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Résumé

La technologie Agilent Seahorse XF permet de mesurer le métabolisme énergétique
des cellules vivantes en temps réel, fournissant ainsi des informations essentielles
sur leurs fonctions en lien direct avec leur état de santé et de forme physique.

Le test du stress oxydant du substrat Agilent Seahorse XF fournit des mesures

clés facilitant I'exploration de substrats de mitochondries spécifiques, pertinents

ou nécessaires au phénotype et aux fonctions cellulaires. Cette étude donne une
vue d'ensemble de la stratégie de ce test, des exemples de données obtenues

et des maniéres optimales d'appliquer ces méthodes dans le domaine du cancer

et du métabolisme des cellules immunitaires. Elle signale également la pertinence
du test pour la découverte de médicaments.



Introduction

LLe métabolisme est aujourd’hui reconnu comme étant un
facteur clé pour de nombreuses fonctions importantes des
cellules normales ou pathologiques.'? Le fait d'établir les besoins
en substrats dans des expériences controlées peut fournir

des informations utiles a différents domaines de la recherche,
telles que l'identification de drogue ciblée et sa validation en
oncologie, les dysfonctionnements immunitaires, les maladies
cardiovasculaires, les maladies neurodégénératives et les
modeles de maladies des cellules souches.3*5

La technologie Agilent Seahorse XF est une plateforme
intégrée sans étiquette qui combine parfaitement I'analyseur
XF, la cartouche du capteur, les kits de test et le logiciel pour
obtenir des données du métabolisme fonctionnel cellulaire
avec une cinétique en temps réel. Sur cette plateforme,
Agilent offre divers kits de test XF capables de fournir tout
un spectre d'informations, allant d'une évaluation globale de
la fonction cellulaire a des détails particuliers de mécanisme
métabolique, brievement énumérés dans la Figure ST.

Les tests de stress oxydants du substrat XF constituent

une suite de tests optimisés développée pour mesurer
I'oxydation de substrats cellulaires. Ces tests portent sur
trois substrats principaux responsables des activités des
mitochondries : les acides gras a longue chaine (AGLC), le
glucose/pyruvate et/ou la glutamine (Figure 1). En effectuant
des évaluations exhaustives des mitochondries avec le test
XF Cell Mito Stress et des inhibiteurs de voies métaboliques
d'oxydation de certains substrats, les cellules sont testées
dans des conditions de faible demande de substrat (c.a-d. de
respiration basale), mais aussi dans des conditions de
demande plus élevée de ces substrats (c.a-d. de respiration
maximale) ou une dépendance/un assujettissement a
caractére essentiel est plus souvent révélé(e) (Figure 2).

Ces kits facilitent I'exploration pratique des processus
d'oxydation de substrats spécifiques, et le réle qu'ils jouent
dans les fonctions fondamentales des cellules que sont
I'activation, la prolifération et la différenciation. En outre,

ils peuvent étre utilisés pour caractériser les réponses

a des manipulations génétiques, des interventions
pharmaceutiques ou des micro-environnements spécifiques
d'oxydation de substrats particuliers pertinents sur le plan
pathologique.
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Figure 1. Voies métaboliques principales, y compris la glycolyse, le cycle

de Krebs, la chaine de transport des électrons (CTE) et la phosphorylation
oxydative (PhosOx). Loxydation du glucose/pyruvate, de la glutamine et des
acides gras a longue chaine est mise en exergue. Les lignes/le texte en rouge
indiquent les inhibiteurs pertinents du métabolisme du glucose/pyruvate,

des AGLC et de la glutamine, qui a leur tour limitent spécifiquement l'oxydation
de ces substrats respectifs.
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Figure 2. Profil des parametres de respiration critiques pour la demande en
substrat du test Agilent Seahorse XF de test du stress oxydant du substrat.
Les injections séquentielles de composés mesurent la respiration basale,

la réponse aigué a l'inhibiteur (étomoxir, UK5099 ou BPTES), et la respiration
maximale en I'absence ou la présence d'inhibiteur. Il est a noter que bien que
des changements minimes soient observés dans des conditions basales,
c.-a-d. la réponse aigué, des réponses beaucoup plus importantes sont
souvent révélées dans des conditions de demande importante de substrat
(par ex. FCCP), révélant ainsi des différences de capacité des cellules a oxyder
le substrat en question.



Données expérimentales

Toutes les lignées cellulaires ont été maintenues
conformément aux recommandations du fournisseur. Pour
les tests XF, des cellules A549 ont été ensemencées dans
des microplaques de culture cellulaire XF96 a une densité

de 1,5 x 10 cellules par puits dans du milieu DMEM F12
(Corning 10-090-CV) additionné de Glutamax 2 mM et de
sérum a 10 %. Des cellules C2C12 ont été ensemencées dans
des microplagques de culture cellulaire XF96 a une densité de
1,2 x 10* cellules par puits dans du milieu DMEM haute teneur
en glucose (Gibco 11960) additionné de glutamine 4 mM,
pyruvate 1 mM et de sérum a 10 %. Des cellules HepG2

ont été ensemencées dans des microplaques de culture
cellulaire XF96 a une densité de 2,0 x 10* cellules par puits
dans du milieu DMEM faible teneur en glucose (Gibco 11885)
additionné de Glutamax 2 mM et de sérum a 10 %. Toutes

les cellules ont été incubées pendant une nuit a 37 °C, 5 % de
CO,. Le jour suivant, les cellules ont ét¢ lavées deux fois avec
le milieu du test d'oxydation du substrat (XF DMEM pH 7,4
plus XF Glucose 10 mM, XF Pyruvate T mM et XF Glutamine
2 mM) puis incubées a 37 °C, sans CO,, pendant 60 minutes.
Les plagues de culture cellulaire ont ensuite été transférées
vers des analyseurs XFe96 pour évaluer la performance du
test, en utilisant de I'étomoxir (4 uM), UK5099 (2 uM) ou du
BPTES (3 uM) dans le Port A, suivi d’'une injection séquentielle
doligomycine (1,5 uM), de FCCP (1,5 uM pour les trois types
de cellules), et de roténone/antimycine A (0,5 UM chaque)
(concentrations finales). Les cellules ont été dénombrées
(pour la normalisation) a I'aide d’'un instrument Cytation 5.

Tous les tests XF ont été effectués ainsi que décrit dans
le guide d'utilisation du test d'oxydation du substrat XF,
y compris les dilutions de composés et la préparation
des cartouches de capteurs.

La méthode analytique Agilent Seahorse a été utilisée pour
calculer les parametres de respiration basale, réponse aigué
et respiration maximale du test de stress oxydant du substrat.
Ces parametres sont définis dans la méthode analytique
Seahorse. LOCR basal apres I'addition d'inhibiteur et 'OCR
maximal en présence d'inhibiteur (Figure 7) pour chaque type
de cellule ont été calculés comme suit et représentés sous
forme de graphiques sous Microsoft Excel :

OCR basal aprés I'addition d’inhibiteur = [(OCR basal +
OCR de réponse aigué)/0OCR basal] x 100 %
OCR maximal en présence de I'inhibiteur =

[(OCR de controle maximal = OCR inhibé maximal)/
OCR de controle maximal] x 100 %

Matériaux

Matériau Fournisseur
Lignée cellulaire A549 ATCC
Lignée cellulaire C2C12 ATCC
Lignée cellulaire HepG2 ATCC
Milieu DMEM/F12 Corning
Milieu DMEM haute teneur en glucose Gibco
Milieu DMEM faible teneur en glucose Gibco
Glutamax Gibco
Sérum Hyclone
Plaques de culture cellulaire XF96 Agilent
Cartouches de capteurs XFe96 Agilent
Solution étalon XF Agilent
Milieu de test XF DMEM pH 7,4 Agilent
Glucose XF Agilent
Pyruvate XF Agilent
Glutamine XF Agilent
Ifit XF de tesi du stress oxydant des acides gras Agilent
a longue chaine
Kit XF de test du stress oxydant du glucose/pyruvate Agilent
Kit XF de test du stress oxydant de la glutamine Agilent
Analyseur Seahorse XFe96 Agilent
Cytation 5 BioTek(,jg;i”feari; partie

Test de stress oxydant du substrat XF :
stratégie expérimentale et conception
du test

Les tests de stress doxydation du substrat XF combinent
le test XF Cell Mito Stress (MST) aux inhibiteurs suivants
spécifiques a des voies métaboliques de substrats (Figure 1) :

L'étomoxir (Eto) pour l'inhibition des AGLC via I'inhibition
de la carnitine palmitoyl transférase 1a (CPT1a).

UKS5099 pour l'inhibition du glucose ou du pyruvate via
linhibition du transporteur mitochondrial du pyruvate (MPC).”

BPTES pour I'inhibition de la glutamine via la
glutaminase 1 (GLS-1).2 Il est a noter que le BPTES
n'inhibe pas la glutaminase 2 (GLS2).

Le MST, un outil puissant et reconnu pour évaluer les fonctions
mitochondriales avec ces inhibiteurs peut étre utilisé pour révéler
la dépendance d’'un substrat métabolique en particulier. Le MST
permet de rapporter les taux de respiration basale et maximale,
qui sont des mesures clés des fonctions mitochondriales.

Dans le contexte de loxydation des substrats, les taux de
respiration basale et surtout maximale sont largement

impactés par la capacité des cellules a transporter et oxyder les
substrats disponibles.® Cette méthode est idéalement adaptée

a l'évaluation de la demande cellulaire en substrat dans des



conditions basales et en réponse a une augmentation de la
demande en substrat (respiration maximale). La Figure 2 illustre
le profil cinétique d'un test doxydation du substrat standard et
les parametres de test pertinents.

Pour effectuer un test de stress oxydant du substrat, la
respiration basale est mesurée puis I'inhibiteur spécifique a

la voie métabolique injecté. La réponse aigué a l'inhibiteur est
mesurée pendant plusieurs cycles (typiguement six), et suivie
d'une injection séquentielle standard d'oligomycine, de FCCP
et de roténone/antimycine A.

LLes mesures fournissent des informations importantes,
car la méthodologie décrite permet dobtenir des données
sur la respiration basale et I'impact de l'inhibition de la voie
métabolique dans des conditions basales de demande

de substrat, et permet également de caractériser l'impact
des inhibitions des voies métaboliques sur la respiration
maximale, reflétant la sensibilité des cellules a I'altération
d'une voie métabolique particuliere dans des conditions de
demande en substrat plus importante.

Chaque kit vise a tester un seul substrat en utilisant la
concentration (finale) optimale de l'inhibiteur pertinent :

- Etomoxir (4 uM) pour inhiber l'oxydation des AGLC

- UK5099 (2 uM) pour inhiber l'oxydation du glucose
ou du pyruvate

- BPTES (3 uM) pour inhiber 'oxydation de la glutamine
(concentrations finales)

Les tests standard du stress oxydant du substrat sont congus
pour étre réalisés dans des conditions de saturation des
substrats en ce qui concerne le glucose (10 mM), le pyruvate

(1 mM) et la glutamine (2 mM) dans le milieu du test. La source

d'acide gras a longue chaine est toute réserve endogene

de lipides/d’AGLC présents dans la cellule et dépend par
conséquent de la cellule. La Figure 3 illustre les méthodes
standard et les conditions de test de chacun des tests de
stress oxydant du substrat XF. Il est & noter qu'a I'exception

de l'identité de l'inhibiteur utilisé, les méthodes sont identiques.

Les réponses a un inhibiteur (Figure 2) suggérent que la cellule
a une demande ou une dépendance pour ce substrat en
particulier dans les conditions expérimentales établies et ceci
sera développé dans la discussion plus bas, mais en général,
ce test standard d'oxydation du substrat est concu pour étre
utilisé quand on souhaite poser les questions suivantes :

«  Lacellule présente-t-elle une demande pour un ou
plusieurs substrats en particulier ?

+  Lacellule dépend-elle fortement d'un substrat en
particulier ou d'autres substrats sont-ils susceptibles
de satisfaire ses demandes ?

+ Comment la demande ou la dépendance de substrats
des mitochondries sont-elles affectées en cas
d'intervention sur la cellule, telle gu'une manipulation
génétique ou une exposition a un médicament ?

Comme la plupart des tests XF, les tests de stress oxydant
du substrat sont typiquement réalisés aprés un prétraitement
ou une intervention, selon la conception du chercheur. Il s'agit
soit d’'une intervention chronique sur les cellules (par ex. une
manipulation génétique ou une exposition a long terme a un
médicament), plusieurs heures ou jours avant le test XF, soit
d'une intervention aigué (une exposition a un médicament)
juste avant le test XF (Figure 3). Dans certains cas, des
interventions chroniques et aigués peuvent étre utilisées

Jour 1 Jour 2
- - w - 1 :
| Ordinaire 1 Intervention(s) Intervention(s) Test du stress oxydant des acides
] g 2 ! Matrice du ! chronique(s) Ensemen- aigué(s) gras a longue chaine Analytique Sub Ox
3 + 2 E | test de stress | Par ex. manipulation cement de (Prétraitements) De base > > Oligo > FCCP > Rot/AA) > OCR de base,
1toxydantdu génétique, exposition cellules par ex. exposition Milieu = DMEM + Glucose, Pyruvate, Glutamine aigu, et maximal
: substrat : chronique a des 3 un composé
mmm g médicaments
1
g s " ! .
¥ | Intervention(s) Intervention(s) Test du stress oxydant du
7 = 1 chronique(s) Ensemen- aigué(s) glucose/pyruvate Analytique Sub Ox
i + § & % 1 Par ex. manipulation cement de (Prétraitements) De base >UK5099 > Oligo > FCCP > Rot/AA ) > OCR de base,
E : Qér;i‘r';-';'_z 2‘2?15:5'0" cellules par ex. exposition Milieu = DMEM + Glucose, Pyruvate, Glutamine aigu, et maximal
Iig & un composé
| médicaments
1
1
) - = 1
1 Intervention(s . )
2 g 7 | chronique(é)) Ensemen- |“tea"_"e’gg;"(s) Test du stress oxydant de la glutamine Analytique Sub Ox
8 2 s ! S o cement de ETeIn De base >BPTES > Oligo > FCCP > Rot/AA ) > OCR de base,
+ . e i Il (Prétraitements) . "
Qef;ﬁrgrl:i:'u?gﬁs'm cellules e Milieu = DMEM + Glucose, Pyruvate, Glutamine aigu, et maximal
+ médicaments aun composé

Figure 3. Utilisation des tests de stress oxydant du substrat Agilent Seahorse XF pour explorer la demande et la dépendance de substrats des mitochondries. Chaque
kit vise a tester un seul substrat avec un inhibiteur pertinent : étomoxir pour inhiber l'oxydation des AGLC, UK5099 pour inhiber l'oxydation du glucose ou du pyruvate

et BPTES pour inhiber 'oxydation de la glutamine. Des interventions chroniques ou aigués (manipulations génétiques/expositions a des médicaments) peuvent étre
réalisées avant le test pour comprendre les effets de ces modulations sur l'oxydation de substrats spécifiques des mitochondries. Voir le texte pour plus d'informations.

4



(par ex. sauvetage d'un dysfonctionnement génétique par
exposition & un composé). Les kits peuvent étre utilisés
individuellement (c.-a-d. en se focalisant sur un substrat en
particulier) pour explorer comment une série d'interventions
ou de composés peuvent affecter loxydation de ce substrat,
ou en tant que suite complémentaire (concernant au moins
deux substrats) pour explorer I'effet global d'une intervention
donnée sur l'oxydation des substrats et les fonctions
mitochondriales. Le guide d'utilisation des tests de stress
oxydant du substrat XF propose plusieurs conceptions de
matrices de test basées sur divers scénarios expérimentaux,
et la Figure 4 illustre une matrice de test de conception simple
utilisée pour générer les données présentées.
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Figure 4. Matrice du test Agilent Xfe96 pour le test de stress doxydation du
substrat utilisant plusieurs kits/inhibiteurs. Désignation des groupes et disposition
sur la plague pour tester un type de cellules avec trois inhibiteurs différents, y
compris un groupe témoin (milieu du test injecté par le Port A). Cette matrice

a été dupliquée trois fois en changeant uniqguement le type de cellules utilisé
(A549, C2C12 ou HepG2). Les autres informations sur la matrice du test et les
commandes de l'instrument XF étaient les mémes pour les autres tests.

Il est a noter qu'un autre protocole plus complexe et son kit
dédié pour I'exploration spécifique de loxydation des acides

gras a longue chaine (AGLC) sont également disponibles. Le kit
fournit des composantes supplémentaires telles que le substrat
palmitate-BSA XF ; le protocole du test est décrit en détail dans le
guide d'utilisation des tests de stress oxydant du substrat XF.

Résultats et discussion

Application des tests de stress oxydant du substrat

A l'aide de trois kits de test du stress oxydant de trois substrats
différents (glucose/pyruvate, acide gras a longue chaine et
glutamine), trois lignées de cellules ont été examinées par le
test standard et les matrices précédemment décrits (Figures 2
et 4). Les détails complets densemencement des cellules,

de culture cellulaire et de préparation du test XF sont décrits
dans la section Méthodologie de ce document et dans le Guide
d'utilisation des tests de stress oxydant du substrat.

La Figure 5 (panels A, B et C) montre les tracés cinétiques de
I'OCR pour les cellules A549, C2C12 et HepG2, respectivement.
La Figure 6 montre les paramétres de respiration basale, de
réponse aigue et de respiration maximale du test de stress
oxydant du substrat chez des cellules HepG2.
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Figure 5. Comparaison de l'oxydation du substrat entre les cellules A549,
C2C12 et HepG2 avec les kits de test XF de stress oxydant du glucose/
pyruvate, des acides gras a longue chaine et de la glutamine. Les cellules A549
(A), C2C12 (B) et HepG2 (C) ont été ensemencées sur des plaques de culture
cellulaire Agilent XF96 et incubées une nuit. Les cellules ont été soumises a
des tests XF de stress oxydant du substrat en utilisant des injections de milieu
du test (témoin), d'‘étomoxir (oxydation des acides gras a longue chaine),

de UK5099 (oxydation du glucose/pyruvate) ou de BPTES (oxydation de la
glutamine), suivies d'injections séquentielles communes d'oligomycine, de
FCCP et de roténone/antimycine A. Milieu du test XF = DMEM XF, pH 7,4 +
glucose 10 mM, pyruvate T mM et glutamine 2 mM. Chaque type de cellules

a été testé au cours de trois jours différents (c-a-d. N = 3) et les données
obtenues ont été collectées et traitées par la méthode analytique Agilent
Seahorse. Les écarts sont rapportés sous forme de +SEM.



L'inspection du parametre de respiration basale de chaque
type de cellules montre les résultats attendus, les conditions
montrant des OCR de base identiques avant I'ajout de
I'inhibiteur. Apres injection de I'inhibiteur, chaque type de
cellules présente une réponse aigué détectable, bien que
relativement restreinte par rapport a la respiration observée
dans des conditions basales. Cependant, dans des conditions
de respiration maximale (c.-a-d. des conditions de demande
de substrat plus importante par les mitochondries), la
réponse aux inhibiteurs augmente de maniere significative
et on observe différentes réponses aux différents inhibiteurs
pour les trois lignées de cellules testées.

Par exemple, chez les cellules A549 (Figure 5A), on observe
une réponse importante au BPTES alors qu'une réponse
beaucoup plus faible est observée avec UK5099 et qu'aucune
réponse n'est observée avec I'étomoxir. Ceci suggere que

les cellules A549 dépendent de maniére significative de
I'oxydation de la glutamine dans des conditions d'importante
demande en substrat. En revanche, les cellules C2C12
présentent une réponse significative a UK5099 et au BPTES
(Figure 5B), ce qui indique que ces deux substrats sont
nécessaires dans des conditions de demande maximale

en substrat. A l'inverse, les cellules HepG2 présentent une
dépendance plus équilibrée au glucose/pyruvate, aux AGLC et
a la glutamine dans des conditions de respiration maximale
(Figure 5C) puisque 'on observe des réponses significatives
a UK5099, a I'étomoxir ainsi qu'au BPTES. La Figure 7 résume
les résultats de 'OCR basal aprés I'ajout des inhibiteurs et de
I'OCR maximal en présence d'inhibiteur pour les différents
types de cellules. Il est a noter que les modifications de
respiration maximale constituent le parametre qui donne le
plus d'informations pour évaluer la dépendance du substrat
des mitochondries du fait des conditions de demande plus
importante en substrat.
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Figure 6. Exemple de parametres de respiration basale, de réponse aigué et de
respiration maximale du test de stress oxydant du substrat chez des cellules
HepG2. (A) Taux de respiration basale. (B) Réponse aigué ; il est a noter que cette
valeur est exprimée en tant que changement (A) de OCR par rapport au taux
basal. (C). Taux de respiration maximale en présence de chacun des inhibiteurs.
Les graphes et les valeurs sont dérivés du tracé cinétique de la Figure 5 obtenu
par la méthode analytique Agilent Seahorse. Les mémes parametres ont été
calculés pour les cellules A549 et C2C12 (données non présentées).

OCR (pmol/min/1 000 cellules)




A % OCR basal aprés addition de I'inhibiteur
100 %

80 %
60 %
40 %

20 %

0%
Contrdle Etomoxir UK5099 BPTES

Il A549 [l C2C12 M HepG2

B % OCR maximal en présence de l'inhibiteur
100 %

80 %
60 %
40 %

20 %

0%

Controle Etomoxir UK5099 BPTES
W A549 [l C2C12 M HepG2

Glutamine
(BPTES)

% OCR basal

A549

C2C12 96 % 83 % 90 %

HepG2 97 % 69 % 68 %

Glutamine
(BPTES)

% OCR maximal

Figure 7. Comparaison de l'oxydation du substrat pour les cellules A549,
C2C12 et HepG2. (A) LOCR basal apres ajout de l'inhibiteur et (B) 'OCR
maximal en présence de l'inhibiteur a partir des données de la Figure 5 par
rapport a chaque inhibiteur. Les tableaux C et D résument les données des
panels A et B, respectivement. Voir la section Méthodologie pour le calcul

des pourcentages. On note une augmentation de la sensibilité aux inhibiteurs
dans des conditions de respiration maximale (demande de substrat plus
importante) par rapport a la réponse aigué dans des conditions de respiration
basale, ainsi que les réponses extrémement différenciées aux inhibiteurs en
fonction du type de cellules.



Pertinence de l'oxydation du substrat pour le
métabolisme des cellules cancéreuses et immunitaires,
découverte de médicaments et conseils d'applications

Il est primordial de comprendre les dépendances aux substrats
afin de développer des offres thérapeutiques pour différentes
maladies. En effet, l'exploration des genes, des protéines et
des voies qui modulent le métabolisme est une approche
prometteuse pour le développement de nouvelles cibles

pour un large éventail de maladies (Figure 8). Les données
émergentes montrent que les métabolites, et notamment
l'oxydation de substrats spécifiques des mitochondries peuvent
affecter le phénotype de la cellule, les fonctions cellulaires
telles que la prolifération et la différenciation, et provoquer

des dysfonctionnements ou des maladies.®

La prolifération de cellules cancéreuses dépend de la
disponibilité de substrats. Les substrats nalimentent pas
seulement les cellules cancéreuses pour les faire proliférer et
devenir malignes, mais la disponibilité de certains substrats

est une caractéristique clé du micro-environnement tumoral,
influengant entre autres l'efficacité des chimiothérapies.”

En ce qui concerne le développement de médicaments, il est
primordial de mieux comprendre la demande en substrats dans
le métabolisme des cellules cancéreuses. Dans le traitement

Biologie du cancer

4 Glutamine

..

Immunologie .

Cellules normales

4¥ LCFAO endogene

| S

Cellule T Différenciation
naive delacellule T
Biologie des .
g Oxydation
cellules-souches d bstrat
¥ Glutamine u substra

Dysfonctionnement

Cellules tumorales

du cancer, les stratégies thérapeutiques consistent a cibler
plusieurs voies métaboliques telles que la glycolyse, le cycle

de Krebs, le transport des électrons (TE), la phosphorylation
oxydative (PhosOx) ainsi que l'oxydation du pyruvate, de la
glutamine et des acides gras (Figure 1). Par exemple, alors que
l'oxydation observée pour la glutamine était minimale chez les
tumeurs pulmonaires de souris p53 KrasG12D,"" de nombreuses
études in vitro indiquent que l'oxydation de la glutamine joue un
réle majeur, notamment chez les cellules d'adénocarcinome
canalaire pancréatique (PDAC), indiquant que la respiration joue
un réle anabolique en stimulant la biosynthese d'aspartate dans
les cellules cancéreuses en prolifération.™

Il a été démontré que I'une des voies métaboliques
bioénergétiques les plus utilisées dans les cellules du cancer
de la prostate implique une plus grande capture du palmitate
et l'oxydation d'acides gras, offrant ainsi une voie alternative
pour répondre aux besoins bioénergétiques des cellules
tumorales. En outre, de nouvelles données montrent que

les cellules de tumeurs pancréatiques sont particulierement
dépendantes de la phosphorylation oxydative des
mitochondries dans des conditions de faible apport en
nutriments, et que le métabolisme des mitochondries
représente une vulnérabilité métabolique majeure.?

Découverte de

médicaments
Intervention

O

Cellules malades Cellules normales

Neurodégénérescence

¥Glucose

.
-
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. dysfonctionnel
Maladies Maladies
cardiovasculaires métaboliques
¥ LCFAO endogéne 4 Glucose
= s
1000 1110 =

Normale Fonction cardiaque

Muscle/graisse
altérée sensible au glucose
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Figure 8. Exemples d'oxydation du substrat de mitochondries responsable du phénotype et de (dys)fonctions
cellulaires. Les tests du stress oxydant du substrat Agilent Seahorse XF facilitent I'exploration de substrats
spécifiques dans les mitochondries pour comprendre lesquels sont pertinents ou nécessaires au phénotype

et aux fonctions de certaines cellules.
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En ce qui concerne la méthodologie, la Figure 9A illustre un
scénario possible pour tester plusieurs variants d'un type de
cancer, qu'ils soient naturels ou issus du génie génétique,
afin de comprendre si les cellules ont des « signatures »
d'oxydation de substrats semblables ou uniques et si

ces substrats sont impligués dans la prolifération ou la
transformation cellulaire. Ces informations peuvent aussi
pointer des faiblesses métaboliques, facilitant ainsi la
découverte de nouvelles thérapies.

On sait également que le métabolisme énergétique de

la cellule influence de nombreuses voies métaboliques
immunitaires et joue un réle d'indicateur ou de contréle de la
fonction des cellules immunitaires et de 'engagement dans
un lignage. Il est intéressant de noter que les métabolites
peuvent influencer directement la différenciation et la fonction
des cellules immunitaires.® Par conséquent, la modification
de la machine métabolique et de la production de certains
métabolites peut réguler la fonction immunitaire. Par exemple,
le métabolisme de la glutamine joue un réle essentiel dans

la polarisation des macrophages M2 en alimentant le cycle

de Krebs, et favorise la production de phénotypes stables
retrouvés dans la mémoire immune,'® alors qu'il a été observé
que les cellules T positives de la mémoire centrale importent
du glucose et du glycérol pour synthétiser des acides gras et
des triglycérides qui sont ensuite hydrolysés par lipolyse pour
alimenter l'oxydation des acides gras (OAG).™

En ce qui concerne les tests de fonction des cellules
immunitaires et doxydation de substrats, la Figure 9B illustre
comment les tests de stress oxydant du substrat XF peuvent

étre utilisés avec divers types de cellules immunitaires
(naives, activées, cellules mémoires, etc.) pour explorer

la dépendance ou I'assujettissement a un ou plusieurs
substrats pour que la différenciation ou la fonction cellulaire
soit normale, et éventuellement, comment le destin des
cellules immunitaires pourrait é&tre manipulé ou contrélé par
I'oxydation de certains substrats.

A ce stade, la programmation métabolique est en train d'émerger
en tant que mécanisme essentiel pour modifier I'activation, la
différenciation et la fonction des cellules immunitaires.’ Les
divers besoins métaboliques des différentes cellules impliquées
dans la réponse immunitaire offrent une opportunité unique

de séparer phénotype et fonctions. Une des approches a
limmunothérapie anticancéreuse utilise la culture ex vivo et

la manipulation génétique de cellules T autologues qui sont
ensuite réinjectées par des protocoles de transfert adoptif,
comme les traitements par cellules T porteuses de récepteurs
d'antigenes chimériques (CAR). Dans ce cas, les cellules T sont
génétiquement programmeées pour exprimer des protéines
chimériques qui relient des peptides d'anticorps anti-tumeur
hautement spécifiques a des voies métaboliques stimulant
I'activation des cellules T2 Des études récentes ont tenté de
cibler les cellules immunitaires suppressives telles que les
cellules Treg intra-tumorales, les cellules suppressives dorigine
myeéloide et les macrophages M2. Tous ces sous-ensembles
sont particulierement intéressants du fait de leurs profils
métaboliques distincts, ce qui suggere qu'un relativement haut
degré de spécificité de ciblage par manipulation génétique ou
exposition a des médicaments est possible.®

A B C — —
Naif Test du stress
' oxydant du
glucose/pyruvate XF « Signature d'oxydation
' du substrat » de la cellule
Effecteur et/ou - Demande/dépendance du
' ' substrat pour la prolifération,
o _| Testdustressoxydant |, la différenciation
de la glutamine XF — Passif ou faiblesse métabolique
Mémoire l — Tester les effets de
médicaments sur certaines
et/ou voies métaboliques d'oxydation
du substrat
Variations Différents types Banque de Test du stress oxydant - Effets thérapeutiques
ge?ethllljels de de cel_ltljlgs medlciments des acides gras a - Cibler I'identification ou
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Figure 9. Exemples de conception de test de stress oxydant du substrat. Schémas expérimentaux potentiels d'application des tests de stress oxydant du substrat
Agilent XF a (A) la biologie cellulaire du cancer, (B) la fonction des cellules immunitaires et (C) la recherche pour découvrir de nouveaux médicaments. Voir les

résultats et la discussion pour plus d'informations.



En ce qui concerne la méthodologie pour tester les
meédicaments et leur développement, ces types de tests
peuvent étre utilisés pour analyser les effets de médicaments
par rapport a des voies métaboliques d'oxydation de substrat
spécifiques dans les mitochondries, soit pour comprendre
les effets thérapeutiques éventuels des composés sur

les cellules présentant des dysfonctionnements, soit

pour faciliter 'identification de drogue ciblée et élucider le
meécanisme d'action. Dans ce cas, les variables telles que

le temps d'exposition au médicament (chronique ou aigué)
et la concentration du médicament pourront étre explorées
(Figure 9C).

Conclusion

Cette étude décrit la conception et la preuve de concept des
tests de stress oxydant du substrat Agilent XF utilisés pour
comprendre quels sont les substrats pertinents ou nécessaires
pour avoir un phénotype spécifique ou des fonctions cellulaires
particulieres. Ces kits comprennent une suite de solutions
optimisées, pratiques et rapides pour mesurer l'oxydation

de substrats cellulaires en évaluant trois substrats majeurs
alimentant les mitochondries : les acides gras a longue chaine,
le glucose/pyruvate et/ou la glutamine. Ces tests fournissent
un grand nombre d'informations multi-paramétriques en temps
réel que n'offrent pas les tests conventionnels de capture ou
d'utilisation finale de substrats. Ce type de méthodologie est
recommandé lorsque I'on veut savoir si la cellule présente

une demande pour un ou plusieurs substrats en particulier,

ou si l'on souhaite explorer I'effet d'une intervention au niveau
de la cellule sur l'oxydation d’'un substrat spécifique dans les
mitochondries. Ces informations fonctionnelles facilitent
I'étude de la maniere dont les cellules modifient ou déportent
I'oxydation des substrats pour assurer les fonctions cellulaires
clés d'activation, de prolifération et de différenciation.

Phénotype de métabolisme quantitatif et d'énergie
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Figure S1. Agilent propose divers kits de test XF capables de fournir tout un spectre d'informations, allant d'une évaluation globale de la fonction cellulaire a des
détails particuliers du mécanisme métabolique. Une fois qu'une modification de fonction mitochondriale a été identifiée, les prochaines étapes de I'exploration
consistent a comprendre a quoi est di ce changement, y compris les effets de l'oxydation du glucose/pyruvate, de la glutamine et des acides gras a longue chaine.
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