enzymes	 de	 conversion	 de	 la	 glutamine	 en	 a-kétoglutarate68.	 En	 aval	 d’Akt,	mTORC1	

(mammalian	 target	 of	 rapamycin	 1)	 est	 impliqué	 dans	 la	 régulation	 du	 métabolisme	

mitochondrial.	 Il	 favorise	 la	 production	 des	 acides	 aminés	 par	 les	 réactions	 de	

transamination	au	niveau	de	la	mitochondrie	comme	la	production	d’aspartate	à	partir	

d’oxaloacétate	et	de	glutamate5	(Fig.	9).	Akt	augmente	la	stimulation	du	facteur	SREBP69-

72,	via	mTORC1,	et	ainsi	l’activité	de	l’enzyme	ATP-citrate	lyase	(ACL)	ce	qui	favorise	la	

synthèse	des	acides	gras73.	De	plus,	la	dégradation	du	citrate	en	acétylCoA	catalysée	par	

ACL	 permet	 de	 réduire	 la	 quantité	 de	 citrate	 intracellulaire.	 Cette	 régulation	 est	

bénéfique	à	la	glycolyse	car	le	citrate	est	un	inhibiteur	allostérique	de	la	glycolyse5,74.	De	

plus,	une	autre	cible	majeure	de	l’activation	de	mTORC1	est	HIF54.	

HIF1a	 (Hypoxia	 inducible	 factor	 1a)	 est	 un	 facteur	 de	 transcription	 dont	 la	

dégradation	 spontanée	 via	 le	 protéasome	 est	 empêchée	 en	 cas	 d’hypoxie.	 Dans	 ces	

conditions,	HIF1a	peut	jouer	son	rôle	au	niveau	du	noyau	et	stimuler	la	transcription	de	

gènes	liés	au	métabolisme	anaérobie	et	donc	liés	à	la	glycolyse.	Dans	les	tumeurs,	HIF1a	

est	 maintenu	 actif	 et	 favorise	 la	 glycolyse	 aérobie	 en	 induisant	 l’expression	 de	

transporteurs	du	glucose	et	de	la	pyruvate	kinase	déshydrogénase	(PDK)75.	PDK	inhibe	

l’activité	de	la	pyruvate	déshydrogénase	(PDH)	ce	qui	favorise	la	conversion	du	pyruvate	

en	lactate75	plutôt	que	son	envoi	dans	le	cycle	de	Krebs	sous	forme	d’acétylCoA.	

La	mutation	de	Ras	favorise	l’expression	du	transporteur	de	glucose	GLUT176.	Il	

est	 intéressant	 de	 noter	 que	 la	 carence	 en	 glucose	 augmente	 le	 taux	 d’apparition	 de	

mutations	Ras	au	niveau	de	cellules	de	carcinome	du	colon77,	ce	qui	indique	l’avidité	de	

ces	cellules	pour	le	glucose.	Ras	favorise	également	l’absorption	et	la	synthèse	des	acides	

gras78.	

p53	 est	 un	 gène	 suppresseur	 de	 tumeur	 et	 la	 transformation	 tumorale	

s’accompagne	 souvent	 d’une	 mutation	 avec	 perte	 de	 fonction	 de	 ce	 gène.	 De	 façon	

générale,	p53	inhibe	la	glycolyse.	Il	est	responsable	de	la	diminution	de	l’expression	des	

transporteurs	 de	 glucose79,	 de	 la	 fructose-biphosphatase80,	 des	 transporteurs	 du	

lactate81	 et	 de	 PDK82.	 De	 plus,	 p53	 entre	 en	 compétition	 avec	 HIF83	 et	 est	 capable	
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d’activer	 la	 respiration	mitochondriale84.	 Il	 est	 intéressant	 de	 noter	 que	 la	 restriction	

calorique	 induit	 la	 dégradation	de	p53	muté	mais	pas	de	 la	 forme	normale,	 indiquant	

que	la	mutation	de	p53	favorise	l’acquisition	d’un	phénotype	avide	de	glucose85.	

	

2.5.	Régulation	du	métabolisme	par	le	microenvironnement	

Le	 métabolisme	 des	 cellules	 cancéreuses	 est	 aussi	 influencé	 par	 leur	

environnement	et	 la	glycolyse	aérobie	a	d’abord	été	considérée	dans	 le	contexte	d’une	

adaptation	 à	 l’hypoxie.	 Au	 fur	 et	 à	 mesure	 de	 la	 croissance	 tumorale,	

l’approvisionnement	en	oxygène	et	nutriments	est	réduit	car	les	cellules	en	prolifération	

sont	situées	à	une	distance	grandissante	des	vaisseaux	sanguins.	Dès	1919,	Krogh	a	mis	

en	 évidence	 que	 le	 niveau	 d’oxygénation	 des	 tissus	 se	 réduisait	 avec	 la	 distance	 par	

rapport	à	la	circulation	et	qu’à	partir	de	150µm	de	distance,	l’oxygénation	était	limitée86.		

De	 la	 même	 façon,	 la	 disponibilité	 en	 facteurs	 de	 croissance,	 glucose	 et	 autres	

nutriments	est	limitée	dans	le	microenvironnement	tumoral.	Cet	environnement	hostile	

mène	à	 la	sélection	de	cellules	capables	de	survivre	dans	ces	conditions	d’hypoxie87	et	

d’acidose88.	 L’expansion	 clonale	 de	 la	 tumeur	 est	 limitée	 par	 la	 disponibilité	 des	

nutriments89.	La	restriction	en	oxygène	est	la	première	barrière	car	la	concentration	en	

oxygène	 diminue	 plus	 rapidement	 avec	 la	 distance	 que	 celle	 de	 glucose90.	 L’hypoxie	

présente	 dans	 les	 tumeurs	 induit	 un	 environnement	 adaptatif	 qui	 favorise	 le	

métabolisme	 anaérobie	 et	 donc	 la	 glycolyse.	 Cependant,	 l’environnement	 tumoral	 est	

dynamique	et	entraîne	des	fluctuations	dans	l’approvisionnement	en	oxygène	et	glucose.	

Ces	cycles	de	normoxie-hypoxie	 induisent	une	sélection	des	cellules	dans	 lesquelles	 le	

métabolisme	 anaérobie	 du	 glucose	 est	 constitutivement	 augmenté.	 L’hypoxie	 induit	

également	l’autophagie,	un	processus	de	dégradation	lysosomale	des	organelles	altérés	

et	de	protéines,	qui	permet	un	recyclage	des	macromolécules	et	constitue	un	mécanisme	

de	survie	dans	un	milieu	pauvre	en	nutriments91.	

En	 conclusion,	 la	 dérégulation	 du	 métabolisme	 énergétique	 des	 cellules	

tumorales	 est	 le	 résultat	 d’une	 adaptation	 à	 des	 altérations	 génétiques	 et	 à	 un	

environnement	carencé	qui	est	nécessaire	pour	la	fourniture	d’énergie,	d’intermédiaires	

anaboliques	et	le	maintien	du	statut	rédox	(Fig.	12).	
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Figure	12.	Déterminants	du	phénotype	métabolique	des	 tumeurs.	Le	métabolisme	tumoral	

est	régulé	par	des	mutations	génétiques	intrinsèques	et	par	une	réponse	au	microenvironnement	tumoral.	
Des	 signaux	 oncogéniques	 stimulés	 par	 la	 perte	 de	 suppresseur	 de	 tumeur	 (p53)	 ou	 l’activation	
d’oncoprotéines	 (Akt,	 Ras,	 Myc,	 HIF)	 résultent	 en	 une	 altération	 de	 la	 signalisation	 qui	 modifie	 le	
métabolisme.	 Un	 environnement	 anormal	 comprenant	 de	 l’hypoxie,	 de	 l’acidose	 et	 la	 carence	 en	
nutriments	induit	des	réponses	cellulaires	qui	affectent	également	l’activité	métabolique.	Ces	adaptations	
optimisent	 le	 métabolisme	 cellulaire	 pour	 fournir	 l’énergie,	 les	 ressources	 anaboliques	 et	 maintenir	 le	
statut	rédox	de	façon	à	promouvoir	la	prolifération	cellulaire.	Adapté	de	Cairns	et	al.	20113.	
	

3.	Méthylglyoxal	

3.1.	Production	du	méthylglyoxal	

	
Figure	13.	Structure	chimique	du	méthylglyoxal.	Le	méthylglyoxal	est	un	dicarbonyle	comprenant	un	
groupe	aldéhyde	en	bleu	et	un	groupe	cétone	en	vert.	
	

Le	 méthylgyoxal	 (MG,	 CH3C(O)COH)	 est	 un	 dicarbonyle	 (Fig.	 13)	 également	

appelé	pyruvaldéhyde	ou	2-oxopropanal	qui	est	principalement	formé	dans	les	cellules	

lors	 de	 la	 glycolyse.	 En	 effet,	 la	 perte	 spontanée	 de	 phosphate	 à	 partir	 des	 trioses	

phosphates,	glycéraldéhyde-3-phosphate	(GAP)	et	dihydroxyacétone	phosphate	(DHAP),	

entraîne	la	formation	de	MG92,93.	Ces	trioses	sont	formés	au	cours	de	la	quatrième	étape	

de	 la	 glycolyse	 par	 l’enzyme	 aldolase	 à	 partir	 de	 fructose-1,6-biphosphate	 et	 sont	

interchangeables	par	l’enzyme	triose	phosphate	isomérase	(TPI)	(Fig.	14).	La	formation	

de	MG	est	8	 fois	plus	probable	à	partir	du	GAP	mais	 l’abondance	de	DHAP	est	20	 fois	
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plus	 importante	 dans	 les	 cellules.	 L’enzyme	 glycéraldehyde-3-phosphate	

déshydrogénase	(GAPDH)	est	importante	pour	la	régulation	du	taux	de	formation	de	MG	

car	elle	catalyse	la	réaction	suivante	de	la	glycolyse,	transformant	les	trioses	phosphates	

en	 1,3-diphosphoglycérate.	 Une	 activité	 faible	 de	 GAPDH	 favorise	 l’accumulation	 des	

trioses	phosphates	et	ainsi	la	production	spontanée	de	MG94.	L’activité	de	cette	enzyme	

clé	 est	 notamment	 régulée	 par	 sa	 modification	 par	 le	 MG95	 suggérant	 que	 le	 MG	

exercerait	 un	 rétrocontrôle	 sur	 sa	 propre	 production.	 La	 formation	 de	 MG	 n’est	

cependant	 qu’une	 petite	 proportion	 du	 flux	 glycolytique,	 environ	 0,1%96.	 Cette	

proportion	peut	 augmenter	 jusqu’à	 1%	dans	 les	 conditions	d’hyperglycémie	 associées	

au	 diabète97.	 D’autres	 voies	 conduisent	 à	 la	 formation	 de	 MG	 comme	 l’oxydation	 de	

l’acétone	 lors	 du	 catabolisme	 des	 corps	 cétoniques98	 et	 l’oxydation	 de	 l’aminoacétone	

dans	 le	 catabolisme	 de	 la	 thréonine99.	 La	 dégradation	 oxydative	 des	 lipides	

(peroxydation)100,	 celles	 des	 protéines	 glycquées	 par	 le	 glucose	 ou	 des	

monosaccharides101	contribue	également	à	la	formation	de	MG.	Au	niveau	des	bactéries,	

le	 MG	 peut	 également	 être	 produit	 par	 une	 réaction	 enzymatique	 catalysée	 par	 la	

méthylglyoxal	synthase102.	Il	est	important	de	noter,	que	sous	sa	forme	hydrophobe	non	

hydratée,	 le	 MG	 est	 capable	 de	 diffuser	 passivement	 à	 travers	 les	 membranes	

cellulaires103.	

	
Figure	14.	Voies	de	production	du	méthylglyoxal.	La	source	principale	du	MG	est	la	glycolyse,	à	partir	
des	trioses	phosphates	(GAP	et	DHAP)	qui	sont	maintenus	en	équilibre	par	la	TPI.	Le	MG	peut	aussi	être	
produit	 lors	 du	 métabolisme	 de	 l’acétone	 et	 de	 la	 thréonine,	 de	 la	 peroxydation	 de	 lipides	 et	 de	 la	
dégradation	de	protéines	glycquées.	
	

	 La	 famille	 des	 dicarbonyles	 compte	 deux	 autres	 membres	 majeurs,	 le	

glyoxal	(GO)	et	le	3-déoxyglucosone	(3-DG)	(Fig.	15).	Ils	sont	principalement	formés	lors	
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de	 la	 dégradation	 non-enzymatique	 du	 glucose	 et	 des	 protéines	 glycquées	 par	 le	

glucose101.	La	peroxydation	 lipidique104	et	 la	dégradation	de	nucléotides	peuvent	aussi	

former	le	GO	alors	que	le	3-DG	peut	être	produit	par	la	dégradation	du	fructosamine-3-

phosphate	 lors	 de	 la	 réparation	 des	 protéines	 glycquées	 ou	 de	 la	 dégradation	 du	

fructose-3-phosphate105,106.	

	
Figure	 15.	 Structures	 chimiques	 des	 dicarbonyles	 glyoxal,	 méthylglyoxal	 et	 3-

déoxyglucosone.		
	

3.2.	Glycation,	MG-AGEs	et	stress	dicarbonyle	

	 De	 part	 ses	 deux	 groupements	 carbonyles,	 le	 MG	 est	 une	molécule	 très	

réactive.	En	effet,	dès	 les	années	60,	plusieurs	équipes	ont	mis	en	évidence	 la	réaction	

des	 dicarbonyles	 avec	 les	 groupes	 amines	 et	 guanides	 de	 macromolécules	

biologiques107-109	pour	former	les	produits	de	glycation	avancée	(AGEs).	Ces	glycations	

ont	depuis	été	impliquées	dans	l’étiologie	de		maladies	chroniques	(Fig.	16)	telles	que	le	

vieillissement	prématuré,	le	diabète	et	ses	complications,	l’obésité,	l’insuffisance	rénale,	

les	 maladies	 cardiovasculaires,	 l’ostéoarthrite,	 les	 maladies	 neurodégénératives	 et	 le	

cancer	(pour	revue	voir	Rabbani	et	Thornalley	2015110).	
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Figure	 16.	 Implication	 du	 stress	 dicarbonyle	 dans	 des	 pathologies	 chroniques.	

L’accumulation	de	MG	et	de	ses	AGEs	induit	un	stress	dicarbonyle	qui	a	été	impliqué	dans	l’étiopathologie	
des	maladies	chroniques	représentées	dans	ce	schéma.		

	

	 Le	MG	 est	 donc	 une	molécule	 extrêmement	 réactive	 et	 un	 agent	 glycant	

puissant.	La	modification	des	protéines	par	le	MG	est	10	000	à	50	000	fois	plus	efficace	

que	par	le	glucose104.	Le	MG	forme	des	adduits	de	glycation	au	niveau	des	protéines,	des	

acides	nucléiques	et	des	lipides.	La	glycation	est	un	processus	de	liaison	d’un	sucre	à	une	

protéine	de	façon	non-enzymatique,	qui	doit	bien	être	distinguée	de	la	glycosylation	qui	

requiert	 une	 activité	 enzymatique111.	 Donc	 le	 terme	 glycation	 désigne	 la	modification	

non-enzymatique	 de	 protéines	 par	 des	 saccharides	 ou	 leurs	 dérivés.	 La	 glycation	 se	

déroule	en	une	succession	de	réactions	connues	sous	le	nom	de	réaction	de	Maillard.	Ce	

procédé	 implique	 de	 multiples	 réactions	 non-enzymatiques	 entre	 des	 groupes	

carbonyles	 et	 amines	 menant	 à	 la	 formation	 des	 AGEs112	 et	 s’apparente	 à	 une	

caramélisation.	

	 La	 réaction	 de	Maillard	 (Fig.	 17)	 débute	 par	 une	 attaque	 nucléophile	 de	

l’azote	du	groupe	amine	sur	le	groupe	carbonyle	électrophile	du	sucre	pour	former	une	

glycosamine.	Après	perte	d’une	molécule	d’eau,	une	base	de	Schiff	instable	apparaît	puis	

suit	un	réarrangement	spontané	(appelé	réarrangement	d’Amadori)	en	fructosamine	ou	

produit	d’Amadori113.	Ces	intermédiaires	sont	désignés	sous	le	nom	d’adduits	précoces	

de	 glycation114.	 La	 fructosamine	 est	 alors	 dégradée	 en	 adduits	 plus	 stables	 appelés	
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produits	 de	 glycation	 avancée	 (AGEs).	 De	 plus,	 des	 carbonyles,	 formés	 lors	 d’une	

dégradation	de	base	de	Schiff	en	ne	suivant	pas	la	voie	d’Amadori,	peuvent	entraîner	par	

la	 suite	 la	 production	 d’AGEs104,114.	 En	 effet,	 les	 dicarbonyles	 peuvent	 induire	 la	

formation	d’AGEs	plus	directement,	c’est	à	dire	sans	passer	par	les	adduits	de	glycation	

précoce115.	

	
Figure	17.	Glycation	des	protéines	par	la	réaction	de	Maillard.		
	

Les	 adduits	 formés	 par	 le	 MG	 sur	 les	 protéines,	 ou	 MG-AGEs	 (methylglyoxal-

derived	AGEs),	 ciblent	 particulièrement	 les	 arginines	 et	 dans	 une	moindre	mesure	 les	

lysines.	 Les	 hydroimidazolones	 (MG-H1/2/3),	 les	 argpyrimidines,	 les	

tétrahydropyrimidines	 (THF)	 sont	 les	 adduits	 formés	 par	 le	 MG	 sur	 les	 arginines.	 La	

formation	d’adduits	du	MG	à	partir	de	 lysine	résulte	en	Nε-(carboxyethyl)lysine)	(CEL)	

ou	en	dimères	1,3-di(Nε	–lysino)-4-methyl-imidazolium	(MOLD).	L’adduction	de	 lysine	

et	 d’arginine	 ensemble	 par	 le	 MG	 forme	 les	 adduits	 MODIC	 (methylglyoxal-derived	

imidazolium	cross-link)	(Fig.	18).	

	
Figure	18.	MG-AGEs,	adduits	du	méthylglyoxal	sur	les	acides	aminés.	L’adduction	du	MG	sur	

les	résidus	arginines	permet	 la	 formation	de	MG-H1,	MG-H2,	MG-H3,	argpyrimidine	et	THP.	L’adduction	
du	MG	sur	 les	acides	aminés	 lysines	permet	 la	 formation	de	CEL	et	MOLD.	La	condensation	de	 lysine	et	
d’arginine	par	le	MG	donne	les	adduits	MODIC.	



	 20	

Puisque	 le	MG	 est	 présent	 dans	 toutes	 les	 cellules	 et	 est	 le	 dicarbonyle	 le	 plus	

réactif	 in	 vivo,	 l’identification	 de	 ses	 cibles	 est	 d’un	 intérêt	 scientifique	 certain.	 Les	

molécules	 modifiées	 par	 le	 MG	 sont	 principalement	 les	 résidus	 amines	 libres	 des	

protéines,	 des	 nucléotides	 et	 de	 certains	 lipides116.	 La	 proportion	 des	 molécules	

modifiées	 par	 le	 MG	 est	 de	 0,1-1%	 des	 résidus	 lysine	 et	 arginine	 des	 protéines,	

1/100.000	nucléotides	 et	 0,1%	des	 phospholipides	 basiques117.	 L’accumulation	de	 ces	

adduits	au	niveau	des	macromolécules	biologiques	entraine	un	nouveau	type	de	stress	

cellulaire	:	le	stress	dicarbonyle118.	

	

3.3.	Détoxification	du	MG	

Les	cellules	ont	développé	des	systèmes	de	détoxification	du	MG	pour	se	protéger	

de	 la	 glycation	 qu’il	 engendre.	 En	 effet,	 l’accumulation	 du	MG	 induit	 la	 formation	 des	

AGEs	 et	 perturbe	 les	 fonctions	 cellulaires.	 La	 glycation	 des	 protéines	 provoque	

notamment	l’inactivation	d’enzymes,	la	dénaturation	et	la	dégradation	de	protéines.	La	

glycation	des	nucléotides	augmente	l’instabilité	génétique,	la	mutagenèse	et	l’apoptose.	

La	 glycation	 des	 lipides	 perturbe	 l’intégrité	 de	 la	 membrane	 cellulaire.	 Ces	 effets	

délétères	du	MG	sont	évités	grâce	à	 la	détoxification	de	99%	du	MG	cellulaire	par	des	

systèmes	enzymatiques119.	

	

3.3.1.	Le	système	des	glyoxalases	

La	voie	majeure	de	détoxification	du	MG	passe	par	le	système	des	glyoxalases.	Il	

s’agit	 d’un	 système	 conservé	 au	 cours	 de	 l’évolution	 comprenant	 2	 enzymes120,	 les	

glyoxalases	1	et	2	(Glo1	et	Glo2),	qui	détoxifient	le	MG	en	D-lactate121.	L’hémithioacétal	

formé	 spontanément	 entre	 le	 MG	 et	 le	 GSH	 est	 converti	 par	 Glo1	 en	 S-D-

lactoylglutathion	puis	en	D-lactate	avec	régénération	du	GSH	par	Glo2122	(Fig.	19).	Glo1	

catalyse	 aussi	 la	 détoxification	 d’autres	 a-oxoaldéhydes	 comme	 le	 glyoxal,	 le	

phénylglyoxal	et	l’hydroxyl-pyruvaldéhyde123,124.	
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Figure	 19.	 Détoxification	 du	 MG	 par	 le	 système	 des	 glyoxalases.	 Adapté	 de	 Thornalley	 et	

Rabbani	2011125.	
	
Le	D-lactate	produit	peut	quitter	la	cellule	par	diffusion	à	travers	la	membrane	ou	

par	un	transporteur	spécifique	du	lactate126.	L’inhibition	de	Glo1	par		des	analogues	de	

GSH	 ou	 la	 déplétion	 en	 GSH	 augmente	 l’accumulation	 de	 MG126-128	 alors	 que	 la	 sur-

expression	de	l’enzyme	réduit	la	quantité	de	MG	cellulaire	et	prévient	la	formation	des	

MG-AGEs129.	 L’efficacité	 de	 cette	 voie	 de	 détoxification	 dépend	 de	 la	 disponibilité	 en	

GSH130	qui	détermine	la	formation	spontanée	du	substrat	hémithioacétal	et	de	l’activité	

de	Glo1	qui	forme	le	produit	non-toxique	S-D-lactoylglutathion.		

Glo1	 est	 une	 isomérase	 homodimérique	 dépendante	 du	 Zn2+.	 L’expression	 de	

Glo1	est	régulée	au	niveau	génique	et	par	des	modifications	post-traductionnelles.	Des	

polymorphismes	 génétiques	 ont	 récemment	 été	 identifiés	 en	 association	 avec	 une	

modification	 de	 l’activité	 enzymatique	 de	 Glo1131-133.	 Les	 modifications	 post-

traductionnelles	 de	 Glo1	 regroupent	 la	 phosphorylation,	 la	 nitrosylation	 et	 la	

glutathionylation.	Ce	dernier	 type	de	modification	au	niveau	de	 la	 cystéine	139	 induit	

une	inhibition	de	l’activité	Glo1	en	réponse	au	statut	rédox	de	la	cellule134.	

Glo2	 est	 une	 thiolestérase	 monomérique	 qui	 contient	 un	 site	 de	 liaison	 des	

métaux	binucléaires	(zinc	ou	fer)	qui	est	essentiel	à	la	liaison	du	substrat	et	à	l’activité	

catalytique	135.	Glo2	est	exprimée	dans	le	cytosol	et	au	niveau	de	la	mitochondrie136.	Son	

rôle	 mitochondrial	 n’est	 pas	 encore	 élucidé	 mais	 l’activité	 Glo2	 pourrait	 y	 être	 une	

source	de	GSH137.	

Une	 troisième	 glyoxalase,	 Glo3,	 a	 été	 décrite	 chez	 Escherichia	 coli138	 et	 des	

homologues	 ont	 été	 indentifiés	 chez	 Caenorhabditis	 elegans	 et	 chez	 la	 souris.	 Glo3	

permet	la	conversion	directe	du	MG	en	D-lactate.	Une	nouvelle	enzyme	Glo,	capable	de	

détoxifier	 le	MG	en	 lactate	sans	GSH,	a	été	découverte	chez	 l’humain.	Cette	enzyme,	 la	

déglycase	 DJ-1,	 aussi	 appelée	 PARK7	 (Parkinson	 disease	 protein	 7),	 est	 une	 protéine	
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chaperonne	 impliquée	 dans	 l’apparition	 de	 la	 maladie	 de	 Parkinson139,140.	 DJ-1	 est	

capable	 d’inverser	 la	 glycation	 précoce	 des	 protéines	 et	 délivre	 des	 acides	 aminés	

réparés	et	 le	MG	détoxifié	sous	 forme	de	 lactate.	La	déglycation	des	acides	aminés	par	

DJ-1	a	rétabli	 l’activité	de	protéines	modifiées	par	 le	MG	comme	l’albumine,	 la	GAPDH,	

l’aldolase	et	l’aspartate	aminotransférase141.	

	

	 3.3.2	Les	aldoses	réductases	

Le	 MG	 peut	 aussi	 être	 détoxifié	 par	 les	 enzymes	 de	 la	 famille	 des	 aldoses	

réductases.	Cette	superfamille	d’enzymes	est	capable	de	réduire	le	MG.	Les	enzymes	de	

la	classe	A	(AKR1A)	sont	des	aldéhydes	réductases	(EC	1.1.1.2)	alors	que	les	enzymes	de	

la	classe	B	(AKR1B)	sont	des	aldo-kéto	réductases	(EC	1.1.1.21).	La	réduction	du	MG	par	

les	 aldo-kéto	 réductases	 est	 100	 fois	 plus	 efficace	 que	 celle	 par	 les	 aldéhydes	

rédutases142.	 Parmi	 ces	 aldo-kéto	 réductases	 (AKRs)	 l’isoenzyme	 AKR1B1	 est	 la	 plus	

active	pour	détoxifier	le	MG119,143.	Au	niveau	de	cellules	endothéliales,	la	contribution	à	

la	détoxification	du	MG	a	été	évaluée	à	60%	par	le	système	Glo1	et	à	40%	par	AKR1B1	

dans	des	 conditions	de	 faible	 concentration	en	MG	 (1-20µM)143	 alors	qu’à	plus	hautes	

doses	de	MG,	 la	 contribution	de	Glo1	augmente.	La	détoxification	du	MG	par	 les	AKRs	

nécessite	 la	présence	de	NAPDH	comme	co-facteur	et	peut	mener	à	 la	production	de	2	

produits	différents	en	fonction	de	la	disponibilité	de	GSH	(Fig.	20).	En	effet,	quand	AKR	

métabolise	 le	 MG	 sans	 GSH,	 le	 produit	 principal	 formé	 est	 l’acétol	 à	 95%	 et	 le	

lactaldéhyde	 à	 5%142.	 Alors	 qu’en	 présence	 de	 GSH,	 AKR	 forme	 principalement	 le	

lactaldéhyde144.	

	

3.3.3	Les	aldéhydes	déshydrogénases	

Un	 autre	 groupe	 d’enzyme,	 les	 aldéhydes	 déshydrogénases,	 sont	 capables	 de	

détoxifier	 le	 MG.	 En	 particulier,	 l’isoenzyme	 ALDH9,	 ou	 bétaine	 aldéhyde	

déshydrogénase,		oxyde	le	MG	en	présence	de	NAD+	en	pyruvate145,146	(Fig.	20).	

	

3.3.4	La	2-oxoaldéhyde	déshydrogénase	

Finalement,	 la	 2-oxoaldéhyde	 déshydrogénase	 (2-OHD)	 catalyse	 l’oxydation	 du	

MG	en	pyruvate,	principalement	au	niveau	du	foie145	(Fig.	20).	
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Figure	 20.	 Voies	 de	 détoxification	 du	 MG.	 Le	 MG	 peut	 être	 détoxifié	 par	 4	 voies	

enzymatiques.	 En	 vert,	 le	 système	 des	 glyoxalases	 converti	 séquentiellement	 l’hémithioacétal	 formé	
entre	le	MG	et	le	GSH	en	S-D-lactoyglutathion	puis	en	D-lactate	grâce	aux	enzymes	Glo1	et	Glo2.	En	orange,	
le	MG	peut	être	détoxifié	par	 les	aldoses	réductases	(AKR)	qui	utilisent	 le	NADPH	comme	co-facteur.	Le	
produit	de	réaction	est	majoritairement	l’acétol	en	absence	de	GSH	et	le	lactaldéhyde	en	présence	de	GSH.	
En	mauve,	le	MG	est	oxydé	en	pyruvate	par	les	aldéhydes	déshydrogénases	(ALDH)	avec	le	NAD+	utilisé	
comme	co-facteur.	En	bleu,	l’oxydation	du	MG	en	pyruvate	est	catalysée	en	présence	de	NADP+	par	la	2-
oxoaldéhyde	déshydrogénase	(2-ODH).	Adapté	de	Vander	Jagt	et	al	145.	
	

3.4.	«	MG-scavengers	»	et	modulateurs	de	l’activité	Glo1	

Dans	 le	 but	 de	moduler	 le	MG	 intracellulaire	 et	 le	 stress	 dicarbonyle,	 diverses	

approches	sont	possibles.	D’une	part,	 l’utilisation	de	molécules	capables	de	capturer	 le	

MG,	 les	 «	MG-scavengers	»,	 empêchant	 ainsi	 la	 glycation	 des	 macromolécules	 et	 la	

formation	 des	 AGEs.	 D’autre	 part,	 la	 modulation	 de	 l’activité	 de	 Glo1,	 en	 tant	 que	

système	majoritaire	de	détoxification	du	MG,	permet	de	réguler	la	concentration	en	MG.	

	

3.4.1	Molécules	capables	de	capturer	le	MG	ou	«	MG-scavengers	»	

Des	molécules	qui	jouent	un	rôle	de	«	scavenger	»	du	MG	sont	cours	d’évaluation		

dans	 des	 études	 concernant	 principalement	 le	 diabète	 et	 les	 pathologies	

cardiovasculaires.	 Parmi	 ces	 molécules,	 l’aminoguanidine,	 le	 N-phénacytilthiazolium	

bromure,	 l’alagébrium,	 la	 carnosine,	 la	 pyridoxamine,	 la	 N-acétylcystéine	 et	 la	

metformine	ont	montré	une	capacité	de	capture	et	d’inhibition	du	MG	(Fig.	21).		

L’aminoguanidine	est	un	composé	hydrazine	nucléophile	qui	capture	le	MG	par	

ses	groupes	guanidinium	et	permet	ainsi	de	réduire	la	formation	des	AGEs147,148.	
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Le	 N-phénacytilthiazolium	 bromure	 et	 l’alagébrium	 sont	 des	 molécules	

capables	 de	 casser	 les	 acides	 aminés	 condensés	 (cross-link)	 comme	 les	 MODIC.	 Leur	

évaluation	 en	 études	 précliniques	 montre	 une	 amélioration	 des	 complications	

vasculaires	du	diabète	grâce	à	une	diminution	de	la	formation	des	AGEs149-152.	

La	carnosine	est	un	dipeptide	naturel	(ß-alanyl-L-histidine)	produit	au	niveau	du	

cerveau,	du	foie,	des	reins	et	des	muscles.	La	carnosine	est	capable	de	capturer	les	ROS,	

les	NRS	(espèces	réactives	de	l’azote),	les	dicarbonyles	et	a	un	pouvoir	chélateur	(pour	

revue	 voir	 Boldyrev	 et	 al.	 2013153).	 La	 carnosine	 capture	 le	 MG	 154	 et	 est	 capable	

d’interférer	à	différents	niveaux	de	la	réaction	de	Maillard	pour	empêcher	la	formation	

des	AGEs155	et	serait	également	capable	d’inverser	la	formation	d’AGEs156.	La	carnosine	

a	 donc	 un	 effet	 protecteur	 à	 différents	 niveaux	 vis-à-vis	 du	 stress	 dicarbonyle	 et	 du	

stress	 oxydant.	Malheureusement,	 cette	molécule	 est	 dégradée	 dans	 le	 sérum	humain	

par	la	carnosinase157	ce	qui	restreint	son	utilisation	thérapeutique.	

La	pyridoxamine	est	un	analogue	de	la	vitamine	B6	qui	est	capable	de	capturer	

le	MG	et	d’augmenter	l’activité	de	Glo1158.	Cette	molécule	montre	des	effets	bénéfiques	

contre	 la	majorité	des	 complications	 liées	au	diabète	et	est	en	cours	d’étude	pour	 son	

utilisation	dans	le	traitement	des	patients	atteints	de	diabète	de	type	2159.	

La	 N-acétylcystéine	 est	 une	 molécule	 bien	 connue	 par	 ses	 propriétés	 anti-

oxydantes	 mais	 est	 aussi	 un	 «	scavenger	»	 du	 MG160,161.	 	 Son	 effet	 anti-oxydant	 peut	

également	être	impliquée	dans	son	inhibition	de	la	cascade	de	glycation162.	

La	metformine	 est	 une	molécule	 utilisée	 par	 le	 traitement	 des	 diabétiques	 de	

type	 2.	 La	 metformine	 inhibe	 la	 néoglucogenèse	 hépatique	 et	 favorise	 l’absorption	

cellulaire	 du	 glucose	 ce	 qui	 induit	 une	 action	 hypoglycémiante163.	 La	 metformine	 est	

aussi	 capable	 de	 capturer	 le	 MG	 par	 liaison	 entre	 leurs	 groupes	 guanidium	 et	

carbonyles148.	Le	traitement	de	patients	diabétiques	à	la	metformine	permet	de	réduire	

leur	taux	plasmatique	de	MG164.	
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Figure	21.	Structure	chimique	des	molecules	décrites	comme	étant	capables	de	capturer	le	

MG	ou	«	MG-scavengers	».	
	

3.4.2.	Inhibition	de	Glo1	

L’inhibition	 de	 Glo1	 a	 pour	 conséquence	 de	 réduire	 la	 détoxification	 du	MG	 et	

donc	favorise	son	accumulation	ainsi	que	l’induction	d’un	stress	oxydant.		

Plusieurs	composés	naturels	sont	capables	d’inhiber	Glo1	tels	que	les	flavonoïdes	

(quercétine,	 lutéoline,	 naringine)165,166.	 La	 curcumine,	 une	 autre	 molécule	 naturelle	

induit	 une	 inhibition	 compétitive	 de	 Glo1	 avec	 une	 plus	 grande	 efficacité	 que	 les	

flavonoïdes167.	

Des	inhibiteurs	synthétiques	de	Glo1	ont	également	été	développés,	notamment	

sur	base	d’analogues	du	GSH,	comme	le	S-p-bromobenzylglutathion	cyclopentyl	diester	

(BBGC).	 La	 membrane	 cellulaire	 est	 perméable	 à	 cette	 molécule	 dont	 le	 pouvoir	

inhibiteur	 est	 révélé	 après	 que	 ses	 groupes	 esters	 soient	 enlevés	 par	 des	 estérases	

cellulaires	non	spécifiques168.	Cette	pro-drogue	a	été	encore	améliorée	pour	augmenter	

sa	stabilité	dans	le	plasma169,170.	

Le	méthotrexate	est	une	drogue	chimiothérapeutique	 largement	utilisée	dans	 le	

traitement	 de	 différents	 cancers	 dont	 les	 leucémies.	 Il	 s’agit	 d’un	 analogue	 de	 l’acide	

folique	qui	inhibe	la	synthèse	de	l’ADN	et	de	l’ARN.	Une	diminution	de	la	concentration	

plasmatique	 en	 D-lactate	 chez	 les	 patients	 traités	 avec	 le	 méthotrexate	 a	 permis	 de	

mettre	en	évidence	son	action	inhibitrice	de	Glo1171.	
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3.4.3.	Activation	de	Glo1	

La	stimulation	de	l’activité	de	Glo1	a	pour	effet	de	diminuer	le	taux	cellulaire	de	

MG.	 L’activation	 du	 facteur	 de	 transcription	 en	 charge	 de	 la	 régulation	 de	 Glo1,	 Nrf2	

(Nuclear	factor	(erythroid-derived	2)-like	2),	est	une	stratégie	pour	 induire	 l’expression	

et	l’activité	de	l’enzyme	de	détoxification	du	MG172.	Le	resvératrol		est	un	activateur	de	

Nrf2	qui	est	en	cours	d’évaluation	clinique	dans	 le	 traitement	de	 l’obésité173.	De	 façon	

intéressante,	Nrf2	est	aussi	impliqué	dans	la	régulation	de	l’expression	des	AKRs174,175.	

	

3.5.	Le	MG,	un	métabolite	toxique	pour	la	tumeur	

Dans	 les	 années	 60,	 le	méthylglyoxal	 a	 été	 proposé	 comme	 une	molécule	 anti-

cancer176.	 Des	 expériences	 in	 vivo	 ont	 montré	 une	 action	 anti-tumorale	 d’injections	

intrapéritonéales	ou	intra-veineuses	de	MG177,178.	Plus	récemment,	le	traitement	au	MG	

de	 souris	porteuses	de	 xénogreffe	de	 cancer	 colorectal	 a	 permis	de	 réduire	 le	 volume	

tumoral	en	 inhibant	 l’expression	de	Myc	et	en	diminuant	 la	glycolyse179.	L’action	anti-

tumorale	du	MG	est	aussi	liée	à	l’inhibition	de	l’activité	de	la	GAPDH95,180.	

Plusieurs	 études	 font	 état	 de	 l’induction	 de	 l’apoptose	 au	 niveau	 de	 cellules	

cancéreuses	par	le	MG,	via	différents	mécanismes.	L’augmentation	du	stress	dicarbonyle	

induit	 la	 génération	 de	 ROS	 et	 la	 carence	 en	 GSH181,	 inhibe	 la	 respiration	

mitochondriale182-184,	 induit	 des	 modifications	 et	 des	 adductions	 ADN-protéines	

engendrant	 une	 instabilité	 génétique185,	 inhibe	 le	 cycle	 cellulaire183,185,	 provoque	 une	

inhibition	 de	 molécules	 anti-apoptotiques	 en	 même	 temps	 qu’une	 induction	 de	

molécules	 pro-apoptotiques186-188	 et	 perturbe	 la	 perméabilité	 de	 la	 membrane	

mitochondriale,	facilitant	le	relargage	du	cytochrome	c189.	

En	 plus	 des	 ces	 effets	 pro-apoptose,	 le	 MG	 est	 aussi	 capable	 de	 diminuer	 les	

capacités	migratoires	et	invasives	des	cellules	des	cancers	hépatique190	et	colorectal179.	

Cependant,	 la	 toxicité	du	 traitement	au	MG	pour	 les	 cellules	normales	a	mis	un	

terme	 à	 l’utilisation	 de	 ce	 dicarbonyle	 comme	 drogue	 anti-cancéreuse191.	 Dès	 lors	 la	

stratégie	adoptée	pour	induire	une	augmentation	toxique	de	MG	dans	les	tumeurs	a	été	

d’inhiber	 Glo1128,168	 puisque	 cette	 enzyme	 est	 surexprimée	 au	 niveau	 des	 cancers	 du	

sein192,	du	pancréas193,	de	la	prostate194,	des	poumons195,	du	mélanome196	et	du	colon197.	

Le	traitement	des	cellules	tumorales	avec	le	BBGC	induit	un	stress	dicarbonyle	élevé	qui	

induit	 l’apoptose	 de	 cellules	 du	 cancer	 du	 poumon195.	 Depuis,	 d’autres	 études	 ont	

confirmé	une	corrélation	entre	une	activité	Glo1	élevée	et	 la	sensibilité	des	cellules	au	
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BBGC198.	De	même,	le	traitement	à	la	curcumine,	un	autre	inhibiteur	de	Glo1,	diminue	la	

croissance	 tumorale	 dans	 les	 cancers	 du	 sein,	 de	 la	 prostate	 et	 l’astrocytome167.	

L’inhibition	de	 l’expression	de	Glo1	par	 l’utilisation	de	petits	ARN	interférants	(siRNA)	

augmente	la	sensibilité	de	cellules	cancéreuses	mammaires	à	la	radiothérapie199.	Ainsi,	

ces	 études	 et	 d’autres	 ont	 établi	 la	 stratégie	 de	 cibler	 Glo1	 comme	 une	 thérapie	 anti-

proliférative	et	pro-apoptotique	pour	contrer	la	progression	tumorale185,200,201.	

	

3.6 	Rôle	protumoral	du	MG	

3.6.1	MG,	AGEs	et	RAGEs	

Plus	récemment,	notre	 laboratoire	et	d’autres	ont	mis	en	évidence	un	effet	pro-

tumoral	du	MG	et	du	stress	dicarbonyle.	En	effet,	 l’accumulation	ou	 le	 traitement	avec	

des	 AGEs	 induit	 la	 prolifération,	 la	 migration	 et	 l’invasion	 de	 cellules	 cancéreuses	

mammaires202.	Une	cible	protéique	du	MG	dans	le	contexte	du	cancer	est	HSP27	(heat-

shock	 protein	 27).	 La	 glycation	 de	 cette	 chaperonne	 anti-apoptotique	 renforce	 son	

activité203	et	protège	les	cellules	de	cancer	du	poumon204	et	du	cancer	gastrointestinal205	

de	l’apoptose.	

Les	 RAGEs	 sont	 les	 récepteurs	 membranaires	 des	 AGEs.	 Ils	 sont	 surexprimés	

dans	 le	 cancer	 gastrique	 et	 associés	 à	 la	 capacité	 invasive	 et	 métastatique	 de	 ces	

tumeurs206.	 Au	 niveau	 de	 ce	 type	 de	 cancer,	 l’inhibition	 des	 RAGEs	 diminue	 la	

signalisation	 Akt,	 	 réduit	 l’expression	 de	 la	 métalloprotéinase	 matricelle	 2	 (MMP-2)	

impliquée	 dans	 le	 processus	 métastatique	 et	 diminue	 l’expression	 de	 PCNA	

(proliferating	 cell	 nuclear	 antigen),	 un	 facteur	 nucléaire	 marqueur	 de	 la	 prolifération	

cellulaire207.	 L’expression	 des	 RAGEs	 est	 liée	 au	 phénotype	 métastatique	 de	 cellules	

primaires	 de	 mélanome208,	 ces	 récepteurs	 sont	 surexprimés	 au	 niveau	 du	 mélanome	

humain	 par	 rapport	 à	 la	 peau	 saine	 et	 le	 développement	 tumoral	 de	 mélanome	 en	

modèle	murin	est	 inhibé	par	un	 traitement	avec	un	anticorps	bloquant209.	 L’inhibition	

des	 RAGEs	 diminue	 la	 prolifération	 des	 cellules	 cancéreuses	 mammaires210,	 induit	

l’apoptose	 et	 inhibe	 la	 croissance	 de	 tumeurs	 de	 la	 prostate211.	 La	 perte	 des	 RAGEs	

inhibe	également	l’angiogenèse	et	la	progression	du	cancer	colorectal212.	L’inhibition	des	

RAGEs	est	capable	de	diminuer	la	croissance	tumorale	et	l’apparition	de	métastases	au	

niveau	de	souris	ayant	subi	une	xénogreffe	et	de	souris	développant	spontanément	des	

tumeurs213.	 Les	RAGEs	 sont	 également	d’importants	médiateurs	de	 l’inflammation	qui	

régulent	 les	 échanges	 entre	 des	 voies	 de	 survie	 et	 d’autophagie	 dans	 les	 cellules	
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tumorales.	 Les	 RAGEs	 favorisent	 l’autophagie	 et	 limitent	 l’apoptose214.	 L’interaction	

AGE-RAGE	induit	une	cascade	de	signalisation	aboutissant	à	l’activation	de	NFkB	et	des	

MAP	kinases,	favorisant	l’inflammation	et	la	survie	des	cellules	cancéreuses215,216.	

	

3.6.2	MG,	un	oncométabolite	

Un	 nouveau	 concept	 lie	 la	 progression	 et	 le	métabolisme	 tumoral,	 il	 s’agit	 des	

oncométabolites.	«	Un	oncométabolite	est	un	métabolite	qui,	quand	il	est	présent	à	des	

niveaux	 assez	 élevés,	 est	 suffisant	 à	 promouvoir	 la	 transformation	 cellulaire	 ou	 à	

conférer	un	phénotype	 associé	 au	 cancer	»217.	Des	 variations	du	métabolisme	peuvent	

amener	à	des	niveaux	de	base	modifiés	de	certains	métabolites	qui	ont	une	influence	sur	

le	 métabolisme	 lui-même,	 la	 signalisation	 cellulaire,	 la	 différenciation	 et	 le	 potentiel	

métastatique.			

L’accumulation	des	oncométabolites	peut	être	la	conséquence	de	(a)	 la	perte	de	

fonction	d’une	enzyme	avec	accumulation	de	son	substrat,	(b)	du	gain	de	fonction	d’une	

enzyme	 avec	 accumulation	 de	 son	 produit	 et	 (c)	 de	 l’apparition	 d’une	 activité	

néomorphique	suite	à	une	mutation	avec	l’accumulation	d’un	nouveau	métabolite	ou	(d)	

de	produits	dérivés	du	métabolisme217.	

Des	exemples	bien	établis	d’oncométabolites	sont	le	succinate,	le	fumarate	et	le	2-

désoxyglutarate	 (2-HG).	 Le	 succinate	 et	 le	 fumarate	 sont	 accumulés	 au	 niveau	 des	

cellules	tumorales	suite	à	une	perte	de	fonction	des	enzymes	succinate	déshydrogénase	

(SDH)218	et	fumarate	hydratase	(FH)219,	respectivement.	L’accumulation	de	2-HG	est	due	

à	la	mutation	de	l’isocitrate	déshydrogénase	(IDH)	qui	acquiert		une	activité	catalytique	

modifiée	menant	à	la	production	de	ce	nouveau	métabolite220.	Le	mécanisme	d’action	de	

ces	3	oncométabolites	est	semblable	car	ils	partagent	une	structure	similaire,	proche	de	

celle	 de	 l’a-kétoglutarate	 et	 constituent	 donc	 des	 inhibiteurs	 compétitifs	 pour	 une	

famille	d’enzymes	comprenant	 les	dioxygénases	dépendantes	de	 l’a-kétoglutarate221,222	

(Fig.	22).		



	 29	

	
Figure	 22.	 Inhibition	 des	 dioxygénases	 dépendantes	 de	 l’a-kétoglutarate	 par	 les	

oncométabolites	 2-HG,	 fumarate	 et	 succinate.	 La	 superfamille	 des	 dioxygénase	 dépendante	 de	 l’a-
kétoglutarate	 utilise	 l’a-kétoglutarate	 (a-KG)	 et	 l’oxygène	 comme	 co-substrats	 pour	 hydroxyler	 un	
substrat	en	catalysant	la	décarboxylation	de	l’a-KG	en	succinate	et	CO2.	L’activité	de	ces	enzymes	peut	être	
inhibée	 par	 les	 oncométabolites	 2-hydroxyglutarate	 (2-HG),	 fumarate	 et	 succinate	 qui	 entrent	 en	
compétition	avec	l’a-KG.	Adapté	de	Nowocki	&	Gottlieb	2015223	et	de	Sullivan	et	al	2016224.	

	

Parmi	ces	enzymes,	les	prolyl-hydroxylases	(PHD)	qui	sont	notamment	en	charge	

de	la	régulation	d’HIF1a.	En	présence	d’oxygène,	les	PHD	hydroxylent	les	groupes	prolyl	

de	HIF	ce	qui	permet	sa	liaison	à	la	proteine	von	Hippel-Lindau	et	mène	à	sa	dégradation	

par	 le	 protéasome.	 L’accumulation	 de	 succinate	 ou	 de	 fumarate	 induit	 un	 phénotype	

pseudohypoxique	 en	 inhibant	 les	 PHD	 ce	 qui	 stabilise	HIF1a	 et	 favorise	 son	 rôle	 pro-

tumoral218,225,226.	 Un	 autre	 exemple	 est	 la	 régulation	 épigénétique	 opérée	 par	 les	

oncométabolites	 en	 inhibant	 les	 enzymes	 TET	 (translocation	 methylcytosine	

dioxygenase).	Les	TET	sont	impliquées	dans	le	processus	de	déméthylation	de	l’ADN	et	

leur	inhibition	par	le	succinate,	le	fumarate	ou	le	2-HG	induit	une	hyperméthylation	de	

l’ADN	 au	 niveau	 de	 promoteurs	 et	 donc	 la	 répression	 de	 l’expression	 de	 certains	

gènes222,227,228.	 Ces	 oncométabolites	 sont	 aussi	 capables	 de	 perturber	 l’activité	 des	

histones	déméthylases	(HDM)229,	augmentant	le	niveau	de	méthylation	des	histones,	ce	

qui	peut	avoir	différents	effets	selon	les	histones	et	les	résidus	méthylés	considérés.	Par	

exemple,	 la	méthylation	 au	 niveau	 de	 la	 lysine	 4	 de	 l’histone	 3	 (H3K4)	 est	 liée	 à	 une	

augmentation	de	 l’expression	 génique	 alors	 que	 la	méthylation	des	 lysines	 9	 et	 27	de	

l’histone	3	(H3K9	et	H3K27)	est	liée	à	une	répression	génique230,231.	

Le	 MG,	 produit	 dérivé	 de	 la	 glycolyse,	 peut	 être	 considéré	 comme	 un	

oncométabolite.	 Le	MG	 exogène	 à	 faible	 dose	 augmente	 la	 signalisation	 de	 voies	 pro-

cancer,	démontrant	un	potentiel	cancérigène	du	MG232.	De	plus,	l’effet	mutagène	du	MG,	
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en	 glycant	 les	 acides	 nucléiques	 et	 en	 induisant	 un	 stress	 oxydant,	 contribue	 à	 la	

progression	tumorale.	Une	étude	indique	qu’une	diminution	de	l’expression	de	Glo1	est	

suffisante	pour	 transformer	des	hépatocytes	pré-cancéreux	 et	 permettre	 la	 croissance	

tumorale233.	

Le	MG	 pourrait	 aussi	 jouer	 un	 rôle	 dans	 la	 régulation	 épigénétique	 du	 cancer.	

Dans	 le	 contexte	 du	 diabète,	 la	 glycation	 de	 l’histone	 H2A	 par	 le	 MG	 a	 été	 identifée,	

perturbant	 sa	 structure	 et	 potentiellement	 la	 régulation	 de	 la	 chromatine234.	 La	

modification	des	histones	par	le	MG	est	par	ailleurs	une	cible	potentielle	par	des	auto-

anticorps	 circulants	 chez	 les	 patients	 atteints	 de	 diabète	 de	 type	 1235.	 Une	 réaction	

immunitaire	 contre	 des	 AGEs	 pourrait	 induire	 un	 environnement	 inflammatoire	

favorisant	le	développement	tumoral.	

	

3.7.	Parallèle	entre	MG	et	ROS	

Les	 stress	 oxydant	 et	 dicarbonyle	 présentent	 de	 nombreux	 points	 communs	 et	

sont	 liés	 l’un	 à	 l’autre.	 	 En	 effet,	 l’accumulation	 de	 MG	 induit	 un	 dysfonctionnement	

mitochondrial	 qui	 provoque	 l’augmentation	 de	 la	 production	 de	 ROS236-238.	 	 Le	 stress	

oxydant	favorise	la	production	de	MG	et	des	AGEs	(réaction	de	Maillard)127.	Brownlee239	

a	 montré	 que	 l’hyperglycémie	 rencontrée	 dans	 le	 diabète	 induit	 la	 production	 de	

superoxyde	mitochondrial	qui	provoque	des	dommages	à	l’ADN	et	l’activation	de	PARP	

(Poly-ADP-ribose	polymérase).	Les	polymères	générés	par	PARP	se	lient	à	la	GAPDH	et	

inhibent	 son	 activité.	 L’inhibition	 de	 GAPDH	 induit	 l’accumulation	 des	 trioses	

phosphates	 qui	 sont	 les	 précurseurs	 de	 la	 formation	 spontanée	 de	 MG92.	 De	 plus,	 le	

stress	oxydant	résultant	de	l’hyperglycémie	induit	la	peroxydation	des	lipides,	une	autre	

source	de	production	du	MG100.	

	

3.7.1	GSH	

Le	MG	est	capable	d’inhiber	l’activité	d’enzymes	impliquées	dans	le	métabolisme	

du	 GSH,	 la	 GSH	 peroxydase	 et	 la	 GSH	 réductase,	 réduisant	 ainsi	 la	 disponibilité	 de	 ce	

facteur	majeur	dans	la	défense	anti-oxydante119,240.	 	L’activité	de	Glo1	nécessite	 le	GSH	

comme	co-facteur	et	réquisitionne	ainsi	une	partie	du	GSH.	D’autre	part,	quand	le	stress	

oxydant	 s’accapare	 les	 réserves	 de	 GSH,	 celui-ci	 n’est	 plus	 disponible	 pour	 la	

détoxification	du	MG	et	le	dicarbonyle	s’accumule.	
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La	détoxification	du	MG	par	les	AKR	a	aussi	un	impact	sur	le	stress	oxydant	car	le	

co-facteur	 de	 cette	 réaction	 est	 le	 NADPH.	 Le	 NADPH	 est	 un	 équivalent	 réduit	

indispensable	à	la	régénération	du	GSH241.	

	

3.7.2	Nrf2	

Nrf2	 (NF-E2	 related	 factor)	 est	 un	 facteur	 de	 transcription	 impliqué	 dans	 la	

réponse	 au	 stress.	 Dans	 les	 conditions	 normales,	 Nrf2	 est	 négativement	 régulé	 par	

Keap1	(Kelch-like	ECH-associated	protein	1).	Keap1	favorise	l’ubiquitination	de	Nrf2	et	sa	

dégradation	par	le	protéasome.	En	condition	de	stress,	la	liaison	Keap1-Nrf2	est	inhibée,	

ce	 qui	 permet	 l’activité	 transcriptionnelle	 de	 Nrf2	 dans	 le	 noyau	 où	 il	 se	 lie	 à	 des	

éléments	 de	 réponse	 antioxydante	 (ARE)	 (Fig.	 23).	 Les	 gènes	 cibles	 de	 Nrf2	 sont	

impliqués	dans	 la	défense	antioxydante,	 la	détoxification,	 le	métabolisme	de	 l’hème,	 le	

métabolisme	des	lipides,	la	lipo-	et	la	néoglucogenèse,	la	génération	de	NADPH	et	la	voie	

des	 pentoses	 phosphates,	 l’autophagie	 et	 l’apoptose	 et	 la	 métabolisation	 des	

xénobiotiques	 (pour	 revue	 voir	 Menegon	 et	 al	 2016)242.	 Ces	 différents	 processus	

biologiques	sont	liés	à	la	protection	des	cellules	contre	le	stress.	

	
Figure	 23.	 Régulation	 de	 Nrf2	 par	 Keap	 et	 fonctions	 biologiques	 contrôlées	 par	 Nrf2.	 La	

liaison	de	Keap1	à	Nrf2	provoque	son	ubiquitination	et	sa	dégradation	dans	le	protéasome.	En	condition	
de	stress,	Keap1	se	détache	de	Nrf2	qui	peut	alors	se	lier	au	niveau	de	l’élément	de	réponse	antioxydante	
(ARE)	pour	activer	la	transcription	de	gènes	impliqués	dans	les	processus	listés.	

	

Nrf2	est	un	facteur	protecteur	des	cellules	qui	est	considéré	d’une	part	comme	un	

suppresseur	 de	 tumeur	 et	 d’autre	 part	 comme	 un	 oncogène.	 En	 effet,	 en	 activant	 des	
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processus	 de	 défense	 contre	 les	 stress,	 Nrf2	 protège	 les	 cellules	 normales	 des	

métabolites	 réactifs	 comme	 les	 ROS	 et	 le	 MG.	 Il	 empêche	 des	 dommages	

carcinogéniques243-245	 et	 son	efficacité	pour	 la	 chémoprévention	du	 cancer	est	 étudiée	

dans	des	modèles	animaux	et	dans	des	études	cliniques	chez	l’homme246.		

D’autre	 part,	 Nrf2	 est	 surexprimé	 ou	 hyperactivé	 dans	 les	 cancers.	 L’activation	

d’oncogènes	 comme	 KRAS,	 c-Myc	 et	 BRAF	 mène	 à	 l’augmentation	 de	 l’expression	 de	

Nrf2247.	Dans	 les	cancers	du	poumon	et	hépatocellulaire,	des	mutations	 inhibitrices	de	

Keap1248	et	activatrices	de	Nrf2249	mènent	à	l’activation	du	facteur	de	transcription.	Ces	

mutations	 sont	 principalement	 somatiques,	 augmentent	 la	 défense	 antioxydante	 des	

cellules	cancéreuses	et	 favorisent	 leur	survie	(pour	revue	voir	Menegon	et	al	2016242).	

De	 plus,	 l’activation	 de	 Nrf2	 favorise	 la	 prolifération	 cellulaire	 et	 la	 résistance	 au	

cisplatine	de	cellules	cancéreuses	pulmonaires250.	

Nrf2	a	un	effet	à	la	fois	sur	le	stress	oxydant	et	sur	le	stress	dicarbonyle.	Nrf2	est	

responsable	du	contrôle	transcriptionnel	de	gènes	codant	pour	des	enzymes	impliquées	

dans	 la	 défense	 antioxydante251	 telle	 que	 l’hème	 oxygénase	 (HO1)	 qui	 catalyse	 la	

dégradation	 de	 l’hème	 en	 biliverdine,	 un	 agent	 antioxydant.	 L’expression	 de	 la	

glutathion	peroxydase	(GPX)	est	aussi	régulée	par	Nrf2.	Cette	enzyme	utilise	le	GSH	pour	

réduire	les	radicaux	libres	comme	H2O2.	La	glutathion	réductase	qui	régénère	le	GSH	est	

aussi	une	cible	de	Nrf2.	L’activité	Nrf2	est	donc	favorable	à	la	production	du	GSH	et	à	son	

utilisation	 pour	 l’élimination	 des	 ROS.	 Le	 GSH	 produit	 peut	 aussi	 être	 utilisé	 pour	

l’activité	de	détoxification	du	MG	via	Glo1.	

Nrf2	contrôle	l’expression	d’enzymes	impliquées	dans	la	détoxification	dont	Glo1	

et	les	AKRs.	Le	promoteur	de	Glo1	contient	un	site	ARE	qui	permet	la	liaison	de	Nrf2172.	

Les	 enzymes	AKR	 sont	 aussi	 régulées	 transcriptionnellement	 par	Nrf2174,252,253	 et	 leur	

expression	 est	 d’ailleurs	 considérée	 comme	 un	 biomarqueur	 de	 l’activité	 de	 Nrf2	 au	

niveau	des	cellules	cancéreuses	du	poumon	non	à	petites	cellules	175.	

Il	 est	 intéressant	de	noter	que	 l’activité	Nrf2	est	 soumise	à	un	 rétrocontrôle	en	

réponse	 aux	métabolites	 réactifs.	 En	 cas	 de	 stress,	 les	métabolites	 réactifs	 comme	 les	

ROS	et	le	MG	sont	accumulés	et	les	cystéines	régulatrices	de	Keap1	peuvent	être	oxydées	

par	 les	 ROS	 ou	 le	 succinate	 (oncométabolite),	 libérant	 ainsi	 Nrf2.	 Nrf2	 favorise	 la	

synthèse	de	GSH	et	son	rôle	antioxydant	ce	qui	réduit	le	stress,	lève	l’inhibition	de	Keap	

et	déstabilise	Nrf2	(Fig.	24)	224.	
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Figure	24.	Rétrocontrôle	de	l’activité	Nrf2.		Adapté	de	Sullivan	&	Vander	Heiden	2016224.	
	
7.3	Effet	hormétique	

Une	dernière	similitude	entre	stress	oxydant	et	stress	dicarbonyle	est	qu’à	faible	

dose	 ils	 exercent	 des	 effets	 protumoraux	 tandis	 qu’à	 fortes	 doses,	 ils	 deviennent	

toxiques	pour	les	cellules	cancéreuses.	Il	s’agit	d’un	effet	hormétique254	(Fig.	25).	

Il	a	été	démontré	qu’une	situation	de	stress	oxydant	modérée	est	bénéfique	à	la	

progression	tumorale.	Par	exemple,	la	mutation	KRAS	entraîne	la	formation	de	ROS	dans	

la	mitochondrie	et	l’inhibition	de	ce	stress	oxydant	inhibe	la	prolifération	cellulaire	et	la	

croissance	 indépendante	 du	 substrat255.	 Une	 autre	 étude	 démontre	 l’effet	 pro-

métastatique	des	ROS	 au	niveau	de	 cellules	 de	 cancer	 utérin256.	 Le	 stress	 oxydant	 est	

capable	d’induire	une	instabilité	de	l’ADN	mitochondrial	qui	est	favorable	au	phénotype	

métastatique257.	 D’autre	 part,	 une	 concentration	 élevée	 de	 ROS	 est	 toxique	 pour	 les	

cellules	tumorales.	Des	études	mettent	à	profit	cette	hypothèse	en	inhibant	les	défenses	

antioxydantes	dans	les	cellules	cancéreuses	de	façon	à	augmenter	leur	quantité	de	ROS	

endogène	et	ainsi	induire	l’apoptose.	Ainsi,	l’inhibition	de	Nrf2247,258	ou	de	la	superoxyde	

dismutase	(SOD)259	réduit	la	progression	tumorale	in	vivo.	

Pareillement,	le	stress	dicarbonyle	pourrait	avoir	ces	effets	biphasiques.	En	effet,	

la	 littérature	 reporte	 à	 la	 fois	 des	 effets	 anti-tumoraux	 et	 pro-tumoraux	 du	 MG.	

L’induction	 de	 l’apoptose	 et	 de	 la	 régression	 tumorale	 sous	 traitement	 au	 MG	 sont	

potentiellement	 dans	 une	 zone	 de	 concentrations	 élevées	 du	 dicarbonyle	 qui	 devient	

toxique.	Alors	que	 les	 effets	pro-tumoraux	du	MG	sont	 induits	dans	des	 conditions	de	

stress	dicarbonyle	plus	modérées,	gérables	par	les	cellules	cancéreuses	à	leur	bénéfice.	
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Figure	25.	Effet	hormétique	des	stress	oxydants	et	dicarbonyle.	De	faibles	concentrations	en	

ROS	et	MG	peuvent	être	bénéfiques	aux	cellules	cancéreuses	et	favoriser	leur	prolifération,	leur	survie	et	
leur	 progression	 en	 provoquant	 l’instabilité	 génétique	 et	 les	 adaptations	métaboliques.	 Des	 stress	 trop	
élevés	ne	sont	plus	contrôlés	par	les	cellules	cancéreuses	et	deviennent	toxiques,	induisant	la	sénescence	
et	la	mort.	Adapté	de	Cairns	20113.		

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	



	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	 	

II.	Objectifs	du	travail	
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Objectifs	du	travail	
	

Les	 cellules	 cancéreuses	 sont	 caractérisées	 par	 une	 dérégulation	 de	 leur	

métabolisme	énergétique.	Leur	utilisation	préférentielle	de	la	glycolyse,	plutôt	que	de	la	

respiration	mitochondriale,	 en	 présence	 d’oxygène	 (effet	Warburg)	 est	 un	 phénotype	

largement	 décrit	 dans	 différents	 types	 de	 cancer.	 L’augmentation	 de	 l’activité	

glycolytique	 mène	 à	 la	 production	 spontanée	 du	 méthylglyoxal	 (MG).	 Le	 MG	 est	 un	

dicarbonyle	 réactif	 capable	 de	 former	 des	 adduits	 de	 glycation	 (par	 la	 réaction	 de	

Maillard)	 sur	 les	amines	des	macromolécules	biologiques,	 lipides,	 acides	nucléiques	et	

protéines.	Ces	adduits	 sont	appelés	produits	de	glycation	avancée	 (AGEs).	Les	 cellules	

ont	 développé	 des	 voies	 de	 détoxification	 du	 MG.	 Le	 système	 des	 glyoxalases	 (Glo),	

composé	de	2	enzymes	Glo1	et	Glo2,	est	responsable	de	la	majorité	de	la	détoxification	

du	MG	 en	 le	 convertissant	 en	D-lactate.	 	 L’accumulation	de	MG	 et	 des	AGEs	 induit	 un	

stress	dicarbonyle	qui	a	été	largement	étudié	dans	le	contexte	du	diabète.	Cependant	le	

rôle	du	stress	dicarbonyle	dans	le	développement	du	cancer	a	été	peu	exploré	à	ce	jour.	

En	2013,	 le	 Laboratoire	 a	 initié	une	nouvelle	 thématique	de	 recherche	visant	 à	

étudier	 le	 rôle	 du	 stress	 dicarbonyle	 dans	 le	 processus	 tumoral	 et	 métastatique.	 Le	

projet	de	cette	thèse	est	intégré	dans	cette	thématique	de	recherche	et	comprend	trois	

principaux	objectifs	:		

Le	 premier	 objectif	 a	 été	 d’évaluer	 l’état	 du	 stress	 dicarbonyle	 au	 niveau	

des	cancers	et	d’établir	le	rôle	pro-tumoral	du	MG.	Pour	ce	faire,	nous	avons	mis	en	

relation	 l’accumulation	 des	 AGEs	 avec	 le	 caractère	malin	 dans	 le	 cancer	 du	 sein	 et	 le	

cancer	colorectal	grâce	à	des	études	immunohistochimiques	permettant	la	détection	des	

adduits	 du	 MG,	 argpyrimidine	 et	 MG-H1.	 Nous	 avons	 également	 développé	 un	 test	

permettant	 de	mesurer	 l’activité	 enzymatique	 de	Glo1.	De	 plus,	 nous	 avons	 prouvé	 le	

rôle	pro-tumoral	du	MG	dans	des	modèles	de	croissance	tumorale	in	vivo	et	l’inhibition	

des	 ces	 effets	 par	 le	 traitement	 avec	 une	 molécule	 bloquant	 le	 MG,	 la	 carnosine.	

Finalement,	nous	avons	identifié	une	nouvelle	cible	protéique	de	la	glycation	par	le	MG	

et	lié	cette	modification	à	l’inhibition	d’une	voie	suppresseur	de	tumeur.	Nos	travaux	ont	

permis	de	révéler	pour	la	première	fois	un	mécanisme	moléculaire	pro-oncogénique	lié	

au	 stress	 dicarbonyle	 et	 contré	 efficacement	 par	 la	 carnosine,	 un	 puissant	 agent	

bloqueur	du	MG.			
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Le	second	objectif	de	cette	étude	était	de	comprendre	le	rôle	paradoxal	du	

MG	 rapporté	 dans	 le	 contexte	 du	 cancer.	 En	 effet,	 des	 études	montrent	 un	 rôle	 anti-

tumoral	du	MG	alors	que	d’autres,	dont	nos	propres	 travaux,	 ont	montré	un	 rôle	pro-

tumoral	 du	MG.	 Pour	 ce	 faire,	 nous	 avons	 comparé	 le	 métabolisme	 énergétique	 et	 la	

réponse	 au	 stress	 dicarbonyle	 de	 lignées	 cancéreuses	 de	 différents	 types.	Nous	 avons	

aussi	 utilisé	 un	 modèle	 de	 croissance	 tumorale	 in	 ovo	 pour	 démontrer	 un	 effet	

biphasique	du	MG	c’est	à	dire	induisant	la	croissance	tumorale	à	faible	dose	et	l’inhibant	

à	forte	dose.	

Le	 troisième	 objectif	 de	 cette	 étude	 était	 de	 tester	 l’hypothèse	 selon	

laquelle	la	résistance	des	tumeurs	de	mélanome	aux	traitements	ciblés	serait	liée	

à	leur	capacité	à	contrôler	le	stress	dicarbonyle..	Pour	ce	faire,	nous	avons	comparé	

les	niveaux	de	stress	dicarbonyle	dans	des	modèles	cellulaires	de	mélanome	sensibles	

ou	ayant	acquis	une	résistance	au	traitement	par	le	Vémurafenib.	

Nos	 travaux	 pionniers	 dans	 le	 contexte	 de	 l’étude	 du	 stress	 dicarbonyle	 en	

pathologie	 cancéreuse	 établissent	 un	 lien	 nouveau	 entre	 l’adaptation	 du	métabolisme	

énergétique	 des	 cellules	 cancéreuses	 et	 leur	 phénotype	 agressif.	 De	 manière	

intéressante,	nos	travaux	démontrent	que	les	drogues	connues	pour	leur	effet	inhibiteur	

du	 MG	 (comme	 la	 metformine	 et	 la	 carnosine)	 pourraient	 représenter	 un	 moyen	

thérapeutique	anticancéreux	prometteur	dont	il	faudra	poursuivre	la	caractérisation	et	

le	développement.	

	

	
	

	



	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	 	

III.	Résultats	
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Résultats	
	
1.	Les	tumeurs	du	sein	de	type	triple-négatifs	accumulent	significativement	moins	
d’adduits	spécifiques	du	méthylglyoxal	que	les	autres	sous-types	

		
1.1	Introduction	

Le	 cancer	 du	 sein	 représente	 la	 forme	 de	 cancer	 la	 plus	 fréquente	 et	 la	 plus	

mortelle	 chez	 les	 femmes260.	 Cet	 ensemble	 de	 malignités	 est	 subdivisé	 en	 catégories	

selon	 leurs	 caractéristiques	 histologiques	 et	moléculaires.	 L’une	 des	 classifications	 les	

plus	 utilisées	 en	 clinique	 repose	 sur	 le	 profil	 d’expression	 de	 certains	 récepteurs	 et	

permet	 la	 ségrégation	 des	 lésions	 tumorales	 du	 sein	 en	 quatre	 principaux	 sous-

groupes261.	 Les	 tumeurs	 triple	 positives	 présentent	 l’expression	 des	 récepteurs	 aux	

oestrogènes	 (ER+),	 à	 la	 progestérone	 (PR+)	 et	 le	 récepteur	 HER2/Neu	 (HER2+).	 Les	

autres	catégories	sont	les	tumeurs	HER2	positives	(HER2+),	les	tumeurs	HER2	négatives	

(HER2-)	et	les	tumeurs	triple	négatives	(ER-,	PR-,	HER2-)	qui	n’expriment	aucun	des	ces	

trois	 récepteurs.	 Cette	 catégorisation	 permet	 d’adapter	 le	 traitement	 médicamenteux	

proposé	 aux	 patientes.	 En	 effet,	 les	 tumeurs	 triple	 positives	 et	 HER2-	 peuvent	 être	

traitées	par	hormonothérapie,	les	tumeurs	de	type	HER2+	par	un	anticorps	bloquant	ce	

récepteur	 comme	 le	 Trastuzumab.	 Malheureusement,	 les	 tumeurs	 triple	 négatives	 ne	

permettent	 à	 ce	 jour	 aucune	 stratégie	 de	 traitement	 ciblé	 et	 ne	 sont	 donc	 prises	 en	

charge	 qu’à	 l’aide	 de	 chimiothérapie	 comme	 le	 cisplatine.	 Cette	 dernière	 catégorie	 de	

cancer	du	sein	rassemble	15	à	20%	des	cas262	et	présente	un	profil	agressif.	Les	tumeurs	

ER-/PR-/HER2-	constituent	donc	un	véritable	défi	thérapeutique	car	elles	sont	difficiles	

à	traiter	et	associées	à	un	mauvais	pronostic.		

Les	 tumeurs	malignes	 sont	 caractérisées	 par	 un	 haut	 taux	 de	 prolifération	 qui	

doit	être	supporté	par	un	approvisionnement	énergétique	important.	La	dérégulation	du	

métabolisme	énergétique	est	une	des	particularités	reconnues	des	cellules	cancéreuses1.	

Le	 cancer	du	 sein	 a	 été	 associé	 à	 l’obésité263	 et	 au	diabète264,	 deux	 autres	pathologies	

liées	à	des	perturbations	métaboliques	et	plus	spécifiquement	à	l’utilisation	du	glucose.		

La	détection	du	stress	dicarbonyle	au	niveau	de	tumeurs	malignes	humaines	est	

encore	peu	explorée,	notamment	au	niveau	du	cancer	du	sein.	Seule	une	brève	étude	a	

montré	l’accumulation	de	ces	AGEs	dans	les	tumeurs	mammaires265.	Dans	cette	étude,	la	

spécificité	d’un	anticorps	anti-argpyrimidine	a	été	vérifiée	et	la	détection	de	ces	adduits	

a	 révélé	 une	 forte	 accumulation	 au	 niveau	 de	 5	 cas	 d’adénocarcinomes	 mammaires.		

L’investigation	 de	 l’impact	 du	 MG	 sur	 le	 développement	 de	 ce	 type	 de	 malignité	 est	
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encore	à	ses	débuts.	En	effet,	quelques	études	ont	lié	 l’augmentation	de	l’expression	et	

de	l’activité	Glo1	au	caractère	malin	dans	le	sein192	et	ont	corrélé	cette	expression	avec	

le	 stade	 tumoral266.	D’autre	part,	une	amplification	du	gène	GLO1	a	été	observée	dans	

plusieurs	lignées	cellulaires	cancéreuses	mammaires198.	

L’objectif	de	cette	étude	est	d’évaluer	le	stress	dicarbonyle	au	niveau	de	tumeurs	

mammaires	humaines	et	de	lignées	cellulaires	de	cancer	du	sein.	

	

1.2	Résultats	

Nous	avons	évalué	l’accumulation	d’adduits	protéiques	du	MG,	en	particulier	les	

résidus	argpyrimidine,	au	niveau	d’échantillons	tumoraux	et	de	tissu	mammaire	normal	

adjacent	 provenant	 de	 7	 patientes	 atteintes	 de	 cancer	 du	 sein.	 La	 détection	 des	 ces	

adduits	 par	 immunoblot,	 en	 utilisant	 le	 même	 anticorps	 spécifique	 dirigé	 contre	 les	

argpyrimidine	que	dans	l’étude	de	van	Heijst265,	a	montré	une	accumulation	plus	élevée	

au	niveau	des	lésions	tumorales	qu’au	niveau	des	échantillons	du	tissu	sain	(Fig.	26).	

	
Figure	 26.	 Augmentation	 de	 l’accumulation	 des	 adduits	 argpyrimidine	 au	 niveau	 des	

lésions	 tumorales	en	 comparaison	au	 tissu	normal	adjacent.	Le	niveau	des	résidus	argpyrimidine	a	
été	 évalué	 par	 immunoblot	 au	 niveau	 de	 7	 échantillons	 tumoraux	 humains	 de	 sein	 (T)	 et	 de	 tissu	 sain	
adjacent	(N).	Le	rouge	ponceau	est	montré	comme	indicateur	d’une	charge	protéique	équivalente.	

	
Ensuite,	 nous	 avons	 conduit	 une	 étude	 immunohistochimique	 avec	 le	 même	

anticorps	 sur	 une	 collection	 de	 93	 tumeurs	 cancéreuses	 mammaires	 humaines	 et	 2	

spécimens	de	 sein	normal	provenant	de	mammoplasties	 réductrices	pour	 la	détection	

des	 adduits	 argpyrimidine.	 Les	 tumeurs	 étaient	 réparties	 selon	 les	 4	 catégories	
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pathologiques	:	triple	positives	(n=23),	HER2+	(n=25),	HER2-	(n=22)	et	triple	négatives	

(n=23).	Nous	avons	confirmer	notre	observation	précédente	indiquant	que	les	tumeurs	

mammaires	accumulent	plus	de	MG-AGEs	que	 le	 tissu	normal	correspondant	(Fig.	27).		

Nous	 avons	 également	 constaté	 que	 les	 tumeurs	de	 type	 triple	négatives	présentaient	

significativement	moins	 de	 ces	 adduits	 que	 les	 autres	 sous-types	 (Fig.	 27	H).	De	 plus,	

nous	avons	mis	en	évidence	une	association	statistique	significative	entre	l’accumulation	

des	résidus	argpyrimidine	et	le	sous-type	de	cancer	mammaire.	

	
Figure	27.	Les	tumeurs	triple	négatives	accumulent	moins	d’adduits	argpyrimidine	que	les	

sous	types	triple	positif,	HER2+	et	HER2-.	(A)	Les	résidus	argpyrimidine	sont	détectables	au	niveau	de	
tissu	 normal	 de	 sein	 obtenu	 par	mammoplastie	 réductrice.	 Les	 images	 (B)	 et	 (C)	montrent	 les	 régions	
encadrées	 en	 A	 à	 grossissement	 plus	 élevé	 (400x).	 Les	 lésions	 triple	 négatives	 (D)	 montrent	 une	
accumulation	d’adduits	argpyrimidine	significativement	moins	importante	que	les	tumeurs	triple	positive	
(E),	 HER2-	 (F)	 et	 HER2+	 (G),	 à	 grossissement	 100x.	 L’évaluation	 du	 score	 immunohistochimique	 est	
représentée	en	(H)	sous	forme	graphique.	

	
Pour	 tenter	de	comprendre	cette	particularité	des	 lésions	 triple	négatives,	nous	

avons	ensuite	procédé	à	la	détection	de	l’enzyme	majoritaire	de	détoxification	du	MG,	la	

glyoxalase	 1,	 au	 niveau	 des	mêmes	 échantillons.	 L’expression	 de	 Glo1	 n’a	 pas	montré	

d’association	 significative	 avec	 le	 sous-type	de	 la	 lésion	 considéré	 (Fig.	 28).	 Le	niveau	

d’expression	de	Glo1	étant	élevé	au	niveau	de	la	majorité	des	tumeurs	triple	négatives	

(80%)	et	triple	positives	(90%).		
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Figure	28.	Images	représentatives	du	marquage	immunohistochimique	de	Glo1	au	niveau	

de	lésions	de	cancer	du	sein	humain	triple	négatives	et	triple	positives.		L’expression	de	Glo1	a	été	
évaluée	au	niveau	de	tumeurs	triple	négatives	(n=21)	et	triple	positives	(n=21)	de	patientes	atteintes	de	
cancer	du	sein.	Une	image	représentative	du	marquage	de	Glo1	de	chaque	groupe	est	montrée	en	A(c,	d).	
L’immunomarquage	de	Glo1	a	été	comparé	à	celui	des	adduits	argpyrimidine	(a,	b).	Glo1	est	hautement	
exprimée	 au	 niveau	 des	 2	 types	 de	 lésions	 et	 il	 n’y	 a	 pas	 de	 différence	 statistique	 entre	 les	 groupes.	
L’évaluation	du	score	immunohistochimique	est	montrée	en	(B).	Grossissement	100x.	

	
Puisque	 le	 niveau	 d’expression	 de	 l’enzyme	 n’a	 pas	 permis	 de	 distinguer	 de	

différences	 permettant	 de	 justifier	 les	 niveaux	 différents	 d’adduits	 argpyrimidines	

observés,	nous	avons	choisi	d’en	mesurer	l’activité	au	niveau	des	2	sous-types	d’intérêt.	

De	 façon	 intéressante,	 l’activité	 Glo1	 est	 plus	 élevée	 au	 niveau	 des	 lésions	 triple	

négatives	ce	qui	pourrait	expliquer	leur	accumulation	amoindrie	en	adduits	protéiques	

du	MG	(Fig.	29).		

	
Figure	 29.	 	 L’activité	 Glo1	 est	 significativement	 plus	 élevée	 au	 niveau	 des	 tumeurs	

mammaires	triple	négatives	par	rapport	aux	triple	positives.		L’activité	Glo1	a	été	mesurée	au	niveau	
d’échantillons	de	tumeurs	mammaires	triple	positives	(n=4)	et	triple	négatives	(n=5).	*p_≤	0,05	

	
Pour	 compléter	 les	 observations	 réalisées	 sur	 les	 prélèvements	 de	 patientes,	

nous	 avons	 entrepris	 d’analyser	 l’abondance	 des	 résidus	 argpyrimidine	 au	 niveau	 de	

lignées	cellulaires	de	cancer	du	sein	HER2+	(SKBR3),	HER2-	(MCF7)	et	triple	négatives	

(MDA-MB-231,	 MDA-MB-468,	 BT549,	 Hs597T).	 En	 accord	 avec	 le	 	 marquage	
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immunohistochimique	réalisé	sur	les	tumeurs,	nous	avons	observé	par	Immunoblot	une	

accumulation	moindre	 des	 AGEs	 au	 niveau	 de	 la	majorité	 des	 lignées	 triple	 négatives	

analysées	par	rapport	aux	autres	lignées	(Fig.	30).		

	
Figure	30.	Faible	accumulation	d’adduits	Argpyrimidine	au	niveau	des	 lignées	cellulaires	

cancéreuses	mammaires	 triple	 négatives.	 Le	niveau	d’accumulation	des	 résidus	Argpyrimidine	a	 été	
évalué	par	 immunoblot	 au	niveau	de	6	 lignées	de	 cancer	du	 sein	dont	 les	 cellules	 SKBR3,	MCF-7	 et	 les	
lignées	 triple	 négatives	 MDA-MB-231,	 MDA-MB-468,	 BT549	 et	 HS578T.	 La	 bêta-actine	 sert	 de	
normalisateur	et	une	quantification	densitométrique	a	été	réalisée.	

	

Ensuite,	nous	avons	voulu	explorer	la	possibilité	que	les	lignées	cellulaires	triple	

négatives	 soient	 plus	 aptes	 à	 se	 défendre	 du	 stress	 dicarbonyle	 en	 augmentant	 leur	

expression/activité	de	Glo1.	Lorsqu’elles	sont	traitées	avec	des	doses	croissantes	de	MG	

pendant	 6h,	 seules	 les	 cellules	 triple	 négatives	 MDA-MB-231	 et	 MDA-MB-468	 sont	

capables	d’augmenter	leur	niveau	d’expression	de	Glo1	(Fig.	31	A)	ainsi	que	son	activité	

(Fig.	31	B).		
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Figure	31.	Expression	et	activité	de	Glo1	au	niveau	de	lignées	cellulaires	de	cancer	du	sein	

sous	 traitement	au	MG.	Les	cellules	cancéreuses	mammaires	ont	été	traitées	pendant	6h	au	MG	à	300,	
500	 ou	 1000µM.	 Seules	 les	 lignées	 triple	 négatives	 sont	 capables	 de	 répondre	 au	 traitement	 en	
augmentant	 l’expression	 (A)	 et	 l’activité	 (B)	 de	 Glo1.	 La	 bêta-actine	 sert	 de	 normalisateur	 et	 une	
quantification	densitométrique	a	été	réalisée.	*p≤0,05,	**	p≤	0,01,	***	p≤	0,001.	
	

1.3	Conclusions	

Au	 terme	 de	 cette	 étude267,	 nous	 avons	mis	 en	 évidence	 la	 présence	 de	 stress	

dicarbonyle	au	niveau	de	lésions	tumorales	cancéreuses	mammaires	par	rapport	au	

tissu	sain.	L’accumulation	d’AGEs	est	dépendante	du	type	de	tumeurs	puisque	les	cas	

triple	 négatifs	 présentent	 moins	 de	 ces	 résidus	 que	 les	 autres	 sous-types.	 Cette	

différence	 peut	 être	 expliquée	 par	 une	 activité	 de	 détoxification	 du	 MG	 par	 les	

glyoxalases	 accrue	 au	 niveau	 des	 ces	 tumeurs.	 Les	 cellules	 cancéreuses	 triple	

négatives,	 connues	 pour	 être	 agressives	 et	 actuellement	 ciblées	 par	 aucun		

traitement	 spécifique,	 semblent	 posséder	 la	 capacité	 de	 se	 défendre	 du	 stress	

dicarbonyle	en	augmentant	les	glyoxalases	pour	détoxifier	le	MG.	De	plus,	la	charge	

en	MG	étant	liée	à	la	glycolyse,	la	différence	observée	entre	ces	lignées	cancéreuses	

est	potentiellement	attribuable	à	leur	gestion	du	glucose.	Dans	la	littérature,	la	lignée	

cellulaire	MDA-MB-231	est	connue	comme	étant	un	modèle	de	cellules	cancéreuses	

glycolytiques	alors	que	la	lignée	MCF7	est	considérée	comme	ayant	un	métabolisme	

oxydatif,	tourné	vers	la	respiration	mitochondriale12.	On	peut	donc	imaginer	que	les	

cellules	 triple	 négatives,	 comme	 la	 lignée	 MDA-MB-231,	 de	 par	 leur	 métabolisme	
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glycolytique	sont	exposées	de	façon	constante	à	un	stress	dicarbonyle	élevé	et	sont	

donc	équipées	pour	y	 faire	 face.	Ces	cellules	seraient	déjà	préparées	à	répondre	au	

stress	engendré	par	le	MG	alors	que	des	cellules	cancéreuses	plus	oxydatives	comme	

les	 cellules	MCF7,	 qui	 ne	 sont	 pas	 exposées	 à	 un	 stress	 dicarbonyle	 constant,	 sont	

moins	aptes	à	se	défendre	contre	 le	MG	en	augmentant	 l’expression	et	 l’activité	de	

l’enzyme	de	détoxification	Glo1.	

Cette	étude	suggère	un	intérêt	potentiel	à	sensibiliser	les	tumeurs	du	sein	triple	

négatives	au	stress	dicarbonyle	à	travers	une	nouvelle	stratégie	thérapeutique	visant	à	

bloquer	 leur	 défense	 anti-MG	 de	 manière	 efficace	 à	 l’aide	 d’inhibiteurs	 de	 Glo1	 par	

exemple.	
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ABSTRACT
Metabolic syndrome and type 2 diabetes are associated with increased risk of 

breast cancer development and progression. Methylglyoxal (MG), a glycolysis by-
product, is generated through a non-enzymatic reaction from triose-phosphate 
intermediates. This dicarbonyl compound is highly reactive and contributes to 
the accumulation of advanced glycation end products. In this study, we analyzed 
the accumulation of Arg-pyrimidine, a MG-arginine adduct, in human breast 
adenocarcinoma and we observed a consistent increase of Arg-pyrimidine in cancer 
cells when compared with the non-tumoral counterpart. Further immunohistochemical 
comparative analysis of breast cancer subtypes revealed that triple negative lesions 
exhibited low accumulation of Arg-pyrimidine compared with other subtypes. 
Interestingly, the activity of glyoxalase 1 (Glo-1), an enzyme that detoxifies MG, was 
significantly higher in triple negative than in other subtype lesions, suggesting that 
these aggressive tumors are able to develop an efficient response against dicarbonyl 
stress. Using breast cancer cell lines, we substantiated these clinical observations 
by showing that, in contrast to triple positive, triple negative cells induced Glo-1 
expression and activity in response to MG treatment. This is the first report that Arg-
pyrimidine adduct accumulation is a consistent event in human breast cancer with 
a differential detection between triple negative and other breast cancer subtypes. 

INTRODUCTION

Breast cancer represents the highest incidence of 
cancers and the second most common cause of death in 
women. This malignancy is characterized by a highly 
heterogeneous group of lesions with molecular and 
biochemical signatures, disease course, prognosis and 
treatment response. The classification based on gene 
expression patterns is commonly used to assess prognosis 
and therapy regimen. Breast malignant tumors are 

categorized into 4 main subtypes: luminal A (or HER2 
negative tumors), luminal B (or triple positive tumors), 
HER2 positive, and basal-like (or triple negative tumors) 
[1-3]. This latter group represents around 15-20% of 
newly diagnosed breast cancers [4]. Typically, these 
lesions are characterized by high proliferation rate, high 
histologic grade, tumor necrosis and poor prognosis [5, 
6]. Currently no treatment except chemoterapy is available 
for these patients. 

Emerging evidence shows that cancer is a metabolic 
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disease and that altered cellular energy metabolism is a 
common feature of malignant tumors. In recent studies, 
a link between obesity, diabetes and breast cancer has 
been made through insulin/insulin-like growth factor and 
PI3K/Akt/mTOR signaling pathways and through obesity-
induced chronic inflammation caused by adipose tissue 
dysfunction [7-9]. 

In proliferating cells, glucose metabolism and 
growth control are strictly linked [10, 11]. The Warburg 
effect according to which cells can rely on glycolysis 
as a major source of energy rather than oxidative 
phosphorylation, even in normoxic conditions, has 
been well described in many tumors including breast, 
melanoma, lung and colorectal cancer [12, 13]. 
Methylglyoxal (MG) is a highly reactive dicarbonyl 
compound and a potent glycating agent, mainly generated 
as a by-product of glycolysis through a spontaneous 
degradation of triosephosphates [14]. Accumulation of 
glycated proteins has been observed in several human 
diseases including diabetes, inflammation, aging, 
neurodegenerative disorders and cancer [15-25]. 

MG reacts with arginine, lysine and cysteine 
residues, nucleic acids and lipids generating advanced 
glycation end products (AGEs). In mammalian cells, 
MG is detoxified by the glyoxalase system, an enzymatic 
pathway consisting of two enzymes called glyoxalase 1 
(Glo-1) and glyoxalase 2 (Glo-2). Glo-1 catalyzes the 
isomerisation of the hemithioacetal, formed spontaneously 
from MG and reduced glutathione (GSH) to S-D-
lactoylglutathione. The second enzyme, Glo-2, converts 
the S-D-lactoylglutathione to D-lactate and recycles 
reduced glutathione [26, 27]. It has been shown that Glo-1 
expression and activity is increased in many human cancer 
types such as colon [28], prostate [29, 30], melanoma [31], 
lung [32], and breast [33] and that Glo-1 overexpression 
is correlated with cancer progression and drug resistance 
[34, 35]. In a recent proteomic study, Glo-1 expression has 

been shown to be positively correlated with high tumor 
grade in breast cancer [36]. 

The reaction of MG with arginine residues generates 
stable MG-moieties called Arg-pyrimidine [37, 38]. So 
far only few studies analyzed the expression of Arg-
pyrimidine adducts in cancer. Van Heijst and collaborators 
performed an Arg-pyrimidine immunohistochemical 
evaluation in 4 different types of human cancers, including 
a limited number of breast cancer lesions (n=5). Their 
conclusion was that Arg-pyrimidine level differs greatly 
between different types of tumors. To date the best-
studied Arg-pyrimidine-modified protein identified in 
malignant tumors is the heat shock protein 27 (Hsp27). 
This chaperone protein facilitates the proper refolding of 
damaged proteins and plays a key role in cell resistance to 
stress. In cancer cells, MG post-translationally modified 
Hsp27 prevented apoptotic cell death notably through the 
inhibition of cytochrome C-mediated caspase activation 
[39-41].

In this study, we evaluated for the first time Arg-
pyrimidine adducts accumulation in a large collection of 
breast cancer lesions categorized into the 4 main molecular 
subtypes using an immunohistochemistry approach. We 
demonstrated that triple negative breast tumors accumulate 
least Arg-pyrimidine adducts because of an efficient Glo-
1-based detoxification system. These findings suggest that 
sensitizing triple negative tumors to carbonyl stress may 
represent a good strategy for aggressive cancer subtypes. 

RESULTS

Arg-pyrimidine adducts are accumulated in 
human breast cancer tissues 

We evaluated the presence of Arg-pyrimidine 
adducts in 7 breast cancer tissues and in their non-tumoral 

Figure 1: Increased Arg-pyrimidine residues in human breast cancer tissues compared with the non-tumoral 
counterparts. Arg-pyrimidine adducts were evaluated in 7 breast cancer tissues (T) and in their non-tumoral counterpart (N) using 
western blot analysis (20 µg of proteins were loaded). The Ponceau S-stained membrane is shown as an indicator of equal protein loading. 
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counterparts by Western blot analysis. The antibody was 
specifically directed against Arg-pyrimidine adducts. As 
shown in Figure 1, tumoral lesions accumulated more Arg-
pyrimidine moieties in comparison with the corresponding 
non-tumoral counterparts. Some MG-modified proteins 
appeared enriched and/or uniquely observed in cancer 
lesions.

Triple negative breast tumors accumulate less 
Arg-pyrimidine adducts compared with other 
breast cancer subtypes 

Using immunohistochemistry, we next examined 
Arg-pyrimidine accumulation in 2 normal human breast 
samples and in a collection of 93 breast tumors categorized 
in triple negative, triple positive, HER2 positive and HER2 
negative. Arg-pyrimidine staining was mainly localized 
to the cytoplasm of breast epithelial cells, however in 
some cells a nuclear staining was also detectable. In good 
accordance with the Western blot analysis conducted on 
adjacent non tumoral breast samples, a moderate Arg-
pyrimidine immunostaining was detected in normal breast 
tissue (Figure 2A-C). It is noteworthy that endothelial 
cells lining the visible blood vessels adjacent to normal 
mammary glands were positive (Figure 2A). Interestingly, 
when we evaluated Arg-pyrimidine accumulation in 
the different breast cancer subtypes we found that Arg-

pyrimidine staining was significantly associated (chi-
square test p<0.0001) with the cancer subtypes. Indeed, 
we observed that the majority of triple negative lesions 
(Figure 2D) exhibited low staining for MG-adducts in 
comparison with the other subtypes (Figure 2E-G). In fact, 
more than 70% of triple negative breast tumors exhibited 
a negative to weak staining for Arg-pyrimidine while the 
majority of the 3 other breast cancer subtypes evaluated 
showed a moderate to strong level of MG-adducts (Figure 
2H). No significant staining was observed in tumor stroma 
in all the sections analyzed.

Triple negative breast cancer cell lines globally 
showed less Arg-pyrimidine adducts than other 
tumor subtypes

 Next, we investigated Arg-pyrimidine accumulation 
in HER2 positive (SKBR3), estrogen/progesterone 
receptor-positive (MCF-7) and 4 triple negative (MDA-
MB-231, MDA-MB-468, BT549, Hs579T) human 
breast cancer cell lines using Western blot analysis. All 
triple negative cell lines showed less Arg-pyrimidine 
accumulation compared with non-triple negative cell 
lines (Figure 3). This result is consistent with our 
immunohistochemical observations indicating that 
different breast cancer subtypes show distinct glycated 
adducts accumulation. 

Figure 2: Triple negative breast tumors accumulated less Arg-pyrimidine adducts in comparison with triple positive, 
HER2- and HER2+ tumors. (A) Arg-pyrimidine adducts are detectable in breast tissue from reduction mammoplasty. The panels (B) 
and (C) show a higher magnification (400x) of the cellular regions boxed in panel A. Triple negative lesions (D) exhibited a significantly 
lower accumulation of Arg-pyrimidine residues compared to triple positive (E), HER2- (F) and HER2+ (G) subtypes, magnification 100x. 
Immunohistochemical quantification (H) was performed as described in Materials and Methods section.
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Increased glyoxalase 1 (Glo-1) activity in triple 
negative tissues 

To further explore the observed difference in 

accumulation of glycated adducts, serial sections were 
stained for both Arg-pyrimidine (Figure 4A, a and b) and 
the main MG-detoxifying enzyme, Glo-1 (Figure 4A, 
c and d). High Glo-1 staining was observable in both 
tumor subtypes regardless of the different levels of Arg-
pyrimidine and no significant association (Fisher’s exact 
test) was observed between the staining intensity and the 
different cancer subtypes evaluated. Indeed, most of triple 
negative (80%) and triple positive (90%) lesions expressed 
high levels of Glo-1 (Figure 4B). Therefore, we sought to 
examine the enzymatic activity of Glo-1 in these samples. 
The measurement performed on tissue extracts showed 
a significant increase in Glo-1 activity in triple negative 
tumors when compared with triple positive ones (Figure 
5). 

Only triple negative breast cancer cell lines 
respond to MG stimulation by increasing their 
Glo-1 expression and activity

To investigate whether triple negative breast cancer 
cells could respond to MG stimulation by increasing Glo-1 
expression and activity, we treated breast cancer cells with 
MG at 300, 500 or 1000 µM during 6 hours. MG treatment 
neither affected the level of expression (Figure 6A) nor the 
activity (Figure 6B) of Glo-1 in MCF-7 and SKBR3 breast 
cancer cells. However, MG significantly induced a dose-
dependent effect on both Glo-1 expression and activity 
in MDA-MB-231 and MDA-MB-468 triple negative cell 
lines (Figure 6A and B). Moreover, the 2-way ANOVA 

Figure 3: Low basal Arg-pyrimidine adducts 
accumulation in triple negative breast cancer cell 
lines. Arg-pyrimidine levels were evaluated using Western blot 
analysis on 6 breast cancer cell lines including SKBR3, MCF-7 
and 4 triple negative cell lines. In comparison with MCF-7 and 
SKBR3, all triple negative cells expressed less Arg-pyrimidine 
accumulation. Beta-actin expression was used to normalize 
the amount of loaded proteins. Semi-quantitation of total Arg-
pyrimidine adducts was done using beta-actin.

Figure 4: Representative immunohistochemical staining of Glo-1 expression in triple negative versus triple positive 
human breast tissues. Glo-1 expression was evaluated in triple negative (n= 21) and triple positive (n= 21) breast cancer patients and 
one representative case of each is shown in panel A (c, d). The staining of Glo-1 was compared with the immunostaining for Arg-pyrimidine 
accumulation in the same triple negative (a) and triple positive (b) human specimen. Glo-1 is highly expressed in both triple positive and triple 
negative tumors and there was no significant difference between the two breast cancer subtypes. Glo-1 immunohistochemical quantification 
is shown in panel (B). The evaluation of the staining was performed as described in Materials and Methods section. Magnification 100x.
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analysis proved that the 4 cell lines evaluated responded 
differently to MG treatment. Indeed, the interaction 
between MG concentration and cell lines significantly 
accounted for 32.11% of the total variance (p<0.0001). In 
order to exclude the potential MG acute toxicity on cancer 
cells, we also measured Glo-1 activity in MDA-MB-231 
and MCF-7 cells after 3 weeks of chronic treatment at 
lower concentrations of MG (5-50 µM) (Figure 7). As 

observed under acute treatment, triple negative cells 
showed a dose dependent induction of Glo-1 activity 
while MCF-7 cells maintained their basal level of Glo-
1 activity in all conditions tested (Figure 7). Moreover, 
the 2-way ANOVA analysis indicated that the interaction 
between MG concentration and the 2 cell lines accounted 
for 20.33% of the total variance (p<0.0015).

DISCUSSION

While both cancer initiation and progression have 
been linked to oxidative stress [42] to date there is no 
clear evidence regarding the importance of the carbonyl 
stress in such processes. In cancer, reactive oxygen 
species (ROS) generate genomic damage and instability, 
activate mitogenic and survival mechanisms and favor 
cell invasion [43]. However, when the intracellular levels 
of oxidants reach a cytotoxic threshold, apoptotic and 
necrotic pathways are activated and cancer cells need to 
protect themselves from oxidative stress to survive [44]. 

Beside the well-established oxidative stress concept, 
endogenous dicarbonyl compounds such as MG also 
affect proteins, lipids and nucleic acids, leading to AGEs 
formation and carbonyl stress [45]. The carbonyl stress 
has been primarily described in diabetes where AGEs 
accumulation is a major event associated with diabetic 
complications [46]. High concentrations of MG and 
formation of AGEs have been reported in diabetic patients 
[47]. To date, known MG protein targets include albumin, 
hemoglobin, Sin3A, type IV collagen, alpha A-crystallin, 
protein p300 and 20S proteasome subunits, all associated 
with protein dysfunction [45]. 

Cancer cells predominantly produce energy by 
increasing their rate of glycolysis and as a consequence, 
triosephosphates-derived MG is increased in malignant 

Figure 7: Increased Glo-1 activity in triple negative 
cells exposed to chronic treatment with MG. Glo-1 
activity was measured in triple negative MDA-MB-231 and in 
ER/PR positive MCF-7 cells after three weeks treatment with 
low doses of MG. A significant increase of Glo-1 activity was 
observed only in triple negative cells. Results are the average of 
4 independent experiments.Data were statistically analyzed with 
two-way ANOVA followed by Bonferroni multiple comparisons 
(* p ≤ 0.05, **p ≤ 0.01 and ***p ≤ 0.001 vs untreated cells).

Figure 6: Glo-1 expression and activity in human 
breast cancer cells upon MG stimulation. Breast cancer 
cells were treated with MG at 300, 500 or 1000 µM for 6 
hours. Only triple negative cancer cells are capable to respond 
to MG treatment by up-regulating both Glo-1 expression (A) 
and activity (B). No modulation of Glo-1 was observed in the 
other cell subtypes analyzed. Beta-actin expression was used 
to normalize the amount of loaded proteins. Semi-quantitation 
analysis was done using beta-actin as a loading control.Results 
are the average of independent experiments (n= 3). Data were 
statistically analyzed with two-way ANOVA followed by 
Bonferroni multiple comparisons (* p ≤ 0.05, **p ≤ 0.01 and 
***p ≤ 0.001 vs untreated cells).

Figure 5: Increased Glo-1 activity in triple negative 
breast cancer tumors in comparison with triple 
positive ones. Glo-1 activity was measured in breast cancer 
tumor samples comprising 4 triple positive and 5 triple negative 
lesions. Glo-1 enzymatic assay was performed on tissue total 
protein extracts as described in Material and Methods. Statistical 
comparison was performed by one-tailed Student’s t-test (*p ≤ 
0.05).
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tumor cells. MG is a potent cytotoxic compound and exerts 
an anti-tumor activity in vivo [48, 49] and was first viewed 
as a potential therapeutic agent in cancer [50]. However, 
the recent identification of MG-modified proteins in cancer 
cells brought the new possibility where MG may have pro-
tumorigenic effects. Indeed, MG induced the modification 
of Hsp-27 at arginine 188 (MG-Hsp27) in cancer cells and 
MG-Hsp27 facilitated cancer cell evasion from caspases-
dependent cell apoptosis [39-41]. 

Several types of protein modifications by MG 
have been reported [37, 51], among which those directed 
to the guanidino group of arginine residues are well 
represented. In this study, we detected Arg-pyrimidine 
adducts using immunohistochemistry in a large series of 
human breast cancer lesions. Non-tumoral breast tissue 
presented detectable Arg-pyrimidine basal accumulation 
which was consistently lower than the one observed in 
matched tumoral samples. We report for the first time 
the differential accumulation of Arg-pyrimidine moieties 
between the different breast cancer subtypes analyzed. 
We observed that triple negative breast cancer tumors 
had fewer detectable Arg-pyrimidine adducts than the 
ER/PR positive, HER2 negative and HER2 positive 
lesions. These original findings were further reinforced 
by our observation that Arg-pyrimidine adducts were 
significantly less detectable in triple negative breast 
cancer cell lines when compared to cell lines from 
other subtypes. Interestingly, while Arg-pyrimidine 
immunostaining was mainly cytoplasmic some nuclei 
presented a positive staining suggesting the presence of 
nuclear MG-modified proteins in cancer cells. Using the 
same antibody, Nakadate and collaborators have reported 
the accumulation of Arg-pyrimidines in the nucleus of 
neural cells [52]. Ongoing experiments in our laboratory 
aim to identify new potential nuclear targets of MG such 
as transcription factors and co-regulator proteins in breast 
cancer cells. 

Glo-1 is the main enzyme involved in the 
detoxification of MG. It has been reported that Glo-1 
expression and activity are increased in breast tumor cells, 
most likely to control the high MG level spontaneously 
produced due to high glycolytic activity [33]. Glo-1 
expression was significantly higher in Her-2 positive 
breast tumors when compared with Her-2 negative 
ones. Thus, Her-2 positive tumors associated with an 
aggressive phenotype and a poor prognosis overexpress 
Glo-1 [53]. However, Glo-1 enzymatic activity was 
not evaluated in these tumors. In this study, Glo-1 
immunostaining performed on human triple negative 
and triple positive breast cancer lesions did not show 
any significant difference. Conversely, the measurement 
of Glo-1 activity performed on fresh samples showed a 
significant increase in Glo-1 enzymatic activity in triple 
negative tumors. Accordingly, we found that MDA-
MB-231 and MDA-MB-468 triple negative breast cancer 
cells adapted their level of Glo-1 expression and activity 

when treated with exogenous increasing doses of MG. 
Considering that MCF-7 cells remained stable for Glo-1 
under the same conditions, it is tempting to speculate that 
triple negative breast cancer cells increased their Glo-1 
activity as a control defense mechanism to prevent MG 
accumulation. This hypothesis was further sustained by 
the increased dose-dependent Glo-1 activity observed in 
both MDA-MB-231 and MDA-MB-468 cells in response 
to a chronic sub-toxic MG treatment when compared to 
MCF-7 cells. Such adaptive response to MG has been 
previously reported in Carl-1 human melanoma cells 
and was described as a defense mechanism against MG 
toxicity [54]. 

Our study adds to the growing body of evidence 
suggesting a major role of non-enzymatic glycation in 
cancer. The increase of Glo-1 activity may represent a 
strategy adopted by aggressive cancer cells such as triple 
negative breast cancer cells as a defense mechanism 
against the glycation damage induced by high intracellular 
MG accumulation. Our data suggest that inhibition of 
Glo-1 activity in triple negative breast tumors could be 
a new potential therapeutic strategy. In support of this 
concept, previous studies reported that a specific Glo-
1 inhibitor, S-p-bromobenzyl-glutathione cyclopentyl 
diester (SpBrGSHCp2), demonstrates an anti-tumor effect 
against Glo-1-overexpressing tumors that are unresponsive 
to conventional therapies. This Glo-1 inhibitor has been 
shown to increase the sensitivity of human leukemia 
cells to anti-tumor agents [55]. In human lung cells with 
high expression and activity of Glo-1, the treatment with 
SpBrGSHCp2 activated apoptosis through the activation of 
the stress-activated protein kinases JNK1 and p38 MAPK 
which finally led to caspase activation [32]. In human 
prostate cancer cells, the treatment with SpBrGSHCp2 
significantly affected tumor growth [14].

Oxidative stress has several pro-tumorigenic effects 
but it also exerts an anti-tumorigenic action as it has been 
linked to senescence and apoptosis. As a major actor of the 
carbonyl stress, MG also plays a dual role as a cytotoxic 
compound and as a pro-tumorigenic factor depending on 
the global cellular context. Moreover, one must consider 
that oxidative and carbonyl stresses are tightly linked 
together and may work in tandem to influence tumor 
phenotype. Indeed, the formation of both ROS and AGEs 
by cancer cells generates a sequence of reactions mutually 
enhancing each other [56].

Our study opens a new alley of investigations toward 
individualized cancer therapy based on the determination 
of metabolomic changes in tumors that might enable the 
targeted blockade of cancer progression.
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MATERIALS AND METHODS

Clinical tumor samples

Patient tissue samples were obtained from the 
Pathology Department of the University Hospital of Liège 
in accordance with ethical guidelines of the University 
of Liège (Liège, Belgium). The immunohistochemical 
analysis was conducted on a collection of 93 breast 
cancer patients grouped into 4 biological subtypes (triple 
negative, triple positive, HER2- and HER2+) and 2 normal 
breast specimens obtained from reduction mammoplasties. 
ER, PR, and HER2 status was evaluated routinely by 
anatomo-pathological examination. In this series, HER2 
positive tumors were all negative for ER and PR receptors 
and all HER2 negative tumors were positive for both 
hormone receptors. Patients received standard guideline-
based according to standard guideline: hormonotherapy 
for all patients with ER-positive tumours, trastuzumab 
for those with HER2-positive tumours, anthracycline 
chemotherapy for high-risk lymph node-negative 
lesions, and anthracycline plus taxane chemotherapy for 
lymph node positive tumors. Western blot analysis was 
conducted on total protein extracts from 7 breast ductal 
adenocarcinoma (grade II and III) and their matched non-
tumoral counterpart.

Cell lines

Human breast cancer cell lines BT549, Hs578T, 
MCF-7, MDA-MB-231, SKBR3 were obtained from the 
American Type Culture Collection (ATCC) and MDA-
MB-468 cell line was a kind gift from Prof. Sebastiano 
Andò (Laboratory of General Pathology, University of 
Calabria, Italy). Breast cancer cell lines usually cultured 
in DMEM (standard glucose concentration of 4.5 g/L, 
Lonza) containing 10% fetal bovine serum, and 2 mM 
L-glutamine, were adapted to grow in DMEM medium 
with a glucose concentration of 1 g/L for several weeks. 
This glucose level is physiological and reflects the in vivo 
concentration in human serum. Conversely, the routine 
culture media concentration of 4.5 g/L corresponded to a 
diabetic condition.

Western blot analysis and antibodies

 Cell and tissue samples were extracted in RIPA 
buffer (150 mM NaCl, 0.5% Na-deoxycholate, 1% Triton 
X-100, 0.1%SDS, 50 mM Tris-HCl pH 7.5) containing 
protease and phosphatase inhibitors (Roche). After 
incubation under rotation at 4°C for 40 minutes, lysates 
were then centrifugated at 14,000 g for 15 minutes at 4°C 
to remove insoluble debris. Protein concentrations were 

determined using the BCA assay (Pierce). Protein extracts 
were then separated by SDS-PAGE and transferred to a 
PVDF membrane. Next, the membranes were blocked for 
1h in TBS-Tween containing 5% nonfat dried milk (Bio-
Rad) and incubated with the primary antibodies overnight 
at 4°C. The membranes were probed with anti-Arg-
pyrimidine (mAb6B) monoclonal antibody (1:10,000). 
The specificity of this antibody has been previously 
confirmed by competitive ELISA and it has been shown to 
not react with other MG-arginine adducts such as 5-hydro-
5-methylimidazolone and tetrahydropyrimidine [57]. 
Anti-Human Glyoxalase I monoclonal antibody (1:1,000 
dilution, cat#02-14, BioMac Leipzig) and anti-beta-
actin (1:5,000 dilution, cat# A5441, Sigma) were used. 
Horseradish peroxidase-conjugated secondary antibodies 
[anti-mouse, 1:6,000 dilution (Dako) or anti-rabbit 1:3,000 
(Invitrogen)] were used to visualize bound primary 
antibodies, with the ECL Western blotting substrate 
(Pierce). Where indicated, ImageJ software 1.46r (imagej.
nih.gov) was used for semi-quantitation using beta-actin 
as a loading control.

Immunohistochemistry on breast tissues

 Formalin-fixed paraffin-embedded sections 
were deparaffinized in xylene and rehydrated. To block 
endogenous peroxidase activity, the tissues were treated 
with 3% hydrogen peroxide in methanol for 30 minutes 
and washed in PBS for 20 minutes. Antigen retrieval 
was performed in 10 mM sodium citrate, pH 6.0 for 40 
minutes at 95°C. Sections were then incubated with 1.5% 
normal horse serum (cat#S-2000, Vector Laboratories) 
for 30 minutes to block the nonspecific serum-binding 
sites. Then, sections were incubated with anti-Arg-
pyrimidine (1:2,000 dilution) or anti-human Glyoxalase 
I (1:100 dilution) antibody overnight at 4°C. Antibody 
binding was detected using an anti-mouse biotinylated 
secondary (cat#BA-2000, Vector Laboratories) for 
30 minutes followed by incubation with the avidin-
biotin-peroxidase complex (Vectastain ABC Kit, Vector 
Laboratories). Immunoreactivity was revealed using 3,3′ 
diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB). The slides 
were counterstained with hematoxylin, dehydrated and 
mounted.

Evaluation of immunohistochemical staining

 The immunohistochemically stained sections 
were reviewed by two examiners including an 
anatomopathologist (E.B). Scoring of the staining was 
done according to the intensity of the staining (0, 1+, 2+, 
3+) and the percentage of positive cancer cells (0-25%, 
25-50%, 50-75%, 75-100%). The results obtained with 
the 2 scales were multiplied together as we previously 
described [58], yielding a single scale with steps of 0, 1+, 
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2+, 3+, 4+, 6+ and 9+ where 0, 1+ and 2+ were considered 
to be negative or weak staining and 3+, 4+, 6+ and 9+ 
were considered to be medium or strong staining.

Glyoxalase I assay

The activity of Glo-1 was measured in breast cancer 
cell lines and in human breast cancer tissues after protein 
extraction in RIPA buffer, by measuring the initial rate of 
S-D-lactoylglutathione formation from the hemimercaptal 
obtained by preincubation of an equimolar (1 mM) mixture 
of MG (cat#M0252, Sigma) and GSH (cat#G4251, Sigma) 
in 50 mM sodium phosphate buffer, pH 6.8, at 25°C for 15 
minutes. S-D-lactoylglutathione formation was followed 
spectrophotometrically by the increase in absorbance at 
240 nm at 25 °C. One enzyme unit was defined as the 
amount of enzyme that catalyzes the formation of 1 µmol 
of S-D-lactoylglutathione per minute at the saturating 
substrate concentration. 

Chronic treatment with MG. Breast cancer cells 
MDA-MB-231 and MCF-7 were treated with MG at 
different concentrations (5, 10, 20, 50 µM) for three 
weeks. The first week, a daily treatment was performed 
and for the remaining 2 weeks the treatment was repeated 
twice a week. Glo-1 activity was measured as described 
above on cell lysates after protein extraction in RIPA 
buffer.

Statistical analysis

 The data were statistically analyzed using either 
one-tailed Student t-test or with two-way ANOVA 
followed by Bonferroni multiple comparisons. One-
tailed t-test was selected because the H1 hypothesis 
was “triple negative Glo-1 activity is below or equal to 
triple positive”. Number of cases for Arg-pyrimidine or 
Glo-1 staining in each cancer subtypes was analyzed in a 
contingency table using chi-square test and Fisher’s exact 
test, respectively. P values less than 0.05 were considered 
statistically significant.
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2.	Le	méthylglyoxal,	un	produit	dérivé	de	la	glycolyse,	induit	la	glycation	de	
HSP90,		la	croissance	tumorale	et	le	développement	de	métastases	via	YAP	

	

2.1	Introduction	

Notre	étude	précédente	nous	ayant	indiqué	un	rôle	du	stress	dicarbonyle	dans	le	

cancer	 du	 sein,	 nous	 avons	 voulu	 explorer	 plus	 en	 détail	 son	 impact	 au	 niveau	 des	

cellules	 cancéreuses	 mammaires	 et	 plus	 particulièrement	 son	 potentiel	 effet	 pro-

tumoral.		

		 Lors	de	l’étude	immunohistochimique	de	l’accumulation	d’adduits	du	MG	au	

niveau	 d’adénocarcinomes	 mammaires,	 nous	 avions	 remarqué	 un	 marquage	 à	 la	 fois	

cytoplasmique	et	nucléaire.	Intrigués,	nous	nous	sommes	intéressés	à	l’identification	de	

protéines	modifiées	par	le	MG.		

	 A	 notre	 connaissance,	 jusqu’à	 présent,	 la	 seule	 protéine-cible	 du	 MG	

identifiée	dans	 le	contexte	du	cancer	est	 la	protéine	chaperonne	Heat	Shock	Protein	27	

(HSP27).	Trois	équipes	indépendantes	ont	identifié	sa	modification	post-traductionnelle	

par	 le	MG	 et	 l’effet	 protecteur	 vis-à-vis	 de	 l’apoptose	 que	 cette	 glycation	 confère	 aux	

cellules	tumorales203-205.		

	 Au	 cours	 de	 notre	 exploration	 de	 la	 littérature,	 à	 la	 recherche	 de	 cibles	

potentielles	du	MG,	nous	avons	remarqué	une	autre	protéine	chaperonne,	la	Heat	Shock	

Protein	 90	 (HSP90),	 dont	 l’expression	 et	 l’activité	 sont	 modifiées	 par	 le	 MG	 dans	 le	

contexte	du	diabète268.	En	effet,	l’abondance	des	protéines	chaperonnes	HSP90	et	HSC70	

est	réduite	au	niveau	de	des	cellules	humaines	d’épithélium	de	la	rétine	traitées	au	MG.	

Dans	 ces	 conditions,	 les	 auteurs	 ont	 mis	 en	 évidence	 une	 perturbation	 du	 système	

ubiquitine-protéasome.	 Il	semblerait	donc	que	 les	protéines	chaperonnes	de	type	Heat	

Shock	Protein	sont	particulièrement	sensibles	au	stress	dicarbonyle.	

	 HSP90	 est	 actuellement	 sujet	 à	 un	 engouement	 dans	 le	 domaine	

oncologique	 et	 plusieurs	 études	 cliniques	 sont	 en	 cours	 pour	 déterminer	 l’intérêt	 de	

l’utilisation	 de	 molécules	 inhibitrices	 de	 HSP90	 dans	 le	 traitement	 anti-cancéreux269.	

HSP90	 est	 une	 protéine	 ubiquitaire	 et	 très	 abondante,	 elle	 représenterait	 1	 à	 3%	 du	

contenu	 total	 en	 protéines	 des	 cellules	 humaines270.	 Elle	 est	 impliquée	 dans	 la	 bonne	

conformation	 de	 nombreuses	 protéines,	 environ	 400	 protéines	 ont	 été	 identifiées	

comme	 étant	 des	 «	clientes	»	 de	 HSP90271.	 Plusieurs	 protéines	 kinases	 sont	 reprises	

dans	cette	 liste,	ce	qui	explique	l’intérêt	d’inhiber	l’activité	chaperonne	de	HSP90	pour	

diminuer	la	viabilité	des	cellules	cancéreuses.	L’une	de	ces	clientes	est	la	kinase	LATS1	
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et	 l’inhibition	 de	 HSP90	 par	 un	 traitement	 avec	 le	 17-AAG	 induit	 une	 diminution	 de	

l’expression	 de	 LATS1272.	 Cette	 kinase	 est	 impliquée	 dans	 la	 voie	 de	 signalisation	

suppresseur	de	tumeur	Hippo	(Fig.	32)273.		

	
Figure	 32.	 La	 voie	 de	 signalisation	 Hippo.	 L’activation	 de	 la	 voie	 par	 différents	 stimuli	 induit	 la	
phosphorylation	 en	 cascade	 de	 kinases	 (Mst1	 et	 LATS1)	 puis	 celle	 de	 YAP.	 YAP	 phosphorylé	 est	
séquestrée	dans	le	cytoplasme	par	liaison	à	la	protéine	14-3-3	ou	dégradée	par	le	protéasome.	L’absence	
de	phosphorylation	permet	l’entrée	de	YAP	dans	le	noyau	où	il	forme	un	complexe	transcriptionnel	avec	
les	 protéines	 TEAD	 pour	 activer	 l’expression	 génique	 de	 cibles	 comme	 le	 CTGF	 et	 le	 processus	 de	
transition	épithélio-mésenchymateuse	(TEM).	
	
	 Quand	 YAP	 est	 non-phosphorylé,	 il	 est	 présent	 dans	 le	 noyau	 où	 il	 peut	

exercer	 son	 activité	 de	 co-facteur	 de	 transcription.	 YAP	 est	 considéré	 comme	 une	

protéine	 oncogénique	 car	 son	 activité	 transcriptionelle	 enclenche	 notamment	

l’expression	 de	 programmes	 cellulaires	 tels	 que	 la	 transition	 épithélio-

mésenchymateuse	 (EMT)274	 et	 l’expression	 de	 CTGF	 (Connective	 Tissue	 Growth	

Factor)275	qui	sont	liés	à	la	transformation	et	à	la	progression	tumorales.		

	 De	 façon	 intéressante,	 la	 littérature	 rapporte	un	 lien	entre	 le	métabolisme	

du	 glucose	 et	 l’activité	 de	 YAP.	 En	 effet,	 la	 diminution	 des	 taux	 d’ATP	 cellulaire	 par	

privation	 de	 glucose	 entraine	 une	 diminution	 de	 l’activité	 YAP276-278.	 Le	 stress	

énergétique	active	 la	protéine	 régulatrice	AMPK	qui	 induit	 la	phosphorylation	de	YAP	

par	LATS1	et	son	exclusion	du	noyau.	D’autre	part,	la	glycolyse	aérobie	favorise	l’activité	

de	YAP	par	un	mécanisme	impliquant	la	liaison	de	la	phosphofructokinase1	aux	facteurs	

de	 transcriptions	TEAD	 (Transcriptional	Enhancer	Factor)	 qui	 sont	 des	 partenaires	 de	

YAP	dans	le	noyau.	
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2.2	Résultats	

	 Comme	mentionné	précédemment,	un	lien	entre	métabolisme	du	glucose	et	

activité	 de	 YAP	 a	 été	 établi	 dans	 les	 cellules	 cancéreuses.	 Considérant	 un	 flux	

glycolytique	 élevé	 dans	 les	 cancers	 mammaires,	 nous	 pouvons	 présumer	 d’une	

augmentation	de	 la	 production	de	MG	au	niveau	de	 ces	 tumeurs	 et	 leur	 accumulation	

d’adduits	 comme	 observé	 dans	 notre	 première	 étude267.	 Nous	 avons	 envisagé	 la	

possibilité	d’un	lien	entre	le	stress	dicarbonyle	et	l’activité	de	l’oncoprotéine	YAP	dans	le	

cancer	du	sein.	Pour	cela,	nous	avons	mené	une	étude	immunohistochimique	de	YAP	au	

niveau	 de	 87	 échantillons	 de	 tumeurs	 mammaires	 humaines	 que	 nous	 avons	

catégorisées	en	«	faible	stress	dicarbonyle»	et	«	haut	stress	dicarbonyle	»	en	fonction	de	

l’intensité	de	leur	accumulation	d’adduits	Argpyrimidine.	Nous	avons	ainsi	pu	mettre	en	

évidence	 une	 corrélation	 positive	 (RSpearman	 =	 0,3975,	 p=0,0001)	 entre	 le	 marquage	

nucléaire	de	YAP	et	le	haut	stress	dicarbonyle	(Fig.	33)	alors	qu’il	n’y	a	pas	de	relation	

avec	le	marquage	cytoplasmique	de	YAP.	
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Figure	 33.	 Un	 haut	 stress	 dicarbonyle	 et	 la	 présence	 de	 YAP	 dans	 le	 noyau	 sont	 associés	
positivement	 dans	 le	 cancer	 du	 sein.	 (A)	Dans	 les	 cellules	 cancéreuses,	 un	métabolisme	glycolytique	
élevé,	couplé	ou	non	à	une	diminution	de	l’activité	de	détoxification	Glo1	mène	à	un	niveau	élevé	de	MG	et	
à	l’établissement	d’un	stress	dicarbonyle.	(B)	Image	représentative	de	l’immunomarquage	YAP	au	niveau	
de	tumeurs	mammaires	humaines	de	faible/haut	stress	dicarbonyle	comme	déterminé	par	l’intensité	du	
marquage	Argpyrimidine.	Quantification	du	score	immunohistochimique	du	marquage	YAP	au	niveau	du	
noyau	(C)	et	du	cytoplasme	(D)	au	niveau	d’une	série	de	cancers	du	sein	(n=87).	
	

	 Nous	 avons	 ensuite	 vérifié	 in	 vitro	 si	 l’induction	 d’un	 stress	 dicarbonyle	

pouvait	 récapituler	 l’accumulation	nucléaire	de	YAP	observée	 chez	 les	patientes.	 Pour	

établir	 la	 localisation	 intracellulaire	 de	 YAP,	 il	 nous	 faut	 considérer	 que	 les	 cellules	

cancéreuses	 en	 culture	 sont	 soumises	 à	 un	 certain	 degré	 d’inhibition	 de	 contact	 bien	

qu’une	évasion	de	ce	phénomène	soit	une	caractéristique	des	cellules	cancéreuses1,279.	

Nous	 avons	 donc	 suivi	 un	 modèle	 d’acquisition	 de	 confluence	 au	 cours	 duquel	 les	

cellules	 ont	 été	 traitées	 avec	 des	 doses	 croissantes	 de	 MG	 pendant	 3	 jours.	 A	 faible	

densité,	 les	cellules	de	cancer	du	sein	MDA-MB-231	présentent	une	expression	intense	

de	 YAP,	 principalement	 au	 niveau	 nucléaire.	 A	 confluence,	 l’abondance	 de	 YAP	 est	
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diminuée,	 indétectable	 dans	 le	 noyau,	 suggérant	 sa	 dégradation	 par	 le	 protéasome.	

Quand	 les	 cellules	 sont	 traitées	 au	 MG,	 YAP	 persiste	 dans	 le	 cytoplasme	 et	 le	 noyau	

malgré	 la	 confluence	 (Fig.	 34).	 	 Puisque	 YAP	 est	 un	 co-facteur	 de	 transcription,	 son	

activité	est	régulée	par	sa	localisation	et	il	n’est	efficace	que	lorsqu’il	est	présent	dans	le	

noyau.	 Nous	 ne	 considérerons	 donc	 comme	 pertinent	 que	 la	 localisation	 nucléaire	 de	

YAP.	La	quantification	de	l’abondance	de	YAP	dans	la	cellule	montre	une	rétention	MG-

dose	dépendante	de	YAP	dans	le	noyau	(Fig.	34	B).	Ces	observations	ont	également	été	

faites	 au	 niveau	 de	 2	 autres	 lignées	 de	 cellules	 cancéreuses	 mammaires,	 les	 cellules	

MCF7	et	MDA-MB-468.	

	
Figure	 34.	 Le	 traitement	 au	 MG	 induit	 une	 rétention	 nucléaire	 de	 YAP	 au	 niveau	 des	 cellules	
cancéreuses	mammaires	confluentes.	(A)	Détection	de	YAP,	en	vert,	par	immunofluorescence	au	niveau	
de	cellules	MDA-MB-231	cultivées	à	faible	densité	(sparse)	ou	jusqu’à	confluence	(confluent)	en	présence	
de	 doses	 croissantes	 de	 MG.	 Le	 noyau	 des	 cellules	 est	 marqué	 au	 DAPI	 en	 bleu	 et	 leur	 cytosquelette	
d’actine	 en	 blanc.	 Des	 images	 à	 plus	 fort	 grossissement	 sont	 présentées	 (zoom).	 (B)	 Quantification	 de	
l’intensité	du	signal	YAP	au	niveau	du	noyau	des	cellules.	
	

	 De	 façon	 intéressante,	 le	co-traitement	des	cellules	MDA-MB-231	avec	une	

molécule	capable	d’inhiber	l’action	du	MG,	la	Carnosine,	abolit	la	rétention	de	YAP	dans	

le	noyau	à	confluence	(Fig.	35).	
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Figure	35.	Le	 co-traitement	à	 la	 carnosine	empêche	 la	 rétention	nucléaire	de	YAP	au	niveau	des	
cellules	cancéreuses	mammaires	confluentes	sous	traitement	au	MG.	(A)	Détection	de	YAP,	en	vert,	
par	immunofluorescence	au	niveau	de	cellules	MDA-MB-231	cultivées	à	faible	densité	(sparse)	ou	jusqu’à	
confluence	 (confluent)	 en	 présence	 de	 Carnosine,	 de	MG	 ou	 de	 la	 combinaison	 des	 deux.	 Le	 noyau	 des	
cellules	 est	 marqué	 au	 DAPI	 en	 bleu	 et	 leur	 cytosquelette	 d’actine	 en	 blanc.	 (B)	 Quantification	 de	
l’intensité	du	signal	YAP	au	niveau	du	noyau	des	cellules.	
	

	 Ensuite,	nous	avons	voulu	reproduire	la	rétention	nucléaire	de	YAP	liée	au	

stress	dicarbonyle	 induit	par	du	MG	endogène.	De	 façon	à	 intensifier	 la	production	de	

MG	par	la	cellules,	nous	avons	cultivé	les	cellules	en	milieu	riche	glucose	(High	glucose	

ou	HG).	Comme	discuté	précédemment,	parmi	 les	 lignées	cancéreuses	mammaires,	 les	

cellules	MDA-MB-231	sont	considérées	comme	glycolytiques	alors	que	les	cellules	MCF7	

sont	considérées	comme	oxydatives.	En	cultivant	ces	2	lignées	dans	un	milieu	riche	en	

glucose,	 nous	 avons	 constaté	 une	 augmentation	 de	 la	 glycolyse	 par	 la	 mesure	 du	 L-

Lactate	(Fig.	36	A)	et	de	 la	production	de	MG	(Fig.	36	B-C),	par	rapport	à	un	milieu	de	

culture	 pauvre	 en	 glucose,	 uniquement	 au	 niveau	 des	 cellules	 glycolytiques	MDA-MB-

231.	Ces	effets	de	stimulation	par	le	glucose	ne	sont	pas	retrouvés	au	niveau	des	cellules	

MCF7,	 indiquant	 que	 l’augmentation	 de	 la	 production	 de	MG	 serait	 dépendante	 de	 la	

réponse	 cellulaire	 à	 un	 stimulus	 de	 glucose.	 Dans	 ces	 conditions	 de	 production	 plus	

élevée	de	MG,	nous	avons	observé	la	rétention	de	YAP	dans	le	noyau	des	cellules	MDA-

MB-231	(Fig.	36	D-E).	Au	niveau	des	cellules	MCF7,	comme	le	milieu	de	culture	riche	en	

glucose	n’induit	 pas	 d’augmentation	de	 la	 production	de	MG,	 il	 n’y	 a	 pas	 de	 rétention	

nucléaire	de	YAP	(Fig.	36F-G).	Il	est	intéressant	de	noter	que	le	traitement	avec	du	MG	

exogène	 était	 capable	 d’induire	 la	 rétention	 nucléaire	 de	 YAP	 au	 niveau	 des	 cellules	

MCF7,	suggérant	que	ces	cellules	seraient	capables	de	répondre	à	un	stimulus	de	stress	

dicarbonyle	 extérieur	 comme	 la	 présence	 de	 haut	 taux	 de	 MG	 dans	 le	

microenvironnement,	par	exemple.		
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Figure	36.	Rétention	nucléaire	de	YAP	liée	à	une	production	augmentée	de	MG	endogène	induite	
par	 un	 milieu	 riche	 en	 glucose.	 Comparaison	 des	 cellules	MDA-MB-231	 et	MCF7	 cultivées	 en	milieu	
pauvre	(LG)	ou	riche	(HG)	en	glucose.	(A)	Mesure	du	L-Lactate,	reflet	de	la	glycolyse.	(B)	Mesure	du	MG	
intracellulaire	par	la	sonde	MBo.	(C)	Mesure	du	MG	au	niveau	du	milieu	conditionné	par	les	cellules	par	
LC-MS/MS.	(D)	Détection	du	MG	en	bleu,	des	noyaux	en	rouge,	de	YAP	en	vert	et	du	cytosquelette	d’actine	
en	 blanc	 par	 immunofluorescence	 des	 cellules	 MDA-MB-231	 en	 condition	 de	 culture	 LG	 ou	 HG.	 (E)	
Quantification	du	marquage	nucléaire	de	YAP	au	niveau	des	cellules	MDA-MB-231.	(F)	Détection	du	MG	en	
bleu,	des	noyaux	en	rouge,	de	YAP	en	vert	et	du	cytosquelette	d’actine	en	blanc	par	immunofluorescence	
des	cellules	MDA-MB-231	en	condition	de	culture	LG	ou	HG.	(G)	Quantification	du	marquage	nucléaire	de	
YAP	au	niveau	des	cellules	MDA-MB-231.	Des	images	à	plus	fort	grossissement	sont	montrées	(zoom).	
	

	 Le	traitement	des	cellules	MDA-MB-231	avec	des	molécules	inhibitrices	du	

MG,	 la	Carnosine	et	 l’Aminoguanidine,	permet	de	d’empêcher	 la	rétention	nucléaire	de	

YAP	induite	par	l’augmentation	de	la	production	de	MG	en	milieu	riche	en	glucose	(Fig.	

37).	
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Figure	37.	 Inhibition	de	 la	rétention	nucléaire	de	YAP	en	milieu	riche	en	glucose	en	présence	de	
scavengers	du	MG.	Détection	de	YAP	en	vert,	des	noyaux	en	rouge	et	du	cytosquelette	d’actine	en	blanc	
par	 immunofluorescence	 au	 niveau	 des	 cellules	 MDA-MB-231	 cultivées	 en	 milieu	 LG,	 HG	 et	 HG	 en	
présence	des	MG-scavengers	Carnosine	ou	Aminoguanidine.	
	

	 Dans	l’objectif	d’étudier	plus	en	profondeur	les	conséquences	des	effets	du	

stress	dicarbonyle	sur	l’activité	de	YAP,	nous	avons	établi	une	inhibition	stable	de	Glo1	

grâce	à	des	shRNA	(short	hairpin	RNA,	shGLO1#1	et	shGLO1#2)	au	niveau	des	cellules	

MDA-MB-231.	L’inhibition	de	Glo1	dans	 ces	 clones	a	été	vérifiée	au	niveau	de	 l’ARNm	

(Fig.	38	A),	de	l’expression	protéique	(Fig.	38	B)	et	de	l’activité	de	Glo1	(Fig.	38	C).	Dans	

ces	cellules	déficientes	en	Glo1,	nous	avons	observé	une	augmentation	de	la	production	

de	MG	grâce	à	la	sonde	MBo	ainsi	que	la	rétention	nucléaire	de	YAP	(Fig.	38	D-E).		
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Figure	38.	Rétention	nucléaire	de	YAP	au	niveau	de	cellules	MDA-MB-231	rendues	déficientes	en	
Glo1.	Mise	en	évidence	de	la	répression	de	Glo1	dans	les	cellules	MDA-MB-231	shGLO#1	et	shGLO1#3	au	
niveau	de	l’ARNm	(A),	de	l’expression	protéique	(B)	et	de	l’activité	(C).	Détection	du	MG	intracellulaire	en	
bleu	 par	 la	 sonde	MBo,	 de	 YAP	 en	 vert,	 des	 noyaux	 en	 rouge	 et	 du	 cytosquelette	 d’actine	 en	 blanc	 par	
immunofluorescence	 (D).	 Quantification	 du	 marquage	 nucléaire	 de	 YAP	 (E).	 Des	 images	 à	 plus	 fort	
grossissement	sont	montrées	(zoom).	
	
	 A	nouveau,	le	traitement	des	cellules	MDA-MB-231	déficientes	en	Glo1	à	la	

Carnosine,	un	MG-scavenger,	permet	d’abolir	la	rétention	nucléaire	de	YAP	induite	par	le	

MG	(Fig.	39).		
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Figure	 39.	 Rétention	 nucléaire	 de	 YAP	 au	 niveau	 de	 cellules	 MDA-MB-231	 déficientes	 en	 Glo1.	
Détection	 de	 YAP	 en	 vert,	 des	 noyaux	 en	 rouge	 et	 du	 cytosquelette	 d’actine	 en	 blanc	 par	
immunofluorescence	au	niveau	des	cellules	MDA-MB-231	déficientes	en	Glo1	(shGLO1#1	et	shGLO1#2)	et	
traitées	avec	les	MG-scavengers	Carnosine	ou	Aminoguanidine.		
	
	 A	 présent	 qu’il	 est	 bien	 établi	 qu’un	 stress	 dicarbonyle	 induit	 par	 une	

production	glycolytique	élevée	de	MG	permet	 la	 rétention	nucléaire	de	YAP	au	niveau	

des	cellules	cancéreuses	mammaires,	il	s’agit	d’évaluer	si	le	YAP	présent	dans	le	noyau	

dans	 ces	 conditions	 exerce	 bien	 son	 activité	 transcriptionelle.	 Nous	 nous	 sommes	

intéressés	à	une	des	cibles	connues	de	YAP,	CTGF	dont	l’expression	est	corrélée	avec	la	

prolifération280	et	 la	motilité281	des	cellules.	Nous	avons	pu	mettre	en	évident	que	YAP	

est	 présent	 au	 niveau	 du	 promoteur	 du	 gène	 codant	 pour	 le	 CTGF	 par	

immunoprécipitation	 de	 chromatine.	 En	 effet,	 au	 niveau	 des	 cellules	 MDA-MB-231	

cultivées	 à	 faible	 densité,	 YAP	 est	 présent	 dans	 le	 noyau	 et	 associé	 au	 promoteur	 de	

CTGF	 au	 niveau	 des	 sites	 de	 liaisons	 des	 facteurs	 de	 transcription	 TEAD.	 Quand	 les	

cellules	 atteignent	 la	 confluence,	 YAP	 est	 exclu	 du	 noyau	 et	 est	 donc	 dissocié	 du	

promoteur	de	son	gène	cible.	Quand	les	cellules	traitées	au	MG	atteignent	la	confluence,	

YAP	est	retenu	dans	 le	noyau	où	 il	peut	à	nouveau	se	 lier	au	promoteur	de	CTGF	(Fig.	

40).		
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Figure	40.	 Induction	de	 l’expression	de	CTGF	 sous	 stress	dicarbonyle.	 (A)	Immunoprécipitation	de	
chromatine	 de	 YAP	 au	 promoteur	 de	 CTGF	 au	 niveau	 de	 sites	 de	 liaison	 des	 facteurs	 TEAD	 dans	 les	
cellules	MD-MB-231	cultivées	à	faible	densité	(sparse)	ou	pendant	72h	jusqu’à	confluence	(confluent)	en	
présence	ou	non	de	MG300µM.	(B)	Détection	de	l’ARNm	de	CTGF	par	RT-qPCR	au	niveau	de	cellules	MDA-
MB-231	cultivées	jusqu’à	confluence	en	présence	ou	non	de	MG	300µM	puis	traitées	pendant	2heures	au	
TGFß	 à	 2,5ng/mL	 (C)	 et	 après	 répression	de	 l’expression	de	YAP	par	 siRNA	 (siYAP#1	 et	 siYAP#2).	 (D)	
Validation	par	immunoblot	de	la	répression	de	l’expression	de	YAP.	
	
	 Enfin,	 pour	 démontrer	 que	 l’activité	 transcriptionelle	 de	 YAP	 sous	 stress	

dicarbonyle	a	un	effet	biologique	sur	les	cellules	de	cancer	du	sein.	Nous	avons	évalué	la	

prolifération	des	cellules	MDA-MB-231	déficientes	en	Glo1	et	nous	avons	constaté	que	

l’absence	 d’expression	 de	 Glo1	 favorisait	 la	 prolifération	 et	 que	 la	 répression	 de	

l’expression	de	YAP	par	siRNA	réduisait,	elle,	significativement	la	capacité	des	cellules	à	

se	multiplier	 (Fig.	 41).	 Ces	 observations	montrent	 que	 le	 stress	 dicarbonyle	 induit	 la	

prolifération	des	cellules	cancéreuses	mammaires,	en	accordance	avec	 le	 rôle	 reconnu	

du	CTGF	280,	et	que	cet	effet	nécessite	la	présence	de	YAP.	
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Figure	 41.	 Stimulation	 de	 la	 prolifération	 des	 cellules	 cancéreuses	 mammaires	 sous	 stress	
dicarbonyle.	 Evaluation	 de	 la	 prolifération	 par	mesure	 de	 la	 quantité	 d’ADN	 après	 72h	 au	 niveau	 des	
cellules	MDA-MB-231	déficientes	en	Glo1	et	après	répression	de	l’expression	de	YAP	par	siRNA	(siYAP#1	
et	siYAP#2).	
	

	 Nous	 nous	 sommes	 ensuite	 interrogés	 sur	 les	mécanismes	 par	 lesquels	 le	

stress	 dicarbonyle	 pouvait	 réguler	 la	 localisation	 cellulaire	 et	 donc	 l’activité	 de	 YAP.	

Nous	avons	d’abord	envisagé	la	possibilité	que	YAP	soit	une	cible	directe	de	la	glycation	

par	le	MG.	Cependant,	des	expériences	d’immunoprécipitation	des	adduits	du	MG	n’ont	

pas	 révélé	 la	 présence	 de	 YAP	 parmi	 eux.	 LATS1,	 la	 kinase	 responsable	 de	 la	

phosphorylation	 inhibitrice	 de	 l’activité	 de	 YAP,	 n’est	 pas	 modifiée	 non	 plus	 mais	

n’avons	pu	constater	que	le	traitement	au	MG	diminuait	l’abondance	de	LATS1	au	niveau	

de	cellules	cancéreuses	mammaires.	Cette	disparition	de	LATS1	est	due	à	sa	dégradation	

dans	 le	protéasome	(Fig.	42	A)	comme	démontré	par	 l’équipe	de	He282.	En	effet,	 le	co-

traitement	des	cellules	avec	 l’inhibiteur	de	protéasome	MG132	empêche	 la	diminution	

de	 l’expression	 de	 LATS1	 induite	 par	 le	 MG	 (Fig.	 42	 A).	 L’efficacité	 du	 traitement	 au	

MG132	 a	 été	 vérifiée	 par	 la	 détection	 des	 protéines	 ubiquitinylées	 qui	 s’accumulent	

quand	le	protéasome	est	inhibé.	De	façon	à	prouver	que	la	rétention	de	YAP	sous	stress	

dicarbonyle	est	liée	à	une	diminution	de	l’expression	de	LATS1,	nous	avons	induit	la	sur-

expression	de	LATS1	au	niveau	des	cellules	MDA-MB-231	grâce	à	un	plasmide.	Dans	ces	

conditions,	nous	avons	observé	que	la	rétention	de	YAP	sous	traitement	au	MG	dans	les	

cellules	 confluentes	 était	 abolie	 par	 la	 sur-expression	 de	 LATS1	 (Fig.	 42	 B).	 Ces	

observations	ont	aussi	été	réalises	au	niveau	des	cellules	MDA-MB-468	et	MCF7.	
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Figure	 42.	 Le	 stress	 dicarbonyle	 induit	 la	 diminution	 de	 l’expression	 de	 LATS1	 au	 niveau	 de	
cellules	 cancéreuses	 mammaires.	 (A)	Détection	 par	 immunoblot	 de	 la	 diminution	 de	 l’expression	 de	
LATS1	 sous	 traitement	 au	 MG,	 réversion	 par	 traitement	 à	 l’inhibiteur	 de	 protéasome	 MG132.	
Accumulation	des	protéines	ubiquitinylées	sous	traitement	au	MG132.	(B)	Détection	de	YAP	en	vert,	des	
noyaux	 en	 rouge	 et	 du	 cytosquelette	 d’actine	 en	 blanc	 par	 immunofluorescence	 au	 niveau	 de	 cellules	
MDA-MB-231	traitées	jusqu’à	confluence	au	MG300µM	et	où	la	sur-expression	de	LATS1	a	été	induite	par	
un	plasmide.	
	

	 Nous	avons	ensuite	voulu	élucider	 la	diminution	de	 l’abondance	de	LATS1	

au	niveau	des	cellules	cancéreuses	mammaires	en	présence	de	MG.	Comme	indiqué	dans	

la	 littérature,	 LATS1	 est	 un	 des	 clients	 des	 la	 protéines	 chaperonne	 HSP90272	 et	

l’inhibition	 de	 l’activité	 HSP90	 réduit	 l’expression	 de	 LATS1.	 Comme	 discuté	

précédemment,	les	protéines	chaperonnes	semblent	être	particulièrement	sensibles	à	la	

glycation	par	le	MG.	Nous	avons	donc	évalué	si	HSP90	pouvait	être	modifiée	par	le	MG.	

Nous	avons	réalisé	une	immunoprécipitation	des	adduits	du	MG	dans	les	cellules	MDA-

MB-231	et	y	avons	détecté	la	présence	de	HSP90.	La	proportion	d’HSP90	modifiée	étant	

augmentée	au	niveau	des	cellules	traitées	au	MG	(Fig.	43	A).	La	présence	des	ces	extraits	

de	la	seule	autre	protéines	cible	du	MG	dans	le	contexte	du	cancer,	 la	HSP27,	confirme	

nos	 résultats.	 L’expérience	 inverse	 a	 été	 réalisée,	 immunoprécipitation	 de	 HSP90	 est	

détection	 des	 adduits	 du	MG,	 Argpyrimidine	 et	 MG-H1,	 et	 confirme	 nos	 observations	

(Fig.	43	B).	Les	 immunoprécipitats	des	résidus	Argpyrimidine	ont	ensuite	été	analysés	
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par	spectrométrie	de	masse	et	la	présence	d’HSP90	modifiée	sur	plusieurs	résidus	a	été	

détectée.	La		répartition	des	sites	de	glycation	sur	HSP90	est	schématisée	dans	la	Fig	43	

C.	

	
Figure	 43.	 HSP90	 est	 une	 cible	 de	 glycation	 du	 MG.	 (A)	 Immunoprécipitation	 des	 résidus	
Argpyrimidine	au	niveau	des	cellules	MDA-MB-231	traitées	au	MG	300µM	et	détection	de	ces	résidus,	de	
HSP90	et	de	HSP27	par	immunoblot.	(B)	Immunoprécipitation	de	HSP90	au	niveau	des	cellules	MDA-MB-
231	traitées	au	MG	300µM	et	détection	de	HSP90,	des	adduits	Argpyrimidine	et	MG-H1par	immunoblot.	
(C)	Schéma	représentatif	des	sites	préférentiels	de	glycation	de	HSP90	par	le	MG,	indiqués	par	les	*.	
	

	 La	présence	de	sites	de	glycation	au	niveau	des	portions	 fonctionnelles	de	

HSP90	 impliquées	 dans	 la	 liaison	 au	 substrat	 et	 la	 liaison	 à	 l’ATP	 nous	 suggère	 que	

l’activité	de	HSP90	pourrait	être	perturbée	par	le	MG.	En	effet,	en	incubant	de	la	HSP90	

recombinante	en	présence	de	MG,	nous	avons	pu	observer	à	 la	fois	une	glycation	de	la	

protéine	 et	 une	 diminution	 de	 son	 activité	 ATPase,	 comparable	 à	 celle	 obtenue	 par	

traitement	avec	 l’inhibiteur	de	HSP90,	 le	17-AAG.	Dans	 les	deux	cas,	 ces	modifications	

ont	pu	être	abolie	par	un	co-traitement	à	 la	Carnosine	 (Fig.	44	A-B).	L’activité	 réduite	

d’HSP90	 en	 présence	 de	 MG	 pourrait	 expliquer	 la	 diminution	 de	 l’abondance	 de	 sa	

protéine	 cliente	 LATS1.	 	 En	 effet,	 la	 liaison	 de	 HSP90	 à	 LATS1	 évaluée	 par	 co-

immunoprécipitation	est	interrompue	en	présence	de	MG300µM	(Fig.	44	C).	
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Figure	44.	Diminution	de	 l’activité	 chaperonne	de	HSP90	en	présence	de	MG.	 Incubation	d’HSP90	
recombinante	en	présence	de	MG	et/ou	Carnosine	ou	de	 l’inhibiteur	17-AAG.	(A)	Détection	de	HSP90	et	
des	adduits	Argpyrimidine	et	MG-H1.	(B)	Evaluation	de	l’activité	ATPase.	(C)	Co-immunoprécipitation	de	
LATS1	et	HSP90	à	partir	de	cellules	MDA-MB-231	traitées	au	MG300µM	pendant	24h	et	détection	de	LATS	
et	HSP90	par	immunoblot.	
	

	 L’ensemble	 des	 résultats	 indiquent	 qu’en	 présence	 de	 stress	 dicarbonyle,	

l’activité	 chaperonne	d’HSP90	 est	 perturbée	 ce	 qui	 entraine	 probablement	 le	mauvais	

repliement	 de	 son	 client	 LATS1	 qui	 est	 dégradé	 dans	 le	 protéasome.	 En	 absence	 de	

LATS1,	 YAP	 peut	 exercer	 son	 activité	 transcriptionelle	 dans	 le	 noyau	 et	 favorise	

l’expression	de	CTGF	et	l’induction	de	l’EMT,	deux	évènements	liés	à	la	prolifération	et	à	

la	 capacité	migratoire	des	 cellules	 cancéreuses	mammaires.	Nous	 avons	 ensuite	 voulu	

étudier	 l’importance	 biologique	 de	 ces	 observations	 dans	 un	 modèle	 in	 vivo	 de	

développement	 de	 tumeurs	 primaires	 et	 de	 métastases.	 Nous	 avons	 réalisé	 des	

xénogreffes	 de	 cellules	MDA-MB-231	déficientes	 en	Glo1	 au	niveau	du	 flanc	 de	 souris	

immunodéprimées	NOD-SCID.	Après	4	semaines,	les	tumeurs	primaires	ont	été	enlevées,	

mesurées	et	pesées.	Les	souris	ont	été	gardées	en	observation	pour	6	semaines	de	plus	

pour	évaluer	 l’apparition	de	métastases	pulmonaires	(Fig.	45).	La	 taille	et	 le	poids	des	

tumeurs	 primaires	 développées	 à	 partir	 des	 cellules	 dépourvues	 de	 Glo1	 sont	 plus	

élevés,	de	façon	significative	pour	les	shGLO1#2,	que	celles	exprimant	Glo1	(shNT)	(Fig.	

45	 A).	 Nous	 avons	 réalisé	 un	 immunoblot	 à	 partir	 d’extraits	 protéiques	 issus	 de	 ces	

tumeurs	 et	 nous	 avons	 observé	 une	 augmentation	 de	 l’accumulation	 des	 adduits	

argpyrimidine	et	de	YAP	au	niveau	des	tumeurs	où	l’expression	de	Glo1	est	inhibée	(Fig.	

45	 B-C).	 Cette	 observation	 met	 en	 évidence	 un	 lien	 entre	 l’absence	 de	 Glo1,	

l’accumulation	d’adduits	du	MG	et	l’augmentation	de	l’abondance	de	YAP.		
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Figure	 45.	 Les	 tumeurs	 cancéreuses	 mammaires	 dépourvues	 de	 Glo1	 montrent	 un	 potentiel	
tumorigène	augmenté	in	vivo.	Les	cellules	MDA-MB-231	shNT,	shGLO1#1	et	shGLO1#2	ont	été	injectées	
sous	 la	 peau	 de	 souris	NOD-SCID	 (15souris/groupe).	 Après	 4	 semaines,	 les	 tumeurs	 primaires	 ont	 été	
retirées,	mesurées	(mm3)	et	pesées	(mg)	(A).	(B)	Détection	de	l’accumulation	des	adduits	argpyrimidine,	
de	Glo1	et	YAP	au	niveau	de	5	tumeurs	expérimentales	représentatives	par	immunoblot	et	quantification	
(C).	
	
	 Par	détection	immunohistochimique,	nous	avons	observé	une	augmentation	

de	YAP	présent	au	niveau	du	noyau	des	cellules	tumorales	ainsi	qu’une	proportion	pus	

élevée	 de	 cellules	 présentant	 le	 marqueur	 de	 prolifération	 Ki67	 dans	 les	 tumeurs	

shGLO1	(Fig.	46).	L’augmentation	de	la	présence	de	YAP	et	Ki67	au	niveau	du	noyau	des	

cellules	 tumorales	 supporte	 la	 croissance	 plus	 importante	 des	 tumeurs	 primaires	

shGLO1.		

	
Figure	 46.	 Les	 tumeurs	 primaires	 dépourvues	 de	 Glo1	 montrent	 un	 capacité	 proliférative	
augmentée.	(A)	Détection	par	immunohistochimie	de	YAP	et	Ki67	au	niveau	des	tumeurs	expérimentales	
développées	en	souris	à	partir	des	cellules	MD-MB-231	shNT,	shGLO1#1	et	shGLO1#2.	(B)	Evaluation	du	
marquage	YAP	au	niveau	du	noyau	et	de	la	proportion	des	cellules	présentant	le	marquage	Ki67	nucléaire.	
	
	 Pour	 mieux	 mettre	 en	 évidence	 la	 relation	 entre	 le	 stress	 dicarbonyle,	

l’activité	YAP	et	 la	croissance	tumorale,	nous	avons	 implanté	 les	cellules	MDA-MB-231	

dépourvues	 de	 Glo1	 et	 après	 l’inhibition	 de	 l’expression	 de	 YAP	 par	 siRNA	 au	 niveau	

d’un	modèle	 in	vivo	de	croissance	 tumorale,	 la	membrane	chorio-allantoïque	d’œuf	de	
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poulet	 fécondé	(Chorio-allantoic	membrane	assay	ou	CAM).	7	 jours	après	 implantation,	

les	 tumeurs	 ont	 été	 récoltées	 et	 mesurées.	 Les	 tumeurs	 n’exprimant	 pas	 Glo1	

(shGlo1#2)	montrent	une	augmentation	de	volume	par	rapport	aux	tumeurs	shNT.	Cette	

augmentation	 du	 volume	 tumorale	 est	 abolie	 par	 l’inhibition	 de	 l’expression	 de	 YAP	

(siYAP#1	 et	 siYAP#2)	 (Fig.	 47),	 ce	 qui	 montre	 que	 l’effet	 pro-tumoral	 du	 stress	

dicarbonyle	 est	 dépendant	 de	 YAP.	 Les	 tumeurs	 récoltées	 ont	 été	 analysées	 par	

immunohistochimie	et	la	détection	de	YAP	confirme	sa	présence	au	niveau	du	noyau	de	

façon	plus	importante	dans	les	cellules	tumorales	shGLO1#2.	(Fig.	47	D).		

	
Figure	47.	La	croissance	tumorale	induite	par	le	MG	est	dépendante	de	YAP.	Les	cellules	MDA-MB-
231	 shNT,	 shGLO1#2	 transfectées	 avec	 les	 siRNA	 siYAP#1	 et	 siYAP#2	 et	 implantées	 sur	 la	membrane	
chorio-allantoïque	 d’œuf	 de	 poulet	 fécondé	 (CAM).	 Après	 7	 jours,	 les	 tumeurs	 ont	 été	 récoltées,	
photographiées	 (A)	 et	 mesurées	 (mm3,	 4tumeurs/groupe)	 (B).	 Images	 représentatives	 (C)	 et	
quantification	(D)	du	marquage	nucléaire	de	YAP,	détecté	par	immunohistochimie	au	niveau	des	tumeurs	
récoltées.	(E)	Validation	de	l’inhibition	de	l’expression	de	YAP	(siYAP#1	et	siYAP#2)	par	immunoblot,	au	
cours	de	la	durée	totale	de	l’expérience.	
	

	 Après	avoir	analysé	l’effet	du	stress	dicarbonyle	sur	la	croissance	tumorale,	

nous	 avons	 étudié	 sur	 impact	 sur	 le	 développement	 de	 métastases.	 Pour	 cela,	 nous	

avons	 suivi	 pendant	 6	 semaines	 les	 souris	 après	 résection	 chirurgicale	 des	 tumeurs	
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primaires	 shGLO1.	 En	 effet,	 les	 cellules	 MDA-MB-231	 utilisées	 expriment	 l’enzyme	

luciférase	ce	qui	permet	le	suivi	d’apparition	de	métastases	au	niveau	des	poumons	par	

luminescence	après	injection	des	souris	par	voie	intrapéritonéale	de	luciférine.	Le	suivi	

des	 souris	 a	 permis	 la	 détection	 dès	 3	 semaines	 après	 la	 chirurgie	 de	 métastases	

pulmonaires	 au	 niveau	 des	 groupes	 shGLO1	 mais	 pas	 au	 niveau	 du	 groupe	 contrôle	

(shNT).	Après	6	semaines,	des	métastases	ont	pu	être	détectées	au	niveau	de	68%	des	

souris	dont	les	tumeurs	primaires	étaient	dépourvues	de	Glo1	alors	que	seulement	20%	

des	 souris	 contrôles	ont	développé	des	métastases.	 Les	 souris	ont	 été	 sacrifiées,	 leurs	

poumons	 ont	 été	 récoltés	 et	 un	 marquage	 immunohistochimique	 de	 la	 vimentine	

humaine	y	a	été	réalisé	pour	détecter	les	cellules	mammaires	tumorales.	Nous	avons	pu	

observé	une	augmentation	du	nombre	et	de	la	taille	des	foci	métastatiques	au	niveau	des	

poumons	des	 souris	des	 groupes	 shGLO1	par	 rapport	 au	 groupe	 shNT	 (Fig.	 48).	Nous	

avons		également	réalisé	la	détection	de	Glo1	au	niveau	de	coupes	sériées	des	poumons	

pour	 vérifier	 que	 l’expression	 de	 Glo1	 était	 toujours	 inhibée	 dans	 les	 groupes	 shGlo1	

(Fig.	 48).	 Ces	 observations	 montrent	 un	 rôle	 pro-tumoral	 du	 stress	 dicarbonyle,	 non	

seulement	au	niveau	de	la	croissance	tumorale	mais	aussi	au	niveau	de	la	dissémination	

métastatique.	

	
Figure	 48.	 L’absence	 de	 Glo1	 augmente	 la	 capacité	 métastatique	 de	 cellules	 cancéreuses	
mammaires	 in	 vivo.	 Des	 souris	 NOD-SCID	 ont	 subi	 une	 xénogreffe	 de	 cellules	 MDA-MB-231	 shNT,	
shGLO1#1	 et	#2.	 Après	 4	 semaines,	 les	 tumeurs	 primaires	 ont	 été	 retirées	 et	 les	 souris	 ont	 été	 suivies	
pendant	 6	 semaines	 pour	 l’apparition	 de	 métastases	 avant	 d’être	 sacrifiées.	 (A)	 Détection	 des	 foyers	
métastatiques	 au	 niveau	 des	 poumons	 par	 détection	 de	 la	 vimentine	 et	 validation	 de	 l’inhibition	 de	
l’expression	de	Glo1	par	 immunohistochimie.	 (B)	Quantification	du	nombre	de	 foci	métastatiques	 et	 de	
leur	taille.	
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	 Finalement,	pour	mieux	démontrer	l’implication	du	MG	dans	ces	effets	pro-

métastatiques,	les	souris	du	groupe	shGlo1#1	ont	reçu	de	la	Carnosine	dans	leur	eau	de	

boisson	 à	 partir	 de	 la	 résection	 de	 la	 tumeur	 primaire	 et	 jusqu’à	 la	 fin	 du	modèle	 de	

développement	 de	 métastases.	 Nous	 avons	 constaté	 une	 diminution	 significative	 	 du	

nombre	de	foci	métastatiques	dans	les	poumons	de	souris	traitées	avec	le	MG-scavenger	

(Fig.	 49),	 prouvant	 l’implication	 du	 stress	 dicarbonyle	 dans	 les	 effets	 observés	

précédemment.	

	
Figure	49.	L’inhibition	de	stress	dicarbonyle	par	la	Carnosine	empêche	son	effet	pro-métastatique.	
Les	souris	du	groupe	shGLO1#1	ont	reçu	de	 la	Carnosine	10mM	dans	 leur	eau	de	boisson	à	partir	de	 la	
résection	de	 la	 tumeur	primaire.	 (A)	Mise	en	évidence	des	 foci	métastatiques	pulmonaire	par	détection	
immunohistochimique	de	la	vimentine.	(B)	Quantification	du	nombre	de	foci.	
	

	 Dans	 l’ensemble,	 les	 résultats	 obtenus	 indiquent	 que	 les	 effets	 pro-

tumorigènes	du	stress	dicarbonyle	sont	associés	à	une	augmentation	de	l’activité	de	YAP	

et	peuvent	être	efficacement	abolis	par	un	traitement	avec	un	scavenger	du	MG	comme	

la	Carnosine.		

	

2.3.	Conclusions	

	 Nous	 avons	 montré	 avec	 cette	 étude	 le	 rôle	 pro-tumoral	 du	 stress	

dicarbonyle	dans	le	cancer	du	sein.	 	La	modification	de	la	protéine	chaperonne	HSP90,	

une	nouvelle	cible	du	MG,	induit	la	dégradation	protéasomale	de	LATS1.	La	disparition	

de	cette	kinase	impliquée	dans	la	voie	suppresseur	de	tumeur	Hippo	permet	la	rétention	

nucléaire	 de	 YAP.	 Ainsi,	 ce	 co-facteur	 de	 transcription	 favorise	 l’activation	 de	

programmes	pro-tumeur	et	pro-métastases	comme	l’expression	de	CTGF	et	le	processus	

d’EMT.	Nous	démontrons	donc	pour	la	première	fois	un	rôle	pro-cancer	du	MG	qui	peut	

être	contrecarré	par	le	traitement	avec	une	molécule	inhibitrice	du	stress	carbonyle,	la	

Carnosine.	Cette	étude	suggère	que	l’utilisation	de	MG-scavengers	comme	la	Carnosine	

ou	la	Metformine	serait	une	bonne	stratégie	de	thérapie	anti-cancéreuse.	
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Abstract Metabolic reprogramming toward aerobic glycolysis unavoidably induces

methylglyoxal (MG) formation in cancer cells. MG mediates the glycation of proteins to form

advanced glycation end products (AGEs). We have recently demonstrated that MG-induced AGEs

are a common feature of breast cancer. Little is known regarding the impact of MG-mediated

carbonyl stress on tumor progression. Breast tumors with MG stress presented with high nuclear

YAP, a key transcriptional co-activator regulating tumor growth and invasion. Elevated MG levels

resulted in sustained YAP nuclear localization/activity that could be reverted using Carnosine, a

scavenger for MG. MG treatment affected Hsp90 chaperone activity and decreased its binding to

LATS1, a key kinase of the Hippo pathway. Cancer cells with high MG stress showed enhanced

growth and metastatic potential in vivo. These findings reinforce the cumulative evidence pointing

to hyperglycemia as a risk factor for cancer incidence and bring renewed interest in MG scavengers

for cancer treatment.

DOI: 10.7554/eLife.19375.001

Introduction
Unlike normal cells, cancer cells mainly rely on glycolysis to generate energy needed for cellular pro-

cesses even in normoxia conditions. This process referred to aerobic glycolysis or the ’Warburg
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effect’ is considered as a hallmark of cancer cells (Ward and Thompson, 2012). Although aerobic

glycolysis is less efficient than respiration to generate ATP, we know now that it effectively supports

the anabolic requirements associated with cancer cell growth and proliferation. One underestimated

consequence of increased glucose uptake and glycolytic flux is the accumulation of potent toxic

metabolites such as reactive carbonyl species. Among those, methylglyoxal (MG) is a highly reactive

a-oxoaldehyde that is primarily formed in cells by the spontaneous degradation of triose phosphate

intermediates of glycolysis, dihydroxyacetone phosphate and glyceraldehyde 3-phosphate

(Richard, 1993). Alpha-oxoaldehydes are up to 20,000-fold more reactive than glucose in glycation

processes (Turk, 2010), and it is expected that 1% to 5% of proteins in cells are modified by MG

(Rabbani and Thornalley, 2014). MG leads to chemical modification of proteins, lipids and nucleoti-

des that result in cellular dysfunction and mutagenicity. MG interaction with amino groups of pro-

teins notably leads to the formation of advanced glycation end products (AGEs) called

hydroimidazolones (MG-H) and argpyrimidines (Thornalley, 1996). All mammalian cells possess a

detoxifying system constituted of glyoxalases 1 and 2 (Glo1 and Glo2, respectively), which catalyze

the conversion of MG to D-lactate (Thornalley, 2005). The disturbance in the balance between

endogenous reactive carbonyl species generation and the ability to counteract their harmful effects

is defined as the carbonyl stress.

At the molecular level, carbonyl stress is a common feature of the metabolic dysfunction associ-

ated with diabetes and cancer. MG-related AGEs have been found to be increased two- to fivefold

and have been mainly identified in the context of diabetes. For example, MG post-translational mod-

ification of vascular basement membrane type IV collagen (Dobler et al., 2006) and of voltage-

gated sodium channel Nav1.8 (Bierhaus et al., 2012) have been associated with long-term diabetic

complications.

Although the link between oxidative stress, cancer development, progression and response to

therapy is clearly established, carbonyl stress and cancer connection remains largely unexplored and

has never been envisaged as potentially interconnected. To the best of our knowledge, only one

study has reported MG-derived AGEs detection in malignant tumors (van Heijst et al., 2005). Using

immunohistochemistry, we have recently reported the accumulation of argpyrimidine MG adducts in

breast cancer tumors (Chiavarina et al., 2014). Remarkably, MG-mediated glycation of specific tar-

get proteins happens to be beneficial to cancer progression. For example, the formation of argpyri-

midine on heat-shock protein 27 (Hsp27) prevented cancer cell apoptosis in lung (van Heijst et al.,

2006) and gastrointestinal (Oya-Ito et al., 2011) cancers. Moreover, inhibition of MG modification

on Hsp27 caused sensitization of cancer cells to antitumoral drugs (Sakamoto et al., 2002).

MG has been shown to down regulate Hsp90 and Hsc70 expression levels in human retinal pig-

ment epithelial cells (Bento et al., 2010). Hsp90 is a molecular chaperone that gained great interest

over the last 20 years as a druggable target for cancer treatment. Hsp90 stabilizes and activates

more than 400 proteins, referred to as Hsp90 ‘clients’, many of which are oncoproteins including

transcription factors and kinases that are essential for cellular signal transduction pathways and

adaptive responses to stress (Trepel et al., 2010). One such client protein is the large tumor sup-

pressor 1 (LATS1) (Huntoon et al., 2010), a key kinase that relays anti-proliferative signals in the

Hippo pathway through Yes-associated protein (YAP) and transcriptional co-activator with PDZ-bind-

ing motif (TAZ) phosphorylation and inactivation (Pan, 2010). Consistent with its fundamental role in

the control of organ growth and size in vertebrates, the dysfunction of the Hippo signalization trig-

gers tumorigenesis in human (Harvey et al., 2013). As a co-activator of TEAD family of transcription

factors (Zhao et al., 2008), YAP has been notably shown to enhance cancer progression through

transcriptional activation of proliferation promoting genes such as c-myc and CTGF (Moroishi et al.,

2015). Recent studies established a link between glucose deprivation stress, aerobic glycolysis and

YAP activation in cancer (DeRan et al., 2014; Enzo et al., 2015; Mulvihill et al., 2014). Thus, rein-

forcing the increasing evidence indicating that metabolic pathways play causative roles in conferring

an aggressive phenotype upon cancer cells. Because spontaneous MG accumulation results from the

glycolytic flux, we hypothesized that MG stress might couple glycolysis to YAP activity. In this study,

we show that MG induces YAP nuclear persistence and activity in breast cancer cells and we validate

a molecular mechanism implicating MG-mediated Hsp90 inactivation and subsequent LATS1 kinase

decrease. Our study establishes for the first time the functional significance of endogenous MG

stress and reveals its unexpected connection with cancer cells propensity to grow and metastasize.
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Results

Methylglyoxal adducts and nuclear YAP are positively correlated in
human breast cancer
At the molecular level, a predictable consequence of the glycolytic switch in cancer cells is the induc-

tion of carbonyl stress (Figure 1A). We have previously reported MG-mediated carbonyl stress,

assessed by argpyrimidine adducts detection, in a series of breast cancer lesions (Chiavarina et al.,

2014). Recent reports highlighted the importance of glucose metabolism for the regulation of YAP

activity in cancer cells (DeRan et al., 2014; Enzo et al., 2015; Mulvihill et al., 2014). To explore

Figure 1. High carbonyl stress and nuclear YAP are positively associated in human breast cancer. (A) In cancer cells, a high glycolytic metabolism and/

or a decrease of the MG-detoxifying activity of Glyoxalase 1 (Glo1) lead to high MG level thus establishing a carbonyl stress. (B) YAP IHC staining in

representative low/intermediate and high carbonyl stress human breast tumors as assessed by their argpyrimidine level. (C) Quantification of nuclear

and (D) cytoplasmic YAP IHC staining in a series of human breast cancer (n = 87). Each dot represents one case and bars represent mean ± SEM. Data

were analyzed using Mann Whitney U and Wilcoxon Rank Sum tests and *** represents p<0.001.

DOI: 10.7554/eLife.19375.002
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possible links between YAP activity and carbonyl stress, we performed immunohistochemistry stain-

ing of YAP on a series of 87 breast tumors categorized as high and low-to-intermediate carbonyl

stress tumors based on their endogenous argpyrimidine level. Remarkably, breast cancer lesions

with high carbonyl stress also showed high YAP expression (Figure 1B). YAP was scored for nuclear

and cytoplasmic staining. Statistical analysis revealed a significant difference between nuclear YAP

staining in low/intermediate and high carbonyl stress tumors (Figure 1C). We demonstrated a posi-

tive correlation (Rspearman = 0.3975, p=0.0001) between carbonyl stress intensity and nuclear YAP

detection. Cytoplasmic YAP staining showed no significant difference between high and low/inter-

mediate carbonyl stress breast tumors (Figure 1D).

Methylglyoxal induces YAP persistence in confluent breast cancer cells
Deficient contact inhibition is a hallmark of invasive cancer cells, yet unexpectedly the density at

which cancer cells are cultured impacts on the Hippo pathway in commonly studied cancer cell lines.

In order to explore further the potential connection existing between MG-induced carbonyl stress

and YAP, we first examined cell-density-dependent YAP subcellular localization in MDA-MB-231,

MDA-MB-468 and MCF7 breast cancer cell lines. YAP was mainly localized in the nucleus of low-den-

sity cultured cancer cells as detected by immunofluorescence. When breast cancer cells reached con-

fluence, YAP was not detectable in the nucleus and became generally less visible suggesting that it

underwent degradation (Figure 2A and Figure 2—figure supplement 1A and D). Upon MG treat-

ment, MDA-MB-231 cells showed a concentration dependent persistence of YAP in both the cyto-

plasm and the nucleus despite the cells reached confluence (Figure 2A). As a transcriptional co-

activator, YAP’s function is strictly constrained by its subcellular localization, thus we will essentially

focus on YAP nuclear localization thereafter. Quantification supported that nuclear YAP immunode-

tection was dose dependently higher in MG treated cells when compared to untreated cells in high-

density cultures (Figure 2B). Nuclear YAP accumulation was also found to be significant in MDA-MB-

468 and MCF7 breast cancer cells upon 300 and 500 mM MG treatments (Figure 2—figure supple-

ment 1A,B,D, and E). We obtained similar results in all three cell lines using a second antibody spe-

cifically directed against YAP (Figure 2—figure supplement 2A,B and C). We next showed that

TAZ, the YAP paralog in mammalian cells, was modulated in the same way in breast cancer cells

under MG treatment (Figure 2—figure supplement 3). Analysis of total YAP and TAZ expression

using Western blot further demonstrated their increase in MG-treated cancer cells (Figure 2C and

Figure 2—figure supplement 1C and F). A decreased or a stable cytoplasmic P-YAP (S127 and

S381) level was observed and was consistent with nuclear YAP accumulation upon MG treatment

(Figure 2C and Figure 2—figure supplement 1C and F). YAP mRNA levels were not significantly

changed upon MG treatment in the three breast cancer cell lines (Figure 2—figure supplement

1G).

Data gathered so far indicates that MG favors YAP persistence in cancer cells. Next, we asked

whether the blockade of MG-mediated carbonyl stress using carnosine, a known MG scavenger

(Hipkiss and Chana, 1998), could abolish these effects. When MDA-MB-231 cells were concomi-

tantly treated with MG and carnosine, YAP cellular accumulation in high-density cultures was signifi-

cantly returned to untreated cells basal level (Figure 2D and E) indicating that YAP persistence in

confluent cells directly or indirectly resulted from MG-mediated carbonyl stress. Carnosine alone did

not affect significantly cellular YAP immunodetection. After we have validated exogenous MG

effects, we used 2 strategies in order to assess high endogenous MG impact on YAP in breast cancer

cells: (a) inhibition of GLO1, the main MG-detoxifying enzyme and (b) high-glucose culture

condition.

High endogenous methylglyoxal induces nuclear YAP accumulation in
breast cancer cells
First, GLO1 inhibition was achieved by the use of siRNAs on one hand and the use of S-p-bromoben-

zylglutathione cyclopentyl diester (BBGC), an effective Glo1 inhibitor on the other hand

[Tikellis et al., 2014). MBo, a specific fluorescent sensor for MG in live cells [Wang et al., 2013),

demonstrated endogenous MG increase upon Glo1 expression inhibition and BBGC treatment in

MDA-MB-231 cells (Figure 3A). Consistent with exogenous MG treatment experiments, both GLO1-

depleted and BBGC-treated MDA-MB-231 cells (Figure 3A and B) displayed nuclear YAP
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Figure 2. Methylglyoxal induces YAP persistence in confluent breast cancer cells. (A) Immunofluorescence (IF) staining shows that YAP (Santa Cruz

antibody, H125) is mainly localized in the nucleus at low cellular density (Sparse) and is weakly detectable at high cellular density (Confluent) in MDA-

MB-231 cells. In contrast, cells treated with increasing doses of MG until they reach confluence showed significant YAP cellular accumulation. Zoomed

pictures are shown where indicated. Magnification 630x. Data are representative of three independent experiments. (B) Quantification of panel A

experiment reports the intensity of YAP staining that colocalized with DAPI staining as described in ’Materials and methods’ section. Nuclear YAP IF

staining intensity shows a significant dose-dependent increase in presence of MG. Data were analyzed using one-way ANOVA followed by Dunnett

post-test and shown as the mean values ± SEM of three independent experiments. (C) YAP, P-YAP (S127 and S381) and TAZ expression in MDA-MB-231

cells treated with MG (300 mM) until they reached confluence using western blot. Immunoblot data were quantified by densitometric analysis and

normalized for b-actin. Numbers represent fold increase relative to the condition shown with bold number. (D) MDA-MB-231 cells cultured until they

reached high density and treated concomitantly with MG (300 mM) and carnosine (10 mM), a MG scavenger, impeded cellular accumulation of YAP.

Magnification 630x. Data are representative of three independent experiments. (E) Quantification of panel D experiment. Data were analyzed using

one-way ANOVA followed by Bonferroni post-test and are shown as the mean values ± SEM of three independent experiments. *p<0.05, **p<0.01,

***p<0.001 and ns = not significant.

DOI: 10.7554/eLife.19375.003

The following figure supplements are available for figure 2:

Figure supplement 1. Methylglyoxal induces YAP accumulation in confluent breast cancer cells.

DOI: 10.7554/eLife.19375.004

Figure supplement 2. Methylglyoxal induces YAP accumulation in confluent breast cancer cells.

DOI: 10.7554/eLife.19375.005

Figure 2 continued on next page
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persistence in high-density cultures. Similar results were obtained under both conditions in MDA-

MB-468 cells (Figure 3—figure supplement 1A and B). Efficient GLO1 silencing in breast cancer

cells was assessed by Glo1 immunoblotting (Figure 3—figure supplement 1C and D). Altogether,

these results showed that MG stress maintained detectable YAP nuclear levels in confluent breast

cancer cells.

Second, we cultured MDA-MB-231 (highly glycolytic) and MCF7 (low glycolytic) cells in low- and

high-glucose medium. Lactate measurement using 1H-NMR showed that MDA-MB-231 cells signifi-

cantly increased their glycolytic activity when cultured in high glucose compared to low glucose

(Figure 3C). In these cells, high-glucose culture induced elevated endogenous MG level that was

assessed using both FACS detection of MBo fluorescent probe (Figure 3D) and LC-MS/MS quantifi-

cation (Figure 3E). Similar results were observed in the other highly glycolytic breast cancer cell line,

MDA-MB-468 (Figure 3—figure supplement 1E–G). As expected, low glycolytic MCF7 cells used

for comparison did not react to high-glucose culture condition and kept stable lactate (Figure 3C).

More importantly, MCF7 cells showed stable MG levels (Figure 3D and E) thus pointing for the first

time to MG increase as a specific response of glycolytic cancer cells to glucose stimulus. After having

validated the response of breast cancer cells to high glucose, we next asked whether YAP and TAZ

nuclear persistence occurred under glucose-induced elevated endogenous MG levels. MDA-MB-231

and MDA-MB-468 cells cultured to confluence in high glucose demonstrated positive nuclear YAP

and TAZ staining (Figure 3F and G and Figure 3—figure supplement 1H and I; and Figure 3—fig-

ure supplement 2) when compared with cells cultured in low glucose. Next, we reasoned that the

inhibition of the glycolytic flux using the glycolysis inhibitor 2-deoxyglucose (2-DG) would reverse

this effect. We first validated the decrease of lactate and MG production upon 2-DG treatment using
1H-NMR and FACS detection of MBo fluorescent probe, respectively (Figure 3—figure supplement

3A and B). As expected, YAP accumulation was not detectable in high-glucose MDA-MB-231 and

MDA-MB-468 cells treated with 2-DG just like in low-glucose cultured cells (Figure 3—figure sup-

plement 3C and D).

As expected from their stable glycolytic rate and unaffected MG level (Figure 3C,D and E), we

did not observe any significant persistence of YAP and TAZ in MCF7 breast cancer cells

(Figure 3H and I and Figure 3—figure supplement 2). It is noteworthy that MCF7 cells are able to

induce YAP accumulation in response to an exogenous MG supply (Figure 2—figure supplement 1)

suggesting that low glycolytic cells could be stimulated in a high MG environment created by neigh-

boring cells for example and this, independently of their own glycolytic flux.

Finally, the observed effects of endogenous high MG levels on YAP were significantly reversed

using 2 MG scavengers, carnosine and aminoguanidine in MDA-MB-231 cells (Figure 3—figure sup-

plement 4). Altogether, these data demonstrate that the glycolytic switch in cancer cells is accompa-

nied by high MG levels and YAP nuclear persistence thus establishing a new link between glucose

utilization, MG stress and YAP regulation in cancer cells.

MG induces YAP co-transcriptional activity in breast cancer cells
We next explored the functional relevance of MG-mediated nuclear accumulation of YAP in breast

cancer cells. For this purpose, we used two shRNAs specifically directed against GLO1 to stably

induce high endogenous MG stress in MDA-MB-231 breast cancer cells. Efficient GLO1 silencing

(shRNAs #1 and #2) at the mRNA and protein levels and decreased Glo1 activity were validated in

stably depleted clones (Figure 4A,B and C, respectively). As expected, GLO1-depleted MDA-MB-

231 cells showed YAP and TAZ accumulation in high-cell-density cultures when compared to control

cells (Figure 4D and E and Figure 4—figure supplement 1A). Consistently, this effect was signifi-

cantly reversed using carnosine and aminoguanidine MG scavengers (Figure 4—figure supplement

1B). Stably depleted GLO1 MDA-MB-231 cells were used to assess YAP target genes expression

based on a previously established gene signature denoting YAP/TAZ activity (Zhao et al., 2008;

Cordenonsi et al., 2011; Dupont et al., 2011; Zhang et al., 2009). Among the 14 targets tested

Figure 2 continued

Figure supplement 3. Methylglyoxal induces TAZ accumulation in confluent breast cancer cells.

DOI: 10.7554/eLife.19375.006
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Figure 3. High endogenous MG induces YAP nuclear accumulation in breast cancer cells. (A) Detection of MG was performed using MBo specific

fluorescent probe, as described in Materials and Methods section, and showed MG cellular increase in MDA-MB-231 cells that were GLO1-depleted

using siRNAs (siGLO1#1 and #2) or treated with BBGC Glo1 activity inhibitor. Upon GLO1 silencing/inhibition, MDA-MB-231 cells displayed more YAP

(Santa Cruz antibody, H125) than control cells (siGl3 and BBGC 0 mM, respectively). Magnification 630x. Data are representative of three independent

Figure 3 continued on next page
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and known to be regulated positively by YAP, we found that 8 genes, including CTGF gene, showed

a significant increase at the mRNA level in GLO1 depleted cells when compared to control

(Figure 5A). Importantly, knock-down of YAP using siRNA transfection reversed, at least in part, the

expression of all the evaluated genes thus establishing the link between YAP target genes expres-

sion and GLO1 status in cancer cells. Efficient YAP silencing in GLO1-depleted MDA-MB-231 is

shown in Figure 5—figure supplement 1A. This result led us to search for a statistical association

between YAP and GLO1 expression levels using a gene expression dataset of 103 primary mammary

tumors (Iwamoto et al., 2011). However, global YAP expression did not show any significant corre-

lation with GLO1. We reasoned that YAP activity, rather than its total expression level, would better

reflect YAP nuclear accumulation related to MG stress. Indeed, we found that the expression of YAP

target genes and GLO1 showed a significant inverse correlation in breast cancer patients. Top 12

genes that displayed the highest Rp Pearson correlation coefficient are reported in Figure 5—figure

supplement 1B. These data indicate that high carbonyl stress driven by low GLO1 expression in

human malignant mammary tumors is significantly associated with an elevated YAP activity.

Data gathered so far indicate that MG favors YAP activity in cancer cells. In order to assess more

concretely the impact of MG stress on breast cancer cells through YAP activation, we next focused

on CTGF gene expression, a well-described YAP transcriptional target (Zhao et al., 2008) that has

been linked to YAP pro-growth and tumorigenic functions. We performed chromatin IP assays to

assess the presence of YAP at CTGF promoter in both sparse and confluent MDA-MB-231 cells. In

low-density cultured cells, YAP was bound to CTGF promoter, whereas in confluent cells, YAP was

not detectable which is consistent with YAP absence in the nucleus of high-density cells. In contrast,

YAP was found at CTGF promoter in MG-treated confluent cells at a comparable level to that in

sparse cells (Figure 5B). Immunoblot of YAP IP loading is shown in Figure 5—figure supplement

2A CTGF mRNA level was not significantly affected by MG treatment in MDA-MB-231 cells

(Figure 5C). Smad2/3 collaborate with TEAD and YAP to form an active transcriptional complex at

CTGF promoter in breast cancer cells (Hiemer et al., 2014; Fujii et al., 2012). MDA-MB-231 cells

cultured in presence of MG and treated with TGF-b (2.5 ng/ml) responded by a two-fold increase of

CTGF mRNA level compared to TGF-b alone confirming the requirement of TGF-b pathway activa-

tion for MG-mediated induction of CTGF expression (Figure 5C). Smad2 and Smad3 phosphoryla-

tion following TGF-b treatment in MDA-MB-231 cells was not affected by MG treatment (Figure 5—

figure supplement 2B) indicating that CTGF up-regulation was linked to YAP accumulation in

Figure 3 continued

experiments. (B) Quantification of panel A experiment reports the intensity of YAP staining that colocalized with DAPI staining as described in Materials

and Methods section for GLO1 silencing and BBGC conditions. Data were analyzed using one-way ANOVA followed by Dunnett post-test and shown

as the mean values ± SEM of three independent experiments. (C) Lactate level measured using 1H-NMR increased in highly glycolytic MDA-MB-231

cells cultured in high glucose (HG) compared to low glucose (LG) while MCF7 low glycolytic cells did not. (D and E) MG quantification using both FACS

MBo mean fluorescence intensity (MFI) and LC-MS/MS analysis on conditioned medium in the indicated conditions as described under ’Materials and

methods’ section. MDA-MB-231 cells significantly increased their MG production in HG when compared to MCF7. (F and H) MG detection and YAP

immunofluorescence staining (Santa Cruz antibody, H125) in the indicated breast cancer cell line cultured in low- and high-glucose medium.

Magnification 630x. Zoomed pictures are shown for high-glucose condition. Data are representative of three independent experiments. (G and I)

Quantification of F and H panels, respectively. Data shown in C, D, E, G, and I. were analyzed using unpaired Student’s t test for each cell line

independently and shown as the mean values ± SEM of three independent experiments. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 and ns = not significant.

DOI: 10.7554/eLife.19375.007

The following figure supplements are available for figure 3:

Figure supplement 1. High endogenous MG induces YAP localization in breast cancer cells.

DOI: 10.7554/eLife.19375.008

Figure supplement 2. High endogenous MG induces TAZ localization in breast cancer cells.

DOI: 10.7554/eLife.19375.009

Figure supplement 3. Inhibition of glycolysis by treatment with 2-Deoxyglucose (2-DG) reverses YAP accumulation in MDA-MB-231 and MDA-MB-468

cells cultured in high-glucose medium.

DOI: 10.7554/eLife.19375.010

Figure supplement 4. Carnosine and aminoguanidine MG scavengers reverse YAP accumulation in MDA-MB-231 cells cultured in high-glucose

medium.

DOI: 10.7554/eLife.19375.011
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presence of active TGF-b pathway effectors. In agreement with this deduction, we showed that YAP

silencing prevented MG-mediated CTGF mRNA induction in presence of TGF-b in confluent MDA-

MB-231 cells (Figure 5D). Efficient YAP silencing was shown at the mRNA (Figure 5—figure supple-

ment 2C) and protein (Figure 5—figure supplement 2D) levels.

Association with TEAD transcription factors is essential in mediating YAP-dependent gene

expression (Zhao et al., 2008). As shown in Figure 5E and Figure 5—figure supplement 2E, YAP

Figure 4. YAP cellular accumulation in shGLO1 MDA-MB-231 clones. (A) GLO1 mRNA, (B) protein and (C) activity level in MDA-MB-231 shNT control

and shGLO1#1 and #2. (D) YAP immunofluorescence (Santa Cruz antibody, H125) in MDA-MB-231 silenced for GLO1 (shGLO1#1 and #2) cultured from

low to high density. Detection of MG was performed using MBo-specific fluorescent probe. Data are representative of three independent experiments.

Magnification 630x. Zoomed pictures are shown when indicated. (E) Quantification of nuclear YAP corresponding to D experiment. All data were

analyzed using one-way ANOVA followed by Dunnett post-test and shown as the mean values ± SEM of at least three independent experiments.

*p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001.

DOI: 10.7554/eLife.19375.012

The following figure supplement is available for figure 4:

Figure supplement 1. Carnosine and aminoguanidine MG scavengers reverse YAP accumulation in GLO1-depleted MDA-MB-231.

DOI: 10.7554/eLife.19375.013
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Figure 5. MG induces YAP co-transcriptional activity in breast cancer cells. (A) Stable knockdown of GLO1 (shGLO1#2) in MDA-MB-231 results in

upregulation of several YAP target genes (ANKFN1, RIMS3, KCNK1, EMP2, OSBP2, IRAK3, WTN5A and CTGF) at the mRNA level as assessed by qRT-

PCR. Silencing of YAP using two independent siRNAs (siYAP#1 and #2, 48 hr post-transfection) significantly reversed YAP target genes induction in

GLO1 depleted cells. Data were analyzed using two-way ANOVA followed by Bonferroni post-test and shown as the mean values ± SD of one

Figure 5 continued on next page
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and TEAD1 co-localized in MG-treated confluent MDA-MB-231 cells, and in sparse cultured cells

used as positive control, whereas this co-localization was not detected in untreated confluent cells.

YAP activation stimulates cancer cell growth. We next challenged cell proliferation induced by MG

stress in GLO1 depleted MDA-MB-231 cells. The time course of GLO1-depleted cells proliferation

showed a marked difference compared to control cells (Figure 5—figure supplement 2F). At 72 hr,

this increase in cell proliferation was significantly abrogated upon YAP silencing indicating that it is

required to sustain MG-induced pro-growth effect (Figure 5F). Western blotting demonstrated both

YAP increase upon GLO1 silencing and efficient YAP silencing (Figure 5G).

YAP/TAZ have been previously reported to promote EMT in human breast epithelial cells

(Lei et al., 2008; Overholtzer et al., 2006). To test whether MG-induced YAP activation launched

EMT in breast cancer cells, immunoblotting was performed to examine the expression of well-char-

acterized EMT markers. We observed an increase of vimentin and a decrease of E-cadherin expres-

sion, attesting of an EMT process in MDA-MB-468 cells treated with MG (Figure 5—figure

supplement 3A). Next, we observed by immunofluorescence that E-cadherin network was disrupted

in MG-treated cells (Figure 5—figure supplement 3B). Consistent with EMT induction, MG-treated

MDA-MB-468 cells showed an enhanced migration potential that was efficiently reversed to basal

level upon YAP silencing (Figure 5—figure supplement 3C and D).

MG favors LATS1 kinase degradation through the proteasome in breast
cancer cells
To gain insight into possible mechanisms by which MG regulates YAP activity, we first considered

that YAP could be a direct target of MG glycation. However, MG-adducts immunoprecipitation in

MDA-MB-231 treated with MG did not allow western blot detection of YAP (data not shown).

LATS1/2 are the main upstream Hippo pathway kinases that phosphorylate YAP, thus preventing its

nuclear translocation and oncogenic activity (Figure 6A). We hypothesized that MG-mediated sus-

tained YAP nuclear localization could be related to a relaxed LATS1/2 control notably due to its

decreased expression. We demonstrated by Western blotting that LATS1, and not LATS2, was sig-

nificantly decreased upon MG treatment (300 and 500 mM) in both glycolytic MDA-MB-231 and

MDA-MB-468 and non-glycolytic MCF7 breast cancer cells (Figure 6B). LATS1 mRNA levels were

not affected by MG in the three breast cancer cell lines (Figure 6—figure supplement 1A). A previ-

ous study has shown that LATS1 kinase degradation occurs through polyubiquitination and the

Figure 5 continued

representative experiment (n = 4). (B) Chromatin immunoprecipitation of YAP at the CTGF promoter in sparse and confluent MDA-MB-231 cells treated

or not with MG. TEAD PCR primers, and not control primers, target TEAD binding site on CTGF promoter (see sequences under ’Materials and

methods’ section). The use of TEAD primers indicated that YAP was present at the CTGF promoter in sparse cells (positive control) and in confluent

MG-treated cells when compared to untreated confluent cells. Data were analyzed using one-way ANOVA followed by Newman-Keuls post-test and

shown as the mean values ± SEM of three independent experiments. (C) CTGF mRNA level assessed by qRT-PCR in MDA-MB-231 cells treated with

MG 300 mM until confluence and then with TGFb 2.5 ng/ml during 2 hr. Data were analyzed using two-way ANOVA followed by Bonferroni post-test

and shown as the mean values ± SEM of five independent experiments. (D) MG-mediated CTGF induction in presence of TGFb is not observed upon

YAP silencing (siYAP#1 and #2) when compared to control (siGl3) cells. Data were analyzed using two-way ANOVA followed by Bonferroni post-test and

shown as the mean values ± SEM of three independent experiments. (E) YAP (Santa Cruz antibody, H125) and TEAD1 IF co-localization in MDA-MB-231

cells cultured under low (Sparse) density used as positive control and in high-density cultured cells (Confluent) in presence of MG. Magnification 630x.

Data are representative of three independent experiments. (F) DNA quantification assay showing an increased proliferation of GLO1-silenced MDA-MB-

231 (shGLO1#1 and #2) compared to control (shNT) at 72 hr. Silencing of YAP (siYAP#1 and #2) reversed this effect. Data were analyzed using two-way

ANOVA followed by Bonferroni post-test and shown as the mean values ± SEM of four independent experiments. (G) Validation of YAP silencing by

Western blot in MDA-MB-231 shGLO1 cells after 72 hr related to panel F and Figure 5—figure supplement 2F. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 and

ns = not significant.

DOI: 10.7554/eLife.19375.014

The following figure supplements are available for figure 5:

Figure supplement 1. Inverse correlation between GLO1 and YAP target genes expression.

DOI: 10.7554/eLife.19375.015

Figure supplement 2. MG induces YAP co-transcriptional activity in breast cancer cells.

DOI: 10.7554/eLife.19375.016

Figure supplement 3. MG increases YAP-mediated migratory potential in breast cancer cells.

DOI: 10.7554/eLife.19375.017
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Figure 6. MG induces LATS1 kinase decrease in breast cancer cells. (A) Schematic representation of the Hippo pathway focused on MST1/2 and

LATS1/2 kinases control of nuclear-cytoplasmic shuttling of YAP co-transcription factor. (B) LATS1, LATS2, MST1 and MST2 expression in MDA-MB-231,

MDA-MB468 and MCF7 cells treated with MG (300 and 500 mM) in presence of increasing concentrations of MG132 proteasome inhibitor during 6 hr

using Western blot. Ubiquitin immunoblot were performed to validate proteasome inhibition by MG132. Immunoblot data were quantified by

Figure 6 continued on next page
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proteasome pathway in breast cancer cells (He et al., 2016). In good accordance, the treatment of

breast cancer cells with MG132 proteasome inhibitor induced LATS1 increase (Figure 6B). Next, we

verified whether MG favored LATS1 decrease through proteasome degradation. As shown in

Figure 6B, the use of MG132 proteasome inhibitor reverted MG-induced LATS1 decrease. Next, we

explored whether LATS1 decrease could explain, at least in part, the sustained YAP nuclear localiza-

tion induced by MG. Accordingly, when we overexpressed LATS1, we were able to revert MG

effects on YAP accumulation as assessed by immunofluorescence using two anti-YAP antibodies in

MDA-MB-231 cells (Figure 6C and Figure 6—figure supplement 1B), and in the other breast cancer

cell lines analyzed (Figure 6—figure supplement 1C and D). LATS1 overexpression is shown using

anti-Flag and anti-LATS1 antibodies (Figure 6—figure supplement 1E). Data gathered so far indi-

cate that MG decreases LATS1 expression in breast cancer cells, through the proteasome, which

leads to sustained activity of YAP in the nucleus.

MG induces post-translational glycation of Hsp90 and affects its
chaperone activity on LATS1
To explore further MG mechanism of action on LATS1, we first excluded the possibility of (a) an

interference of MG with the expression of Mst1/2 kinases directly upstream of LATS1 along the

Hippo pathway (Figure 6B) and (b) a direct glycation of LATS1 by MG using immunoprecipitation

technique (data not shown). Then, we got interested in LATS1 as a client of Hsp90 chaperone pro-

tein (Huntoon et al., 2010). Indeed, LATS1 kinase expression level and activity are dependent on its

stabilization by Hsp90. 17-AAG, a potent Hsp90 inhibitor, disrupts LATS1 tumor suppressor activity

in human cancer cells (Huntoon et al., 2010). HSP90 mRNA level was not modulated by MG treat-

ment in breast cancer cells (Figure 7—figure supplement 1A). Therefore, we sought to explore

whether MG could modify Hsp90, thus indirectly impacting on LATS1 stability and degradation. The

incubation of human recombinant Hsp90 with MG followed by MS analysis revealed the modification

of several lysine and arginine residues notably yielding to the formation of carboxyethyllysine (CEL)

and argpyrimidine/hydroimidazolone adducts, respectively (Figure 7—source data 1). Next, we

examined whether endogenous MG-modified Hsp90 could be detected in MG-treated MDA-MB-

231 cells. Immunoprecipitation of MG-treated MDA-MB-231 extracts using anti-argpyrimidine MG

adducts and followed by Hsp90 immunoblot analysis allowed us to detect a basal level of glycated

Hsp90 in MDA-MB-231 glycolytic cells that was further enhanced upon MG treatment (Figure 7A).

Hsp27, which is recognized as a major MG target in cancer cells, was also efficiently detected in arg-

pyrimidine immunoprecipitates (Figure 7A). Consistently, the reverse IP experiment using an anti-

Hsp90 antibody allowed the detection of both argpyrimidine and hydroimidazolone MG-adducts of

the expected molecular weight in MG treated cells (Figure 7B). Argpyrimidine immunoprecipitates

subjected to MS analysis revealed the presence of modified Hsp90 on several residues (Figure 7—

source data 2). Glycation hot spots observed on exogenous and/or endogenous Hsp90 are summa-

rized in Figure 7C and detailed amino acid sequence is provided in Figure 7—figure supplement

1B The mapping of MG modifications on Hsp90 amino-acid sequence indicated that functionally

important domains involved in both substrate/co-chaperone and ATP binding showed several gly-

cated residues (Figure 7C) suggesting that Hsp90 activity could be affected. Recombinant human

Hsp90 (rhHsp90) was effectively modified by MG and was protected by carnosine MG-scavenger as

assessed using both anti-argpyrimidine and anti-hydroimidazolone antibodies in Western blot

experiments (Figure 7D). Using an in vitro enzymatic assay, MG decreased rhHsp90 activity to an

extent that was comparable to that seen using 17-AAG (Figure 7E). Incubation of rhHsp90 with MG

in presence of carnosine efficiently reversed this effect indicating for the first time that direct MG

Figure 6 continued

densitometric analysis and normalized for b-actin. Numbers represent fold increase relative to the condition shown with bold number. (C) YAP

immunofluorescence (Santa Cruz antibody, H125) in MDA-MB-231 cells transiently transfected with LATS1 expression vector (+) or empty vector used as

control (-) and then treated with MG (300 mM) until confluence. All data are representative of three independent experiments.

DOI: 10.7554/eLife.19375.018

The following figure supplement is available for figure 6:

Figure supplement 1. MG leads to YAP cellular accumulation through LATS1 expression decrease.

DOI: 10.7554/eLife.19375.019
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Figure 7. MG induces Hsp90 post-translational glycation in breast cancer cells. (A) Immunoprecipitation of MG adducts on MG-treated MDA-MB-231

cells (300 mM, 6 hr) using a specific anti-argpyrimidine monoclonal antibody. Mouse immunoglobulins (IgG) were used as control. Total cell lysates

(Input) and immunoprecipitates (IP) were immunoblotted for argpyrimidine, Hsp90 and Hsp27. (B) Under the same conditions as in A, MDA-MB-231 cell

lysates were immunoprecipitated using anti-Hsp90. Inputs and IPs were immunoblotted using Hsp90 antibody and two specific antibodies directed

against MG-adducts (argpyrimidine and hydroimidazolone MG-H). (C) Schematic representation of Hsp90 protein domains where hot spots (*) of

endogenously and/or exogenously MG-modified residues are indicated. See also detailed amino acid sequence in Figure 7—figure supplement 1B.

(D) Western blot analysis using the indicated antibodies on recombinant human Hsp90 (rhHsp90) incubated in presence of MG ± carnosine (10 mM) or

17-AAG Hsp90 inhibitor (1 mM) during 24 hr. (E) Hsp90 ATPase activity was decreased after incubation with MG or 17-AAG. This effect is efficiently

blocked in presence of carnosine MG scavenger. Data were analyzed using two-way ANOVA followed by Bonferroni post-test and shown as the mean

values ± SEM of five independent experiments. *p<0.05 and **p<0.01. (F) Co-immunoprecipitation of LATS1 and Hsp90 from MDA-MB-231 cells

treated with MG 300 mM during 24 hr reveals a decreased interaction between the two proteins. Immunoblot data were quantified by densitometric

analysis and normalized for b-actin. Numbers represent fold increase relative to the condition shown with bold number. All data are representative of

three independent experiments.

DOI: 10.7554/eLife.19375.020

The following source data and figure supplement are available for figure 7:

Source data 1. MG modifications on human recombinant Hsp90.

DOI: 10.7554/eLife.19375.021

Source data 2. MG modifications on endogenous Hsp90.

DOI: 10.7554/eLife.19375.022

Figure supplement 1. MG induces Hsp90 post-translational glycation.

DOI: 10.7554/eLife.19375.023
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glycation of Hsp90 affects its ATPase activity (Figure 7E). Furthermore, both MG and 17-AAG

decreased LATS1 expression in the three breast cancer cell lines under study (Figure 7—figure sup-

plement 1C). Next, we further documented LATS1 binding to Hsp90 in the context of MG treat-

ment. LATS1 immunoprecipitates contained detectable Hsp90 however this interaction was

disrupted in presence of MG in MDA-MB-231 cells (Figure 7F). Collectively, our findings show that

MG relieves LATS1 control on YAP nuclear localization through a mechanism identifying for the first

time MG-mediated post-translational glycation and inactivation of Hsp90 in cancer cells.

GLO1-depleted breast cancer cells show an increased tumorigenic and
metastatic potential in a mouse xenograft model
Data gathered so far indicate that MG stress favors sustained YAP pro-proliferative and pro-migra-

tory activity in breast cancer cells. Next, we explored the biological relevance of this observation for

tumor growth and metastases development. Stably GLO1-depleted MDA-MB-231 cells that were

grafted subcutaneously in mice showed an increased tumor weight and volume that reached signifi-

cance for shGLO1#2-silenced clones (Figure 8A). Further exploration of shGLO1 experimental

tumors using immunoblotting revealed the effective in vivo induction of argpyrimidine adducts and a

strong inverse relationship between GLO1 silencing and total YAP expression (Figure 8B and C). In

GLO1-silenced experimental tumors, we further demonstrated a specific increase of YAP in the

nucleus of tumor cells using immunohistochemistry (Figure 8D and E). Elevated proportion of Ki67

positive cells in shGLO1 tumors sustained the observed increased tumor growth, as shown and

scored in Figure 8D and E, respectively. In order to explore further the association between high

MG, YAP activity and tumor growth, we used the in vivo chicken chorioallantoic membrane assay

(CAM). Grafted GLO1-depleted cells on the CAM showed increased growth as assessed by the mea-

sure of tumor volume and compared to control cells (Figure 8F and G). Remarkably, YAP knock-

down with two independent siRNAs further demonstrated the causative role of YAP in MG-induced

tumor growth. Indeed, YAP silencing in shGLO1 cells efficiently reverted tumor growth to control

levels (Figure 8F and G). As shown on mice experimental tumors, we observed significant YAP

nuclear localization in CAM shGLO1 tumors (Figure 8H and I). YAP silencing was maintained for the

entire duration of the CAM assay experiment (Figure 8—figure supplement 1).

Following the assessment of GLO1-silencing impact on tumor growth, we next evaluated the met-

astatic behavior of GLO1-depleted breast cancer cells. After surgical removal of the primary tumors,

the mice were followed for metastases development during an additional period of 6 weeks. The fol-

low-up of the mice showed that lung metastases were detectable already after 3 weeks in GLO1-

depleted conditions but not in control condition. After 6 weeks post-tumor removal, metastasized

tumors were observed in the lungs of GLO1-depleted mice (68%) when compared to control (20%).

To evaluate further lung colonization, we performed human vimentin immunohistochemical detec-

tion that revealed a significant increase of both number and size of metastatic foci in GLO1-depleted

condition (Figure 9A), as quantified in Figure 9B. Using serial sections, we assessed efficient GLO1

depletion on the same metastatic foci (Figure 9A). These data demonstrate that breast cancer cells

undergoing a carbonyl stress show enhanced growth and metastatic capacity thus highlighting an

unexpected pro-tumoral role for MG endogenous accumulation. Finally, to better assess the impor-

tance of MG stress on metastatic dissemination, shGLO1 mice received carnosine (10 mM) in drink-

ing water from the day of primary tumor removal until the end of the experiment (during 6 weeks).

We observed a significant decrease of lung colonization in shGLO1 mice treated with carnosine

when compared with control mice (Figure 9C and D). Collectively, our data indicate that the pro-

cancer effects of carbonyl stress unveiled here are tightly associated with YAP enhanced activity and

can be efficiently blocked using a MG scavenger.

Discussion
Cancer cell metabolism is characterized by an enhanced uptake and utilization of glucose through

aerobic glycolysis. This overactive metabolism switch leads unavoidably to the formation of potent

glycating agents such as MG. However, the concept of a causal relationship between non-enzymatic

glycation and cancer progression is still in its early days. Here, we demonstrate that MG-mediated

carbonyl stress interferes with LATS1 kinase, without affecting LATS2 and Mst1/2 kinases, to induce

sustained YAP and TAZ nuclear localization. The hypermethylation of the promoter region of LATS1
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Figure 8. GLO1-depleted breast cancer cells show an increased tumorigenic potential in vivo. (A) MDA-MB-231 shGLO1#1 and #2 and control shNT

cells were injected subcutaneously in NOD-SCID mice (15 mice/group). After 4 weeks, primary tumors were surgically removed and weighed. Tumor

weight (mg) and volume (mm3) were analyzed using one-way ANOVA followed by Dunnett post-test and shown as the mean values ± SEM. (B) Western

blot detection of argpyrimidine, Glo1 and YAP in five representative experimental primary tumors. b-actin is used for normalization. (C) Quantification

Figure 8 continued on next page
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Figure 8 continued

of the western blot shown in panel B. Data were analyzed using one-way ANOVA followed by Dunnett post-test and shown as the mean values ± SEM.

(D) Representative YAP and Ki67 IHC staining in experimental primary tumors. (E) Quantification of IHC shown in panel D. Each dot represents one case

and bars represent mean ± SEM. Data were analyzed using one-way ANOVA Kruskal-Wallis test followed by Dunn post-test (YAP) and one-way ANOVA

followed by Dunnett post-test (Ki67). (F) GLO1-depleted MDA-MB-231 (shGLO1#2) and control shNT cells were transfected with YAP siRNAs (siYAP#1

and 2) and grown on the chicken chorioallantoic membrane (CAM). After 7 days, tumors were collected and measured. Top and profile views of

representative experimental CAM tumors are shown. (G) Tumor volumes (4 tumors/condition) were analyzed using two-way ANOVA followed by

Bonferroni post-test and shown as the mean values ± SEM. (H) Representative YAP immunostaining on GLO1-depleted CAM experimental tumors. (I)

Quantification of nuclear YAP IHC shown in panel F. Each dot represents one case and bars represent mean ± SEM. Data were analyzed using Mann

Whitney t test. *p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001.

DOI: 10.7554/eLife.19375.024

The following figure supplement is available for figure 8:

Figure supplement 1. GLO1-depleted breast cancer cells show an increased tumorigenic potential in vivo.

DOI: 10.7554/eLife.19375.025

Figure 9. GLO1-depleted breast cancer cells show an increased metastatic potential in a mouse xenograft model. (A) MDA-MB-231 shGLO1#1 and #2

and control shNT cells were injected subcutaneously in NOD-SCID mice. After 4 weeks, primary tumors were surgically removed. Six weeks after tumor

removal, mice were sacrificed and lungs were collected. We had to ethically sacrifice two mice in both shGLO1#1 and #2 groups before the end of the

experiment. Representative human vimentin IHC highlights lung metastatic tumor lesions. Adjacent serial sections were used to perform Glo1 IHC

staining. (B) Quantification of number and size of vimentin positive foci on whole lung sections. Data were analyzed using two-way ANOVA followed by

Newman Keuls or Bonferroni post-test and shown as the mean values ± SEM. The number of mice per group is indicated on the graph. (C) MDA-MB-

231 shGLO1#1 cells were injected subcutaneously in NOD-SCID mice (5 mice/group). After 4 weeks, primary tumors were surgically removed and mice

were treated with carnosine (10 mM) in drinking water. Six weeks after tumor removal, mice were sacrificed and lungs were collected. Human vimentin

IHC staining of whole lung sections highlights metastatic tumor lesions. Magnification 100x. (D) Quantification of vimentin-positive foci on whole lung

sections. Data were analyzed using unpaired student’s t test and shown as the mean values ± SEM. *p<0.05 and **p<0.01.

DOI: 10.7554/eLife.19375.026
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gene (50% of breast tumors) is associated with an aggressive breast cancer phenotype and poor sur-

vival (Takahashi et al., 2005). We show in this study that LATS1 proteasomal degradation is favored

in presence of MG thus bringing to light a new concept according to which MG stress could directly

and/or indirectly participate to the control of tumor suppressor genes in cancer cells without affect-

ing their transcriptional rate.

YAP is regulated by diverse mechanisms including microenvironmental factors (cell crowding and

ECM stiffness) and extracellular signaling (G-coupled receptors) (for review [Moroishi et al., 2015]).

Our study meets a new trend of thoughts proposing that energy metabolism is an additional

upstream signal that regulates YAP oncogenic activity. Three independent studies recently estab-

lished a link between the Hippo-YAP pathway and cellular energy stress using a glucose deprivation

strategy (DeRan et al., 2014; Mo et al., 2015; Wang et al., 2015). These studies are in agreement

that under low-glucose condition an AMPK-LATS1 axis inhibits YAP activity. Enzo and collaborators

(Enzo et al., 2015) have recently demonstrated that aerobic glycolysis impacts on YAP/TAZ tran-

scriptional activity through a mechanism involving phosphofructokinase 1 binding to TEAD transcrip-

tion factors. A recent metabolic profiling study using breast cancer progression cellular models

reported the induction of several glycolytic enzymes upon constitutive activation of YAP/TAZ factors

(Mulvihill et al., 2014). Therefore, it is tempting to speculate that MG could regulate key glycolytic

enzymes expression in a YAP-dependent manner thus creating a mutual regulatory loop where gly-

colysis-induced MG stress favors YAP activity, which in turn activates glycolysis. Considering that glu-

cose metabolism inevitably leads to MG formation, one might speculate that any signaling pathway

favoring the Warburg effect, e.g the Wnt signaling (Pate et al., 2014), will ultimately feed MG car-

bonyl stress in cancer cells.

We show for the first time that Hsp90 is post-translationally glycated by MG. Although several

post-translational modifications have been previously reported to affect Hsp90 stability and chaper-

one function, our study importantly uncovers that a natural metabolite derived from glycolysis is

involved in regulating Hsp90 in cancer cells. Quantitative glycation studies will help to determine the

proportion of Hsp90 molecules that are glycated by MG, the degree of glycation of specific residues

per molecule and to what extent Hsp90 activity is likely to be inhibited in cancer cells. Decreasing

Hsp90 client binding has been considered as an attractive anti-cancer therapy because of its role in

stabilizing the active form of a wide range of client oncoproteins and several synthetic Hsp90 inhibi-

tors are now in clinical trials (Neckers and Workman, 2012). Nevertheless, cumulative evidence

tends to prove that Hsp90-directed therapy also induces pro-cancer effects. For example, Hsp90

inhibition promotes prostate cancer growth through Src kinase activation (Yano et al., 2008) and

favors breast cancer bone metastases formation (Price et al., 2005). It is generally estimated that

over sixty percent of all cancers are glycolytic. This study showing that a glycolysis metabolite inter-

feres with Hsp90 activity even more crucially raises significant concerns about the use of Hsp90 inhib-

itors as cancer treatment. The above-mentioned tumor-promoting effects related to Hsp90

inhibition could be potentially recapitulated under MG-mediated carbonyl stress condition in cancer

cells. Consistent with this hypothesis and our data, LATS1 signalization in the Hippo pathway is ren-

dered ineffective in ovarian cancer xenograft tumors from mice treated with an Hsp90 inhibitor

(Huntoon et al., 2010).

MG is a potent cytotoxic compound and was first viewed as a potential therapeutic agent in can-

cer (Kang et al., 1996). However, the recent identification of MG-modified proteins with pro-tumori-

genic potential indicated that MG could also support tumor progression. Three independent groups

have shown that Hsp27 heat-shock protein is switched from a pro-apoptotic to an anti-apoptotic fac-

tor upon MG glycation and facilitates cancer cell evasion from caspase-dependent cell apoptosis

(van Heijst et al., 2006; Oya-Ito et al., 2011; Sakamoto et al., 2002). These data and ours point to

an important regulatory role of MG stress on Hsps which have been particularly shown to be overex-

pressed in a wide range of tumors and are associated with a poor prognosis and resistance to ther-

apy (Calderwood et al., 2006).

GLO1 appears to be a dual mediator for growth regulation in cancer as it has been described

both as an oncogene and a tumor suppressor. On one hand, the search for copy number changes

on a large set of cancer cell lines revealed that GLO1 is amplified in many types of human cancer

with breast tumors (22%) and sarcomas (17%) showing the highest rates (Santarius et al., 2010).

Most of the recent studies aimed at the inhibition of GLO1 to induce a toxic MG accumulation effec-

tively showed a decreased tumor growth. These studies generally depicted GLO1 as an amplified
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and/or overexpressed oncogene and as a bad prognosis marker in different types of malignant

tumors (Zhang et al., 2014; Cheng, 2012; Hosoda et al., 2015; Antognelli et al., 2013; Fonseca-

Sánchez et al., 2012). On the other hand, a study aimed at functionally identifying tumor suppressor

genes in liver cancer identified and validated GLO1 as a tumor suppressor gene which knockdown

using shRNAs increased tumor growth in a mouse model (Zender et al., 2008). Using stably

depleted GLO1 xenografts in vivo, we have also demonstrated the pro-tumorigenic and pro-meta-

static role of endogenous MG accumulation in breast cancer cells. These results are consistent with

(a) enhanced nuclear YAP and increased Ki67-positive proliferating cells in vivo, (b) increased YAP

oncogenic activity including the induction of growth factors expression such as CTGF and the initia-

tion of EMT process observed in vitro and (c) the positive correlation between high MG-adducts

detection and nuclear YAP in human primary mammary tumors, thus supporting the clinical rele-

vance of our findings.

Therefore, it can be expected that different cancer types, with different backgrounds and for

instance different MG detoxification rates would react differently to MG stress. Remarkably, cell lines

with GLO1 amplification (Santarius et al., 2010) or high Glo1 expression (Sakamoto et al., 2001)

are reported to be much more sensitive to Glo1 inhibitors such as BBGC than those without. Thus,

suggesting that a high Glo1 activity, putatively associated with high MG production, is necessary for

their survival. In our hands, GLO1 knockdown or inhibition using BBGC did not induce any significant

cell apoptosis and hence conferred pro-growth and pro-metastatic advantages to breast cancer

cells. These apparently controversial results could be potentially ascribed to differences in the cell

lines and animal models used. No doubt that the validation of GLO1 as a target for cancer therapy

will need a better characterization of those breast tumors that are more likely to be sensitive.

Many chemotherapeutic drugs used to treat cancer have been shown to exert their biologic activ-

ity through induction of oxidative stress. However, compelling experimental and clinical evidence

indicates that this latter is diverted by cancer cells to promote their growth and resistance to apo-

ptosis. Such promoting effect of carbonyl stress in cancer is inferred for the first time from our data

and certainly awaits more comprehensive studies before confirmation. In a non-tumoral context, MG

dual effect has been shown recently for neurons where MG is favorable to neurons development

and activity while high MG levels are toxic (Radu et al., 2012).

Elevated blood concentrations of MG have been reported in type 2 diabetic patients

(Nakayama et al., 2008) and plasma MG-derived hydroimidazolone was higher in type 1 diabetics

as compared with non diabetics (Han et al., 2009). Future studies will have to assess the potential

use of circulating MG and/or specific MG adducts as cancer biomarkers. Recent studies indicated

that cancer in diabetic patients presents with a higher incidence and a poorer prognosis than in non-

diabetic persons (Ryu et al., 2014; Xu et al., 2014). Our study hereby provides with a potential

molecular mechanism for cancer-diabetes connection. A better understanding of MG pro-cancer

effects could lead to the development of preventive and therapeutic strategies based on the scav-

enging of MG. Interestingly, both MG scavengers metformin and carnosine have been shown to

exert anti-tumoral effects (Shen et al., 2014; Giovannucci et al., 2010) and metformin proved effi-

cient to reduce systemic MG levels in diabetic patients (Beisswenger et al., 1999). DeRan and col-

laborators (DeRan et al., 2014) reported that metformin, and its more potent analog phenformin,

inhibited YAP activity through AMPK signaling. Metformin is better known as a mitochondrial com-

plex I inhibitor and a potent AMPK inducer, and it is somehow overlooked for its MG scavenging

capacities. Accordingly, it is not excluded that metformin could have also exerted, at least in part, its

inhibitory activity on YAP function through its MG scavenging properties. In support of this hypothe-

sis, we have shown that high MG stress-tumor xenografts showed a significantly lower propensity to

metastasize in animals supplemented with carnosine in their drinking water. The crucial role of glu-

cose metabolism in aggressive tumors has logically directed cancer therapy research towards the

use of anti-diabetic drugs as effective anti-cancer agents and metformin is actually tested in several

anti-cancer clinical trials (Quinn et al., 2013).

Studies using mass spectrometry and antibodies directed against MG specific AGEs are currently

underway in our laboratory in order to identify other targets of MG that will hopefully contribute to

bring to light the critical position of MG-mediated carbonyl stress in cancer.
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Materials and methods

Cell culture and reagents
Human breast cancer cell lines MDA-MB-231 and MCF7 were obtained from the American Type Cul-

ture Collection (ATCC, Rockville, MD, USA). Human breast cancer cell line MDA-MB-468 was kindly

provided by Dr. C. Gilles (Laboratory of Tumor and Development Biology, University of Liège, Bel-

gium). All cell lines were authenticated by STR profiling at the Leibniz-Institute DSMZ (Braunschweig,

Germany) and were regularly checked for mycoplasma contamination using MycoAlert Mycoplasma

Detection Kit (Lonza, Basel, Switzerland). Cells were either cultured in high-glucose DMEM (standard

glucose concentration of 4.5 g/L, Lonza) or in DMEM medium with a glucose concentration of 1 g/l

(low-glucose medium) both containing 10% fetal bovine serum (FBS, ThermoFisher Scientific, Wal-

tham, MA, USA) and 2 mM L-glutamine (Lonza). One g/l glucose level is physiological and reflects

the in vivo concentrations in human serum. Conversely, the routine culture media concentration of

4.5 g/l (high-glucose medium) corresponds to a diabetic condition. In our experimental model,

sparse cells are defined as low-glucose cultured cells seeded at low density (for example, for a 6-

well plate: MDA-MB-231, MCF7 and MDA-MB-468 were seeded at 2 � 105 cells/well). Confluent

cells were obtained by seeding the same number of cells as indicated above and cultured for 3 days

until they reached confluence. During these 3 days, cells were treated where indicated with methyl-

glyoxal (MG, cat#M0252, Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO, USA) at micromolar concentrations every

day. We excluded the presence of significant formaldehyde contamination (<3%) in MG (lot:

BCBF6939V) by NMR analysis. The natural anti-glycation dipeptide L-carnosine (C9625), the MG

scavenger aminoguanidine (396494), the proteasome inhibitor MG132 (C2211), the Hsp90 inhibitor

17-AAG (A8476) and the glycolysis inhibitor 2-deoxyglucose (2-DG, D8375) were obtained from

Sigma-Aldrich. TGF-b was obtained from Roche (Mannheim, Germany. Human recombinant Hsp90a

(rhHsp90) was obtained from Enzo Life Sciences (Farmingdale, NY, USA). S-p-bromobenzylgluta-

thione cyclopentyl diester (BBGC), a cell-permeable inhibitor of Glo1, was synthesized as previously

described (Thornalley et al., 1996). Anti-argpyrimidine antibody (mAb6B) specificity has been previ-

ously confirmed by competitive ELISA and it has been shown to not react with other MG-arginine

adducts such as 5-hydro-5-methylimidazolone and tetrahydropyrimidine (Oya et al., 1999).

Clinical tumor samples
Human breast tumor tissues (n = 87) were obtained from the Pathology Department of the Univer-

sity Hospital of Liège in agreement with ethical guidelines of the University of Liège (Belgium).

Immunohistochemistry (IHC)
Formalin-fixed paraffin embedded sections were dewaxed and rehydrated. Sections were treated

with 3% hydrogen peroxide in methanol for 30 min to block endogenous peroxidase activity. Anti-

gen retrieval was performed in 10 mM sodium citrate buffer pH6 at 95˚C for 40 min. To block non-

specific binding sites, tissues were incubated with 1.5% normal serum (Vector Laboratories, Burlin-

game, CA, USA) for 30 min. Next, they were incubated with mouse anti-Argpyrimidine (mAb6B,

1:2000), rabbit anti-YAP (Santa Cruz (Dallas, TX, USA), H125, 1:100), mouse anti-Ki67 (Dako, Agilent

Technologies, Santa Clara, CA, USA, 1:100), mouse anti-Glo1 (BioMac (Leipzig, Germany), 1:100)

and mouse anti-vimentin (Ventana, Roche, 1:4) antibodies overnight at 4˚C followed by incubation

with an anti-mouse or anti-rabbit biotinylated secondary antibody (Vector Laboratories) for 30 min at

room temperature (RT). Sections were then stained with avidin-biotin-peroxidase complex (Vectas-

tain ABC Kit, Vector Laboratories) for 30 min followed by staining with 3,3’ diaminobenzidine tetra-

chloride (DAB). Slides were finally counterstained with hematoxylin, dehydrated and mounted with

DPX (Sigma-Aldrich). Tissue sections incubated without primary antibody showed no detectable

immunoreactivity.

Evaluation of immunohistochemical staining
The immunostaining was reviewed and scored by two examiners including an anatomopathologist

(E.B). As we previously described (Waltregny et al., 1998), scoring of the staining was done accord-

ing to the intensity of the staining (0, 1+, 2+, 3+) and the percentage of positive cancer cells within

the tumor (0–25%, 25–50%, 50–75%, 75–100%). The results obtained with the two scales were
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multiplied together, yielding a single score with steps of 0, 1, 2, 3, 4, 6 and 9. For argpyrimidine

staining, scores of 0 to 2 were considered as low to intermediate staining (low/intermediate carbonyl

stress) and scores from 3 to 9 were considered as high staining (high carbonyl stress). Expression sta-

tus of YAP in tumor cells was assessed using the same scoring as described above according to YAP

cellular compartment (nucleus and cytoplasmic). Ki67 immunostaining was evaluated as the percent-

age of nucleus positive cells present in experimental tumor tissue sections. Human vimentin detec-

tion was used to quantify (a) the total number of positive foci and (b) the number of cells per foci

categorized as follows: < 10 and �10 vimentin positive cells. Metastatic foci number and size were

counted in one whole lung section per mice.

Immunofluorescence (IF) and evaluation of nuclear YAP staining
MDA-MB-231, MDA-MB-468 and MCF7 cells were plated on coverslips in 24-well plates. Sparse cells

were seeded at 4 � 104 cells/well. Confluent cells were obtained by seeding the same number of

cells as indicated above and treated for 3 days with MG until they reached confluence. For YAP, TAZ

and/or TEAD1 staining, cells were fixed with 3% paraformaldehyde (PAF) for 20 min and then per-

meabilized with 1% Triton X-100. After blocking (3% BSA for 30 min), slides were incubated with rab-

bit anti-YAP (Santa Cruz, H125 or Cell Signaling, Danvers, MA, USA, 4912, 1:100), mouse anti-TAZ

(BD Biosciences Franklin, Lakes, NJ, USA), 1:50 (MCF7 cells) – 1:100 (MDA-MB-231 and MDA-MB-

468 cells) and/or mouse anti-TEAD1/TEF1 (BD Biosciences, 1:100) antibodies diluted in 1% BSA

overnight at 4˚C. After washing with PBS, slides were incubated with anti-rabbit IgG AlexaFluor488,

anti-mouse IgG AlexaFluor 488 or anti-mouse IgG AlexaFluor633 conjugated secondary antibodies

(Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), 1:1000) for 1 hr at RT. AlexaFluor568 Phalloidin (Invitrogen,

Carlsbad, CA, USA) was used to stain actin filaments. For E-cadherin and YAP co-staining, cells were

fixed in cold methanol for 10 min at �20˚C. After rehydratation in PBS, slides were blocked in 3%

BSA for 30 min and stained with mouse E-cadherin antibody (BD Biosciences, 1:200) and/or YAP

antibody (Santa Cruz, H125, 1:100) diluted in 1% BSA for 1 hr at RT. After a washing step, slides

were incubated with anti-mouse IgG AlexaFluor488 and/or anti-rabbit IgG AlexaFluor546 (Invitro-

gen). Nuclei were stained using DAPI (EMD Chemicals, San Diego, CA, USA). Coverslips were

mounted on glass slides using Mowiol (Sigma-Aldrich) and observed using confocal microscope

(Leica SP5). All microscope settings were kept the same for sparse and confluent cells imaging. To

quantify the intensity of YAP nuclear staining, at least 5 pictures/condition (magnification 630x) were

used. Using ImageJ software (RRID:SCR_003070) (Schneider et al., 2012) the intensity of YAP stain-

ing that colocalized with DAPI staining was measured. A mean of YAP staining intensity per nucleus

was obtained. All the data are presented as the mean ± SEM of three independent experiments.

Western blot
Cells were extracted in SDS 1% buffer containing protease and phosphatase inhibitors (Roche). Tis-

sues samples were extracted in RIPA buffer (150 mM NaCl, 0.5% Na+-deoxycholate, 1% Triton

X-100, 0.1% SDS, 50 mM Tris-HCl pH7.5 and protease/phosphatase inhibitors). After incubation

under rotation at 4˚C during 30 min, tissues lysates were centrifuged at 14000 g for 15 min at 4˚C.
Protein concentrations were determined using the bicinchoninic acid assay (Pierce, Rockford, IL,

USA). Twenty or 30 mg of proteins were separated by 7.5 to 12.5% SDS-PAGE and transferred to

PVDF or nitrocellulose membranes. After blocking in TBS-Tween 0.1% containing 5% nonfat dried

milk (Bio-Rad, Hercules, CA, USA), membranes were incubated with primary antibodies overnight at

4˚C. Antibodies are listed in Supplementary file 1. Then, the membranes were exposed to appropri-

ate secondary antibody at RT for 1 hr. The immunoreactive bands were visualized using ECL Western

Blotting substrate (Pierce). Immunoblots were quantified by densitometric analysis and normalized

for b-actin using ImageJ software. A representative western blot of three independent biological

replicates is shown.

siRNA transfection
YAP and GLO1 small interfering RNAs (siRNA) and siGl3 irrelevant used as control were synthesized

by Eurogentec (Liège, Belgium). Sequences are detailed in Supplementary file 2. Calcium phos-

phate-mediated transfections were performed using 20 nM of each siRNA.
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shRNA transfection
Lentiviral vectors (rLV) were generated with the help of the GIGA Viral Vectors platform (University

of Liège). Briefly, Lenti-X 293T cells (Clontech, Montain View, CA, USA) were co-transfected with a

pSPAX2 (a gift of Dr D. Trono, Addgene plasmid #12260) and a VSV-G encoding vector (Emi et al.,

1991) along with a shRNA transfer lentiviral plasmid (GLO1 shRNAs plasmids : Sigma-Aldrich,

TRCN0000118627 (#1) and TRCN0000118631 (#2) or non-target (NT, anti-eGFP) shRNA plasmid

(Sigma-Aldrich, SHC005)). Forty-eight, 72 and 96 hr post-transfection, viral supernatants were col-

lected, filtrated and concentrated 100x by ultracentrifugation. The lentiviral vectors were then

titrated with qPCR Lentivirus Titration Kit (ABM, Richmond, Canada). MDA-MB-231 cells were stably

transduced with shGLO1#1, shGLO1#2 and shNT and selected with puromycin (0.5 mg/ml, Sigma-

Aldrich).

RNA isolation and quantitative reverse transcription-PCR (qRT-PCR)
RNA extraction was performed according to the manufacturer’s protocol (NucleoSpin RNA,

Macherey-Nagel, Duren, Germany). Reverse transcription was done using the Transcription First

Strand cDNA Synthesis Kit (Roche). Hundred ng of cDNA were mixed with primers, probe (Universal

ProbeLibrary System, Roche) and 2x FastStart Universal Probe Master Mix (Roche) or Fast Start

SYBR Green Master Mix (Roche). Q-PCR were performed using the 7300 Real Time PCR System and

the corresponding manufacturer’s software (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Relative

gene expression was normalized to 18S rRNA. Primers were synthesized by IDT (Leuven, Belgium)

and their sequences are detailed in Supplementary file 3. Three technical replicates of each sample

have been performed and data are presented as mean ± SEM or ± SD (as indicated in figure

legends) of minimum 3 biological replicates.

Cellular MG quantification
MBo (Methyl diaminobenzene-BODIPY) was used to detect endogenous MG in different conditions.

The cells were treated with 5 mM MBo in complete medium as previously described

(Wang et al., 2013). After 1 hr, the cells were washed with PBS and incubated in low- or high-glu-

cose medium for 6 (FACS) and 24 hr (confocal microscopy). Cells were either trypsinized and ana-

lyzed by flow cytometry (BD Biosciences FACSCanto), or fixed with PAF and prepared for confocal

microscope visualization as described above.

Nuclear magnetic resonance (NMR) analysis
Five hundred microliters of conditioned culture media (24 hr) were supplemented with 100 ml of deu-

terated phosphate buffer (pH7.4), 100 ml of a 35 mM solution of maleic acid and 10 ml of TMSP. The

solution was distributed into 5 mm tubes for NMR measurement. 1H-NMR spectra were acquired

using a 1D NOESY sequence with presaturation. The Noesypresat experiment used a RD-90˚-t1-90˚-
tm-90˚-acquire sequence with a relaxation delay of 4 s, a mixing time tm of 10msec and a fixed t1

delay of 4 ms. Water suppression pulse was placed during the relaxation delay (RD). The number of

transient is 32 (64K data points) and a number of 4 dummy scans is chosen. Acquisition time is fixed

to 3.2769001 s. Lactate dosages were achieved by integrations of the lactate signal at 1.34ppm

using maleic acid as internal standard. Deuterium oxide (99.96% D) and trimethylsilyl-3-propionic

acid-d4 (TMSP) were purchased from Eurisotop (St-Aubin, France), phosphate buffer powder 0.1M

and maleic acid were purchased from Sigma-Aldrich. The NMR spectra were recorded at 298 K on a

Bruker Avance spectrometer operating at 500.13 MHz for proton and equipped with a TCI cryo-

probe. Deuterated water was used as the internal lock. The data have been processed with Bruker

TOSPIN 3.0 software with standard parameter set. Phase and baseline correction were performed

manually over the entire range of the spectra and the d scale was calibrated to 0ppm using the inter-

nal standard TMSP.

Methylglyoxal measurement in breast cancer cell culture media and
pellets
MDA-MB-231 cells were cultured in low and high glucose conditions or were depleted for GLO1

expression using siRNAs as described above. Forty-eight hours culture media were collected and

the corresponding attached cells were scraped and counted to normalize methylglyoxal (MG)
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measurements. Supernatants and cell pellets were snap-frozen and kept at �80˚C until analysis. Lev-

els of MG were determined in conditioned medium and cells by derivatization with O-phenylenedi-

amine (oPD) and analyzed by stable isotope dilution ultra-performance liquid chromatography

tandem mass spectrometry (UPLC-MS/MS) as described previously (Scheijen and Schalkwijk, 2014).

Briefly, 30 ml of culture medium or cell lysate were mixed with 90 ml oPD (10 mg oPD in 10 ml 1.6

mol/l perchloric acid) in an Eppendorf cup. After an overnight (20 hr) reaction at room temperature

and shielded from light, 10 ml of internal standard solution was added. Samples were mixed and sub-

sequently centrifuged for 20 min at 21,000 g at a temperature of 4˚C; 10 ml were injected for UPLC/

MS/MS analysis.

Glo1 activity assay
The activity of Glo1 was performed as previously described [Chiavarina et al., 2014]. Briefly, pro-

teins were extracted with RIPA buffer, quantified and mixed with a pre-incubated (15 min at 25˚C)
equimolar (1 mM) mixture of MG and GSH (Sigma-Aldrich) in 50 mM sodium phosphate buffer,

pH6.8. S-D-lactoylglutathione formation was followed spectrophotometrically by the increase of

absorbance at 240 nm at 25˚C. Glo1 activity data are expressed as arbitrary units (A.U.) of enzyme

per mg of proteins. Three technical replicates of each sample have been performed and data are

presented as mean ± SEM of five biological replicates.

Chromatin immunoprecipitation (ChIP)
Formaldehyde was added directly to cell culture media to a final concentration of 1% at RT. Ten

minutes later, glycine was added to a final concentration of 0.125M for 5 min at RT. The cells were

then washed with ice-cold PBS, scraped, and collected in cold PBS followed by extraction in cell lysis

buffer (20 mM Tris/HCl pH8, 85 mM KCl, 0.5% NP-40, protease inhibitor). Nuclei were pelleted by

centrifugation at 2600g for 5 min at 4˚C, suspended in nuclei lysis buffer (50 mM Tris/HCl pH8, 10

mM EDTA, 1% SDS, protease inhibitor) and sonicated with Bioruptor (Diagenode, Liège, Belgium).

Samples were centrifuged at 14000 g for 15 min at 4˚C. Supernatant were diluted in ChIP dilution

buffer (0.01% SDS, 1.1% Triton X-100, 1.1 mM EDTA, 20 mM Tris/HCl pH8, 167 mM NaCl, protease

inhibitor) to obtain a SDS final concentration of 0.2% and incubated with anti-YAP antibody (Santa

Cruz, H125) or rabbit control IgG (Zymed Laboratories, ThermoFisher Scientific) overnight at 4˚C.
Protein G magnetic beads were blocked with BSA 0.1 mg/ml and salmon sperm DNA 0.1 mg/ml

overnight at 4˚C and then washed with ChIP dilution buffer. Beads were added to the lysate and

incubated under rotation at 4˚C. Four hours later, the beads were washed with low (0.1% SDS, 1%

Triton X-100, 2 mM EDTA, 20 mM Tris/HCl pH8, 150 mM NaCl), high (0.1% SDS, 1% Triton X-100, 2

mM EDTA, 20 mM Tris/HCl pH8, 450 mM NaCl) salt wash buffer and LiCl wash buffer (0.5M LiCl, 1%

NP-40, 1% deoxycholate, 20 mM Tris/HCl pH8). Next, the beads were incubated in elution buffer

(50 mM NaHCO3, 1% SDS) during 20 min under agitation. NaCl was added to a final concentration

of 0.2M and samples were heated at 67˚C overnight to reverse crosslinking. DNA was purified by

phenol/chloroform extraction. The ChIP-enriched DNA was subjected to qPCR using connective tis-

sue growth factor (CTGF) promoter TEAD binding-site-specific primers sense, 50-ATATGAATCAG-

GAGTGGTGCG-30 and antisense, 50-CAACTCACACCGGATTGATCC-30 (Fujii et al., 2012). Primers

(sens, 5’-AGACAAACCAAATCCAATCCACA-3’, antisens, 5’-CTGTGTTGGGTAGGTAGGGG-3’) tar-

geting a more distal region on CTGF promoter were used as negative control. All qPCR data are

normalized to Input and IgG controls and are presented as mean ± SEM of three biological

replicates.

Wound closure migration assay
MDA-MB-468 cells were transfected with 2 siRNAs against YAP and were grown to high density with

MG 300 mM treatment. Multiple uniform streaks were made on the monolayer culture with 10 ml

pipette tips. The cells were then washed to remove detached cells. Immediately after wounding and

16 hr later, each wound was photographed under a phase-contrast microscope. The distance

between the wound edges was measured. Mean wound width was determined and a wound closure

percentage was calculated for each condition. Sixteen wounds were measured per condition and the

experiment was repeated twice. Data are expressed as the mean ± SEM.
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Cell growth assay
Equal numbers of cells were seeded, transfected with two siRNAs targeting YAP and treated with

MG until confluence. Cell number was indirectly assessed using Hoechst incorporation at the indi-

cated time period and cell growth was expressed based on cellular DNA content (mg/ml). Three

technical replicates of each samples have been performed and data are presented as mean ± SEM

of four biological replicates.

Mass spectrometry – MG adducts localization
As previously described (Dobler et al., 2006; Ahmed and Thornalley, 2005; Lund et al., 2011), 5

mg of human recombinant Hsp90a (rhHsp90, Enzo Life Sciences, ADI-SPP-76D) were minimally modi-

fied with MG 500 mM in PBS 100 mM pH7.4 at 37˚C during 24 hr. Proteins were reduced and alky-

lated, placed in 50 mM ammonium bicarbonate (buffer exchange was performed using an Amicon-

3k from Millipore, Darmstadt, Germany) and then digested using a protease mixture. Peptides

(15 pmoles injected) were separated by reverse phase chromatography (UPLC Waters nanoAcquity)

in one dimension on a BEH C18 analytical column (25 cm length, 75 mM ID) with an increasing ratio

of acetonitrile/water (5–40% in 85 min) at a 250 nl/min flow rate. The chromatography system was

coupled to a hybrid Quadrupole-Orbitrap Mass Spectrometer (Q Exactive, ThermoFisher Scientific),

operated in data-dependent acquisition mode. Survey scans were acquired at 70,000 resolving

power (full width at half maximum, FWHM). Mass range was set from 400 to 1750 m/z in MS mode,

and 1E6 ions were accumulated for the survey scans. After each survey scan, the 10 most intense

ions were selected to do MS/MS experiments. Higher energy Collision Dissociation (HCD) fragmen-

tation was performed at NCE 25 after isolation of ions within 2amu isolation windows. A dynamic

exclusion of 10 s was enabled. Database searches were performed using Proteome Discoverer 1.4

(Thermo Scientific) in a Swissprot database (2014–05, 20339 human sequences) restricted to human

taxonomy. MS and MS/MS tolerances were respectively set at 5 ppm and 20 mmu. Argpyrimidine

(+80.026 Da, R), hydroimidazolone (+54.010 Da, R), dihydroxyimidazolidine (+72.021 Da, R) and car-

boxyethyllysine (+72.021 Da, K) were set as variable modifications while carbamidomethylation

(+57.021 Da, C) was set as fixed modification.

Mass spectrometry – MG adducts detection on endogenous Hsp90
Based on the experiments conducted using rhHsp90, a targeted method was set up to reach enough

sensitivity to detect endogenous Hsp90 adducts in MDA-MB-231 MG-treated cells. Modified

rhHsp90 as described above was first digested using Lys-C protease (in Tris-HCl 25 mM, pH8.5, 1

mM EDTA overnight at 37˚C; first step at 1/40 sample/protease and then addition of 1/50 sample/

protease in 50% acetonitrile for 4 hr). Resulting peptides were separated by reverse phase chroma-

tography (UPLC Waters M Class) in one dimension on a HSS T3 C18 analytical column (25 cm length,

75 mM ID) with an increasing ratio of acetonitrile/water (2–40% in 32 min) at a 600 nL/min flow rate.

The system was coupled to the mass spectrometer described above. A shortlist of 54 peptides were

manually selected and used in further targeted experiments. Two ‘Parallel Reaction Monitoring’ or

PRM (i.e. targeted full MS/MS) methods were set up in order to obtain at least 12 data points in

chromatographic peaks and they were run consecutively for each sample. Data were then analyzed

using Skyline 3.1 and were manually validated. For these experiments, protein extract from MDA-

MB-231 treated or not with MG 300 mM during 6 hr were immunoprecipitated with argpyrimidine

antibody. These samples were prepared in a slightly different way than rhHsp90: whole samples

were reduced, alkylated and then purified using the 2D Clean-up kit (GE Healthcare, Milwaukee, WI,

USA). The samples were then resuspended in the proteolysis buffer and the digestion was per-

formed assuming an amount of 5 mg to be digested. The following steps were the same as for the

recombinant protein.

Immunoprecipitation and co-immunoprecipitation
MDA-MB-231 were treated with MG 300 mM during 6 hr. Then, argpyrimidine (mAb6B) and Hsp90

(anti-Hsp90 antibody, ab13492, Abcam, Cambridge, UK) and mouse IgG (Zymed Laboratories)

immunoprecipitations were performed using the ’Crosslink IP’ kit (#26147, ThermoFischer Sicentific)

according to manufacturer instructions. For LATS1/Hsp90 co-immunoprecipitation, MDA-MB-231

were treated with MG 300 mM during 24 hr. Proteins were extracted in Tris-HCl pH8 20 mM, NaCl
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137 mM, NP-40 1%, EDTA 2 mM and protease inhibitors. After incubation under rotation at 4˚C dur-

ing 30 min, cell lysates were centrifuged at 14,000g for 15 min at 4˚C. Five hundred mg of proteins

were incubated with 2 mg of LATS1 (Bethyl, Montgomery, TX, USA) or rabbit IgG (Zymed Laborato-

ries) antibodies overnight and then 2 hr with Protein G magnetic beads at 4˚C. After several washes,
proteins were eluted and analyzed by Western blot. A representative western blot of three indepen-

dent biological replicates is shown.

Plasmids
pcDNA3.1-LATS-3xFlag and pcDNA3.1-3xFlag (empty vector) were kindly provided by Prof. Xiao-

long Yang, Department of Pathology and Molecular Medicine, Queen’s University, Kingston, Ontario

K7L 3N6, Canada (Hao et al., 2008). Cell transfection was performed using Lipofectamine (Thermo-

Fisher Scientific) according to manufacturer’s instructions.

Hsp90 ATPase activity
Hsp90 ATPase activity assay was performed as previously described (Rowlands et al., 2010) using

Transcreener ADP2 FI assay (BellBrook Labs, Fitchburg, WI, USA). Briefly, 1 mM of rhHsp90 was pre-

incubated with MG 500 mM ± carnosine 10 mM or 17-AAG 1 mM during 24 hr at 37˚C in Hepes

pH7.4 50 mM, KCl 20 mM, EGTA 2 mM, MgCl2 4 mM and Brij-35 0.01%. ATP was added at a final

concentration of 100 mM and incubated 3 hr at 37˚C. The reaction was stopped and ADP was

detected by adding ADP2 Antibody-IRDye QC-1 at a final concentration of 93.7 mg/ml and ADP

Alexa594 Tracer at a final concentration of 4 nM. This mix was incubated 1 hr at RT in a 96-well black

half area plates (Greiner, Vilvoorde, Belgium, #675076). Readings were performed on a Filter Max

F5 plate reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). Three technical replicates of each sample

have been performed and data are presented as mean ± SEM of five biological replicates.

In vivo mice experiments
All animal experimental procedures were performed according to the Federation of European Labo-

ratory Animal Sciences Associations (FELASA) and were reviewed and approved by the Institutional

Animal Care and Ethics Committee of the University of Liege (Belgium). Animals were housed in the

GIGA-accredited animal facility of the University of Liege. For human xenografts, MDA-MB-231

shNT, shGLO1#1 and shGLO1#2 cells were suspended in 10% FBS supplemented medium and

Matrigel (BD Biosciences) (50% v/v). Cell suspensions (106 cells/100 ml) were inoculated subcutane-

ously in one flank of 5-week-old female NOD-SCID mice (n = 15 per condition). After 4 weeks,

tumors were surgically removed, weighted and measured with a caliper. Tumor volume (V) was

assessed using the formula V ¼ 4

3
� p � H

2
� L

2
� W

2
where H, L and W denote height, length and width,

respectively. One piece was collected and embedded in paraffin for IHC and the rest was frozen in

liquid nitrogen for total protein extraction. The animals were sutured, allowed to recover and further

monitored for 6 weeks for metastases development. Due to animal ethics protocol, we had to sacri-

fice two mice in both shGLO1#1 and shGLO1#2 groups before the end of the experiment. A parallel

experiment was conducted on shGLO1#1 mice (n = 10) where they received carnosine (10 mM) in

drinking water refreshed every 3 days from the day of primary tumor removal until the end of the

experiment (for 6 weeks). Drinking volume was monitored and found to be similar between treated

and non-treated mice. The mice were sacrificed and lung metastases were collected and processed

as described for the primary tumors.

Chicken chorioallantoic membrane (CAM) tumor assay
GLO1-depleted MDA-MB-231 cells were transfected with 2 different siRNAs directed against YAP

(siYAP#1 and #2). On chicken embryonic day 11, 100 ml of a suspension of 2 � 106 (Thornalley, 2005)

of MDA-MB-231 cells in culture medium mixed (1:1) with Matrigel (BD Biosciences) were deposited

in the center of a plastic ring on the chicken embryo chorioallantoic membrane (n = 5). Tumors were

harvested on embryonic day 18 and were fixed in 4% paraformaldehyde solution (30 min) for IHC

analysis. Tumor volume was measured using a caliper and assessed using the formula described

above. Parallel cultures of transfected cells were used to assess by Western blot that YAP silencing

was maintained for the entire duration of the CAM assay experiment.
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Correlation analysis using YAP activity signature
The signature of YAP-modulated genes was described in previous studies (Zhao et al., 2008;

Cordenonsi et al., 2011; Dupont et al., 2011; Zhang et al., 2009) and their mRNA levels were cor-

related to GLO1 gene expression using publicly available GDS4057 dataset of 103 breast cancer

patients (Iwamoto et al., 2011).

Statistical analysis
Both technical and biological replicates were performed where indicated in figure legends. Technical

replicates are considered as taking one sample and analyzing it several times in the same experi-

ment. Biological replicates represent the analysis of samples from independent experiments. All

results were reported as means with standard deviation (SD) or Standard Error Mean (SEM) as indi-

cated in figure legends. Two group comparisons were performed using unpaired student’s t-test

with or without Welsch’s correction according to homoscedasticity. When an experiment required

comparisons between more than two groups, statistical analysis was performed using one-way or

two-way ANOVA depending on the number of grouping factors. Dunnet’s test was applied for sim-

ple comparisons while Student-Newman-Keul’s (one-way ANOVA) or Bonferroni’s (two-way ANOVA)

tests were used for multiple comparisons. In the case of discrete variables (IHC scores) or non-nor-

mally distributed variables, the comparison between groups was performed by Mann-Whitney’s U

test, Wilcoxon Rank Sum test or a Kruskal-Wallis ANOVA followed by a Dunn’s test according to the

number of groups. Correlation between scores was assessed by the Spearman’s rank correlation

coefficient (Rspearman) and correlation between continuous variables was assessed by a Pearson corre-

lation coefficient (Rp). Outliers were detected using whisker box plots. In all cases, a bilateral p<0.05

was considered as statistically significant with a 95% confidence interval. All experiments were per-

formed as several independent biological replicates.
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3.	Potentiel	hormétique	du	méthylglyoxal,	un	produit	dérivé	de	la	glycolyse,	dans	

la	transition	des	tumeurs	de	la	progression	à	la	mort	

	

3.1	Introduction	

	 Les	 études	 précédentes	 menées	 au	 Laboratoire	 indiquent	 un	 rôle	 pro-

tumoral	du	MG	alors	que	de	nombreuses	publications	font	état	d’un	rôle	anti-tumoral.	

Les	 recherches	 au	 sein	 du	 laboratoire	 ont	mis	 en	 évidence	 l’accumulation	 de	 résidus	

argpyrimidine	 au	 niveau	 de	 tumeurs	 mammaires	 par	 rapport	 au	 tissu	 sain267	 et	 ont	

démontré	un	rôle	pro-tumoral	et	pro-métastatique	du	stress	dicarbonyle283.	Une	autre	

étude	 au	 laboratoire	 a	 mis	 en	 évidence	 un	 lien	 entre	 le	 stress	 dicarbonyle	 et	 la	

progression	du	cancer	colorectal284.	Nous	avons	montré	une	corrélation	positive	entre	

l’accumulation	des	résidus	argpyrimidine	et	le	stade	tumoral.	De	plus,	l’activité	Glo1	est	

inversement	 corrélée	 au	 stade,	 indiquant	 bien	 l’aspect	 pro-tumoral	 du	 stress	

dicarbonyle	dans	le	cancer	colorectal.		

	 	Cependant,	 dès	 les	 années	 70,	 le	MG	 a	 été	 envisagé	 comme	une	molécule	

toxique	potentiellement	 intéressante	dans	 le	cadre	d’une	thérapie	anti-cancéreuse.	Ces	

études	 ont	montré	 que	 le	 traitement	 de	 souris	 avec	 du	MG	 induisant	 inhibition	 de	 la	

croissance	tumorale176-178.	D’autres	études	plus	récentes	démontrent	également	un	effet	

anti-tumoral	 du	 stress	 dicarbonyle.	 Par	 exemple,	 He	 et	 collègues	 ont	 observé	 une	

réduction	 de	 la	 croissance	 tumorale	 de	 cancer	 du	 colon	 in	 vivo	 qu’ils	 ont	 relié	 à	 une	

inhibition	de	la	glycolyse	sous	traitement	au	MG179.	L’équipe	de	Sakamoto	a	développé	

une	autre	approche	pour	induire	une	toxicité	du	MG	au	niveau	des	cellules	tumorales	:	

l’inhibition	 de	 la	 détoxification	 de	 ce	 dernier	 par	 Glo1	 avec	 le	 S-p-

bromobenzylglutathion	 Cyclopentyl	 Diester	 (BBGC).	 Le	 traitement	 de	 cellules	

cancéreuses	pulmonaires	avec	 le	BBGC	induit	 leur	apoptose	et	ce	plus	efficacement	au	

niveau	des	cellules	présentant	des	niveaux	élevée	de	Glo1195.		

	

3.2	Résultats	

	 Dans	 cette	 étude,	 nous	 avons	 adressé	 le	 rôle	 ambivalent	 du	 MG	 dans	 le	

cancer.	 Pour	 ce	 faire,	 nous	 avons	 choisi	 d’utiliser	 4	 lignées	 cellulaires	 cancéreuses,	 2	

lignées	de	glioblastome	(GBM,	U87-MG	et	U251)	et	2	 lignées	de	carcinome	mammaire	

(MDA-MB-231	et	MCF7).	Etant	donné	que	 la	production	de	MG	est	étroitement	 liée	au	

métabolisme	du	glucose,	nous	avons	commencé	par	évaluer	le	profil	métabolique	de	ces	
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4	 lignés	cancéreuses	en	utilisant	 la	 technologie	Seahorse.	Les	cellules	ont	été	cultivées	

en	 milieu	 pauvre	 en	 glucose	 (1g/L,	 LG)	 ou	 riche	 en	 glucose	 (4,5g/L,	 HG).	 En	 LG,	 les	

cellules	 MCF7	 se	 distinguent	 par	 une	 utilisation	 plus	 importante	 de	 la	 respiration	

mitochondriale,	 comme	 indiqué	 par	 la	 consommation	 d’oxygène	 (OCR,	 Oxygen	

conssumption	 rate)	 plus	 élevée	 que	 pour	 les	 autres	 lignées.	 En	 présence	 d’une	 haute	

concentration	 de	 glucose,	 seules	 les	 cellules	 MDA-MB-231	 et	 U87-MG	 adaptent	 leur	

métabolisme	 en	 augmentant	 leur	 glycolyse,	 comme	 indiqué	 par	 l’acidification	 de	 leur	

milieu	extérieur	(ECAR,	extracellular	acidification	rate),	un	reflet	de	la	glycolyse	(Fig.	50	

A).	Ces	observations	confirment,	 en	 tout	 cas	pour	 les	 lignées	cancéreuses	mammaires,	

les	 phénotypes	métaboliques	 reportés	 dans	 la	 littérature	où	 les	 cellules	MDA-MB-231	

sont	 considérées	 comme	 glycolytiques	 alors	 que	 les	 cellules	 MCF7	 sont	 considérées	

comme	plus	oxydatives12.	Pour	confirmer	ces	profils	glycolytiques,	nous	avons	mesuré	le	

L-Lactate	accumulé	dans	le	milieu	conditionné	par	ces	cellules.	Nous	avons	constaté	une	

augmentation	de	la	production	de	L-Lactate	au	niveau	des	cellules	MDA-MB-231	et	U87-

MG	 sous	 stimulus	 de	 glucose,	 signant	 l’élévation	 de	 leur	 glycolyse	 (Fig.	 50	 B).	

L’augmentation	du	flux	glycolytique	dans	ces	cellules	s’accompagne	logiquement	d’une	

production	plus	élevée	de	MG	(Fig.	50	C)	comme	détecté	par	cytométrie	en	flux	grâce	à	

la	sonde	MBo.	L’induction	du	stress	dicarbonyle	au	niveau	des	cellules	MDA-MB-231	et	

U87-MG	 provoque	 une	 stimulation	 de	 la	 détoxification	 du	 MG	 par	 le	 système	 des	

glyoxalases	et	 indiqué	par	 l’augmentation	de	 la	production	de	D-Lactate,	 le	produit	de	

cette	réaction	(Fig.	50	D).	
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Figure	 50.	 Evaluation	 du	 profil	 métabolique	 et	 du	 stress	 dicarbonyle.	 Les	 cellules	U87-MG,	U251,	
MDA-MB-231	et	MCF7	ont	été	cultivées	en	milieu	à	faible	(LG)	ou	haute	(HG)	teneur	en	glucose.	(A)	Profil	
métabolique	établi	par	mesure	de	la	consommation	d’oxygène	(OCR)	et	du	taux	d’acidification	du	milieu	
extérieur	 (ECAR)	sur	 le	Seahorse.	 (B)	Mesure	du	L-Lactate	au	niveau	du	milieu	conditionné	48h	par	 les	
cellules.	(C)	Evaluation	du	MG	intracellulaire	en	cytométrie	en	flux	en	utilisant	la	sonde	Mbo.	(D)	Mesure	
du	D-Lactate	au	niveau	du	milieu	conditionné	48h	par	les	cellules	cancéreuses.	
	
	 Les	 effets	 du	 stress	 dicarbonyle	 ont	 été	 en	 général	 attribués	 au	 stress	

oxydatif	 induit	 par	 le	MG.	 Nous	 avons	 donc	 évalué	 le	 statut	 rédox	 dans	 les	 4	 lignées	

cellulaires	 d’intérêt.	 Le	milieu	 riche	 en	 glucose	 induit	 une	 augmentation	 	 des	 espèces	

réactives	 de	 l’oxygène	 (ROS)	 uniquement	 au	 niveau	 des	 cellules	 U87-MG	 qui	 en	

présentent	un	niveau	de	base	plus	élevé	par	rapport	aux	autres	lignées	considérées	(Fig.	

51	 A).	 La	 mesure	 du	 rapport	 du	 glutathion	 réduit	 et	 oxydé	 (GSH/GSSG),	 un	 autre	

marqueur	du	statut	rédox,	 	ne	révèle	pas	de	perturbation	suite	à	l’exposition	au	milieu	

riche	en	glucose.	Il	est	intéressant	de	noter	que	les	cellules	MDA-MB-231	présentent	le	

rapport	GSH/GSSG	le	plus	élevé	par	rapport	aux	autres	cellules	cancéreuses	(Fig.	51	B).	
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Figure	 51.	 Evaluation	 du	 statut	 rédox.	 Les	 cellules	 U87-MG,	 U251,	 MDA-MB-231	 et	 MCF7	 ont	 été	
cultivées	en	milieu	à	faible	(LG)	ou	haute	(HG)	teneur	en	glucose.	(A)	Mesure	de	l’accumulation	des	ROS	
avec	la	sonde	CM-DCFDA	par	cytométrie	en	flux.	(B)	Mesure	du	rapport	GSH/GSSH.	
	

	 De	 façon	 à	mieux	 caractériser	 la	 réponse	 des	 cellules	 tumorales	 au	 stress	

dicarbonyle,	 nous	 avons	 traité	 les	 cellules	 cultivées	 en	 milieu	 LG	 avec	 des	 doses	

croissantes	de	MG.	Pour	ce	faire,	nous	avons	d’abord	déterminé	la	dose	de	MG	induisant	

une	diminution	de	viabilité	cellulaire	de	moitié	(IC50).	Nous	avons	comparé	les	4	lignées	

cancéreuses	 à	 une	 lignée	 de	 cellules	 normales,	 les	 cellules	 endothéliales	 humaines	 de	

veine	 ombilicale	 (HUVEC)	 pour	 lesquelles	 des	 études	 concernant	 le	 MG	 ont	 déjà	 été	

réalisées	 dans	 le	 domaine	 du	 diabète200,285.	 Il	 est	 intéressant	 de	 noter	 que	 les	 valeurs	

d’IC50	(Fig.	52)	des	cellules	cancéreuses	sont	plus	élevées	que	dans	les	cellules	normales	

HUVEC,	indiquant	une	plus	grande	résistance	des	cellules	tumorales	à	la	toxicité	liée	au	

stress	 dicarbonyle.	De	 façon	 surprenante,	 les	 cellules	 se	montrant	 les	 plus	 résistantes	

sont	 les	 cellules	 cancéreuses	 mammaires	 MCF7,	 alors	 que	 d’après	 nos	 résultats	

précédents,	 nous	 nous	 serions	 attendu	 à	 une	 plus	 grande	 résistance	 des	 cellules	

glycolytiques	MDA-MB-231.	

	
Figure	52.	Détermination	de	l’IC50	du	MG	au	niveau	de	cellules	humaines	normales	et	tumorales.	
Les	cellules	ont	été	traitées	pendant	24h	avec	des	doses	croissantes	de	MG.	L’IC50	a	été	calculée	comme	la	
concentration	de	MG	nécessaire	pour	réduire	de	moitié	la	quantité	d’ADN	des	cellules.	
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	 Nous	 nous	 sommes	 ensuite	 demandé	 si	 les	 cellules	 cancéreuses	

présentaient	 un	 potentiel	 de	 détoxification	 du	 MG	 différent	 en	 présence	 de	 doses	

exogènes	 de	 ce	 dicarbonyle.	 Nous	 avons	 confirmé	 l’induction	 d’un	 stress	 dicarbonyle	

dans	 les	 cellules	 traitées	 6	 et	 24h	 au	MG	 	 par	 la	mise	 en	 évidence	 de	 l’accumulation	

augmentée	 des	 adduits	 MG-H1	 et	 argpyrimidines	 (Fig.	 53	 A).	 Ensuite,	 nous	 avons	

constaté	 l’élévation	 du	 taux	 de	 MG	 intracellulaire	 par	 FACS	 au	 niveau	 des	 cellules	

traitées	avec	du	MG	exogène	(Fig.	53	B).	Il	est	intéressant	de	noter	que	pour	une	même	

dose		de	MG,	les	cellules	glycolytiques	U87-MG	et	MDA-MB-231	présentent	un	niveau	de	

MG	 intracellulaire	significativement	plus	élevé	que	 les	cellules	U251	et	MCF7	(environ	

60	 fois	 contre	20-30	 fois),	 ce	qui	pourrait	en	partie	expliquer	 la	 résistance	 inattendue	

des	 cellules	 MCF7	 à	 la	 toxicité	 du	 MG.	 Cependant	 après	 24h,	 le	 niveau	 de	 MG	

intracellulaire	 revient	 à	 un	 niveau	 comparable	 dans	 toutes	 les	 lignées	 testées.	 Cette	

égalisation	des	taux	de	MG	au	niveau	des	cellules	glycolytiques	U87-MG	et	MDA-MB-231	

pourrait	être	la	conséquence	d’un	système	de	détoxification	plus	efficace	au	niveau	des	

cellules	glycolytiques.	En	effet,	sous	traitement	au	MG,	les	cellules	U87-MG	et	MDA-MB-

231	 sont	 capables	d’augmenter	 significativement	 l’activité	maximale	de	 l’enzyme	Glo1	

(Fig.	53	C).	

	

	



	 120	

	
Figure	 53.	 Evaluation	 du	 stress	 dicarbonyle	 induit	 par	 traitement	 au	 MG	 au	 niveau	 de	 cellules	
cancéreuses.	 Les	 cellules	U87-MG,	U251,	MDA-MB-231	 et	MCF7	 ont	 été	 traitées	 pendant	 6	 et	 24h	 aux	
doses	 de	 MG	 indiquées.	 (A)	 Détection	 de	 l’accumulation	 des	 adduits	 MG-H1	 et	 argpyrimidines	 par	
immunoblot.	 (B)	 Mesure	 du	 MG	 intracellulaire	 par	 FACS	 avec	 la	 sonde	 MBo.	 (C)	 Mesure	 de	 l’activité	
maximale	Glo1.	
	

Jusqu’à	présent,	 les	résultats	montrent	que	les	cellules	glycolytiques,	U87-MG	et	

MDA-MB-231,	 sont	 capables	 d’une	 détoxification	 du	MG	 plus	 efficace	 que	 les	 cellules	

non-glycolytiques	comme	les	cellules	U251	et	MCF7.	L’évaluation	des	niveaux	d’ARNm	

et	protéiques	de	Glo1	et	NRF2,	son	régulateur	au	niveau	transcriptionnel,	confirment	la	

réponse	 des	 cellules	 glycolytiques	 au	 stress	 dicarbonyle.	 En	 effet,	 à	 la	 fois	 au	 niveau	

génique	et	protéique,	 le	 traitement	au	MG	 induit	 l’expression	de	Glo1	 (Fig.	54	A,	C)	et	

Nrf2	 (Fig.	 54	 B,	 C)	 au	 niveau	 des	 cellules	 glycolytiques.	 Ces	 observations	 confirment	

l’adaptation	 de	 ces	 cellules	 au	 stress	 dicarbonyle	 par	 une	 régulation	 de	 novo	 de	 la	

détoxification	via	le	système	Glo1.	
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Figure	54.	Réponse	des	 cellules	glycolytiques	au	 stress	dicarbonyle	exogène.	Les	cellules	U87-MG,	
U251,	MDA-MB-231	et	MCF7	ont	été	traitées	pendant	6	et	24h	aux	doses	de	MG	indiquées.	Détection	des	
niveaux	d’ARNm	par	RT-qPCR	de	(A)	GLO1	et	(B)	NRF2.	(C)	Détection	des	niveaux	protéiques	de	Nrf2	et	
Glo1	par	immunoblot.	
	

	 La	 littérature	 fait	 état	 d’une	 induction	 de	 la	 quantité	 de	 ROS	 dans	 des	

cellules	traitées	au	MG286	ce	qui	pourrait	être	à	l’origine	de	l’augmentation	de	observée	

de	 Nrf2	 puisque	 ce	 facteur	 de	 transcription	 est	 activé	 par	 le	 stress	 oxydant287.	 Nous	

avons	donc	évalué	l’accumulation	des	ROS	au	niveau	des	cellules	traitées	au	MG	et	dans	

ces	conditions,	nous	n’observons	pas	d’élévation	des	ROS	(Fig.	55).	Ceci	 indique	que	la	

stimulation	 de	Nrf2	 sous	 traitement	 au	MG	 est	 probablement	 indépendante	 du	 stress	

oxydatif	et	a	lieu	mais	bel	et	bien	en	réponse	au	stress	dicarbonyle.	

	
Figure	 55.	 Evaluation	 des	 ROS	 au	 niveau	 des	 cellules	 cancéreuses	 traitées	 au	 MG.	 Mesure	 de	
l’accumulation	des	ROS	avec	 la	 sonde	CM-DCFDA	par	FACS	au	niveau	des	cellules	U87-MG,	U251,	MDA-
MB231	et	MCF7	traitées	au	MG300µM	pendant	6	et	24h.	
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	 Vu	la	capacité	des	cellules	glycolytiques	à	augmenter	l’activité	maximale	de	

Glo1	 en	milieu	 riche	 en	 glucose,	 nous	nous	 sommes	demandés	 si	 le	même	effet	 serait	

produit	 par	 un	 traitement	 avec	 du	 MG	 exogène.	 Après	 6h	 de	 traitement,	 toutes	 les	

lignées	testées	montrent	une	augmentation	de	la	production	de	D-Lactate	(Fig.	56).	Les	

cellules	MDA-MB-231	détoxifient	le	plus	efficacement	le	MG	en	D-Lactate.	Après	24h	de	

traitement,	la	quantité	de	D-Lactate	produite	devient	comparable	pour	les	4	lignées	mais	

reste	augmentée	de	5	fois	par	rapport	au	niveau	basal	(MG	0µM).	

	
Figure	 56.	 Evaluation	 de	 la	 détoxification	 du	 MG	 par	 Glo1	 au	 niveau	 des	 cellules	 cancéreuses	
traitées	au	MG.	Mesure	du	D-Lactate	au	niveau	des	cellules	U87-MG,	U251,	MDA-MB231	et	MCF7	traitées	
au	MG300µM	pendant	6	et	24h.	
	
	 Bien	 que	 les	 cellules	 U87-MG	 et	MDA-MB-231	 augmentent	 l’expression	 et	

l’activité	de	Glo1	sous	traitement	au	MG,	nous	avons	remarqué	que	les	cellules	U87-MG	

ne	 produisent	 pas	 autant	 de	 D-Lactate	 que	 les	 cellules	 cancéreuses	 mammaires.	 Un	

facteur	 limitant	 de	 l’activité	 Glo1	 au	 niveau	 de	 ces	 cellules	 de	 GBM	 pourrait	 être	 la	

disponibilité	faible	de	GSH,	le	cofacteur	de	Glo1,	par	rapport	aux	cellules	MDA-MB-231	

(Fig.	51	B).	Ces	observations	nous	ont	mené	à	envisager	la	possibilité	selon	laquelle	les	

cellules	 U87-MG	 utilisent	 un	 système	 alternatif	 de	 détoxification	 comme	 les	 enzymes	

aldo-kéto	réductases	(AKRs).	Cette	famille	d’enzymes	a	déjà	été	étudiée	dans	le	contexte	

du	cancer	et	certains	membres	tels	que	AKR1B10,	AKR1C1	et	AKR1C3	ont	été	associés	à	

la	prolifération	et	à	la	résistance	à	la	chimiothérapie	dans	le	glioblastome	et	le	cancer	du	

sein288,289.	 Nous	 avons	 donc	 évalué	 le	 niveau	 d’expression	 génique	 de	 cette	 famille	

d’enzymes	au	niveau	des	4	lignées	étudiées.	De	façon	intéressante,	les	cellules	U87-MG	

présentent	 les	niveaux	d’ARNm	les	plus	élevés	pour	ces	enzymes	(Fig.	57	A).	L’activité	

globale	des	AKR	est	en	effet	 la	plus	importante	au	niveau	des	cellules	U87-MG	(Fig.	57	

B).	
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Figure	 57.	 Les	 AKR,	 système	 alternatif	 de	 détoxification	 du	 MG.	 (A)	 Détection	 par	 RT-qPCR	 des	
niveaux	d’ARNm	de	AKR1B10,	AKR1C1	er	AKR1C3	au	niveau	des	cellules	U87-MG,	U251,	MDA-MB-231	et	
MCF7.	 (B)	 Mesure	 de	 l’activité	 globale	 AKR	 par	 la	 quantification	 de	 la	 conversion	 de	 NAPDH	
(mmole/hr*mg	protein).	
	

	 Pour	 vérifier	 si	 ce	 mécanisme	 alternatif	 de	 détoxification	 du	 MG	 pouvait	

aussi	être	stimulé	par	le	stress	dicarbonyle,	nous	avons	traité	les	cellules	au	MG	et	nous	

avons	pu	constater	une	augmentation	de	l’activité	globale	des	AKR	au	niveau	des	cellules	

MDA-MB-231	traitées	pendant	24h	au	MG	300µM	(Fig.	58).	L’activité	AKR	sous	stimulus	

de	 MG	 exogène	 reste	 stable	 au	 niveau	 des	 cellules	 U87-MG	 qui	 présentent	 déjà	 une	

activité	basale	élevée	et	donc	potentiellement	suffisante	pour	gérer	le	stress	dicarbonyle	

induit	par	le	traitement	au	MG.		

	
Figure	 58.	 Augmentation	 de	 l’activité	 globale	 AKR	 au	 niveau	 des	 cellules	 MDA-MB-231	 sous	
traitement	au	MG.	Après	un	traitement	de	24h	au	MG	300µM,	mesure	de	l’activité	globale	AKR	au	niveau	
des	cellules	U87-MG,	U251,	MDA-MB-231	et	MCF7	cultivées	en	milieu	LG.	
	

	 Pour	 explorer	 l’hypothèse	 selon	 laquelle	 les	 cellules	 cancéreuses	 puissent	

utiliser	 un	 mécanisme	 compensatoire	 de	 détoxification	 du	 MG,	 comme	 	 récemment	

rapporté	 dans	 une	 publication	 utilisant	 des	 cellules	 de	 Schwann	 murines	
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immortalisées290,	 nous	 avons	 inhibé	 l’activité	 Glo1	 par	 un	 traitement	 au	 BBGC.	 Ce	

traitement	 induit	 une	 augmentation	 du	 MG	 intracellulaire	 au	 niveau	 des	 4	 lignées	

testées	(Fig.	59	A).	Dans	ces	conditions,	l’expression	d’AKR1B10	est	induite	au	niveau	de	

l’ARNm	 dans	 les	 cellules	 U87-MG	 et	 MDA-MB-231	 (Fig.	 59	 B),	 démontrant	 encore	 la	

capacité	 de	 ces	 cellules	 glycolytiques	 à	 mieux	 gérer	 le	 stress	 dicarbonyle	 et	 une	

adaptation	à	 la	perte	de	Glo1.	Nous	avons	également	évalué	 l’activité	globale	des	AKR	

après	 traitement	 au	 BBGC	 et	 seules	 les	 cellules	 U87-MG	montrent	 une	 augmentation	

significative	de	cette	activité	compensatoire	(Fig.	59	C).	Les	cellules	U87-MG,	ayant	une	

expression	 et	 une	 activité	 basale	 de	 Glo1	 plus	 faible	 que	 dans	 les	 3	 autres	 lignées,	

auraient	 recours	 au	 système	 alternatif	 des	 AKR	 pour	 détoxifier	 le	 MG,	 ce	 qui	 peut	

expliquer	leur	meilleure	réponse	en	cas	d’inhibition	de	Glo1.	

	
Figure	 59.	 AKR,	 un	 mécanisme	 alternatif	 et	 compensatoire	 de	 détoxification	 du	 MG	 dans	 les	
cellules	cancéreuses.	Les	cellules	U87-MG,	U251,	MDA-MB-231	et	MCF7	sont	traitées	48h	au	BBGC	pour	
inhiber	 l’activité	 Glo1.	 (A)	Mesure	 du	MG	 intracellulaire	 avec	 la	 sonde	MBo	par	 cytométrie	 en	 flux.	 (B)	
Détection	par	RT-qPCR	de	l’ARNm	AKR1B10.	(C)	Mesure	de	l’activité	relative	globale	des	AKR.	
	

	 L’ensemble	 de	 ces	 résultats	 met	 en	 lumière	 le	 fait	 que	 toutes	 les	 cellules	

cancéreuses	 ne	 sont	 pas	 égales	 face	 au	 MG.	 En	 effet,	 différents	 paramètres	 sont	 à	

considérer	pour	 évaluer	 la	 réponse	des	 cellules	 tumorales	 au	 stress	dicarbonyle.	Tout	

d’abord,	 le	 métabolisme	 énergétique	:	 les	 cellules	 glycolytiques	 produisent	

spontanément	 plus	 de	 MG	 et	 seraient	 donc	 mieux	 adaptées	 à	 vivre	 dans	 cet	



	 125	

environnement	 de	 stress	 dicarbonyle.	 De	 telles	 cellules	 sont	 donc	 à	 priori	 mieux	

équipées	 pour	 faire	 face	 à	 la	 toxicité	 du	 MG.	 Le	 statut	 rédox	 des	 cellules	 est	 aussi	 à	

considérer.	La	 littérature	 fait	 état	d’un	 lien	entre	 stress	oxydant	et	 stress	dicarbonyle,	

l’un	entraînant	l’autre200,291-294.	Un	autre	point	commun	de	ces	2	stress	est	le	glutathion	

réduit.	 En	 effet	 le	 GSH	 est	 une	molécule	majeure	 dans	 la	 défense	 anti-oxydante	mais	

aussi	 le	 cofacteur	 de	 Glo1	 dans	 la	 détoxification	 du	 MG.	 Enfin,	 Nrf2,	 facteur	 de	

transcription	 associé	 à	 la	 réponse	 au	 stress,	 est	 non	 seulement	 responsable	 de	

l’activation	 de	 l’expression	 des	 gènes	 codant	 pour	 des	 protéines	 impliquées	 dans	 la	

défense	contre	 les	ROS287	mais	aussi	des	enzymes	de	détoxification	du	MG,	Glo1	et	 les	

AKR.	Nous	avons	démontré	que	 les	 cellules	 cancéreuses	glycolytiques	ont	une	activité	

Glo1	et	AKR	basale	ou	inductible	par	le	stress	carbonyle	plus	élevée	que	les	cellules	non	

glycolytiques	 .	 Les	 niveaux	 d’expression	 et	 d’activité	 de	 ces	 deux	 systèmes	 de	

détoxification	sont	donc	aussi	des	paramètres	 importants	pour	déterminer	 l’impact	du	

MG	sur	les	cellules	cancéreuses.	

	 Finalement,	pour	adresser	le	rôle	ambivalent	du	MG	dans	les	tumeurs,	nous	

avons	 implanté	 des	 cellules	 U87-MG	 en	 modèle	 de	 croissance	 tumorale	 CAM.	 Les	

tumeurs	 ont	 été	 traitées	 quotidiennement	 avec	 des	 doses	 croissantes	 de	 MG	 puis	

récoltées	après	7	jours.	De	façon	intéressante,	nous	avons	observé	une	augmentation	du	

volume	 tumoral	 en	 présence	 de	 faibles	 doses	 de	MG	 tandis	 qu’à	 plus	 hautes	 doses,	 la	

croissance	 tumorale	 était	 réduite	 (Fig.	 60	 A).	 Ce	 profil	 biphasique	 de	 la	 croissance	

tumorale	 sous	 traitement	 au	MG	met	 en	 évidence	 un	 rôle	 hormétique	 du	MG	 sur	 les	

tumeurs	 et	 a	 aussi	 été	 observé	 en	utilisant	 les	 cellules	 cancéreuses	mammaires	MDA-

MB-231	 (Fig.	 60	 B).	 L’hormésis	 est	 définie	 comme	 «	un	 processus	 dans	 lequel	

l’exposition	à	de	faibles	doses	d’un	agent	chimique	ou	facteur	environnemental,	qui	est	

toxique	à	plus	fortes	doses,	induit	un	bénéfice	adaptatif	sur	la	cellule	ou	l’organisme	»295.		
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Figure	60.	Effet	hormétique	du	MG	sur	la	croissance	de	tumeurs	sur	CAM.	Des	cellules	U87-MG	(A)	ou	
MDA-MB-231	(B)	ont	été	implantées	sur	la	CAM	et	traitées	pendant	7	jours	avec	des	doses	croissantes	de	
MG.		
	
	 Ensuite,	 nous	 avons	 posé	 l’hypothèse	 selon	 laquelle	 les	 effets	 du	 MG	

pourraient	être	contrecarrés	par	un	traitement	avec	la	Carnosine,	un	puissant	inhibiteur	

du	MG.	En	effet,	 le	 co-traitement	à	 la	Carnosine	des	 tumeurs	U87-MG	 inverse	 le	profil	

hormétique	 induit	 par	 le	 MG,	 à	 la	 fois	 aux	 doses	 pro-tumorales	 et	 aux	 doses	 anti-

tumorales	de	MG	(Fig.	61).	

	
Figure	61.	Inversion	du	profil	hormétique	du	MG	par	la	Carnosine.	(A)	Volume	des	tumeurs	U87-MG	
récoltées	sur	la	CAM	après	7	jours	de	traitement	MG	seul	ou	avec	Carnosine.	(B)	Images	représentatives	
des	tumeurs	de	l’expérience	décrite	en	A.	
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	 Nous	 avons	 ensuite	 analysé	 les	 tumeurs	 récoltées	 sur	 la	 CAM	 et	 avons	

procédé	 à	 des	marquages	 immunohistochimiques.	 D’abord,	 l’augmentation	 du	 volume	

tumorale	 sous	 traitement	à	 faibles	doses	de	MG	correspond	à	une	augmentation	de	 la	

proportion	des	cellules	présentant	un	marquage	nucléaire	du	marqueur	de	prolifération	

Ki67.	Le	co-traitement	des	tumeurs	à	la	Carnosine	inverse	cette	tendance	(Fig.	62).		

	
Figure	62.	Induction	de	la	prolifération	par	le	MG	et	inversion	par	la	Carnosine	dans	les	tumeurs	
CAM.	(A)	Images	représentatives	du	marquage	Ki67	au	niveau	des	tumeurs	U87-MG	développées	sur	CAM	
avec	traitement	au	MG	seul	ou	avec	la	Carnosine.	Quantification	de	la	proportion	des	tumeurs	présentant	
un	taux	prolifératif	faible	(quand	maximum	30%	des	cellules	sont	positives	pour	Ki67)	ou	élevé	(	quand	
plus	de	30%	des	cellules	sont	pour	Ki67).	
	

	 Pour	tenter	d’élucider	 le(s)	mécanisme(s)	 lié(s)	à	 la	diminution	du	volume	

des	tumeurs	traitées	à	hautes	doses	de	MG,	nous	avons	évalué	l’apoptose	au	niveau	de	

cellules	U87-MG	 traitées	à	des	doses	croissantes	de	MG.	Aux	doses	 les	plus	élevées,	 le	

traitement	 au	MG	 induit	 l’apoptose	 des	 cellules	 de	 glioblastome.	 Cette	mort	 cellulaire	

peut	être	empêchée	par	co-traitement	à	la	Carnosine	(Fig.	63).	

	
Figure	63.	 Induction	de	l’apoptose	des	cellules	U87-MG	par	traitement	avec	des	doses	élevées	de	
MG.	 Evaluation	 de	 l’apoptose	 par	 cytométrie	 en	 flux	 au	 niveau	 de	 cellules	 U87-MG	 traitées	 aux	 doses	
indiquées	de	MG	et	de	Carnosine.	
	



	 128	

	 Pour	finir,	nous	avons	évalué	l’induction	du	stress	carbonyle	au	niveau	des	

tumeurs	développées	sur	la	CAM.	Nous	avons	détecté	la	présence	des	adduits	protéiques	

du	MG,	MG-H1	(Fig.	64	A)	et	Argpyrimidine	 (Fig.	64	C),	par	 immunohistochimie.	Nous	

avons	observé	une	augmentation	dose-dépendante	de	l’accumulation	des	adduits	qui	est	

inhibée	par	le	co-traitement	des	tumeurs	à	la	Carnosine	(Fig.	64	B,	D).	

	
Figure	 64.	 Evaluation	 du	 stress	 dicarbonyle	 au	 niveau	 des	 tumeurs	 expérimentales	 de	 CAM.	
Détection	 immunohistochimique	 des	 adduits	 MG-H1	 et	 Argpyrimidine	 au	 niveaux	 des	 tumeurs	
développées	sur	la	CAM	à	partir	des	cellules	U87-MG,	traitées	au	MG	et	à	la	Carnosine	aux	doses	indiquées.	
Images	représentatives	et	quantification	du	marquage	des	adduits	MG-H1	(A	et	B)	et	Argpyrimidine	(C	et	
D).	
	

3.3	Conclusions	

	 Collectivement,	 nos	 résultats	 démontrent	 pour	 la	 première	 fois	 un	 effet	

hormétique	du	MG.	 Cet	 effet	 dose-dépendant	 pourrait	 expliquer,	 avec	 la	 différence	de	

gestion	 du	 stress	 carbonyle	 par	 les	 cellules	 cancéreuses,	 le	 rôle	 ambivalent	 du	 MG	

reporté	dans	la	littérature.	De	plus,	nous	avons	montré	que	le	traitement	à	la	Carnosine	

pouvait	 inverser	 les	 effets	pro	 et	 anti-tumoraux	du	MG	dans	un	modèle	de	 croissance	

tumorale	in	vivo.	
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ABSTRACT 

Metabolic reprogramming toward aerobic glycolysis unavoidably favours 

methylglyoxal (MG) and advanced glycation end products (AGEs) formation in cancer 

cells. MG was initially considered as a highly cytotoxic molecule with potential anti-

cancer value. However, we have recently demonstrated that MG enhanced tumour 

growth and metastasis. In an attempt to understand this dual role, we explored MG-

mediated dicarbonyl stress status in four breast and glioblastoma cancer cell lines in 

relation with their glycolytic phenotype and MG detoxifying capacity. In glycolytic 

cancer cells cultured in high glucose, we observed a significant increase of the 

conversion of MG to D-lactate though the glyoxalase system. Moreover, upon 

exogenous MG challenge, glycolytic cells showed elevated amounts of intracellular 

MG and induced de novo Nrf2 and GLO1 expression. Thus, supporting the adaptive 

nature of glycolytic cancer cells to MG dicarbonyl stress when compared to non-

glycolytic ones. Finally and consistent with the pro-tumoural role of MG, we showed 

that low doses of MG induced AGEs formation and tumour growth in vivo, both of 

which can be reversed using a MG scavenger. Our study represents the first 

demonstration of a hormetic effect of MG defined by a low-dose stimulation and a 

high-dose inhibition of tumour growth. 
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INTRODUCTION 

Most of the cancer cells favour glucose uptake and process it to lactate to 

generate their energy. This metabolic switch from oxidative respiration to aerobic 

glycolysis is commonly known as the Warburg effect1. Although described since more 

than 50 years, it is only in this last decade that intense research efforts attempted to 

understand how the Warburg effect benefits to cancer cells. It is actually considered 

that enhanced glycolytic flux in cancer cells notably contributes to rapid ATP 

production, biosynthesis of building blocks and cell signalling, a set of processes 

essential for long term uncontrolled cancer cell proliferation and survival2. One 

underestimated consequence of such favoured use of glycolysis by cancer cells is 

the formation of reactive dicarbonyl species such as methylglyoxal (MG). 

MG is a metabolic side-product that is mainly produced following the fifth 

reaction of the glycolysis through the spontaneous dephosphorylation of 

glyceraldehyde-3-phosphate (GAP) and dihydroxyacetone phosphate (DHAP). Other 

cellular sources of MG include sugars, amino acids and acetone (for review, 3). As a 

highly reactive dicarbonyl molecule, MG interacts with the side chain amino group of 

arginine and lysine and the thiol group of cysteine residues to form advanced 

glycation end products (AGEs) such as the hydroimidazolones (MG-Hs) and 

argpyrimidines. MG also glycates lipids and nucleic acids and thus induces major cell 

dysfunction at proteomic and genomic levels that is referred to as dicarbonyl stress. 

Glyoxalases 1 and 2 (GLO1 and GLO2) are MG detoxifying enzymes that contribute 

to control MG level and cytotoxicity by efficiently converting MG to D-lactate in the 

presence of reduced glutathione (GSH). GLO1 overexpression has been reported in 

several cancer types among which breast4, melanoma5 and colon cancers6. Other 

enzymes that have been reported to convert MG into non-toxic compounds include 
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aldo-keto reductase family (AKRs)7. Although their activity has been considered 

negligible compared to the glyoxalase system8,9, a recent study has highlighted AKR 

activity induction as a compensatory mechanism upon GLO1 loss in immortalized 

murine Schwann cells10.  

Based on its potent cytotoxic effects, MG has been tested in preclinical 

settings as a potential therapeutic agent against cancer in the early ‘70s. MG intra-

peritoneal or intra-venous injection to tumour-bearing mice showed a significant 

reduction of tumour size11-13. However, the high toxicity of MG to normal cells 

excluded any potential development in human therapy. Other strategies to induce 

high MG stress in cancer cells included the use of cell permeable GLO1 inhibitors 

such as S-p-bromobenzylglutathione cyclopentyl diester (BBGC)14,15. Sakamoto and 

collaborators demonstrated that BBGC selectively induced apoptosis in human lung 

cancer cells that overexpressed GLO116. Since then, other studies have confirmed 

the positive correlation between high cellular GLO1 activity and BBGC sensitivity17. 

Our group is among the first to study dicarbonyl stress in cancer. We have 

reported the consistent accumulation of MG adducts in breast and colon cancer 

tumours compared to their normal counterparts18,19. More recently, we have 

demonstrated that GLO1 inhibition in MDA-MB-231 breast cancer cells favours 

tumour growth and metastases in a xenograft mouse model20 thus establishing a 

functional link between MG stress and tumour progression. Previous to our studies, 

MG was essentially considered for its pro-apoptotic effects in cancer cells. 

Accordingly, we have recently proposed the view of a dual role for MG in cancer21. 

We designed this study in order to explore further the effect of MG stress on 

cancer cells in vitro and in vivo. Our data demonstrated that cancer cells responded 

to both endogenous and exogenous MG by increasing their D-lactate secretion, an 
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indicator of GLO1 detoxification. We report for the first time that glycolytic cancer 

cells present a specific response to MG challenge notably consisting of de novo 

expression of GLO1 and Nrf2 at the mRNA and protein levels. Finally, using an in 

vivo tumour model we demonstrated the tumour pro-growth effect of MG at low 

concentration and its pro-apoptotic effect at high concentration. 
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RESULTS AND DISCUSSION 

Energetic metabolism characterization of cancer cell lines in relation with 

endogenous MG level and detoxification potential. The Warburg effect through 

which most cancer cells preferentially use glycolysis is expected to have a major 

impact on the amount of intracellular MG. To our knowledge, the potential 

relationship between the two has not been thoroughly explored. We first undertook 

the characterization of the energetic metabolism in GBM (U87-MG and U251) and 

breast cancer (MDA-MB-231 and MCF7) cell lines cultured under low (LG) and high 

glucose (HG) conditions. On the metabolic profile diagram generated using the 

Seahorse extracellular flux analyzer (Figure 1A), MCF7 cells consistently showed a 

higher oxygen consumption rate (OCR), the indicator of mitochondrial respiration, 

when compared to MDA-MB-231 that is typically considered as a glycolytic cancer 

cell line. No major differences were observed in term of OCR between LG and HG 

cultured cancer cell lines. Upon LG culture condition, all the cell lines showed similar 

extracellular acidification rate (ECAR), which reflects the glycolytic function of the 

cells. However, when cultured in HG medium only MDA-MB-231 and U87-MG cells 

increased their glycolytic potential as indicated by the right shift on ECAR axis 

(Figure 1A). L-lactate accumulation in the conditioned medium, further confirmed an 

increased glycolysis flux observed in U87-MG and MDA-MB-231 cells cultured in HG 

condition (Figure 1B). Furthermore, L-lactate increase was associated with enhanced 

intracellular MG levels as detected by FACS using MBo probe, a MG-specific 

fluorescent sensor in living cells22, in both glycolytic cell lines (Figure 1C).  

The measure of D-lactate accumulation in cancer cell conditioned media, as a 

readout of cellular MG detoxification capacity by GLO1, demonstrated a significant 

increase of D-lactate production uniquely in U87-MG and MDA-MB-231 glycolytic 
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cells cultured in HG (Figure 1D). These results are in accordance with the increased 

glycolytic flux and MG production evidenced in these cells when cultured in HG. 

As it has been demonstrated that MG induces oxidative stress in normal and 

cancer cells23-27, we next evaluated redox status in the 4 cancer cells lines cultured in 

LG and HG. U87-MG cells displayed an elevated basal ROS level when compared to 

the other cell lines and this level was significantly increased under HG culture 

condition (Figure 1E). When considering GSH/GSSG ratio, an indicator of the redox 

status, MDA-MB-231 had the highest basal content but HG culture did not affect 

GSH/GSSG ratio, in all the cell lines under study (Figure 1F).  

MG stress status and GLO1 detoxification capacity of cancer cells in response 

to MG treatment. In order to better characterize the response of cancer cells to MG 

stress, we have next challenged them with increasing doses of exogenous MG. For 

this purpose, we first determined the half maximal inhibitory concentration values 

(IC50) of MG on cancer cell viability. We used human umbilical vein endothelial cells 

(HUVEC) as a normal cell reference which sensitivity to MG has been previously 

reported28,29. Interestingly, IC50 values revealed to be higher in cancer cells when 

compared to normal cells (Figure 2A), pointing to a superior resistance of cancer 

cells to MG cytotoxicity. MG IC50 values ranged below 1000 µM for GBM cells and 

were slightly higher for breast cancer cells with MCF7 cells showing the highest IC50 

(Figure 2A). Based on the results obtained under HG culture condition, we would 

have expected that glycolytic cancer cells might present with the more resistant 

phenotype toward exogenous MG challenge. One possible explanation for this 

apparent difference could be that these cells are, in fact, in the presence of higher 

amounts of free MG than non-glycolytic cells. 



8 
 

To test this hypothesis, we assessed MG intracellular concentrations using 

MBo specific probe (Figure 2B). Intracellular MG was significantly elevated in all 

cancer cells 6h and 24h after treatment with increasing doses of MG. Consistent with 

this effect was the detection of increased amounts of argpyrimidine and MG-H1 

specific MG-adducts using western blot in all cancer cells after 6h of MG treatment 

(Figure 2C). While all cancer cells dose-dependently increased their intracellular MG 

level, it is noteworthy that U87-MG and MDA-MB-231 glycolytic cells showed a major 

MG increase of up to 60-fold (Figure 2B). Whereas MCF7 and U251 cells showed a 

less marked increase, that reached 20 and 30-fold over their respective basal levels 

(Figure 2B). These data establish that glycolytic cells accumulate more intracellular 

MG, when they are in the presence of exogenous MG than non-glycolytic cells. This 

observation could explain the low MG IC50 values determined for glycolytic cells. 

Actually, MG IC50 estimation in those cells probably does not accurately reflect their 

tolerance to exogenous supply of MG. Altogether, these results let us propose that 

glycolytic cancer cells either had up taken more exogenous MG and/or had produced 

more MG upon MG stimulus. Because MG freely equilibrates across the cytoplasmic 

membrane30, high intracellular MG levels in glycolytic cells more likely result from an 

effect of MG on glycolytic flux. MG has been previously shown to inhibit GAPDH 

activity in vitro31 thus potentially favouring the accumulation of triose phosphate 

intermediates and subsequent accumulation of MG. Interestingly, Beisswenger and 

collaborators reported an inverse relationship between GAPDH activity and MG 

production in type 1 and 2 diabetic patients32. Considering that the expression/activity 

status of GAPDH is deregulated in cancer cells33, it would be interesting to evaluate 

MG stress in this context. 
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After 24h of treatment, intracellular amounts of MG were equilibrated in all cell 

lines to 17 to 30-fold over their basal levels (Figure 2B). We reasoned that glycolytic 

cells might present with a more efficient detoxification capacity than non-glycolytic 

cancer cells. To evaluate this possibility, we next measured GLO1 maximal activity in 

these cells. We found that MDA-MB-231 and U87-MG cells significantly adapted their 

GLO1 detoxification capacity in the first 6 hours after exposure to MG when 

compared with MCF7 and U251 cells. For the latter cell lines, GLO1 maximal activity 

stayed constant and even decreased in the presence of the highest concentration of 

MG tested (Figure 2D).  

Glycolytic cancer cells express increased amounts of GLO1 and Nrf2 in the 

presence of exogenous MG. Data gathered so far indicate that exogenous MG 

rapidly induces the accumulation of detectable protein adducts and support the 

hypothesis according to which glycolytic cancer cells present with a more efficient 

MG detoxification capability than non-glycolytic ones. Validating further this 

hypothesis, we found that increased GLO1 activity was accompanied by de novo 

expression of GLO1 mRNA (Figure 3A) and protein (Figure 3C) only in U87-MG and 

MDA-MB-231 cells. Thus, supporting the adaptive nature of glycolytic cancer cells to 

high MG stress when compared to non-glycolytic ones. Nrf2 stress-responsive 

transcription factor has been shown to exert a positive transcriptional control on 

GLO1 gene expression 34. We next showed that Nrf2 expression was also increased 

at both the mRNA (Figure 3B) and protein (Figure 3C) levels upon MG treatment in 

U87-MG and MDA-MB-231 cells. This observation is compatible with an Nrf2-induced 

de novo regulation of GLO1 expression in glycolytic cancer cells upon MG stress. 

MG has been previously reported to induce reactive oxygen species (ROS) formation 

in cancer cells26 and ROS can trigger Nrf2 expression35. Therefore, we evaluated 
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ROS levels in parallel treatment experiments. MG treatment conditions did not 

influence ROS basal levels in all cells under study as measured using oxidized 

DCFDA detection by flow cytometry (Supplementary Figure 2).  

We have observed an enhanced ability of glycolytic cancer cells to convert MG 

into D-lactate when cultured in HG medium (Figure 1D). Next, we asked whether 

increased GLO1 detoxification capacity would be associated with augmented D-

lactate production upon MG treatment. Six hours after MG challenge, all cell lines 

showed an increased D-lactate production with the highest one (15-fold above basal 

level) observed in MDA-MB-231 cells. After 24h, D-lactate production was 

comparable in all cell lines and maintained at maximum 5-fold above the 

corresponding basal levels. Altogether these data indicate that increased MG 

production, associated with elevated glycolytic flux, is efficiently detoxified by GLO1 

into D-lactate in cancer cells. Glycolytic cancer cells showed an enhanced GLO1 

detoxifying capacity notably through the induction of GLO1 and Nrf2 expression. It is 

remarkable that glycolytic cells in the presence of endogenous MG (HG condition) 

are challenged with at least 10-fold less MG than under exogenous treatment. 

Increased MG detoxification to D-Lactate occurs in both cases but was not 

accompanied by an increase of GLO1 activity/ expression under low MG 

(Supplementary Figure 1). Thus suggesting for the first time that glycolytic cancer 

cells might be able to sense MG stress level and to adapt their detoxification capacity 

accordingly. 

Other MG detoxifying enzymes are expressed in cancer cells and compensate 

for the loss of GLO1 activity. Although both U87-MG and MDA-MB-231 cells 

responded to high MG stress by increasing their GLO1 expression and activity, we 

noticed that U87-MG cells did not produce as much D-lactate as MDA-MB-231 cells. 
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As a cofactor of GLO1 enzyme, GSH cellular content might be limiting for GLO1 

activity rate upon MG stress. U87-MG cells have a significantly lower GSH/GSSG 

basal level when compared with MDA-MB-231 cells (Figure 1F). Altogether, these 

observations let us envisage the possibility that U87-MG cells may use other MG 

detoxification enzymes such as aldo-keto reductases (AKRs). AKR family members 

such as AKR1B and AKR1C have been previously associated with cancer cell 

proliferation and resistance to chemotherapy in GBM and breast cancer36,37. In order 

to explore this hypothesis, we first assessed AKR gene expression in the cancer cell 

lines under study. Basal levels of AKR1B10 and AKR1C1 mRNA were higher in GBM 

cells than in breast cancer cells, with U87-MG cells significantly displaying the 

highest amounts (Figure 4A). Global AKR activity assessed in these cells was 

consistent with their mRNA expression levels (Figure 4B). Interestingly, AKR activity 

increased in MDA-MB-231 cells in response to MG treatment while it remained stable 

in U87-MG cells which displayed high basal expression levels of AKRs (Figure 4C). 

To further explore the possibility of a compensatory mechanism based on AKR 

enzymes expression in cancer cells, we induced GLO1 activity deficit in these cells 

using increasing concentrations of BBGC inhibitor. Whereas basal intracellular MG 

levels were lower in GBM than in breast cancer cells, they increased significantly in 

all cell lines in the presence of 5µM BBGC (Figure 4D). Finally, AKR1B10 mRNA 

levels showed a significant increase in both U87-MG and MDA-MB-231 cells upon 

BBGC treatment thus suggesting an adaptation to GLO1 activity loss in these cells 

(Figure 4E).  

This part of the study let us demonstrate for the first time that glycolytic cancer 

cells are able to induce Nrf2 and GLO1 expression upon MG stress. Menegon and 

collaborators 38 have recently reviewed the dual roles of Nrf2 in cancer. The main 
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function of this transcription factor is to activate the antioxidant cellular response to 

protect cells from oxidative stress. However, Nrf2 not only protects normal cells from 

stress but also cancer cells, supporting the idea that it could be an oncogene. It is 

remarkable that GLO1 also plays a dual role in cancer. On the one hand, others39 

and we20 have shown that GLO1 acts as a tumour suppressor and its loss has been 

linked with tumour growth and metastasis development in vivo. On the other hand, 

GLO1 is overexpressed and/or amplified in tumours and its loss has been associated 

with MG-induced cytotoxicity and apoptosis16,40-45. In fact, Nrf2 and GLO1 favour the 

survival of cancer cells by protecting them from excessive dicarbonyl and/or oxidative 

stress, both of which have been implicated in cancer initiation and progression. We 

have demonstrated that glycolytic cancer cells are more prone to respond to MG 

challenge through increased Nrf2 and MG-detoxifying enzymes expression. 

Therefore, we next envisaged that low doses of MG might be beneficial to tumour 

growth while high concentrations would be cytotoxic.  

Cancer cells display a characteristic biphasic dose response growth curve 

upon MG treatment. In order to test the possibility that MG could exert a dual effect 

on tumour growth, we have challenged U87-MG human glioblastoma cancer cells 

engrafted on the chicken chorioallantoic membrane (CAM) with increasing 

concentrations of MG. We observed an increase of tumour volume in the presence of 

low doses of MG that reached significance for 100 and 300µM when compared to 

untreated tumours (Figure 5A), as shown for representative tumours in Figure 5C. At 

higher doses (from 500 to 3000µM), tumour volume showed a significant decrease 

(Figures 5A and C). The biphasic profile of the graph shown in Figure 5B highlighted 

a hormetic dose effect of MG on tumour growth. Similar results were obtained with 
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MDA-MB-231 breast cancer cells using the same in vivo CAM model (Supplementary 

Figure 2).  

We next reasoned that both pro and anti-growth MG effects on tumours should 

be reversed using MG scavenger molecules. Using the same in vivo tumour growth 

model, the co-treatment with MG and carnosine, a potent natural MG scavenger, 

significantly reversed cancer cell response to MG (2-way anova, p<0.001) (Figure 

5B), and as shown for representative tumours in Figure 5C. In good accordance with 

the observed increase of tumour volume, we found a higher proportion of tumours 

displaying Ki67 proliferation marker positive cells in CAM tumours treated with 

300µM MG when compared with either untreated tumours or tumours treated with 

1000µM MG (Figures 6A and B). Apoptotic rates estimated under the same 

conditions showed that apoptosis is significantly induced at 1000µM MG in U87-MG 

cells. MG pro-apoptotic effect is reversed under carnosine treatment at 3000µM MG 

(Figure 6C and D). Using immunohistochemistry, we further confirmed the dose-

dependent increase of argpyrimidine (Figures 7A and B) and MG-H1 (Figures 7C and 

D) MG-adducts in the experimental CAM tumours. Carnosine treatment efficiently 

inhibited argpyrimidine and MG-H1 adducts accumulation (Figures 7A and B and 

Figures 7C and D, respectively). 

Altogether, these data demonstrate for the first time that, in a specific hormetic 

window, MG favours tumour growth in vivo. It is noteworthy, that carnosine treatment 

potently reversed both pro- and anti-growth effects exerted by MG on malignant 

tumours in vivo. We believe that these observations bear a significant interest for the 

development of future preventive or therapeutic anti-cancer strategies. 
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CONCLUDING REMARKS 

Hormesis is defined as “a process in which exposure to a low dose of a 

chemical agent or environmental factor, that is damaging at higher doses, induces an 

adaptive beneficial effect on the cell or organism”46. We demonstrate for the first time 

the hormetic effect of MG on cancer cell growth and reconcile seemingly contrasting 

earlier data accumulated on MG. In a non-tumoural context, a dual role has been 

previously demonstrated for MG that was favourable to neurons viability and 

excitability at low levels while high levels were cytotoxic47. Importantly, our data 

demonstrate that cancer cells are not equal when facing MG stress and this has 

probably contributed to the existing controversy around MG role in cancer. Glycolytic 

cancer cells cultured under high glucose condition produce MG and show an 

increased detoxification capacity when compared with cells cultured in low glucose 

medium. More remarkable is the induction of Nrf2 and GLO1 expression in the 

presence of high MG stress in glycolytic cells leading to efficient MG conversion to D-

Lactate. We demonstrated that this adaptive behaviour favours tumour growth and 

survival of cancer cells that are both efficiently reversed by carnosine. This naturally 

occurring dipeptide has been previously shown to exert anti-cancer effects48,49 and 

ongoing studies in our laboratory examine its effects on glioblastoma and colon 

cancer tumour growth in mouse models. Next to carnosine, our results bring new 

interest in other MG scavengers such as metformin and aminoguanidine as anti-

cancer agents.  

As mentioned above, dicarbonyl stress is linked to oxidative stress by many 

aspects. One of them is that MG stress induces ROS production in normal and 

cancer cells. Another key common feature is Nrf2 transcription factor. Nrf2 is often 

referred to as the main activator of cellular antioxidant response but it is also the 



15 
 

main regulator of GLO1 and AKRs expression thus playing a central role in cell 

response to MG stress34,50. We have shown that cancer cells express AKRs that 

represent a compensatory mechanism in case of GLO1 loss or decreased activity. 

Future studies addressing the role of MG dicarbonyl stress in cancer cells will have to 

assess energy metabolism and oxidative status in parallel with MG stress cellular 

adducts and detoxification capacity.  

Metabolic reprograming is an important hallmark of proliferating cancer cells. 

The preferential use of glycolysis unavoidably generates MG, which level must be 

strictly adjusted to be kept in a subtoxic range in glycolytic cancer cells. In this study, 

we demonstrate that maintaining tolerable MG stress turns out to be beneficial to 

cancer cells through both resistance to apoptosis and enhanced growth. 
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MATERIALS AND METHODS 

Cell culture and reagents. U87-MG, U251, MDA-MB-231 and MCF7 cancer cell 

lines were obtained from ATCC (American Type Culture Collection, Manassas, VA) 

and grown in DMEM medium (Lonza, Basel, Switzerland) supplemented with 10% 

fetal bovine serum (FBS ; ThermoFischer Scientific, Waltham, MA) and 2mM L-

Glutamine (Lonza). Glucose concentration was either 4.5g/L (high glucose condition) 

or 1g/L (low glucose condition). HUVEC cells were isolated following a method 

described in Jaffe et al.51. HUVEC cells are grown in MCDB131 medium (Invitrogen, 

Carlsbad, CA) supplemented with 20% FBS, 2mM L-Glutamine, 50µg/mL heparin 

(Sigma, St. Louis, MO), ECGS 50µg/mL (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ) and 

50UI/50µg/mL penicilline/streptomycin (Lonza). For seeding of HUVEC cells, plates 

are coated with 0,2% gelatin (Sigma). Methylglyoxal (MG, Sigma) treatment was 

performed during 6 or 24h in low glucose medium. Methylglyoxal solution 

contamination by formaldehyde was assessed by NMR analysis and considered 

insignificant (<3%)20. BBGC, S-p-bromobenzylglutathione cyclopentyl diester, a cell-

permeable GLO1 inhibitor, was synthesized as previously described14. BBGC 

treatment was performed for 48 h in high glucose medium. Anti-argpyrimidine 

antibody (mAb6B) specificity has been previously confirmed by competitive ELISA 

and it has been shown to not react with other MG-arginine adducts such as 5-hydro-

5-methylimidazolone and tetrahydropyrimidine52. MBo (Methyl diaminobenzene-

BODIPY) is a cell permeable MG specific probe, synthetized and validated as 

previously described22. 

Seahorse analysis. Oxygen consumption rate (OCR) and extracellular acidification 

rate (ECAR) of U87-MG, U251, MDA-MB-231 and MCF7 cells cultured in low and 

high glucose medium were determined using Seahorse XFp bioenergetic analyzer 
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(Agilent) according to manufacturer’s recommendations. Briefly, cells were plated in 

Seahorse microplates (15000, 5000, 15000 and 20000 cells/well for U87-MG, U251, 

MDA-MB-231 and MCF7 cells, respectively). Medium was replaced by DMEM 

without glucose supplemented with 2mM glutamine 1h before the measurements. D-

glucose was added to a final concentration of 10mM and OCR and ECAR were 

measured. Data were normalized to protein quantity. 

L- and D-Lactate dosage. L- and D-Lactate concentrations were assessed in 

conditioned medium, the number of cells in each condition was counted for 

normalization. Conditioned medium (diluted 3 times for L-Lactate measure) was 

incubated in the presence of NAD+, hydrazine and L- or D-Lactate dehydrogenase 

enzyme (Sigma). Lactate concentration was determined by comparing NADH 

formation measure at 320nm to the absorbance of a calibration curve. L- and D-

Lactate concentrations were normalized per million cells.  

Cellular MG quantification. MBo (Methyl diaminobenzene-BODIPY) was used to 

detect endogenous MG. The cells were treated with 5mM MBo in complete medium 

as previously described22. After 1h, the cells were washed with PBS and incubated in 

low- or high-glucose medium for 6h or treated in low-glucose medium with MG for 6 

to 24h. For MG induction after BBGC treatment, cells were treated 48h with BBGC, 

then 1h with MBo. Then cells were washed and incubated for more 6h in the 

presence of BBGC. Cells were then trypsinized and analyzed by flow cytometry 

(FACSCanto, BD Biosciences). Data are represented as mean ± SEM of at least 3 

biological replicates. 

ROS measurement by FACS. ROS production was measured using CM-H2DCFDA 

(Invitrogen) fluorescent probe according to the according to the manufacturer’s 
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protocol. Briefly, cells were trypsinized and incubated with the CM-H2DCFDA probe 

(diluted 1/5000 in HBSS, Invitrogen) for 15min in the dark. After centrifugation, cells 

were incubated in culture medium during 15min at 37°C before FACS analysis.  

Glutathione (GSH) and glutathione disulfide (GSSG) levels. GSH/GSSG ratio 

were determined as described previously53. Briefly, cell pellets were extracted in 

0.1% Triton-X (Sigma) and 0.6% sulfosalicylic acid (Sigma) in KPE buffer (0.1M 

potassium phosphate buffer with 5mM EDTA disodium salt, pH 7.5) and sonicated in 

icy water for 3min. After 2 freeze-thaw cycles, lysates were centrifuged at 3000g for 

4min and supernatants were collected. For total GSH measurement, supernatants 

were mixed with DTNB solution and glutathione reductase to convert GSSG to GSH 

and then β-NADPH was added. The rate of 2-nitro-5-thiobenzoic acid formation was 

followed spectrophotometrically at 412nm for 2min. Total GSH concentrations were 

determined based on the values obtained from the standard curve. For GSSG 

measurement, supernatants were mixed with 2-vinylpyridine to derivatize GSH for 1h 

and were then neutralized by adding triethanolamine for 10min. The derivatized 

samples were analyzed as described for total GSH dosage. GSH concentrations 

were calculated using the following formula: [GSH] = [GSHtotal] – 2*[GSSG] and 

allowed the determination of GSH/GSSG ratio. 

Methylglyoxal inhibitory concentration 50 (IC50) determination. Cells were 

plated in 24-well plate and treated for 24h with increasing doses of MG. Cells were 

then washed, lysed by sonication and their DNA content was assessed using 

bisbenzimide (Sigma) incorporation. DNA content was detected 

spectrophotometrically by excitation at 360nm and fluorescence emission at 460nm. 

IC50 was determined as the concentration of MG able to decrease by half the 

quantity of DNA detected.  
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Western Blot. Cell extraction was performed in 1% SDS buffer containing protease 

and phosphatase inhibitors (Roche, Penzberg, Germany). Protein concentration is 

determined using bicinchoninic acid assay (Pierce, Carlsbad, CA). Twenty µg of 

protein were separated on 10 or 12.5% SDS-PAGE and transferred to PVDF 

membranes (Roche). Blocking was performed in 5% non-fat dried milk (Biorad, 

Hercules, CA) in TBS-Tween 0.1% for 1 h. Membranes were then incubated 

overnight at 4°C with primary antibodies : Argpyrimidine ( 1/10,000, mAb6B), MG-H1 

(1/1000, STA-011, Cell Biolabs), Nrf2 (1/1000, Ab62353, Abcam), GLO1 (1/1000, 

#02-14, BioMac, Leipzig, Germany), β-actin (1/5000, A5441, Sigma). Membranes 

were then incubated for 1 h in the presence of the appropriate secondary antibody 

coupled to horseradish peroxidase. Immunoreactive bands were detected using ECL 

Western Blotting substrate (Pierce). Bands quantification by densitometry and 

normalization to ß actin was performed using ImageJ software (NIH, Bethesda, MD). 

RNA isolation and quantitative reverse transcription-PCR (qRT-PCR). RNA 

extraction was done according to the manufacturer’s protocol (NucleoSpin RNA, 

Macherey-Nagel, Düren, Germany). Reverse transcription was performed using the 

Transcription First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche). Hundred ng of cDNA were 

mixed with primers, probe (Universal ProbeLibrary System, Roche) and 2x Takyon 

Rox Probe MatserMix dTTP Blue (Eurogentec, Seraing, Belgium) or Fast Start SYBR 

Green Master Mix (Roche). Q-PCR were performed using the 7300 Real Time PCR 

System and the corresponding manufacturer’s software (Applied Biosystems, 

Carlsbad, CA). Relative gene expression was normalized to 18S rRNA. Primers were 

synthesized by IDT (Coralville, IA) and their sequences are detailed in Table 1.  

GLO1 activity assay. Glo1 activity assessment was performed as previously 

described18,20.  Briefly, S-D-lactoylglutathion formation was followed at 240nm in a 
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reaction mixture composed of pre-incubated MG with reduced glutathion (Sigma) and 

protein extracted in RIPA buffer. Glo1 maximal activity measure is expressed as 

arbitrary units (A.U.) of enzyme per mg of proteins.  

Chicken Chorioallantoic Membrane (CAM) tumour assay. On embryonic day 11, 

a suspension of 5x106 cells in culture medium alone for U87-MG cells or 2x106 cells 

mixed (1:1) with matrigel (BD Biosciences) for MDA-MB-231 cells was deposited in 

the center of a plastic ring on the chick chorioallantoic membrane. Treatment with 

methylglyoxal alone or combined with Carnosine (Sigma) in saline solution was 

performed daily from the day after cells implantation to the end of the experiment. 

Tumours were collected at embryonic day 18 and fixed in 4% paraformaldehyde for 

histology analysis. Tumour size was measured with a caliper and tumour volume was 

calculated with the formula 4/3π x H/2 x L/2 x W/2, with H, L and W standing for 

height, length and width, respectively. 

Immunohistochemistry. Formalin-fixed paraffin embedded sections were 

deparaffinized and rehydrated. Endogenous peroxidase activity was inhibited by a 30 

min bath in methanol containing 3% hydrogen peroxide. Antigen retrieval was 

obtained by a 40 min bath in 10mM sodium citrate buffer pH6 at 95°C.  Non-specific 

binding was avoided by incubation with 1,5% normal serum (Vector Laboratories, 

Burlingame, CA) for 30 min. Then, primary antibody, either mouse anti-Argpyrimidine 

(1/10.000), mouse anti-Ki67 (1/100, Dako) or rabbit anti-MG-H1 (1/500, STA-011 Cell 

Biolabs, San Diego, CA) was applied for the night. Sections were next incubated with 

anti-mouse or anti-rabbit biotinylated secondary antibody (Vector Laboratories) for 30 

min followed by staining with 3,3’ diaminobenzine tetrachloride (DAB).  After 

counterstaining with hematoxylin, slides were dehydrated and mounted with DPX 
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(Sigma). Control slides incubated without primary antibody showed no 

immunoreactivity. 

Immunohistochemical staining evaluation. The immunostaining was assessed 

and scored by two independent examiners. Argpyryimidine and MG-H1 score were 

attributed according to the intensity of the staining (0, 1+, 2+, 3+).  Ki67 

immunostaining was evaluated as the percentage of positive nucleus present on the 

sections. Then two categories were distinguished, low proliferative rate for the cases 

presenting ≤30% of positive nucleus and high proliferative rate for the cases 

presenting >30% of positive nucleus. 

Apoptosis. Apoptosis was measured with the FITC-Annexin V apoptosis Detection 

Kit I (BD Biosciences) by FACS according to manufacturer’s instructions. 

Aldo-keto reductase activity assay. AKR activity was assayed based on previously 

reported protocol10 in PBS 100mM pH7.2 at 37°C. Protein extraction was performed 

with ice-cold cytosolic lysis buffer (Hepes 10mM, MgCl2 1.5mM, KCl 10mM, DTT 

0.5mM, NP-40 0.05% with protease inhibitor (Roche)), followed by sonication and 

centrifugation. Protein concentration in the supernatant was quantified as explained 

above. Briefly, 100µg proteins were incubated with reaction buffer containing 0.1mM 

NADPH (Sigma) and 1mM MG. NADPH reduction was followed 

spectrophotometrically at 320nm for 1 h. NADPH quantity processed was calculated 

based on a calibration curve. Results were expressed as mmoles of NADPH 

transformed per hour by mg of protein extract.  

Statistical analysis. Statistical analysis. All experiments were performed as several 

independent biological replicates. All results were reported as mean with Standard 

Error Mean (SEM) as indicated in figure legends. Two group comparisons were 
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performed using unpaired student’s t-test with or without Welsch’s correction 

according to homoscedasticity. When an experiment required comparisons between 

more than two groups, statistical analysis was performed using one-way or two-way 

ANOVA depending on the number of grouping factors. Dunnet’s or Bonferroni’s test 

were applied for simple or multiple comparisons, respectively. Outliers were detected 

using whisker box plots. In all cases, a bilateral p<0.05 was considered as 

statistically significant with a 95% confidence interval. 
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FIGURE LEGENDS 

Figure 1. Energetic metabolism characterization and dicarbonyl stress status in 

cancer cells. U87-MG, U251, MDA-MB-231 and MCF7 cancer cells were cultured in low 

(LG) or high-glucose (HG) medium. (A) Metabolic profiling of the indicated cancer cell lines 

using Seahorse analyzer showing ECAR (extracellular acidification rate) and OCR (oxygen 

consumption rate). (B) L-Lactate production in 48h conditioned-medium. (C) Intracellular MG 

was assessed by flow cytometry using MBo specific probe. (D) D-Lactate production in 48 h 

conditioned-medium. (E). Reactive oxygen species (ROS) accumulation was assessed by 

flow cytometry using CM-DCFDA probe. (F) GSH and GSSG concentrations were assessed 

in cell pellets and GSH/GSSG ratio are shown. Data are presented as mean values ± SEM of 

three independent experiments. *p<0.05, **p<0.01 and ns = not significant. 

Figure 2. Intracellular MG, MG-adducts levels and GLO1 detoxification capacity in 

response to MG treatment. U87-MG, U251, MDA-MB-231 and MCF7 cancer cells cultured 

in low glucose medium were treated with the indicated doses MG (A) MG half maximum 

inhibitory concentration values (IC50) on cancer cell viability. HUVEC normal endothelial 

cells showed the highest sensitivity to MG compared with cancer cells. (B) Intracellular MG 

production was assessed by flow cytometry using MBo probe in cells treated with the 

indicated MG concentrations for 6 and 24h. (C) MG-adducts were detected by 

immunoblotting using specific antibodies against MG-H1 and argpyrimidine residues in cells 

exposed to MG 300µM for 6h, with β-actin as a loading control. Immunoblots are 

representative of three independent experiments. (D) GLO1 maximal activity was measured 

in cells treated with the indicated MG concentrations for 6 and 24 h, expressed as arbitrary 

units (A.U.) per mg of proteins. Data are shown as mean values ± SEM three independent 

experiments. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 and ns = not significant, compared with control. 
Full-length blots are presented in Supplementary Figure 4. 
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Figure 3. Glycolytic cancer cells expressed increased amounts of GLO1 and Nrf2 upon 

MG treatment. U87-MG, U251, MDA-MB-231 and MCF7 cells cultured in low glucose 

medium were treated with the indicated doses of MG. (A) GLO1 and (B) NRF2 mRNA levels 

were assessed in response to MG treatment by RT-qPCR. (C) GLO1 and Nrf2 protein levels 

were quantified using immunoblotting, with β-actin as a loading control. Numbers represent 

fold increase relative to the control condition shown in bold. Immunoblots are representative 

of three independent experiments. (D) D-lactate production in conditioned-medium was 

assessed after 6 and 24h MG treatment. Data are presented as mean values ± SEM of three 

independent experiments. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 and ns = not significant, compared 

with control. Full-length blots are presented in Supplementary Figure 5. 

Figure 4. Aldo-keto reductases (AKRs) detoxifying enzymes are expressed in cancer 

cells and compensate for the loss of GLO1 activity. (A) U87-MG, U251, MDA-MB-231 

and MCF7 cells were cultured in high-glucose medium and their mRNA levels for AKR1B10, 

AKR1C1 and AKR1C3 were evaluated by RT-qPCR. mRNA levels are shown as relative to 

MDA-MB-231 cells. (B) Basal AKR activity is shown as mmole of NADPH converted per h 

per mg of protein in the indicated cancer cells. (C) AKR activity was measured in the 

indicated cell lines treated with MG 300µM during 24h. (D) Intracellular MG was assessed by 

flow cytometry using MBo probe after 48h treatment with BBGC at the indicated doses. (E) 

AKR1B10 mRNA levels were assessed by RT-qPCR in BBGC treated cells. Data are 

presented as fold change relative to untreated cells. All data are shown as mean values ± 

SEM of three independent experiments. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 

Figure 5. Cancer cells display a biphasic dose response growth curve upon MG 

treatment. U87-MG cells were grown on the chicken chorioallantoic membrane (CAM) and 

treated daily with (A) the indicated doses of MG and/or (B) carnosine 10mM. After 7 days, 

tumour volumes were calculated. (C) Top and profile views of representative experimental 

CAM tumours. At least 10 eggs were collected for each experimental condition. Data are 

mean values ± SEM. *p<0.05 and **p<0.01. 
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Figure 6. Proliferative and apoptotic effects of MG and carnosine treatment on CAM 

tumours. Experimental tumours shown in Figure 5 were subjected to immunohistochemical 

staining of Ki67 proliferation marker. A representative picture of Ki67 staining is shown in (A) 

and the proportion of tumours discriminated in low and high proliferation rate among the 

different conditions is represented in panel (B) Apoptosis analysis in cells treated with MG at 

the indicated doses with or without co-treatment with carnosine 10mM. Representative flow 

cytometry dot-plots are shown in (C) and annexin V positive cells are quantified in (D) Data 

are presented as mean values ± SEM of three independent experiments. **p<0.01, 

***p<0.001. 

Figure 7. Accumulation of MG-adducts in CAM tumours. Experimental tumours shown in 

Figure 5 were subjected to immunohistochemical staining of MG-H1 and argpyrimidine MG-

adducts. Representative pictures (A, C) and immunostaining quantification (B, D) of MG-H1 

and argpyrimidine staining are shown, respectively. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 
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4.	 Implication	 du	 méthylglyoxal	 dans	 la	 progression	 tumorale	 et	 le	

développement	de	la	résistance	à	l’inhibition	de	BRAF	dans	le	mélanome	

	

4.1	Introduction	

	 Le	mélanome	est	un	type	de	cancer	de	la	peau	se	développant	à	partir	des	

mélanocytes.	Ces	cellules,	qui	résident	à	 la	base	de	l’épiderme,	sont	responsables	de	la	

production	de	mélanine,	un	pigment	protégeant	la	peau	des	UV.	Le	mélanome	est	le	type	

de	cancer	cutané	le	plus	rare	mais	le	plus	mortel	quand	il	atteint	le	stade	invasif.	Plus	de	

la	moitié	des	patients	atteints	de	mélanome	présentent	une	mutation	au	niveau	du	gène	

BRAF	dont	la	majorité	est	de	type	BRAFV600E.	La	mutation	de	BRAF	induit	une	activation	

de	la	voie	RAS/MAPK.	Avec	d’autres	mutations,	environ	90%	des	patients	montrent	une	

hyper-activation	de	 cette	 voie	pro-proliférative	 et	 qui	 est	 associée	 à	 l’initiation	 et	 à	 la	

progression	métastatique	du	mélanome296.	

	 La	 mutation	 BRAFV600E	 induit	 une	 reprogrammation	 du	 métabolisme	 du	

mélanome,	 favorisant	 l’utilisation	 de	 la	 glycolyse	 et	 donc	 un	 phénotype	 de	 type	

Warburg.	En	effet,	l’équipe	de	Hall297	a	montré	en	2013	que	les	mélanocytes	transformés	

présentent	une	augmentation	de	GAPDH	(glycéraldéhyde	phosphate	déshydrogénase)	et	

G6PD	 (glucose-6-phosphate	 déshydrogénase)	 qui	 mène	 à	 une	 augmentation	 de	 la	

glycolyse	 et	 de	 la	 voie	des	pentoses	phosphate.	 Ce	 lien	 entre	 la	mutation	BRAFV600E	et	

une	augmentation	du	flux	glycolytique	a	ensuite	été	confirmé	par	d’autres298-301.	

	 Le	 ciblage	 thérapeutique	 de	BRAFV600E	par	 un	 inhibiteur	 spécifique	 appelé	

Vémurafenib	a	donné	de	bons	résultats	chez	la	plupart	des	patients.	Malheureusement,	

la	majorité	d’entre	eux	développent	rapidement	(6-7mois)	une	résistance	au	traitement.	

L’acquisition	de	la	résistance	au	Vémurafenib	par	les	cellules	de	mélanome	est	liée	à	des	

mécanismes	 directement	 liés	 à	 la	 réactivation	 de	 la	 voie	 MAPK	 ou	 pas.	 Parmi	 les	

mécanismes	 de	 réactivation	 de	 la	 voie	 MAPK,	 des	 études	 ont	 notamment	

montré	l’amplification	 de	 BRAF302,	 l’épissage	 alternatif	 de	 BRAF303,	 la	 mutation	 de	

NRAS304,305,	la	mutation	de	MEK306	et	la	perte	de	NRF-1307-309.	Parmi	les	mécanismes	de	

résistance	 indépendants	 de	 la	 voie	 MAPK,	 des	 études	 ont	 montré	 l’augmentation	 de	

récepteurs	 tyrosine	 kinase	 comme	 PDGFRß310	 ou	 IGF-R1311,	 la	 surexpression	 de	

COT312	et	 le	 support	 par	 le	 microenvironnement	 tumoral	 qui	 sécrète	 le	 facteur	 de	

croissance	 HGF313.	 Il	 est	 intéressant	 de	 noter	 que	 ces	 mécanismes	 de	 résistance	

s’accompagnent	 aussi	 d’adaptations	 du	 métabolisme	 énergétique	 des	 cellules	 de	
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mélanome.	 En	 effet,	 en	 inhibant	 BRAF,	 le	 Vémurafenib	 a	 comme	 effet	 d’inhiber	 la	

glycolyse	en	diminuant	l’expression	d’enzymes	comme	GAPDH,	LDHA297	et	Hexokinase	2	

ou	des	transporteurs	du	glucose	GLUT1	et	GLUT3298.	Certains	font	état	d’une	activation	

de	la	glutaminolyse314	et	de	 la	respiration	mitochondriale	(OXPHOS)	pour	maintenir	 la	

production	d’énergie299,315	et	la	survie	des	cellules	cancéreuses.	D’autres	reportent	une	

réactivation	de	la	glycolyse	au	niveau	des	cellules	résistantes	à	l’inhibiteur	de	BRAF297-

299.		

	 L’inefficacité	 à	 long	 terme	des	 inhibiteurs	 de	BRAF	 a	 ouvert	 la	 voie	 à	 une	

recherche	de	combinaison	de	traitements	:	inhiber	BRAF	et	le	métabolisme	énergétique	

des	 cellules	 de	mélanome.	 Différentes	 approches	 ont	 été	 considérées.	 La	metformine,	

une	molécule	utilisée	dans	le	traitement	du	diabète	est	connue	pour	son	effet	activateur	

du	 régulateur	 métabolique	 AMPK316	 et	 pour	 son	 effet	 inhibiteur	 du	 complexe	 I	

mitochondrial317.	 Outre	 son	 activité	 scavenger	 du	 MG318,319,	 la	 metformine	 est	 donc	

considérée	comme	un	inhibiteur	de	l’OXPHOS	et	un	activateur	de	la	glycolyse.	Nierh	et	

collègues	 ont	 montré	 un	 effet	 synergique	 de	 la	 combinaison	 de	 metformine	 avec	 le	

Vémurafenib	 dans	 certaines	 lignées	 de	 mélanome	 indépendamment	 de	 leur	 statut	

génétique	 (mutation	BRAF	ou	NRAS)	et	de	 l’activation	des	voies	MAPK	et	AMPK	alors	

que	leur	combinaison	était	favorable	à	la	prolifération	de	cellules	BRAFV600E	présentant	

une	 résistance	 au	 Vémurafenib320.	 Une	 autre	 équipe	 démontre	 un	 bénéfice	 de	

l’association	du	Vémurafenib	avec	la	phenformine,	un	analogue	de	la	metformine321.		

	 Dans	ce	contexte,	nous	nous	sommes	intéressé	au	rôle	potentiel	du	MG,	ce	

produit	spontané	de	la	glycolyse,	dans	la	progression	tumorale	et	le	développement	de	

la	 résistance	aux	 inhibiteurs	de	BRAF	et	d’un	phénotype	 invasif,	deux	 caractéristiques	

qui	sont	corrélées	au	niveau	du	mélanome322.		

	

4.2	Résultats	

	 Nous	 avons	 exploré	 le	 stress	 dicarbonyle	 au	 cours	 de	 la	 progression	

tumorale	 du	 mélanome	 en	 procédant	 à	 une	 étude	 immunohistochimique	 de	

l’accumulation	des	adduits	argpyrimidine	sur	des	échantillons	de	patients.	Nous	avons	

étudié	la	présence	de	cet	adduit	du	MG	au	niveau	de	peaux	saines,	de	lésions	bénignes	de	

type	naevi	et	de	collections	de	mélanomes	primaires	et	de	métasases.	L’observation	de	

ces	 échantillons	 a	 révélé	un	marquage	 intense	de	 l’épiderme,	 en	particulier	 au	niveau	

cytoplasmique.	 Cette	 accumulation	 d’argpyrimidines	 dans	 les	 kératinocytes	 a	 déjà	 été	
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reportée	dans	la	littérature	et	est	en	lien	avec	le	vieillissement	et	l’exposition	solaire	de	

la	 peau323-326.	 De	 façon	 intéressante,	 nous	 avons	 pu	 constater	 un	 marquage	

argpyrimidine	dans	 la	majorité	des	 tumeurs	primaires	de	mélanome	 (Fig.	 65	A-B).	De	

plus	 nous	 avons	 observé	 une	 accumulation	 cytoplasmique	 des	 MG-AGEs	

significativement	 plus	 importante	 (Test	 U	 Mann-Whitney,	 p=0,033)	 au	 niveau	 des	

métastases	dérivées	de	mélanomes	présentant	une	épaisseur	importante	(Fig.	65	C-D).	

L’épaisseur	(en	mm)	de	 la	 lésion	primaire,	 indiquée	par	 l’indice	de	Breslow	est	 liée	au	

diagnostic	 et	 au	 pronostic	 des	 patients327-330.	 Nous	 n’avons	 pas	 réalisé	 d’étude	

immunohistochimique	 de	 l’expression	 de	 Glo1	 dans	 ces	 échantillons	 car	 nous	 avons	

établi	précédemment	que	l’expression	de	Glo1	est	peu	informative	pour	l’évaluation	du	

stress	dicarbonyle	chez	les	patients267.	

	
Figure	 65.	 Etude	 immunohistochimique	 de	 l’accumulation	 des	 argpyrimidine	 au	 niveau	 de	
tumeurs	 primaires	 et	 de	 métastases	 de	 mélanomes	 humains.	 Détection	 des	 argpyrimidines	 par	
immunomarquage	de	64	tumeurs	primaires	et	58	métastases	de	mélanome.	Des	 images	répresentatives	
du	marquage	 au	 niveau	 de	mélanome	 primaire	 à	 grossissement	 100x	 et	 630x	 sont	montrés	 en	 A	 et	 B,	
respectivement.	 (C)	 Images	 représentative	 de	 marquages	 argpyrimidine	 au	 niveau	 de	 métastases	 de	
mélanome	d’intensité	faible	et	intense	aux	grossissement	indiqués.	(D)	Scores	du	marquage	argpyrimidine	
cytoplasmique	au	niveau	de	métastases	de	mélanome	(n=58).	Représentation	en	box	plot	de	la	moyenne	
des	scores	par		groupes	de	métastases	issues	de	mélanomes	primaires	présentant	un	score	Breslow	bas	(0	
pour	Breslow	<	2	mm)	ou	haut	(1	pour	Breslow	>	2	mm).	Test	U	de	Mann-Whitney,	p	=	0,033.	
	

	 Nous	 nous	 sommes	 ensuite	 intéressé	 au	 lien	 entre	 le	 stress	 carbonyle	 et	

l’apparition	de	 la	 résistance	 au	Vémurafenib.	Dans	 ce	but,	 nous	 avons	 choisi	d’étudier	
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trois	modèles	 cellulaires	de	mélanome	humain	 in	vitro.	Nous	avons	comparé	2	 lignées	

cellulaires	 de	mélanome	mutées	 pour	 BRAF	mais	 de	 fonds	 génétiques	 différents	:	 les	

cellules	A375	qui	 sont	 sensibles	 au	PLX4032	et	 les	 cellules	A2058	qui	présentent	une	

résistance	intrinsèque	à	cet	inhibiteur.	Un	deuxième	couple	comprend	les	lignées	A375S	

et	A375R	qui	dérivent	de	la	même	lignée	parentale	cellulaire	A375.	Les	cellules	A375R	

ont	acquis	leur	résistance	au	Vémurafenib	après	un	long	traitement	in	vitro	en	présence	

de	faibles	doses	de	la	drogue	alors	que	les	A375S	n’ont	pas	été	traitées	au	Vémurafenib.	

Le	 dernier	 couple	MM074S	 et	MM074R	 sont	 des	 cellules	 BRAFV600E	 obtenues	 à	 partir	

d’une	même	biopsie	et	 les	cellules	MM074R	ont	acquis	 la	résistance	de	 la	même	façon	

que	les	cellules	A375R.	La	description	de	ces	couples	est	présentée	dans	la	Table	1.	

	
Table	1	:	Couples	de	lignées	cellulaire	de	mélanome	et	leur	sensibilité	au	Vémurafenib.	

	
	
	 Tout	 d’abord,	 nous	 avons	 voulu	 vérifier	 l’augmentation	 de	 la	 glycolyse	 au	

niveau	 des	 cellules	 présentant	 une	 résistance	 à	 l’inhibiteur	 de	 BRAF	 par	 rapport	 aux	

cellules	 qui	 y	 sont	 sensibles,	 en	 accord	 avec	 l’hypothèse	 selon	 laquelle	 les	 cellules	

résistantes	 réactivent	 la	 glycolyse	 sous	 traitement	 au	 Vémurafenib.	 Pour	 cela,	 nous	

avons	mesuré	l’avidité	des	cellules	pour	le	glucose.	Au	niveau	des	3	couples,	nous	avons	

constaté	une	absorption	du	2-désoxy-D-glucose	 plus	élevée	par	 les	 cellules	 résistantes	

par	rapport	aux	cellules	sensibles	(Fig.	66).		

	
Figure	 66.	 Les	 cellules	 de	mélanome	 résistantes	 à	 l’inhibition	 de	 BRAF	 sont	 plus	 avides	 pour	 le	
glucose	que	 les	cellules	sensibles.	Evaluation	de	la	prise	de	2-désoxy-D-glucose		(2DG)	par	cytométrie	
en	flux	au	niveau	des	3	couples	de	cellules	:	A375	et	A2058	(A),	A375S	et	A375R	(B),	MM074S	et	MM074R	
(C).	
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Cette	 différence	 d’utilisation	 du	 glucose	 est	 accompagnée	 par	 une	 production	 plus	

élevée	de	L-Lactate,	marqueur	de	 la	glycolyse,	au	niveau	du	milieu	conditionné	par	 les	

cellules	résistantes	MM074R	par	rapport	aux	sensibles	MM074S	(Fig.	67).	

	
Figure	67.	Les	cellules	de	mélanome	résistantes	à	l’inhibition	de	BRAF	sont	plus	glycolytiques	que	
les	cellules	sensibles.	Dosage	du	L-Lactate	au	niveau	du	milieu	conditionné	48h	par	le	couple	MM074S	et	
MM074R.	
	
	La	 stimulation	de	 la	 glycolyse	dans	 ces	 cellules	pourrait	 être	 liée	 à	 l’augmentation	de	

l’expression	 génique	 de	 transporteurs	 du	 glucose	 et	 d’enzymes	 impliquées	 dans	 la	

glycolyse.	En	effet,	 nous	avons	observé	une	 tendance	à	 l’augmentation	de	 l’expression	

génique	de	 certains	de	 ces	 facteurs	 au	niveau	des	 cellules	 résistantes	par	 rapport	 aux	

cellules	 sensibles	 (Fig.	 68).	 ALDOLASE	 et	 PKM2	 sont	 plus	 exprimés	 alors	 que	 GLUT1,	

HK2	 et	 ENOLASE	montrent	 une	 tendance	 à	 être	 plus	 exprimés	 au	 niveau	 des	 cellules	

A2058	 par	 rapport	 aux	 cellules	 A375	 (Fig.	 68	 A).	 GLUT3,	 HK2	 et	 ENOLASE	 sont	 plus	

exprimés	et	ALDOLASE	et	PKM2	montrent	une	tendance	à	être	plus	exprimés	au	niveau	

des	cellules	MM074R	par	rapport	aux	cellules	MM074S	(Fig.	68	B).	

	
Figure	68.	Les	cellules	de	mélanome	résistantes	à	l’inhibition	de	BRAF	présentent	des	marqueurs	
de	 la	glycolyse	plus	élevés	que	les	cellules	sensibles.	Détection	par	RT-qPCR	des	niveaux	d’ARNm	de	
marqueurs	 de	 la	 glycolyse	 GLUT1,	 GLUT3,	 Hexokinase	 2	 (HK2),	 Aldolase,	 Enolase	 et	 PKM2	 (pyruvate	
kinase	muscle)	au	niveau	des	cellules	A375	et	A2058	(A)	et	des	cellules	MM074S	et	MM074R	(B).	
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	 L’augmentation	du	 flux	glycolytique	peut-il	 avoir	 comme	conséquence	une	

augmentation	de	la	production	de	MG	?	Nous	avons	détecté	la	présence	de	MG	libre	dans	

ces	 cellules	 en	 utilisant	 la	 sonde	 MBo	 par	 cytométrie	 en	 flux	 et	 n’avons	 pas	 mis	 en	

évidence	une	accumulation	de	MG	dans	les	cellules	résistantes	(Fig.	69).		

	
Figure	69.	Les	cellules	de	mélanomes	résistantes	à	l’inhibition	de	BRAF	n’accumulent	pas	plus	de	
MG	 intracellulaire	que	 les	 cellules	 sensibles.	Détection	du	niveau	intracellulaire	de	MG	avec	la	sonde	
MBo	par	cytométrie	en	flux	au	niveau	des	3	couples	de	cellules	:	A375	et	A2058	(A),	A375S	et	A375R	(B),	
MM074S	et	MM074R	(C).	
	

Cette	apparente	inconsistance	pourrait	être	expliquée	par	une	plus	grande	efficacité	du	

système	majoritaire	de	détoxification	du	MG,	 le	 système	des	glyoxalases,	au	niveau	de	

ces	cellules.	En	effet,	les	cellules	A2058	et	MM074R	présentent	une	activité	Glo1	basale	

significativement	 plus	 importante	 que	 les	 cellules	 A375	 et	 MM074S,	 respectivement	

(Fig.	70)	et	montre	une	légère	tendance	à	la	hausse,	toutefois	non	significative,	dans	les	

cellules	A375R	par	rapport	aux	cellules	A375S.		

	
Figure	 70.	 Les	 cellules	 de	mélanome	 résistantes	 à	 l’inhibition	 de	 BRAF	 présentent	 activité	 Glo1	
plus	élevé	que	les	cellules	sensibles.	Mesure	de	l’activité	Glo1	au	niveau	des	3	couples	de	cellules	:	A375	
et	A2058	(A),	A375S	et	A375R	(B),	MM074S	et	MM074R	(C).		
	

	 Nous	 avons	 aussi	 évalué	 le	 niveau	 basal	 d’expression	 des	 enzymes	 AKR,	

système	alternatif	de	détoxification	du	MG.	Les	cellules	MM074R	présentent	des	niveaux	

d’ARNm	significativement	plus	élevés	que	les	cellules	MM074	pour	AKR1B10	et	AKR1C1	

(Fig.	 71	 C).	 Les	 cellules	 A2058	 présentent	 un	 niveau	 plus	 élevée	 d’AKR1C1	 que	 les	

cellules	A375	(Fig.	71	A).	Globalement	(Fig.	71),	 les	cellules	résistantes	présentent	une	
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tendance	à	exprimer	des	niveaux	plus	élevés	d’AKR	que	les	cellules	sensibles	sauf	pour	

AKR1C1	qui	est	 faiblement	exprimée	au	niveau	des	cellules	A2058	(Fif.	71	A).	 Il	serait	

intéressant	de	compléter	ces	observations	par	une	mesure	de	l’activité	AKR.	

	
Figure	 71.	 Augmentation	 de	 l’expression	 génique	 des	 enzymes	 AKRs	 au	 niveau	 des	 cellules	
résistantes	 par	 rapport	 aux	 cellules	 sensibles.	Détection	par	RT-qPCR	des	niveaux	d’expression	des	
ARNm	de	AKR1B10,	AKR1C1,	AKR1C3,	ALDH1L1	et	ALDH1A4	au	niveau	des	cellules	A375	et	A2058	(A),	
A375S	et	A375R	(B)	et	MM074S	et	MM074R	(C).	
	

	 De	façon	intéressante,	nous	avons	pu	observer	qu’en	traitement	pendant	6h	

les	cellules	sensibles	(A375	et	MM074S)	avec	des	doses	croissantes	de	MG,	leur	activité	

Glo1	pouvait	être	induite	(Fig.	72)	alors	que	celle	des	cellules	résistantes	restait	stable	

(A2058	et	MM074R).	Cette	réponse	suggère	une	certaine	adaptabilité	de	ces	cellules	qui	

serait	potentiellement	liée	à	leur	capacité	à	résister	au	Vémurafenib.		

	
Figure	72.	Augmentation	de	l’activité	Glo1	en	réponse	au	MG	au	niveau	des	cellules	de	mélanome	
sensibles	à	l’inhibition	de	BRAF.	Mesure	de	l’activité	Glo1	après	un	traitement	au	doses	indiquées	de	MG	
pendant	6h	au	niveau	des	2	couples	de	cellules	:	A375	et	A2058	(A),	et	MM074S	et	MM074R	(B).	
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	 L’acquisition	de	la	résistance	a	également	été	liée	à	un	changement	de	statut	

transcriptionnel.	La	 littérature	 fait	état	d’une	association	 	entre	 le	 facteur	principal	du	

contrôle	 de	 la	 différenciation	 mélanocytaire	 MITF	 (Microphthalmia-associated	

transcription	factor)		et	BRAFV600E	pour	induire	un	phénotype	prolifératif	et	de	mauvais	

pronostic	 au	 mélanome331-333.	 En	 2014,	 Konieczkowski334	 a	 montré	 qu’au	 niveau	 de	

cellules	de	mélanome	présentant	la	mutation	BRAFV600E,	l’acquisition	de	la	résistance	au	

Vémurafenib	 s’accompagnait	 d’un	 changement	de	phénotype	des	 cellules	 cancéreuses.	

En	 effet,	 elles	 passent	 d’un	 statut	 prolifératif	 MITFélevé/NFkBbas	 à	 un	 statut	 invasif	

MITFbas/NFkBélevé	avec	activation	de	l’expression	d’AXL.	AXL	étant	un	récepteur	tyrosine	

kinase	dont	 l’activité	est	 liée	à	 l’acquisition	du	caractère	 invasif	et	agressif	des	cellules	

de	mélanome.	Un	tel	changement	de	statut	entre	prolifératif	et	invasif	avait	déjà	été	mis	

en	évidence	chez	les	patients	atteints	de	mélanome	par	Hoek335,336	en	2006	et	2008.	

La	 capacité	 invasive	 du	 mélanome	 a	 également	 été	 associée	 à	 la	 résistance	 au	

traitement322,337.	 Il	 est	 intéressant	 de	 noter	 que	 dans	 plusieurs	 contextes,	 NFkB	 a	 été	

reporté	comme	étant	activé	par	le	stress	dicarbonyle.	En	effet,	El-Osta338	a	montré	que	

l’hyperglycémie	 induisait	 des	 modifications	 épigénétiques	 persistantes	 au	 niveau	 des	

cellules	 endothéliales	 menant	 à	 une	 activation	 de	 NFkB.	 La	 surexpression	 de	 Glo1,	

l’enzyme	principale	de	détoxification	du	MG,	empêche	cette	activation,	indiquant	un	rôle	

du	 MG	 dans	 l’activation	 de	 NFkB338.	 Une	 autre	 étude	 démontre	 que	 le	 MG	 induit	 la	

translocation	nucléaire	de	NFkB	au	niveau	de	cellules	synoviales339.	Il	est	donc	pertinent	

de	 vérifier	 l’activité	 de	NFkB	 au	 niveau	 des	 cellules	 résistantes	 et	 de	 considérer	 cette	

voie	comme	pouvant	être	activée	dans	les	cellules	de	mélanome	en	présence	d’un	stress	

dicarbonyle	(Fig.	73	A).	Pour	ce	faire,	nous	avons	réalisé	des	extractions	différentielles	

des	protéines	cytoplasmiques	et	nucléaires	au	niveau	des	couples	de	cellules	A375S	et	

A375R	et	MM074S	etMM074R.	Par	immunoblot,	nous	avons	constaté	une	accumulation	

nucléaire	plus	 importante	de	 la	 forme	phosphorylée	et	active	 (P-p65)	de	 la	sous-unité	

p65	de	NFkB	au	niveau	des	cellules	résistantes	par	rapport	aux	cellules	sensibles	(Fig.	

73	 B).	 De	 plus,	 nous	 avons	 évalué	 l’abondance	 de	 PGC1a	 (Peroxisome	 proliferator-

activated	 receptor	 gamma	 coactivator	 1-alpha),	 une	 protéine	 sous	 le	 contrôle	

transcriptionnel	 de	 MITF.	 L’expression	 de	 PGC1a	 est	 réduite	 au	 niveau	 des	 cellules	

résistantes,	indiquant	une	diminution	de	l’activité	de	MITF.	(Fig.	73B).		Il	est	intéressant	

de	 noter	 que	 PGC1a	 est	 un	 régulateur	 de	 la	 fonction	 mitochondriale	 et	 favorise	
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l’OXPHOS299,340.	 Le	 niveau	 d’expression	 plus	 bas	 de	 PGC1a	 au	 niveau	 des	 cellules	

résistantes	est	une	validation	supplémentaire	de	leur	phénotype	Warburg.	

	
Figure	 73.	 L’activité	 NFkB	 est	 plus	 importante	 et	 l’activité	 de	MITF	 est	 diminuée	 au	 niveau	 des	
cellules	 de	 mélanome	 résistantes	 à	 l’inhibition	 de	 BRAF	 par	 rapport	 aux	 cellules	 sensibles.	 (A)	
Schéma	de	l’hypothèse	inspirée	par	Konieczkowski	et	al.	2014	334		(B)	A	partir	de	cellules	A375S	et	A375R,	
MM074S	et	MM074R,	nous	avons	procédé	à	une	extraction	avec	enrichissement	des	fractions	protéiques	
cytoplasmiques	(CYTO)	et	nucléaires	(NUC),	les	fractions	ont	été	validées	par	la	détection	de	MEK2	et	Sp1,	
respectivement.	Ces	marqueurs	ont	servi	de	normalisateurs	pour	la	quantification.	Evaluation	de	l’activité	
de	NFkB	par	détection	de	la	forme	phosphorylée	sur	la	Ser536	de	p65	(P-p65)	et	de	la	forme	totale	(p65)	
de	 la	sous-unité	p65.	La	quantification	de	P-p65	prend	en	compte	 la	quantité	de	p65.	PGC1a	est	détecté	
comme	un	reflet	de	l’activité	de	MITF.	
	

	 De	façon	intéressante,	en	traitant	les	cellules	MM074S	et	MM074R	avec	du	

MG	pendant	24h,	nous	 avons	observé	une	 induction	de	 l’activation	de	NFkB	 (Fig.	 74).	

Ces	observations	 sont	une	première	 indication	que	 le	 stress	dicarbonyle	pourrait	 être	

impliqué	dans	 le	changement	de	phénotype	des	cellules	de	mélanome	avec	acquisition	

de	la	résistance	à	l’inhibition	de	BRAF	et	potentiellement	d’un	caractère	plus	invasif.	



	 178	

	
Figure	 74.	 Induction	 de	 l’activation	 de	 NFkB	 par	 le	 MG	 au	 niveau	 des	 cellules	 sensibles	 au	
Vémurafenib.	Traitement	pendant	24h	des	cellules	MM074S	et	MM074R	au	MG	300µM	puis	détection	de	
la	sous-unité	p65	de	NFkB	et	de	sa	forme	phosphorylée	active	par	immunoblot.	La	bêta-actine	est	utilisée	
comme	normalisateur.	
	
4.3	Conclusions	

	 Nous	 avons	 mis	 en	 évidence	 le	 lien	 entre	 processus	 tumoral	 et	 stress	

dicarbonyle	 au	 niveau	 du	 mélanome.	 De	 plus,	 nos	 observations	 indiquent	 que	

l’acquisition	de	 la	résistance	au	Vémurafenib	est	 liée	à	une	meilleure	gestion	du	stress	

dicarbonyle.	 Enfin,	 des	 résultats	 préliminaires	 lient	 le	 MG	 à	 l’activation	 de	 NFkB	 et	

l’acquisition	d’un	phénotype	résistant	et	potentiellement	plus	invasif	dans	les	cellules	de	

mélanome.	
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Methylglyoxal-mediated	dicarbonyl	 stress	 in	melanoma:	 impact	on	 resistance	 to	
therapy	
	
Florence	Durieux	et	al.	
Metastasis	Research	Laboratory,	GIGA-CANCER,	University	of	Liège,	Liège,	Belgium	

	
INTRODUCTION	
	 Melanoma	is	a	form	of	skin	cancer	
developing	 from	 melanocytes.	 Those	
cells,	 residing	 in	 the	 basal	 layer	 of	
epidermis,	 are	 responsible	 for	 the	
production	of	 an	UV-protective	pigment,	
melanin.	 Melanoma	 is	 the	 less	 frequent	
but	deadliest	form	of	skin	cancer	when	it	
reaches	 the	 invasive	 state1.	 More	 than	
50%	 of	 patients	 present	 with	 alteration	
on	 the	 BRAF	 gene	 with	 the	 majority	
displaying	 a	 BRAFV600E	mutation2.	 Those	
mutations	 induce	 a	 constitutive	
activation	 of	 the	 RAS/MAPK	 pathway.	
Around	 90%	 of	 melanoma	 patients	
present	 a	 hyper-activation	 of	 this	
pathway	associated	with	tumor	initiation	
and	metastasis3.	
	 BRAFV600E	 mutation	 induces	 a	
metabolic	 reprogramming,	 favoring	
glycolysis	 rather	 than	 mitochondrial	
respiration.	 In	 fact,	Hall	et	al.	showed	an	
increased	 GAPDH	 (glyceraldehyde	
phosphate	 dehydrogenase)	 and	 G6PD	

(glucose-6-phosphate	 dehydrogenase)	
expression	 in	 transformed	 melanocytes,	
leading	 to	 increased	 glycolysis	 and	
pentose	 phosphate	 pathway4.	 This	 link	
between	 BRAFV600E	 mutation	 and	
increased	 glycolytic	 flux	 was	 confirmed	
by	 other	 studies5-8.	 Aerobic	 glycolysis	
favors	 spontaneous	 production	 of	 a	
reactive	 side-product,	 the	 dicarbonyl	
methylglyoxal	 (MG)9,10.	 This	 metabolite	
glycates	 biological	 macromolecules	 and	
accumulation	 of	 these	 adducts	 induces	
dicarbonyl	 stress	 which	 has	 been	
implicated	in	diabetes	complications	and	
obesity11.	 	 Among	 these	 adducts	 the	
modification	 of	 arginine	 residues	 in	
proteins	 forms	 argpyrimidine.	
Detoxification	of	MG	by	the	2	enzymes	of	
the	 glyoxalase	 system,	 Glo1	 and	 Glo2,	
allows	 its	 conversion	 to	 D-Lactate12.	
Metformin,	 a	 first-line	 treatment	 for	
diabetes,	 is	 able	 to	 inhibit	 MG-mediated	
glycation	by	scavenging	it13,14.	

Abstract.	 Metabolic	 reprogramming	 toward	 aerobic	 glycolysis	 unavoidably	 favours	
methylglyoxal	(MG)	and	advanced	glycation	end	products	(AGEs)	formation	in	cancer	cells.	
We	have	recently	demonstrated	that	MG-induced	AGES	are	a	consistent	 feature	of	breast	
and	colon	cancers.	 In	 both	 cancer	 types,	MG	stress	promoted	 in	vivo	 tumor	 growth	 that	
could	be	reverted	by	the	use	of	carnosine,	an	efficient	MG	scavenger.	
In	 this	study,	we	first	 aimed	at	 the	evaluation	of	dicarbonyl	stress	 in	melanoma	primary	
and	 metastatic	 malignant	 lesions	 using	 immunohistochemistry.	 Argpyrimidine	 MG-
adducts	 accumulation	 was	 detectable	 in	 most	 of	 the	 lesions	 examined.	 Importantly,	
cytoplasmic	 MG	 adducts	 level	 in	 metastatic	 correlated	 positively	 with	 the	 Breslow	
thickness	measures	in	their	corresponding	primary	lesions	thus	indicating	a	potential	link	
between	MG	stress	and	disease	progression.		
It	 is	 well	 established	 that	 oncogenic	 BRAF	 regulates	 metabolic	 reprogramming	 in	
melanoma.	 Therefore,	 we	 used	melanoma	 cell	 line	models	 to	 explore	 the	 potential	 link	
between	 dicarbonyl	 stress	 and	 resistance	 to	 BRAF	 inhibition.	 First	 we	 confirmed	 that	
Vemurafenib	 resistant	 cells	 are	 able	 to	 reactivate	 glycolysis.	 Then,	 we	 observed	 an	
increased	capacity	for	MG	detoxification,	by	both	Glo1	and	AKRs	systems,	in	resistant	cells	
compare	to	sensitive	ones.	Finally,	dicarbonyl	stress	seems	to	be	linked	to	the	activation	of	
NFkB	and	potential	resistance	acquisition	in	melanoma	cells.	
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	 Therapeutic	 targeting	 of	
BRAFV600E	 by	 a	 specific	 inhibitor,	
Vemurafenib,	 yielded	 increased	 survival	
in	most	patients15.	However,	the	majority	
of	 patients	 quickly	 developed	 resistance	
to	 therapy.	 Resistance	 acquisition	 in	
melanoma	 cells	 is	 triggered	 by	
mechanisms	 linked	 to	 MAPK	 pathway	
reactivation	 or	 independent	 of	 this	
pathway.	 Among	 MAPK-dependent	
mechanisms,	 studies	 have	 shown	 BRAF	
gene	 amplification16,	 BRAF	 alternative	
splicing17,	 NRAS	 mutation18,19,	 MEK	
mutation20	 and	NRF-1	 loss	of	 function21-
23.	 Among	 MAPK-independent	
mechanisms,	increased	of	tyrosine	kinase	
receptors	 expression	 like	 PDGFRß24	 or	
IGF-R125,	 overexpression	 of	 COT26	 and	
HGF	 secretion	 by	 the	
microenvironment27	have	been	shown.	It	
is	 noteworthy	 that	 these	 resistance	
mechanisms	 can	 also	 be	 linked	 to	
energetic	 metabolism	 adaptations	 in	
melanoma	 cells.	 By	 inhibiting	 BRAF,	
Vemurafenib	 is	 also	 hindering	 glycolysis	
flux	by	decreasing	GAPDH,	LDHA	(lactate	
dehydrogenase	 A)4	 and	 hexokinase	 2	
enzymes	 or	 glucose	 transporters	 GLUT1	
and	 GLUT3	 expression5.	 Some	 studies	
reported	 glutaminolysis	 activation28	 or	
mitochondrial	 respiration	 (OXPHOS)6,29	
increase	 to	 maintain	 energy	 production	
and	melanoma	cells	survival	under	BRAF	
inhibition.	 Others	 reported	 glycolysis	
reactivation	 in	 Vemurafenib-resistant	
cells4-6.	
	 The	lack	of	long-term	efficiency	of	
BRAF	 inhibition	 has	 opened	 the	 way	 to	
new	 drug	 combination	 strategies	 for	
melanoma	 therapy:	 inhibition	 of	 both	
BRAF	 and	 energetic	 metabolism.	
Metformin	 is	 known	 for	 activating	 the	
metabolic	 regulator	 AMPK30	 and	 for	
inhibiting	 mitochondrial	 electron	
transport	 chain	 complex	 131.	 Metformin	
is	 thus	 considered	 an	 OXPHOS	 inhibitor	
and	 a	 glycolysis	 activator.	 Nierh	 et	 al.	
showed	 a	 synergic	 effect	 of	 metformin	
combined	 with	 Vemurafenib	 in	 some	

melanoma	 cell	 lines	 independently	 of	
their	genetic	background	(BRAF	or	NRAS	
mutations)	 or	 of	 the	 level	 of	 MAPK	
pathway	 and	AMPK	 activation.	However	
this	 combination	 was	 favorable	 to	
BRAFV600E	 cells	 presenting	 resistance	 to	
Vemurafenib	 alone32.	 Another	 team	
showed	 a	 beneficial	 combination	 of	
Vemurafenib	 with	 Phenformin,	 a	
Metformin	analogue33.	
	 In	this	context,	we	were	interested	
in	 the	potential	 role	of	MG	 in	melanoma	
progression,	the	acquisition	of	resistance	
against	 BRAF	 inhibition	 and	 the	
transition	 to	 an	 invasive	 phenotype,	
these	last	two	processes	being	correlated	
in	melanoma	patients.	
	
RESULTS	
	
Argpyrimidine	 accumulation	 in	
human	melanoma	lesions.	
We	 evaluated	 the	 presence	 of	
argpyrimidine	 adducts	 using	
immunohistochemistry	 in	 a	 collection	 of	
64	 primary	 lesions	 and	 58	 metastases	
from	 human	 melanoma	 samples.	 We	
observed	 an	 intense	 staining	 in	
epidermis	 keratinocytes	 as	 it	 has	 been	
reported	before	in	relation	to	ageing	and	
sunlight	 exposure34-37.	 Interestingly,	 we	
noted	 that	 argpyrimidine	 staining	 was	
present	 in	 the	 vast	 majority	 of	 primary	
melanoma	 lesions	 (Fig.	 1A-B).	
Furthermore,	we	observed	a	significantly	
higher	 cytoplasmic	 accumulation	 of	
argpyrimidine	 in	 metastases	 lesions	 for	
which	the	primary	tumor	presented	with	
deep	lesions	as	assessed	by	their	Breslow	
index	(Fig.	1C-D).	As	demonstrated	in	the	
literature,	Breslow	depth	is	associated	to	
diagnosis	 and	 prognosis	 in	 melanoma	
patients38-42.	We	 chose	 not	 to	 perform	 a	
Glo1	expression	investigation	in	patients	
as	 this	 endeavor	 proved	 to	 be	 non-
informative	 of	 dicarbonyle	 stress	 in	 an	
earlier	study	in	breast	cancer43.	
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Resistance	 to	 BRAF	 inhibition	 favors	
glycolysis	in	melanoma	cells.	
	
Next,	 we	 wanted	 to	 investigate	 the	
potential	 link	 between	 acquisition	 of	
resistance	 to	 BRAF	 inhibition	 and	
dicarbonyl	 stress.	 For	 this	 purpose,	 we	
used	 melanoma	 cell	 lines	 bearing	 the	
BRAFV600E	 mutation	 and	 with	 different	
sensitivities	to	Vemurafenib.	A2058	cells	
are	 intrinsically	 resistant	 whereas	 A375	
and	 MM074	 cells	 are	 sensitive	 to	 BRAF	
inhibition.	We	treated	A375	and	MM074	
cells	 for	10	weeks	with	 increasing	doses	
of	 Vemurafenib	 in	 order	 to	 induce	
acquired	 resistance	 to	 the	 drug	 in	 these	
cells.	 At	 the	 end,	we	 achieved	2	 coupled	
cell	 lines	 A375S	 -	 A375R	 and	 MM074S-
MM074R	that	are	sensitive	or	resistant	to	
Vemurafenib	 (Table	1).	 Considering	 that	
acquisition	of	 resistance	 to	Vemurafenib	
can	 be	 linked	 to	 a	 reactivation	 of	
glycolysis,	 we	 first	 wanted	 to	 confirm	
this	event	in	our	coupled	cell	lines	model.	
For	 this	 we	 evaluated	 their	 avidity	 for	
glucose	by	 flow	cytometry.	We	observed	
a	higher	glucose	uptake	in	resistant	cells	
compared	 to	sensitive	cells	 (Fig.	2).	This	
difference	 in	 glucose	 consumption	 is	
linked	 in	MM074R	 cells	 to	 an	 increased	
production	of	L-Lactate,	 the	end-product	
of	 glycolysis,	 in	 their	 conditioned	
medium	 compared	 to	 their	 sensitive	
counterpart	 (Fig.	 3).	 Glycolysis	
stimulation	 in	 resistant	 cells	 could	 be	
linked	to	an	unregulated	gene	expression	
of	 glucose	 transporters	 and	 glycolysis	
enzymes.	Indeed,	we	observed	a	trend	to	
increased	 mRNA	 expression	 of	 some	 of	
these	 factors	 in	 resistant	 cells	 compared	
to	 sensitive	 ones	 (Fig.	 4).	 GLUT1,	 HK2,	
ALDOLASE	 and	 PKM2	 mRNA	 levels	 are	
higher	in	A2058	resistant	cells	compared	
to	 A375	 sensitive	 cells	 (Fig.	 4A).	 HK2,	
ALDOLASE,	 ENOLASE	 and	 PKM2	 are	
more	expressed	in	MM074R	cells	than	in	
MM074S	 (Fig.	 4B).	 Thus	 in	 the	 cell	 lines	
investigated	 there	 seems	 to	 be	 a	

reactivation	 of	 glycolysis	 alongside	
resistance	to	BRAF	inhibition.	
	
Increased	 glycolysis	 in	 resistant	 cells	
is	 assorted	 to	 a	 better	 MG	
management	in	melanoma	cells.	
	
Is	increased	glycolytic	flux	followed	by	an	
increased	 MG	 accumulation	 in	 resistant	
cells?	 To	 assess	 MG	 content	 in	 cells	 we	
used	 the	 MBo	 probe,	 a	 living-cell	
permeable	 molecule	 that	 gains	
fluorescence	 after	 reaction	 with	 free	
MG44.	In	the	3	coupled	cell	lines	we	could	
not	 detect	 any	 modulation	 of	 MG	
accumulation	 (Fig.	 5).	 The	 apparent	
inconsistency	 could	 be	 explained	 by	 a	
better	MG	 detoxification	 in	 the	 resistant	
cells.	We	 first	measured	Glo1	 activity	 to	
assess	 the	 detoxification	 capacity	 of	 the	
melanoma	 cells	 with	 the	 major	
detoxification	 system.	 Indeed,	 we	
observed	a	higher	Glo1	activity	in	A2058	
and	 MM074R	 resistant	 cells	 compared	
with	 A375	 and	 MM074S	 sensitive	 cells	
respectively	(Fig.	6A,	C).	A	slight	trend	to	
a	 more	 elevated	 Glo1	 activity	 is	 also	
present	 in	 A375R	 cells	 compared	 to	
A375S	 cells	 (Fig.	 6B).	 To	 further	
investigate	 MG	 detoxification	 in	
melanoma	 cells,	 we	 assessed	 an	
alternative	detoxification	pathway	of	MG,	
the	 aldo-keto	 reductases	 enzymes	
(AKRs).	This	family	of	enzymes	is	able	to	
detoxify	 MG	 into	 acetol	 using	 NADPH.	
Their	 basal	 MG	 detoxification	 rate	 is	
considered	 to	 be	 lower	 than	 Glo145	 but	
they	 can	 represent	 a	 compensatory	
mechanism	 in	 case	 of	 Glo1	 deficiency46.	
We	 evaluated	 the	 basal	 AKRs	 mRNA	
levels	 in	 the	 coupled	 sensitive	 and	
resistant	 cells	 (Fig.	 7).	 We	 observed	 a	
global	 trend	 to	 a	 higher	 expression	 of	
AKRs	 in	 resistant	 cells	 compared	 to	
sensitive	 cells	except	 for	AKR1C1	 that	 is	
faintly	expressed	in	A2058	cells	(Fig.	7A).	
In	MM074R	cells,	AKR1B10	and	AKR1C1	
expression	 is	significantly	higher	than	 in	
MM074S	 cells	 (Fig	 7C).	 It	 would	 be	 of	
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interest	to	check	for	AKR	activity	in	these	
cells	 in	 order	 to	 validate	 the	 increased	
ability	 of	 resistant	 cells	 to	 detoxify	 MG	
with	both	Glo1	and	AKR	systems.	
	
Cells	 sensitive	 to	 BRAF	 inhibition	 are	
reactive	to	MG	stress.	
	
Interestingly,	 we	 observed	 that	 a	 6hr	
treatment	 of	 melanoma	 cells	 with	
increasing	doses	of	MG	is	able	to	increase	
Glo1	 activity	 in	 A375	 and	 MM074S	
sensitive	 cells	 (Fig.	 8).	 Although	 basal	
Glo1	 activity	 is	 higher	 in	 A2058	 and	
MM074R	 resistant	 cells,	 MG	 treatment	
did	not	increase	it	further.	The	reactivity	
of	 sensitive	melanoma	cells	 to	MG	could	
be	 a	 sign	 of	 their	 adaptability	 and	
potentially	 to	 their	 capacity	 to	 gain	
resistance	to	BRAF	inhibition.	
	
Potential	role	of	MG	in	resistance	and	
invasiveness	of	melanoma	cells.	
	
Acquisition	 of	 resistance	 to	 BRAF	
inhibition	 has	 been	 linked	 in	 the	
literature	to	a	differential	transcriptional	
state.	 Differentiation	 process	 main	
transcription	 factor	 regulator	 MITF	
(Microphthalmia-associated	
transcription	 factor)	 expression	 is	
associated	in	melanoma	to	a	proliferative	
phenotype	 and	 poor	 prognosis	 when	 in	
combination	 with	 BRAFV600E	 mutation47-
49.	In	2014,	Konieczkowski	and	collegues	
showed	 that	 Vemurafenib	 resistance	
acquisition	 was	 linked	 to	 a	 phenotype	
change	 in	 BRAFV600E	 melanoma	 cells50.	
Sensitive	 cells	 with	 high	 MITF	 and	 low	
NFkB	 signature	 switched	 to	 a	 low	MITF	
and	 high	 NFkB	 state	 when	 acquiring	
resistance	 to	 BRAF	 inhibition.	 NFkB	
activation	 induced	 AKL	 receptor	 kinase	
expression	 that	 is	 associated	 to	
aggressive	 and	 invasive	 behavior	 in	
melanoma	 cells.	 This	 switch	 from	 a	
proliferative	 to	 an	 invasive	 state	 was	
already	 highlighted	 in	 melanoma	
patients	 by	 Hoek	 in	 200651	 and	 200852.	

Invasiveness	 is	 associated	 with	
resistance	to	therapy	in	melanoma53,54.	It	
is	 noteworthy	 that	 NFkB	 activity	 has	
been	 reported	 to	 be	 increased	 by	
carbonyl	 stress.	 El-Osta	 showed	 that	
transient	 hyperglycemia	 induced	
persistent	 epigenetic	 changes	 in	
endothelial	 cells	 leading	 to	 an	 activated	
NFkB55.	 Glo1	 overexpression	 impeded	
this	activation	suggesting	a	role	of	MG	in	
this	 process.	 Another	 study	
demonstrated	 NFkB	 nuclear	
translocation	 upon	 MG	 treatment	 in	
synovial	 cells56.	 It	 appears	 thus	 relevant	
to	 investigate	 NFkB	 activation	 in	
resistant	 melanoma	 cells	 and	 if	
dicarbonyl	stress	could	have	a	hand	in	it.	
For	 this	 purpose,	 we	 performed	 a	
cytoplasmic	 and	 nuclear	 differential	
protein	 extraction	 on	 A375S-A375R	 and	
MM074S-MM074R	 cells.	 Our	 hypothesis	
was	 that	 in	 sensitive	 cells,	MITF	 activity	
would	 be	 higher	 than	 in	 resistant	 ones,	
shown	 by	 increased	 PGC1a	 (peroxisome	
proliferator-activated	 receptor	 gamma	
coactivator	 1a)	 expression,	 a	 target	 of	
MITF	 regulation6.	 Whereas	 in	 resistant	
cells,	 NFkB	 activation	 would	 be	 higher	
than	 in	 sensitive	 cells	 (Fig.	 9A).	 Indeed,	
we	 observed	 a	 reduced	 level	 of	 PGC1a	
protein	level	in	the	nucleus	of	A375R	and	
MM074R	 cells	 compared	 to	 their	
sensitive	 counterparts,	 suggesting	 a	
decreased	 transcriptional	 activity	 of	
MITF	 (Fig.	 9B).	 Moreover,	 PGC1a	 is	 a	
known	 regulator	 of	 mitochondrial	
function,	 favoring	 OXPHOS6.	 Its	 lower	
level	 in	 resistant	 melanoma	 cells	 is	 a	
further	evidence	of	a	Warburg	phenotype	
in	these	cells	compared	to	sensitive	ones.	
p65	 NFkB	 subunit	 was	 more	
phosphorylated	 in	 the	 nuclear	 fractions	
of	 resistant	 cells	 compared	 to	 sensitive	
ones,	 confirming	 the	 switch	 from	 the	
MITF-high	 proliferative	 state	 to	 a	 NFkB	
high	resistant	state	in	these	cells.	
In	 accordance	 with	 these	 observations,	
MM074R	cells	displayed	a	higher	level	of	
p65	 phosphorylation	 in	 total	 protein	
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extract	 (Fig.	 10).	When	 treated	 for	 24hr	
with	 MG300µM,	 P-p65	 levels	 are	
increasing	in	both	MM074S	and	MM074R	
suggesting	 that	 dicarbonyl	 stress	 is	 able	
to	activate	NFkB	in	melanoma	cells.	
	
DISCUSSION	
	
As	 for	 other	 cancer	 types,	 melanoma	
incidence	 is	 increased	 among	 the	
patients	 suffering	 from	 diabetes57	 and	
obesity58.	 For	 example,	 adipocyte	
secretome	is	able	to	stimulate	melanoma	
aggressiveness	 by	 inducing	 melanoma	
cells	 survival,	 adhesion,	 motility	 and	
plasticity.	 In	 vivo,	 melanoma	 growth	 is	
increased	 in	 obese	 mice	 compared	 to	
lean	ones.	Both	diabetes	and	obesity	are	
chronic	 disease	with	metabolic	 disorder	
and	 their	 ethiopathology	 is	 linked	 to	
dicarbonyl	 stress59.	 Investigation	 of	MG-
adducts	 in	 melanoma	 primary	 tumors	
showed	that	argpyrimidine	accumulation	
is	 a	 consistent	 feature	 of	 melanoma.	
Moreover,	 we	 evidenced	 a	 correlation	
between	 dicarbonyl	 stress	 and	 Breslow	
depth	 score	 in	 melanoma.	 This	
correlation	might	 be	 an	 indicator	 of	MG	
relation	 to	 melanoma	 prognosis.	 Our	 in	
vitro	 experiments	 showed	 a	 better	
management	 of	 MG	 in	 Vemurafenib	
resistant	 cells	 compared	 to	 sensitive	
ones.	 Indeed,	 increased	glycolysis	 flux	 in	
resistant	 cells	 did	 not	 lead	 to	 elevated	
MG	 level	 in	 resistant	 cells	 probably	
thanks	 to	 a	 better	 detoxification	 of	 the	
dicarbonyl	 by	 both	 Glo1	 and	 AKRs	
systems.	 Interestingly,	 Glo1	 activity	 can	
be	 unregulated	 upon	 MG	 treatment	 in	
sensitive	cells	showing	an	adaptability	of	
those	 cells.	 Moreover,	 dicarbonyl	 stress	
seems	 to	 be	 linked	 to	 the	 acquisition	 of	
resistance	 to	 Vemurafenib	 through	
activation	of	NFkB.	It	would	be	of	interest	
to	 see	 if	 NFkB	 activation	 under	 MG	
treatment	is	abolished	by	treatment	with	
MG	scavengers.	One	of	those	scavengers,	
Metformin,	 has	 been	 studied	 in	
combination	 with	 Vemurafenib	 as	 a	

potential	 new	 therapeutic	 strategy32,33.	
However	the	authors	did	not	explore	the	
contribution	of	dicarbonyl	stress	in	their	
experiments.	 Treatment	 of	 resistant	
melanoma	 cells	 with	 more	 potent	 MG-
scavenger	 such	 as	 Carnosine	 or	
Aminoguanidine	 might	 have	 a	 synergic	
effect	with	Vemurafenib	and	resensitizes	
the	 cells	 to	 BRAF	 inhibition.	 More	 in-
depth	 investigation	 of	 the	 role	 of	MG	 in	
melanoma	 progression	 and	 resistance	
therapy	 in	 needed	 but	 our	 data	 indicate	
that	 melanoma	 treatment	 could	 benefit	
from	MG	level	modulation.	
	
	
MATERIAL	AND	METHODS	
	
Cell	culture	and	reagents.	A2058,	A375	
cancer	 cell	 lines	 were	 obtained	 from	
ATCC	(American	Type	Culture	Collection,	
Manassas,	 VA).	 A375R	 cells	 were	
generated	 from	 A375	 cells	 by	 chronic	
treatment	 with	 increasing	 doses	 of	
Vemurafenib	up	to	2µM	for	10weeks	and	
are	 maintained	 in	 culture	 with	 2µM	
Vemurafnib	 treatment.	 A2058,	 A375S	
and	 A375R	 cells	 are	 grown	 in	 DMEM	
medium	 (Lonza,	 Basel,	 Switzerland)	
supplemented	 with	 10%	 fetal	 bovine	
serum	 (FBS	;	 ThermoFischer	 Scientific,	
Waltham,	 MA)	 and	 2mM	 L-Glutamine	
(Lonza).	 MM074S	 and	 MM074R	 cells	
were	a	kind	gift	of	Pr.	Ghanem	(ULB)	are	
grown	 in	 HAM-F10	 medium	
supplemented	 with	 a	 mix	 of	 5%	 fetal	
bovine	 serum	 and	 5%	 new-born	 calf	
serum	 (FBS	and	 FCS;	 ThermoFischer	
Scientific,	 Waltham,	 MA)	 and	 1mM	 L-
Glutamine	 (Lonza).	 MM074R	 cells	 were	
maintained	 in	 culture	 with	 2µM	
Vemurafenib	 treatment.	 Vemurafenib	 is	
dissolved	 in	DMSO	 in	a	stock	solution	of	
10mM	 (Selleckchem,	 Houston,	 TX).	
Methylglyoxal	 (MG,	 Sigma)	 treatment	
was	 performed	 during	 24	 hr.	
Methylglyoxal	solution	contamination	by	
formaldehyde	 was	 assessed	 by	 NMR	
analysis	 and	 considered	 insignificant	
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(<3%)60.	 Anti-argpyrimidine	 antibody	
(mAb6B)	 specificity	has	been	previously	
confirmed	 by	 competitive	 ELISA	 and	 it	
has	 been	 shown	 to	 not	 react	with	 other	
MG-arginine	 adducts	 such	 as	 5-hydro-5-
methylimidazolone	 and	
tetrahydropyrimidine61.	 MBo	 (Methyl	
diaminobenzene-BODIPY)	 is	 a	 cell	
permeable	 MG-probe,	 synthetized	 as	
previously	described44.	
	
Clinical	 tumor	 samples.	 Human	
melanoma	 primary	 (n	 =	 64)	 and	
metastatic	(n	=	58)	lesions	were	obtained	
from	 the	 Pathology	 Department	 of	 the	
University	 Hospital	 of	 Liège	 and	 from	
Oncology	 and	 Experimental	 Surgery	
Laboratory	 at	 the	 Institute	 Jules	 Bordet,	
Bruxelles	University	(ULB)	 in	agreement	
with	 ethical	 guidelines	 of	 the	 University	
of	Liège	 (Belgium)	and	 the	University	of	
Bruxelles	(Belgium).	
	
Immunohistochemistry.	Formalin-fixed	
paraffin	 embedded	 sections	 were	
dewaxed	 and	 rehydrated.	 Endogenous	
alkaline	 phosphatase	 activity	 was	
inhibited	 by	 a	 10	 min	 incubation	 in	
Levamisole	 (Sigma).	 Antigen	 retrieval	
was	obtained	by	a	40	min	bath	in	10mM	
sodium	citrate	buffer	pH6	at	95°C.	 	Non-
specific	 binding	 was	 avoided	 by	
incubation	 with	 1,5%	 normal	 serum	
(Vector	 Laboratories,	 Burlingame,	 CA)	
for	 30	 min.	 Then,	 primary	 antibody,	
either	 mouse	 anti-Argpyrimidine	
(1/1000,	mAb6B)	 or	 rabbit	 anti-S100A4	
(1/300,	 A5114	 Dako,	 Carpinteria,	 CA)	
was	applied	 for	 the	night.	 Sections	were	
next	 incubated	with	 anti-mouse	 or	 anti-
rabbit	 biotinylated	 secondary	 antibody	
(Vector	 Laboratories)	 for	 30	 min	
followed	 by	 staining	 with	 Fast	 Red	
(Sigma).	 	 After	 counterstaining	 with	
hematoxylin,	 slides	 were	 mounted	 with	
Glycergel	 (Dako).	 Control	 slides	
incubated	 without	 primary	 antibody	
showed	no	immunoreactivity.	
	

Immunohistochemical	 staining	
evaluation.	 The	 immunostaining	 was	
assessed	and	scored	by	two	independent	
examiners.	 Argpyrimidine	 and	 S100A4	
score	 were	 attributed	 according	 to	 the	
intensity	of	the	staining	(0,	1+,	2+,	3+)	in	
the	 nuclear	 and	 in	 the	 cytoplasmic	
cellular	compartments.		
	
Glucose	 uptake.	 Cells	 were	 incubated	
1hr	 in	 glucose	 free	 medium	 containing	
200µM	 of	 2NDG	 (2-(N-(7-Nitrobenz-2-
oxa-1,3-diazol-4-yl)Amino)-2-
Deoxyglucose,	N13195	Life	 technologies,	
Waltham,	 MA).	 Cells	 were	 then	
trypsinized	 and	 analyzed	 by	 flow	
cytometry	 (FACSCanto,	 BD	 Biosciences).	
Data	 are	 represented	 as	mean	 ±	 SEM	 of	
at	least	3	biological	replicates.	
	
L-Lactate	 dosage.	 L-Lactate	
concentrations	 were	 assessed	 in	
conditioned-medium,	the	number	of	cells	
in	 each	 condition	 was	 counted	 for	
normalization.	 Conditioned-medium	
diluted	 3	 times	 was	 incubated	 in	
presence	 of	 NAD+,	 hydrazine	 and	 L-
Lactate	 dehydrogenase	 enzyme	 (Sigma).	
Lactate	concentration	was	determined	by	
comparing	 NADH	 formation	 measure	 at	
320nm	to	the	absorbance	of	a	calibration	
curve.	L-Lactate	measures	are	expressed	
as	 µM/million	 cells.	 Three	 technical	
replicates	 of	 each	 sample	 were	
performed	 and	 data	 are	 represented	 as	
mean	 ±	 SEM	 of	 at	 least	 3	 biological	
replicates.	
	
RNA	 isolation	 and	 quantitative	
reverse	 transcription-PCR	 (qRT-PCR).	
RNA	 extraction	 was	 done	 according	 to	
the	manufacturer’s	protocol	 (NucleoSpin	
RNA,	Macherey-Nagel,	 Düren,	 Germany).	
Reverse	 transcription	 was	 performed	
using	 the	 Transcription	 First	 Strand	
cDNA	Synthesis	Kit	(Roche).	Hundred	ng	
of	cDNA	were	mixed	with	primers,	probe	
(Universal	 ProbeLibrary	 System,	 Roche)	
and	 2x	 Takyon	 Rox	 Probe	 MasterMix	
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dTTP	 Blue	 (Eurogentec,	 Seraing,	
Belgium).	 Q-PCR	 were	 performed	 using	
the	7300	Real	Time	PCR	System	and	the	
corresponding	 manufacturer’s	 software	
(Applied	 Biosystems,	 Carlsbad,	 CA).	
Relative	gene	expression	was	normalized	
to	 18S	 rRNA.	 Primers	 were	 synthesized	
by	 IDT	 (Coralville,	 IA)	 and	 their	
sequences	are	detailed	in	Supplementary	
Table	 1.	 Three	 technical	 replicates	 of	
each	 sample	 have	 been	 performed	 and	
data	 are	 presented	 as	mean	 ±	 SEM	 of	 3	
biological	replicates.	
	
Cellular	 MG	 quantification.	 MBo	
(Methyl	 diaminobenzene-BODIPY)	 was	
used	to	detect	endogenous	MG.	The	cells	
were	treated	with	5mM	MBo	in	complete	
medium	 as	 previously	 described44.	 After	
1	hr,	the	cells	were	washed	with	PBS	and	
incubated	 in	 medium	 for	 6.	 Cells	 were	
then	 trypsinized	 and	 analyzed	 by	 flow	
cytometry	 (FACSCanto,	 BD	 Biosciences).	
Data	 are	 represented	 as	mean	 ±	 SEM	 of	
at	least	3	biological	replicates.		
	
Glo1	 activity	 assay.	 Glo1	 activity	
assessment	was	performed	as	previously	
described43,60,62.	 	 Briefly,	 S-D-
lactoylglutathion	formation	was	followed	
at	 240nm	 in	 a	 reaction	 mixture	
composed	 of	 pre-incubated	 MG	 with	
reduced	 glutathion	 (Sigma)	 and	 protein	
extracted	 in	 RIPA	 buffer.	 Glo1	 maximal	
activity	 measure	 is	 expressed	 as	
arbitrary	 units	 (A.U.)	 of	 enzyme	 per	mg	
of	proteins.	Three	 technical	 replicates	of	
each	 sample	 were	 performed	 and	 data	
are	 represented	 as	 mean	 ±	 SEM	 of	 at	
least	3	biological	replicates.	
	
Cyto/Nuc	 differential	 protein	
extraction.	 Fresh	 cell	 pellets	 were	 first	
lysed	 for	 30	 sec	 in	 cytoplasmic	 lysis	
buffer	 (10mM	 Hepes	 pH7.4,	 10mM	 KCl,	
2mM	 MgCl2,	 0,1mM	 EDTA,	 0,2%	 NP-40,	
1mM	 DTT)	 and	 centrifugated	 for	 5min.	
Surnageant	 contained	 cytoplasmic	
protein	 fraction.	 After	 5	 cycles	 of	

washing	(10mM	Hepes	pH7.4,	20mM	KCl,	
2mM	 MgCl2,	 0,1mM	 EDTA,	 1mM	 DTT)	
and	 centrifugation,	 cell	 pellets	 were	
further	 lysed	 in	 nucleus	 lysis	 buffer	
(20mM	 Hepes	 pH7.4,	 630mM	 NaCl,	
1.5mM	 MgCl2,	 0.2mM	 EDTA,	 25%	
glycérol,	 0.5M	 DTT)	 under	 agitation	 for	
30min.	 Nuclear	 protein	 fraction	 was	
recolted	 after	 centrifugation	 for	 15min.	
All	 buffers	 containing	 phosphatase	 and	
proteinase	 inhibitors	 (Roche,	 Penzberg,	
Germany).	
	
Western	 Blot.	 Cell	 extraction	 was	
performed	 in	 1%	 SDS	 buffer	 containing	
protease	 and	 phosphatase	 inhibitors	
(Roche).	 	 Protein	 concentration	 is	
determined	 using	 bicinchoninic	 acid	
assay	 (Pierce,	 Carlsbad,	 CA).	 Twenty	 µg	
of	 protein	 were	 separated	 on	 10	 or	
12.5%	 SDS-PAGE	 and	 transferred	 to	
PVDF	membranes	(Roche).	Blocking	was	
performed	 in	 5%	 non-fat	 dried	 milk	
(Biorad,	 Hercules,	 CA)	 in	 TBS-Tween	
0.1%	 for	 1	 hr.	 Membranes	 were	 then	
incubated	overnight	at	4°C	with	primary	
antibodies	:	 PGC1a	 (1/1000,	 sc-13067	
Santa	 Cruz,	 Dallas,	 TX),	 P(Ser536)-p65	
(1/1000,	 #3031	 Cell	 Signaling,	 Leiden,	
The	 Nederlands),	 p65	 (1/1000,	 #6956	
Cell	 Signaling),	 Sp1	 (1/1000,	 07-645	
Millipore,	 Billerica,	MA),	MEK2	 (1/1000,	
#9125	 Cell	 Signaling)	 and	 beta-actin	
(1/5000,	 A5441,	 Sigma).	 Membranes	
were	then	incubated	for	1	hr	in	presence	
of	 the	 appropriated	 secondary	 antibody	
coupled	 to	 horseradish	 peroxidase.	
Immunoreactive	 bands	 were	 detected	
using	 ECL	 Western	 Blotting	 substrate	
(Pierce).	 Bands	 quantification	 by	
densitometry	 and	 normalization	 with	
ßactine	 was	 performed	 with	 ImageJ	
software	 (NIH,	 Bethesda,	 MD).	 A	
representative	 Western	 Blot	 of	 three	
independent	 biological	 replicates	 in	
shown	and	quantification	 is	 represented	
either	 in	 bar	 graph	 as	mean	 ±	 SEM	of	 3	
biological	replicates	or	written	below	the	
picture.	
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Statistical	 analysis.	 Both	 technical	 and	
biological	 replicates	 were	 performed	
where	 indicated	 in	 figure	 legends.	
Technical	 replicates	 are	 considered	 as	
taking	 one	 sample	 and	 analyzing	 it	
several	 times	 in	 the	 same	 experiment.	
Biological	 replicates	 represent	 the	
analysis	 of	 samples	 from	 independent	
experiments.	All	results	were	reported	as	
means	with	Standard	Error	Mean	(SEM).	
Two	group	comparisons	were	performed	
using	 unpaired	 student’s	 t-test	 with	 or	
without	Welsch’s	correction	according	to	
homoscedasticity.	 When	 an	 experiment	
required	 comparisons	 between	 more	
than	 two	groups,	 statistical	 analysis	was	
performed	 using	 Dunnet’s	 test	 one-way	
ANOVA.	 In	 the	 case	of	discrete	variables	
(IHC	 scores),	 significant	 differences	
between	groups	were	assessed	by	Mann-
Whtiney	 U	 test.	 In	 all	 cases,	 a	 bilateral	
p<0.05	 was	 considered	 as	 statistically	
significant	 with	 a	 95%	 confidence	

interval.	All	experiments	were	performed	
as	 several	 independent	 biological	
replicates.		
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FIGURES	

	
Figure	1.	Immunohistochemistry	study	of	argpyrimidine	accumulation	in	melanoma	primary	and	
metastatic	 lesions.	 	 Immunostaining	for	argpyrimidine	detection	was	performed	on	64	primary	and	58	
metastatic	 lesions	from	melanoma	patients.	Representative	picture	of	argpyrimidine	staining	in	primary	
melanoma	at	100x	magnification	 (A),	 the	black	box	 indicates	 the	zone	of	 (B)	at	magnification	630x.	 (C)	
Representative	 pictures	 of	 argpyrimidine	 staining	 in	 metastatic	 melanoma	 lesions	 displaying	Weak	 or	
strong	 staining	 at	 magnification	 50x	 and	 630x	 where	 indicated.	 (D)	 Box	 plot	 representing	 metastasis	
cytoplasmic	 argpyrimidine	 scores	between	 samples	with	 corresponding	primary	 lesion	presenting	with	
low	 (0,	 for	 Breslow	 <	 2mm)	 or	 high	 (1,	 for	 Breslow	 >	 2mm)	Breslow	 score.	Mann-Whitney	U	 test,	 p	 =	
0,033.	
	
Table	1:		Cell	lines	couples	and	their	sensitivity	to	Vemurafenib	
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Figure	2.	Glucose	uptake	is	higher	in	resistant	melanoma	cells.	Glucose	uptake	was	assessed	by	flow	
cytometry	in	A375/A2058	(A),	A375S/A365R	(B)	and	MM074S/MM074R	(C)	coupled	cell	lines.	Data	are	
presented	 as	 mean	 values	 ±	 SEM	 of	 three	 independent	 experiments.	 *p<0.05,	 **p<0.01	 and	 ns	 =	 not	
significant.	
	

	
Figure	3.	BRAF	inhibition-resistant	melanoma	cells	produce	more	L-Lactate	than	sensitive	ones.	L-
Lactate	was	measured	in	conditioned	medium	from	MM074S	and	MM074R	after	48hr.	Data	are	presented	
as	mean	values	±	SEM	of	three	independent	experiments.	*p<0.05.	
	

	
Figure	 4.	 BRAF	 inhibition-resistant	 melanoma	 cells	 present	 higher	 levels	 of	 glycolysis	
contributors.	Relative	mRNA	levels	detection	by	RT-qPCR	of	GLUT1,	GLUT3,	HK2,	ALDOLASE,	ENOLASE	
and	PKM2	in	(A)	A375/A2058	cells	and	(B)	MM074S/MM074R	cells.	Data	are	presented	as	mean	values	±	
SEM	of	three	independent	experiments.	*p<0.05,	**p<0.01.	
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Figure	 5.	 Vemurafenib-resistant	 cells	 do	 not	 accumulate	 more	 MG	 than	 sensitive	 cells	 MG	
accumulation	 in	 cells	 was	 assessed	 with	 the	 MBo	 probe	 using	 flow	 cytometry	 in	 (A)	 A375/2018,	 (B)	
A375S/A375R	 and	 (C)	 MM074S/MM074R	 cells.	 Data	 are	 presented	 as	 mean	 values	 ±	 SEM	 of	 three	
independent	experiments.	ns	=	not	significant.	
	

	
Figure	 6.	 Vemurafenib	 resistant	 cells	 tend	 to	 have	 a	 higher	 basal	 Glo1	 activity.	 Glo1	 activity	
measured	 in	 (A)	A375/2018,	 (B)	A375S/A375R	and	 (C)	MM074S/MM074R	cells.	Data	are	presented	as	
mean	values	±	SEM	of	three	independent	experiments.	*p<0.05,	**p<0.01.	
	

	
Figure	7.	Resistant	melanoma	cells	globally	present	higher	levels	of	AKR	enzymes.	Relative	mRNA	
levels	of	AKR1B10,	AKR1C1	and	AKR1C3	assessed	by	RT-qPCR	in	(A)	A375/2018,	(B)	A375S/A375R	
and	 (C)	 MM074S/MM074R	 cells.	 Data	 are	 presented	 as	 mean	 values	 ±	 SEM	 of	 three	 independent	
experiments.	*p<0.05,	**p<0.01,	***p<0.001.	
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Figure	8.	Glo1	activity	 is	 induced	in	sensitive	melanoma	cells	upon	MG	treatment.	Melanoma	cells	
were	 treated	 for	 6hr	 with	 MG	 0,	 300,	 500	 or	 1000µM.	 Then	 Glo1	 activity	 was	 measured	 in	 (A)	
A375/A2058	 and	 (B)	 MM074S/MM074R	 cells.	 Data	 are	 presented	 as	 mean	 values	 ±	 SEM	 of	 three	
independent	experiments.	*p<0.05,	**p<0.01.	
	

	
Figure	9.	Vemurafenib-resistant	melanoma	cells	present	with	a	 low	MITF	and	high	NFkB	activity	
corresponding	 to	 a	 resistant	 phenotype.	 (A)	 Hypothesis	 of	 MG	 implication	 in	 the	 shift	 from	 a	
MITF/proliferative	state	to	a	NFkB/resistant	state	according	to	Konieczkowski	et	al.	201450.	(B)	Detection	
using	Western	Blot	of	PGC1a,	P(Ser536)-p65	and	P65	in	CYTO/NUC	protein	fraction	of	A375S/A375R	and	
MM074S/MM074R	 cells.	 Sp1	 and	 MEK2	 detection	 is	 validating,	 respectively,	 the	 nuclear	 (NUC)	 and	
cytoplasmic	 (CYTO)	 protein	 fractions	 enrichment	 and	 were	 considered	 as	 normalization	 for	
quantification.	P-p65	quantification	is	also	normalized	on	total	p65	quantity.	Representative	western	blot	
of	three	independent	experiments.	
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Figure	10.	NFkB	is	more	activated	in	resistant	cells	and	can	be	stimulated	by	MG	treatment	in	both	
sensitive	and	resistant	melanoma	cells.	Detection	of	P(Ser536)-p65	and	p65	in	MM074S	and	MM074R	
cells	treated	with	MG	300µM	for	24hr.	Bêta-actin	is	used	as	normalization	and	for	protein	quantification.	
The	western	blot	is	representative	of	three	independent	experiments.	
	
	
Supplementary	Table	1.	Primers	sequences	used	for	qRT-PCR	experiments	
Target	Gene	 Primer	 Sequence	

GLUT1	 Fw	 5'-GGTTGTGCCATACTCATGACC-3'	
Rv	 5'-CAGATAGGACATCCAGGGTAGC-3'	

GLUT3	 Fw	 5'-GCCCTGAAAGTCCCAGATTT-3'	
Rv	 5'-TTCATCTCCTGGATGTCTTGG-3'	

HK2	 Fw	 5'-TCCCCTGCCACCAGACTA-3'	
Rv	 5'-TGGACTTGAATCCCTTGGTC-3'	

ALDOLASE	 Fw	 5'-CCGCGTTCTCTCCTTGAAT-3'	
Rv	 5'-GGGCATGGTGCTGGTAGTAG-3'	

ENOLASE	 Fw	 5'-TCCCAACATCCTGGAGAATAA-3'	
Rv	 5'-ATGCCGATGACCACCTTATC-3'	

PKM2	 Fw	 5'-CGTCTGAACTTCTCTCATGGAA-3'	
Rv	 5'-ATGGGGTCAGAAGCAAAGC-3'	

AKR1B10	 Fw	 5'-AAAGCAACGTTCTTGGATG-C3'	
Rv	 5'-TGGAAGTGGCTGAAATTGG-3'	

AKR1C1	 Fw	 5'-CATGCCTGTCCTGGGATTT-3'	
Rv	 5'-AGAATCAATATGGCGGAAGC-3'	

AKR1C3	 Fw	 5'-CATTGGGGTGTCAAACTTCA-3'	
Rv	 5'-CCGTGGGGTGTCAAACTTCA-3'	

18S	 Fw	 5’-CTTCCACAGGAGGCCTACAC-3’	
Rv	 5’-CGCAAAATATGCTGGAACTTT-3’	
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Discussion	et	perspectives	
	
	

	 L’utilisation	 préférentielle	 de	 la	 glycolyse	 par	 les	 cellules	 tumorales,	 le	 fameux	

effet	 Warburg,	 est	 un	 sujet	 de	 recherche	 intense	 depuis	 plusieurs	 années.	 De	

nombreuses	 publications	 ont	 mis	 en	 évidence	 les	 mécanismes	 d’initiation	 de	 ce	

phénotype	 métabolique	 ainsi	 que	 ses	 avantages	 pour	 la	 progression	 des	 cellules	

tumorales	(pour	revue	Liberti	et	Locasale	201617).	

Le	 méthylglyoxal,	 lui-même,	 pourrait	 jouer	 un	 rôle	 dans	 le	 maintien	 du	

phénotype	 Warburg.	 En	 effet,	 une	 équipe	 a	 démontré	 la	 modification	 de	 protéines	

mitochondriales	 par	 le	 MG	 dans	 un	 modèle	 de	 diabète	 chez	 le	 rat.	 Les	 protéines	

glycquées	 ainsi	 identifiées	 font	 partie	 des	 complexes	 1	 et	 3	 de	 la	 chaine	 respiratoire	

mitochondriale.	 La	 modification	 de	 ces	 protéines	 entraîne	 une	 augmentation	 de	 la	

production	 de	 ROS238.	 Il	 serait	 intéressant	 de	 vérifier	 si	 une	 telle	 dysfonction	

mitochondriale	induite	par	le	MG341	est	aussi	présente	au	niveau	des	cellules	tumorales	

ce	qui	favoriserait	l’inhibition	de	la	respiration	mitochondriale	en	faveur	de	l’utilisation	

de	la	glycolyse.	

	 La	 croissance	 tumorale	 a	 lieu	 dans	 un	 microenvironnement	 hostile	 où	

l’approvisionnement	 en	 oxygène,	 glucose,	 nutriments	 et	 facteurs	 de	 croissances	 est	

inconstant	 et	 fait	 souvent	 défaut.	 Cet	 environnement	 carencé	 ainsi	 que	 l’instabilité	

génétique	 des	 cellules	 cancéreuses	 (qui	 peut	 être	 augmentée	 par	 le	 stress	

environnemental)	 avec	 l’activation	 d’oncogènes	 et	 la	 perte	 de	 fonction	 de	 gènes	

suppresseurs	 de	 tumeurs	mènent	 à	 une	 dérégulation	 du	métabolisme	 énergétique.	 Le	

métabolisme	tumoral	est	différent	de	celui	des	cellules	normales	et	possède	une	grande	

capacité	 d’adaptation	 ce	 qui	 permet	 la	 survie	 des	 tumeurs	 en	 milieu	 	 changeant	 et	

hostile.	Pour	 faire	 face	à	cet	environnement	et	pour	continuer	à	proliférer,	 les	cellules	

tumorales	ont	adapté	leur	métabolisme	de	façon	à	produire	de	l’énergie	mais	surtout	à	

favoriser	 la	 synthèse	 d’intermédiaires	 anaboliques	 et	 d’agents	 réducteurs	 pour	

maintenir	leur	statut	rédox.	L’augmentation	du	flux	glycolytique	permet	de	répondre	à	

ces	 besoins	 cellulaires	 en	 favorisant	 une	 fourniture	 rapide	 et	 flexible	 d’énergie,	 la	

production	d’intermédiaires	pour	la	synthèse	d’acides	aminés,	d’acides	nucléiques	et	de	

lipides	et	la	production	de	NADPH	par	la	voie	des	pentoses	phosphates	pour	maintenir	

la	défense	anti-oxydante.	De	plus,	 la	réduction	de	la	phosphorylation	oxydative	au	sein	
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de	 la	 mitochondrie	 permet	 de	 mieux	 contrôler	 la	 production	 de	 ROS	 et	 protège	 les	

tumeurs	de	l’apoptose.	

	 Une	 des	 conséquences	 de	 la	 croissance	 tumorale	 sur	 fond	 de	 métabolisme	

glycolytique	 est	 l’établissement	 d’un	 microenvironnement	 particulier.	 La	 glycolyse	

aérobie	 intense	au	niveau	des	 cellules	 tumorales	a	pour	effet	 la	production	de	MG.	Ce	

dicarbonyle	 étant	 capable	 de	 diffuser	 à	 travers	 les	 membranes	 cellulaires,	 il	 est	

intéressant	 de	 considérer	 que	 le	 stress	 dicarbonyle	 pourrait	 aussi	 moduler	 le	

microenvironnement	 tumoral.	 La	 glycolyse	 aérobie	 induit	 également	 l’apparition	 et	 le	

renforcement	d’un	environnement	hypoxique	et	acide.	Cet	environnement	est	favorable	

à	 la	 croissance	 tumorale,	 à	 l’évasion	 face	à	 la	défense	 immunitaire,	 à	 l’invasion	et	 à	 la	

dissémination	 métastatique	 mais	 aussi	 au	 développement	 de	 résistances	 à	 la	

chimiothérapie	et	à	la	radiothérapie.		

Le	 méthylglyoxal	 produit	 au	 niveau	 des	 cellules	 tumorales	 est	 capable	 de	

modifier	 le	microenvironnement	tumoral.	En	effet,	dans	 les	contextes	du	diabète	et	du	

vieillissement,	le	MG	a	été	largement	étudié	pour	son	effet	sur	le	stroma.	Le	MG	induit	la	

formation	des	AGEs	qui	en	se	liant	à	leurs	récepteurs	RAGEs342	mènent	à	l’activation	des	

voies	de	signalisation	comme	NFkB	au	niveau	des	cellules	endothéliales.	Cette	activation	

entraîne	également	la	production	de	ROS	qui	en	retour	favorise	l’expression	des	RAGEs	

et	 l’activation	 de	 NFkB.	 Ces	 phénomènes	 entraînent	 une	 boucle	 de	 réponse	

inflammatoire294.	Au	niveau	des	fibroblastes,	 le	stress	dicarbonyle	induit	 le	même	type	

de	réponse	avec	promotion	de	la	production	de	ROS.	L’inflammation	chronique	est	bien	

connue	 pour	 son	 effet	 pro-tumoral343	 et	 le	 méthylglyoxal	 pourrait	 contribuer	 à	

l’établissement	d’un	stroma	inflammatoire	favorable	aux	tumeurs.		

	 Outre	 l’inflammation,	 le	 microenvironnement	 tumoral	 joue	 un	 rôle	 important	

dans	 la	progression	 tumorale.	Des	études	montrent	en	effet	une	coopération	entre	 les	

cellules	tumorales	et	les	cellules	stromales344,345.	La	sénescence	des	fibroblastes	induite	

par	le	MG	peut	être	favorable	au	développement	tumoral346,347.	En	effet,	les	fibroblastes	

sénescents	 acquièrent	 la	 capacité	 de	 sécréter	 un	 ensemble	 de	 facteurs	 pro-

inflammatoires	appelé	phénotype	sécrétoire	associé	à	 la	sénescence	(SASP).	Parmi	ces	

facteurs,	 on	 retrouve	 des	 cytokines	 (Il-6,	 IL-1)	 et	 des	 	 facteurs	 de	 croissance	 (VEGF,	

bFGF)	 (pour	 revue	 voir	 Coppé	 2010348).	 Le	 sécrétome	 des	 fibroblastes	 sénescent	 est	

similaire	à	celui	des	 fibroblastes	associés	au	cancer	(CAF)	et	 favorise	 la	croissance	des	

cellules	 tumorales349,350.	 La	 production	 de	 ce	 sécrétome	 est	 associée	 à	 l’activation	 de	
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NFkB	au	niveau	des	fibroblastes351.	Des	résultats	préliminaires	au	laboratoire	montrent	

que	 l’exposition	 chronique	de	 fibroblastes	normaux	au	MG	 induit	 l’activation	de	NFkB	

dans	ces	cellules	(Fig.	75)	(Durieux	et	al.	résultats	non	publiés).	

	
Figure	75.	Activation	de	NFkB	au	niveau	de	fibroblastes	normaux	de	peau	après	traitement	au	MG.	
Les	 fibroblastes	 normaux	 de	 peau	 ont	 été	 traités	 chroniquement	 pendant	 1	 mois	 avec	 150µM	 de	 MG.	
Détection	de	NFkB	(p65)	et	de	sa	forme	phosphorylée	active	par	immunoblot	au	niveau	des	fibroblastes	
traités	chroniquement	(MG)	ou	non	(NT).	
	

	 L’acidose	du	microenvironnement	 tumoral	 est	 la	 conséquence	de	 la	production	

de	lactate	et	de	protons	par	la	glycolyse.	De	façon	à	éviter	un	pH	acide	délétère	dans	la	

cellule,	celle-ci	a	développé	 	des	systèmes	d’évacuation	de	cette	acidité	en	augmentant	

l’expression	 ou	 l’activité	 de	 transporteurs	 de	 protons	 tels	 que	 les	 MCT352,353	 	 ou	 les	

échangeurs	 Na/H+354,355.	 L’acidification	 du	 milieu	 extracellulaire	 par	 les	 cellules	

tumorales	est	un	processus	d’adaptation	de	leur	environnement356	et	la	constitution	de	

cette	 «	niche	»	 est	 considérée	 par	 certains	 comme	 une	 nouvelle	 caractéristique	

fondamentale	 des	 tumeurs357,358.	 Cet	 environnement	 acide	 devient	 défavorable	 aux	

cellules	 avoisinantes	 qui	 ne	 sont	 pas	 équipées	 pour	 faire	 face	 au	 pH	 bas,	 favorise	

l’invasion	des	cellules	tumorales	et	diminue	l’efficacité	de	la	réponse	immunitaire	anti-

tumorale.	L’acidose	facilite	la	transition	d’une	lésion	in	situ	à	une	lésion	invasive	dans	le	

cancer	cervical359	et	dans	 le	cancer	de	 la	prostate	où	cette	transition	peut	être	 inhibée	

par	 injection	de	bicarbonate	de	 sodium	pour	neutraliser	 le	 pH360.	 L’existence	d’un	pH	

alcalin	 intracellulaire	 et	 d’un	 pH	 acide	 extracellulaire361-363	 protège	 les	 cellules	

tumorales	 d’agents	 chimiothérapeutiques	 en	 diminuant	 leur	 efficacité	 et	 leur	 entrée	

dans	les	cellules364.	

Un	autre	aspect	protecteur	de	l’effet	Warburg	vis-à-vis	des	thérapies	repose	sur	

l‘augmentation	 de	 l’expression	 de	 certaines	 enzymes	 impliquées	 dans	 la	 glycolyse.	 En	

plus	 de	 favoriser	 l’oxydation	 du	 glucose,	 ces	 enzymes	 sont	 capables	 d’apporter	 une	

protection	contre	l’apoptose	aux	cellules	tumorales.	Par	exemple,	HK2	est	surexprimée	

au	 niveau	 de	 nombreuses	 malignités	 et	 sous	 l’activation	 d’Akt	 peut	 être	 localisée	 au	
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niveau	de	la	membrane	mitochondriale	où	elle	peut	empêcher	la	libération	de	facteurs	

pro-apoptotiques35,36.	Au	niveau	de	cette	 localisation	cellulaire,	HK2	devient	 insensible	

au	 rétrocontrôle	 négatif	 de	 son	 produit	 de	 réaction	 le	 glucose-6-phosphate	 et	 active	

donc	le	flux	glycolytique365.	La	GAPDH	est	capable	de	se	lier	à	l’ADN	télomérique	pour	le	

protéger	 de	 la	 dégradation	 induite	 par	 la	 chimiothérapie366.	 D’autres	 enzymes	

glycolytiques	 ont	 été	 liées	 à	 des	 phénomènes	 de	 résistance	 contre	 des	 agents	

chimiothérapeutiques	 comme	PKM2	qui	 protège	 contre	 le	 cisplatine367,	 PDK	 contre	 le	

sorafenib368	 et	 LDH	 contre	 le	 trastuzumab369.	 La	 surexpression	 des	 transporteurs	 du	

glucose	est	aussi	liée	à	la	résistance370,371.	L’inhibition	de	GLUT1	sensibilise	les	cellules	

au	 paclitaxel370	 et	 celle	 de	 GLUT3	 sensibilise	 les	 cellules	 de	 glioblastome	 au	

témozolomide288.	

Puisque	la	glycolyse	est	une	voie	essentielle	à	la	survie	des	cellules	tumorales,	des	

études	 ont	 exploré	 la	 possibilité	 d’utiliser	 des	 inhibiteurs	 de	 cette	 voie	 métabolique	

comme	 traitement	 anti-tumoral.	 Le	 2-DG,	 analogue	 non	 métabolisable	 du	 glucose,	

montre	 de	 bons	 résultats	 in	 vitro372,	 cependant	 son	 efficacité	 est	 réduite	 en	 cas	

d’hypoxie373.	 	Les	inhibiteurs	des	GLUT	présentent	des	résultats	prometteurs	mais	leur	

manque	de	spécificité	rend	difficile	leur	utilisation	en	clinique370,374.	Le	Lonidamine	est	

un	 inhibiteur	de	HK2	qui	 réduit	 la	 survie	 tumorale	mais	 induit	 une	 toxicité	 sévère	 au	

niveau	du	foie	et	du	pancréas375.	

	 Une	petite	molécule	qui	montre	une	grande	efficacité	et	une	spécificité	pour	 les	

cellules	 tumorales	est	 le	3-bromopyruvate	 (3BP)365.	Cet	analogue	de	 l’acide	pyruvique	

entre	dans	les	cellules	par	les	transporteurs	MCT376,377	et	exerce	son	activité	inhibitrice	

au	niveau	de	2	cibles.	3BP	inhibe	HK2	au	niveau	de	la	mitochondrie378,379	et	GAPDH	au	

niveau	 cytoplasmique380,381.	 Cette	 action	 combinée	 a	 pour	 effet	 de	 réduire	

drastiquement	 la	 production	 d’ATP	 et	 de	 lever	 la	 protection	 établie	 par	 HK2	 contre	

l’apoptose.	 De	 plus,	 l’inhibition	 de	 GAPDH	 empêche	 la	 production	 de	NADH	qui	 entre	

dans	 la	 défense	 anti-ROS	 et	 provoque	 l’accumulation	 des	 trioses	 phosphate382.	 Ces	

trioses	sont	les	précurseurs	du	MG	dont	les	effets	toxiques	sont	augmentés	par	le	stress	

oxydant383.	

Une	 conséquence	 importante	 du	 phénotype	 glycolytique	 des	 tumeurs	 est	 la	

production	 de	 MG.	 La	 formation	 spontanée	 de	 ce	 dicarbonyle	 réactif	 est	 encore	 peu	

considérée	dans	l’étiopathologie	des	cancers.	Pourtant	le	stress	dicarbonyle	nous	semble	

présenter	 un	 avantage	 pour	 les	 tumeurs.	 En	 effet,	 notre	 laboratoire	 a	 montré	 une	
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accumulation	 d’AGEs	 au	 niveau	 des	 tumeurs	 mammaires267	 et	 colorectales284	 par	

rapport	 au	 tissu	 normal,	 démontrant	 un	 lien	 entre	 stress	 dicarbonyle	 et	 processus	

tumoral.	Au	niveau	du	cancer	du	sein,	l’abondance	des	adduits	protéiques	du	MG	dépend	

du	 sous-type	 de	 lésion	 en	 rapport	 avec	 l’activité	 Glo1.	 Nous	 avons	 démontré	 que	 des	

cellules	cancéreuses	mammaires	de	type	triple-négatif	sont	capables	de	réagir	au	stress	

dicarbonyle	 en	 augmentant	 l’activité	 de	 Glo1267.	 Au	 niveau	 du	 cancer	 colorectal,	 nous	

avons	mis	 en	 évidence	 une	 corrélation	 entre	 l’accumulation	 des	 argpyrimidines	 et	 le	

stade	tumoral.	Dans	un	modèle	de	croissance	tumorale	in	ovo,	nous	avons	démontré	que	

l’inhibition	 de	 l’expression	 de	 Glo1	 était	 favorable	 au	 développement	 de	 tumeurs	 à	

partir	de	cellules	cancéreuses	colorectales284	et	que	le	traitement	de	ces	tumeurs	avec	de	

la	 carnosine	permettait	 d’en	 réduire	 le	 volume.	De	même,	dans	une	 autre	 étude,	 nous	

avons	 lié	 le	 stress	 dicarbonyle	 à	 une	 augmentation	 de	 la	 croissance	 tumorale	 et	 au	

développement	 de	 métastases	 en	modèle	 murin.	 Nous	 avons	 également	 identifié	 une	

nouvelle	cible	protéique	du	MG,	HSP90	dont	la	glycation	favorise	l’inhibition	d’une	voie	

de	signalisation	suppresseur	de	tumeur,	la	voie	Hippo,	et	permet	l’activité	persistante	de	

l’oncogène	 YAP283.	 Les	 effets	 tumorigéniques	 du	 MG	 ont	 pu	 être	 inhibés	 par	 un	

traitement	 avec	 la	 carnosine.	 Plus	 récemment,	 nous	 avons	 conduit	 une	 étude	 pour	

investiguer	 le	 rôle	 paradoxal	 du	 MG,	 pro-	 ou	 antitumeur	 (Nokin,	 Durieux	 et	 al.	 en	

révision).	 Nous	 avons	 mis	 en	 évidence	 une	 gestion	 différente	 du	 MG	 par	 les	 cellules	

tumorales	en	fonction	de	leur	métabolisme,	de	leur	contenu	en	GSH	et	de	leur	capacité	à	

détoxifier	le	MG	(soit	via	Glo1,	soit	via	les	AKR),	ce	qui	pourrait	expliquer	les	disparités	

de	 l’effet	du	MG	sur	 les	 cellules	 cancéreuses	décrites	dans	 la	 littérature.	De	plus,	nous	

avons	démontré	un	effet	dose-dépendant	du	MG.	En	effet,	à	faible	dose,	le	MG	favorise	la	

croissance	tumorale	en	modèle	 in	ovo	alors	qu’à	 forte	dose	 il	devient	toxique.	Cet	effet	

biphasique,	ou	hormétique,	a	pu	être	inversé	par	traitement	à	la	carnosine.	Enfin,	dans	

une	 étude	 en	 cours	 au	 laboratoire,	 nous	 avons	 mis	 en	 évidence	 un	 lien	 entre	 la	

progression	 tumorale	 et	 le	 stress	 dicarbonyle	 au	 niveau	 du	 mélanome.	 De	 plus,	

l’acquisition	de	la	résistance	à	l’inhibition	de	BRAF	dans	ces	tumeurs	semble	être	liée	à	

une	meilleure	gestion	du	MG	par	ces	cellules.	Finalement,	le	stress	dicarbonyle	au	niveau	

des	cellules	de	mélanomes	pourrait	être	impliqué	dans	la	transition	d’un	état	prolifératif	

à	un	état	invasif	(Durieux	et	al.	manuscript	en	préparation).	

	 Il	est	donc	notre	conviction	au	laboratoire	que	le	stress	dicabonyle	induit	

par	le	MG	représente	un	facteur	promoteur	du	cancer	au		même	titre	que	les	ROS	et	le	
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stress	 oxydant.	 D’ailleurs	 ces	 2	 phénomènes	 sont	 étroitement	 liés	 et	 partagent	 des	

facteurs	clés	communs	(GSH,	NRF2,…).	Nous	proposons	donc	l’hypothèse	selon	laquelle	

le	 MG	 est	 un	 nouveau	 oncométabolite	 dont	 le	 contrôle	 adéquat	 par	 les	 tumeurs	 leur	

confèrerait	 en	 retour	 un	 avantage	 de	 croissance,	 de	 protection	 contre	 l’apoptose	 et	

d’invasivité.	L’identification	de	cibles	du	MG,	le	protéome	dicarbonyle,	comme	HSP27	et	

HSP90	permettra	d’élucider	plus	en	détails	les	effets	du	MG	dans	le	cancer.	D’autre	part	

des	données	de	la	littérature	et	des	résultats	préliminaires	au	laboratoire	indiquent	que	

le	MG,	 en	 plus	 de	 son	 effet	 direct	 sur	 le	 protéome,	 serait	 impliqué	 dans	 la	 régulation	

épigénétique.	 En	 effet,	 des	modifications	 des	 histones234,235	 ont	 été	 identifiées	 dans	 le	

contexte	 du	 diabète	 ce	 qui	 pourrait	 influencer	 le	 code	 histone	 et	 la	 compaction	 de	 la	

chromatine.	 Nos	 résultats	 préliminaires	 font	 état	 de	 la	 modification	 du	 niveau	 de	

méthylation	 de	 l’ADN	 au	 niveau	 de	 cellules	 cancéreuses	 dépourvues	 de	 Glo1.	 Ces	

modulations	seraient	notamment	 liées	à	une	perturbation	de	 l’expression	de	certaines	

enzymes	de	déméthylation	de	l’ADN.	

	 Considérant	 les	 effets	 du	 MG	 sur	 le	 processus	 tumoral,	 il	 semble	

intéressant	 de	 moduler	 son	 accumulation	 au	 niveau	 des	 tumeurs.	 La	 modulation	 du	

stress	dicarbonyle	peut	se	faire	dans	les	2	sens.	Soit	augmenter	le	MG	intracellulaire	de	

façon	 à	 atteindre	 des	 concentrations	 toxiques	 pour	 tuer	 les	 cellules	 tumorales	 ou	 les	

sensibiliser	 à	 d’autres	 traitements	 chimiothérapeutiques384.	 Soit	 diminuer	 le	 stress	

dicarbonyle	 pour	 empêcher	 ses	 effets	 pro-tumoraux.	 La	 première	 stratégie	 peut	 être	

conduite	 en	 utilisant	 des	 inhibiteurs	 de	 la	 détoxification	 du	 MG.	 En	 particulier,	

l’inhibition	 de	 Glo1	 par	 le	 BBGC195,	 le	 methotrexate171	 ou	 la	 curcumine167	 sont	 des	

traitements	en	cours	d’investigation	en	laboratoire	et	en	clinique.	La	seconde	stratégie	

consiste	 en	 l’inhibition	 du	 stress	 dicarbonyle.	 Cette	 inhibition	 peut	 être	 atteinte	 par	

l’induction	de	la	détoxification	du	MG.	En	effet,	la	promotion	de	l’activité	Glo1	permet	de	

réduire	 la	 charge	 en	MG	dans	 les	 cellules	 tumorale.	 Cette	 induction	de	Glo1	peut	 être	

provoquée	par	 l’activation	du	 facteur	de	 transcription	Nrf2.	Des	activateurs	connus	de	

Nrf2	 comme	 le	 sulforaphane385	 et	 les	 AITC	 (allyl	 isothiocyanate)386	 ou	 comme	 la	

nouvelle	combinaison	trans-resveratrol-hesperetin	(tRES-HESP)173	sont	des	drogues	en	

cours	 d’évaluation	 pour	 leur	 effet	 anti-tumoral.	 Une	 autre	 façon	 d’inhiber	 le	 stress	

dicarbonyle	est	l’utilisation		d’agents	bloquants	du	MG.	

La	metformine,	traitement	appliqué	à	la	majorité	de	patients	atteints	de	diabète	

de	type	2,	est	aussi	une	molécule	capable	de	capturer	le	MG164,387.	L’incidence	de	certains	
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cancers	est	augmentée	au	niveau	de	la	population	des	diabétiques388	et	le	traitement	de	

ceux-ci	 à	 la	 metformine	 permet	 de	 réduire	 l’incidence	 du	 cancer389.	 Un	 mécanisme	

d’action	 potentiel	 de	 la	 metformine	 est	 l’inhibition	 du	 complexe	 1	 de	 la	 chaine	 de	

respiration	 mitochondriale	 avec	 diminution	 de	 la	 production	 d’ATP	 et	 activation	

d’AMPK.	 L’AMPK	 activée	 diminue	 les	 processus	 de	 lipogenèse,	 d’angiogenèse	 et	 de	

synthèse	 protéiques	 qui	 sont	 favorables	 à	 la	 croissance	 tumorale	 (pour	 revue,	 voir	

Morales	et	Morris	2015390).	Outre	ces	effets,	la	metformine	pourrait	exercer	son	activité	

anti-tumorale	par	l’inhibition	du	MG318,391.	

L’aminoguanidine,	autre	molécule	présentant	une	capacité	de	capture	du	MG392,	

est	aussi	étudiée	dans	le	contexte	du	diabète	et	permet	l’inhibition	de	développement	de	

ces	 complications393-395.	 Des	 études	 ont	 démontré	 un	 effet	 anti-tumoral	 de	

l’aminoguanidine	au	niveau	du	cancer	pancréatique396	et	du	carcinome	folliculaire	de	la	

thyroide397	 par	 induction	 de	 la	 production	 de	 NOS.	 Nos	 résultats	 indiquent	 que	

l’aminoguanidine	 pourrait	 aussi	 inhiber	 le	 processus	 cancéreux	 par	 la	modulation	 du	

stress	dicarbonyle283.	

	 La	 carnosine	 est	 également	un	bloqueur	du	MG	qui	possède	une	activité	

anti-tumorale.	L’équipe	de	Iovine398	a	lié	le	rôle	anti-cancer	de	la	carnosine	à	l’inhibition	

de	 la	 production	 d’ATP	 par	 la	 mitochondrie	 et	 à	 l’inhibition	 des	 ROS	 au	 niveau	 de	

cellules	 cancéreuses	 colorectales	 mutées	 pour	 KRAS.	 Ils	 ont	 aussi	 montré	 que	 la	

carnosine	 inhibait	 l’activité	 de	 HIF1a	 ce	 qui	 diminuait	 la	 prolifération	 des	 cellules	 de	

cancer	 du	 colon399	 et	 empêchait	 la	 résistance	 de	 ces	 cellules	 à	 l’agent	

chimiothérapeutique	5-fluorouracil400.	La	carnosine	est	capable	d’inhiber	 la	croissance	

tumorale	in	vivo401	et	les	auteurs	de	cette	étude	proposent	l’inhibition	de	la	production	

d’ATP	comme	principal	mécanisme402.	Notre	 laboratoire	 	envisage	 	 la	possibilité	d’une	

activité	anti-tumorale	de	la	carnosine	à	travers	son	action	de	MG	scavenger283,284	(Nokin,	

Durieux	et	al.	en	révision).	Nos	résultats	préliminaires	renforcent	cette	hypothèse	car	la	

carnosine	présente	une	activité	inhibitrice	de	la	croissance	tumorale	de	glioblastomes	in	

vivo	(Nokin	et	Durieux,	résultats	non	publiés).	

La	carnosine	est	donc	une	molécule	intéressante	pour	la	thérapie	anti-cancéreuse	

malheureusement	 sa	 stabilité	 dans	 le	 plasma	 humain	 est	 rapidement	 limitée	 par	

l’activité	 de	 la	 dipeptidase	 carnosinase.	 Il	 nous	 semble	 donc	 d’un	 grand	 intérêt	 de	

développer	 des	 analogues	 stables	 de	 la	 carnosine	pour	 capturer	 le	MG.	 Ces	 analogues	

permettraient	d’améliorer	la	capacité	MG-scavenger	de	la	carnosine,	sa	biodisponibilité	
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et	surtout	sa	stabilité	dans	le	sérum.	Le	développement	de	tels	analogues	de	la	carnosine	

est	en	cours	au	laboratoire	et	est	encouragé	par	des	résultats	préliminaires	démontrant	

une	meilleure	 activité	 de	 capture	 et	 une	meilleure	 stabilité	 dans	 le	 sérum	 humain	 de	

certains	dipeptides	innovants	(Durieux	et	al.	résultats	non	publiés).		

	 En	 conclusion,	 sur	 base	 des	 résultats	 présents	 dans	 la	 littérature	 et	 des	

recherches	effectuées	au	laboratoire,	il	apparaît	que	l’étude	du	stress	dicarbonyle	dans	

le	processus	cancéreux	est	autant	 innovante	que	prometteuse.	L’étude	approfondie	du	

rôle	 du	 MG	 dans	 le	 cancer	 permettra	 de	 mieux	 comprendre	 cette	 pathologie	 et	 de	

développer	de	nouvelles	stratégies	de	prévention	et	de	traitement.	
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Résumé	
	
Le	métabolisme	de	glycolyse	aérobie	des	tumeurs,	ou	effet	Warburg,	est	une	des	caractéristiques	
reconnues	 des	 cellules	 cancéreuses.	 L’augmentation	 du	 flux	 glycolytique	 induit	 la	 production	
spontanée	d’un	dicarbonyle	réactif,	le	méthylglyoxal	(MG).	Cette	molécule	forme	des	adduits	de	
glycation	 sur	 les	 macromolécules	 biologiques.	 L’accumulation	 de	 ces	 produits	 de	 glycation	
avancée	(AGEs)	mène	au	stress	dicarbonyle	qui	a	été	impliqué	dans	l’étiopathologie	de	maladies	
chroniques	comme	l’obésité	et	les	complications	liées	au	diabète.	Les	cellules	ont	développé	des	
systèmes	 de	 détoxification	 du	MG	 de	 façon	 à	 en	 limiter	 les	 effets	 délétères.	 La	majorité	 de	 la	
détoxification	 du	 MG	 est	 réalisée	 par	 les	 enzymes	 glyoxalases	 1	 et	 2,	 qui,	 en	 présence	 de	
glutathion	réduit,	sont	capables	convertir	le	MG	en	D-Lactate.	Le	laboratoire	a	entrepris	l’étude	
du	rôle	du	stress	dicarbonyle	engendré	par	 le	MG	dans	 le	cancer.	Nous	avons	mis	en	évidence	
l’accumulation	d’AGEs	au	niveau	d’une	collection	d’adénocarcinomes	mammaires	et	colorectaux	
humains	 alors	 que	 le	 tissus	 sain	 associé	 en	 était	 presque	 exempt.	 Par	 ailleurs,	 nous	 avons	
démontré	que	la	croissance	tumorale	dans	des	modèles	in	vivo	pouvait	être	accrue	par	le	stress	
dicarbonyle	et	inhibée	par	une	molécule	capturant	le	MG,	un	MG-scavenger,	 la	carnosine.	Nous	
avons	 identifié	une	nouvelle	cible	protéique	du	MG	dont	 la	glycation	mène	à	 l’inhibition	d’une	
voie	suppresseur	de	tumeurs	et	à	l’activation	d’un	oncogène.	Nous	avons	ensuite	adressé	le	rôle	
paradoxal,	 à	 la	 fois	 pro-	 et	 antitumoral	 du	 MG.	 Nous	 avons	 mis	 en	 évidence	 que	 les	 toutes	
cellules	 tumorales	 ne	 réagissent	 pas	 de	 façon	 équivalente	 au	 stress	 dicarbonyle,	 en	 fonction	
notamment	de	leur	métabolisme	et	de	leur	capacité	de	détoxification	du	MG.	De	plus,	nous	avons	
montré	 un	 effet	 hormétique	 du	 MG,	 qui	 à	 l’instar	 du	 stress	 oxydant,	 peut	 être	 favorable	 aux	
cellules	cancéreuses	à	faible	dose	mais	devient	toxique	à	plus	haute	dose.	Enfin	nous	avons	mis	
en	évidence	un	lien	entre	l’acquisition	de	la	résistance	à	l’inhibition	de	BRAF	dans	le	mélanome	
avec	un	meilleur	contrôle	du	stress	dicarbonyle.	L’impact	du	MG	dans	le	processus	tumoral	et	la	
possibilité	de	moduler	 le	 stress	dicarbonyle,	notamment	par	 les	MG-scavengers,	 sont	en	cours	
d’étude	au	Laboratoire.	Ces	travaux	pourraient	potentiellement	aboutir	au	développement	d’une	
approche	thérapeutique	nouvelle	pour	le	traitement	du	cancer.	
	
Aerobic	glycolysis	 in	 tumors,	otherwise	named	Warburg	effect,	 is	 a	 common	 feature	of	 cancer	
cells.	 Increased	glycolytic	 flux	 induces	 spontaneous	production	of	 a	highly	 reactive	dicarbonyl	
compound,	 methylglyoxal	 (MG).	 This	 molecule	 forms	 glycation	 adducts	 on	 biological	
macromolecules.	 Accumulation	 of	 these	 advanced	 glycation	 endproducts	 (AGEs)	 leads	 to	
dicarbonyl	stress	which	has	been	linked	to	the	etiopathology	of	chronic	diseases	such	as	obesity	
and	diabetes	related	complications.	Cells	have	developed	MG-detoxification	systems	in	order	to	
avoid	 its	deleterious	effects.	Most	of	MG	detoxification	 is	operated	by	the	glyoxalases	enzymes	
(Glo1	 and	 Glo2)	 that	 use	 reduced	 glutathione	 to	 convert	 MG	 into	 D-Lactate.	 Our	 Laboratory	
launched	the	study	of	MG-mediated	dicarbonyl	stress	in	cancer.	We	showed	AGEs	accumulation	
in	breast	and	colorectal	tumoral	lesions	compared	to	their	normal	tissue	counterparts.	We	have	
also	 demonstrated	 that	 in	 vivo	 tumor	 growth	 could	 be	 enhanced	 by	 dicarbonyl	 stress	 and	
inhibited	 by	 treatment	 with	 a	 MG-scavenger	 molecule,	 carnosine.	 We	 then	 identified	 a	 new	
protein	target	of	MG	whose	glycation	led	to	the	inhibition	of	a	tumor	suppressor	pathway	and	to	
the	 activation	 of	 an	 oncogene.	 We	 next	 adressed	 the	 paradoxal	 role	 of	 MG,	 both	 pro-	 and	
antitumor.	We	 showed	 that	 all	 cancer	 cells	 do	 not	 react	 equally	 to	 dicarbonyl	 stress,	 notably	
depending	of	their	metabolism	and	their	ability	to	detoxify	MG.	Moreover,	we	shed	light	on	an	
hormetic	effect	of	MG,	which	like	reactive	oxygen	species,	can	be	beneficial	to	cancer	cells	at	low	
doses	 and	 become	 toxic	 at	 higher	 doses.	 Finally,	 we	 evidenced	 a	 link	 between	 resistance	 	 to	
BRAF	inhibition	and	better	management	of	dicarbonyl	stress	in	melanoma	cells.	MG	influence	on	
tumoral	process	and	the	possibility	of	MG	stress	modulation	by	MG-scavenger	are	under	current	
investigation	 in	 the	 Laboratory.	 These	 studies	 could	 potentially	 lead	 to	 the	 development	 of	 a	
new	therapeutic	strategy	for	cancer.	
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