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Quand les cellules cancéreuses
sont accros a un gene normal

Laurence Lamy

> La liste est longue des altérations
génétiques et épigénétiques pouvant
contribuer au développement d’un can-
cer [1]. Les travaux de séquengage a
grande échelle ainsi que I’étude des pro-
fils d’expression génique sur puces a ADN
ont permis une classification minutieuse
des cancers [2] et établi la liste des
genes qui pourraient étre ciblés. Mais
il est souvent difficile de distinguer les

réellement a I"apparition d’un cancer
et a son évolution, des mutations sans
effet sur son développement, résultant
de 'instabilité génétique qui caractérise
la majorité des cancers. Les approches
fonctionnelles se sont donc multipliées
ces dernieres années sous la forme,
entre autres, de criblages génétiques
a grande échelle permettant de tra-
quer le «talon d’Achille » des cellules
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Le myélome multiple,

un phénotype unique mais

des altérations génétiques multiples
Le myélome multiple reste une maladie
incurable malgré les récents progres de la
chimiothérapie et I'utilisation des trans-
plantations de cellules souches hémato-
poiétiques. Cette hémopathie représente
environ 1% de tous les cancers, et la
survie moyenne est de trois ans a dater du

mutations «directrices », aboutissant  cancéreuses. diagnostic. C’est un cancer qui touche les
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Figure 1. Banque inductible d’ARN en « épingle a cheveux » (short hairpin RNA,
shARN) utilisée pour découvrir le « talon d’Achille »» des myélomes multiples. Les
plasmides composant la banque de shARN sont produits sous forme de surnageant
rétroviral qui nous sert a infecter les lignées de myélome multiple. Cette banque

se compose, entre autres, d’un grand nombre de facteurs de transcription, de

shARN blogquant la survie
ou la prolifération
des cellules cancéreuses

toutes les kinases connues, de molécules pro- et anti-apoptotiques, et de génes

dont I’expression varie selon le type de lymphome mais dont la fonction reste a définir. Nous avons utilisé un systéme inductible car les shARN qui

inhibent I’expression de tels genes peuvent s’avérer toxiques pour la cellule. €n principe, chaque cellule n’est infectée que par un seul rétrovirus,

ce qui implique qu’un gene unique, différent pour chaque cellule, est éteint lors de I'induction des shARN. A chaque shARN est associé un « code

barre » de 60 nucléotides qui lui est spécifique. Ce code barre permet par la suite de retrouver les clones qui ont proliféré ou au contraire ont

disparu par rapport a une culture témoin. Aprés avoir sélectionné les cellules qui expriment la banque rétrovirale, les cellules sont divisées en deux

sous-populations, I'une dont I’expression des shARN est induite, et ’autre, non induite, qui sert de contrdle négatif. Les cellules qui expriment

un shARN inhibant I"expression d’un gene indispensable a leur prolifération ou a leur survie disparaissent de la population de cellules infectées.

Aprés 21 jours de traitement, ’ADN génomique des cellules induites et non induites est purifié, et la séquence du code barre est amplifiée par PCR.

Les produits de PCR des cultures induites et non induites sont marqués a "aide de fluorochromes différents et co-hybridés sur des puces a ADN

éditées avec les séquences de 60 nucléotides des codes barres. Uintensité du signal fluorescent reflete alors I’abondance de chaque shARN dans

les cultures induites et non induites et désigne les genes dont I’expression est indispensable a la prolifération et a la survie des myélomes.
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cellules plasmatiques (ou plasmocytes),
qui sont des lymphocytes B entrés dans
leur derniere phase de différenciation a la
suite d'une infection, et dont le role est de
produire les immunoglobulines spécifiques
des antigénes rencontrés. Les plasmocytes
normaux et tumoraux sont localisés dans la
moelle osseuse ou ils trouvent un microen-

vironnement favo- (=) Voir Particle de

rable a leur survie Bertrand Huard, page 5

[3] (=).

Lors d’'un myélome, le plasmocyte trans-

de ce numéro

formé prolifere de fagon incontrélée et
envahit la moelle osseuse d’os distants;
les plasmocytes malins continuent de se
multiplier, remplacant progressivement
la moelle osseuse saine. Cette proliféra-
tion s’accompagne de la surproduction
d’immunoglobulines monoclonales intac-
tes (IgG, IgA, IgD, ou IgE) ou de protéi-
nes de Bence-Jones (chaines légeres et
monoclonales libres) responsables d’une
hyperviscosité du sang, d’une insuffi-
sance rénale et d’un déficit immunitaire
dd a un appauvrissement de la moelle
osseuse. Les plasmocytes tumoraux sont
également responsables de la sécrétion
de cytokines qui activent les ostéoclastes,

entrainant la destruction du tissu osseux
et une hypercalcémie.

Le développement de traitements basés
sur le ciblage d’oncogenes spécifiquement
dérégulés dans ces cancers s’est heurté a
la grande hétérogénéité de la maladie. &n
effet, les myélomes multiples sont classés
en 7 catégories, selon que les plasmocytes
présentent une hyperdiploidie ou, ce qui
est le cas pour prés de la moitié de ces
hémopathies, la translocation d’oncoge-
nes [cyclines D1 et D3, cMaf, MafB (mus-
culoaponeurotic fibrosarcoma oncogene
homolog B) et MMSET/FGFR3, fibroblast
growth factor receptor 3] au niveau du
promoteur de la chaine lourde des immu-
noglobulines [4].

L’addiction des cellules plasmatiques
cancéreuses da IRF4, un géne normal
Nous avons mis au point trés récemment
un criblage génétique basé sur Iutilisa-
tion de I’ARN interférence afin de trouver
les génes nécessaires a la survie ou a
la prolifération des cellules cancéreu-
ses (Figure 1) [5]. Cette approche a été
appliquée a des lignées de myélomes mul-
tiples caractérisées par des altérations
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Figure 2. Implication d’IRF4 dans la dérégulation du répertoire génétique des cellules plasmati-

ques. Dans les myélomes multiples, IRF4 est engagé dans une boucle de régulation positive avec

MYC, ce qui conduit a la fusion du répertoire génétique des cellules plasmatiques et des cellules

B activées. Inhiber I'expression ou la fonction d’IRF4 revient a inhiber "expression aberrante de

ces génes qui sont devenus indispensables a la survie et a la prolifération de ces cellules et repré-

sente un traitement potentiel des myélomes multiples.
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génétiques différentes. Or, quel que soit
le type de myélome multiple, nous avons
trouvé que I’inhibition d’IRF4 (interferon
regulatory factor4) est létale pour les
cellules de myélome, mais sans effet dans
la majorité des lymphomes testés [6].
IRF4 est un facteur de transcription
exprimé essentiellement dans les cellules
du systeme immunitaire, en particulier
dans les lymphocytes et les cellules den-
dritiques [7, 8]. La lignée lymphocytaire
B exprime IRF4 de facon biphasique: il
est exprimé dans les cellules B immatures
de la moelle osseuse, réprimé dans les
centroblastes des centres germinatifs
des organes lymphoides secondaires, puis
ré-exprimé au cours de la maturation des
cellules B en cellules plasmatiques dont
dérivent les myélomes multiples [9]. Dans
les cellules plasmatiques, IRF4 et d’autres
facteurs de transcription tels que Blimp-1
(B lymphocyte-induced maturation pro-
tein 1) et XBP-1 (X-box binding protein 1)
entrainent I’arrét du cycle cellulaire et
favorisent la synthese et la sécrétion des
immunoglobulines.

étonnamment, le gene IRF4 n’est ni muté,
ni transloqué, ni amplifié dans la majorité
des cellules de myélomes testées, ce qui
implique que le produit du géne normal
est nécessaire a la survie de ces cellules
cancéreuses. Cependant, IRF4 n’induit pas
le méme profil d’activation dans les cel-
lules plasmatiques normales et dans les
plasmocytes de myélomes. L’étude montre
que pres de 25 % des genes activés par IRF4
dans les myélomes multiples correspondent
a des genes surexprimés dans les cellules B
activées, alors que ces génes sont norma-
lement réprimés dans les cellules plas-
matiques, qui ne proliférent pas. L'un de
ces genes est particulierement important,
puisqu’il s’agit du facteur de transcription
MYC, un coordinateur clé du métabolisme
et de la croissance cellulaire. Dans les
myélomes multiples, MYC serait lui-méme
responsable de I'induction aberrante d’une
partie de ces genes impliqués dans la gly-
colyse, la respiration mitochondriale, la
progression du cycle cellulaire et la régula-
tion de la sénescence cellulaire. Une autre
observation importante est qu’IRF4 lui-



méme est une cible de MYC, cette boucle de
régulation positive étant responsable d’un
emballement du systéme ou chacun de ces
deux genes renforce I'expression de I'autre.
Il est donc probable que I'inhibition d’IRF4
dans les myélomes provoque leur mort en
induisant un effondrement du métabolisme
de la cellule (Figure 2).

Mais comment expliquer qu’IRF4, qui n'est
pas un oncogene, ait acces a un réper-
toire génétique élargi dans les myélomes ?
On peut envisager différentes hypotheses.
D’une part, le locus MYC est fréquemment
amplifié ou transloqué au voisinage du locus
des immunoglobulines dans les myélomes
primaires et les lignées [10]. Cet événe-
ment pourrait étre le point de départ de la
surexpression d’IRF4 dans les myélomes et
I'activation oncogénique de MYC permettrait
a IRF4 de reproduire le profil d’activation
caractéristique observé dans les cellules B.
D’autre part, des altérations épigénétiques
dans les myélomes pourraient permettre
a IRF4 d’accéder a des locus normalement
silencieux dans les cellules plasmatiques.

Cibler les génes normaux

constituant le talon d’Achille

des cellules cancéreuses,

une myriade de nouveaux traitements ?
Les myélomes multiples étant caractérisés
par une grande hétérogénéité, leur traite-
ment ne peut que cibler des fonctions trés
générales [11]. Par exemple, I'inhibiteur du
protéasome bortezomib (Velcade®) empé-
che la dégradation des protéines ubiqui-
tinylées et aboutit a I’augmentation du
stress cellulaire avec, a terme, 'inhibition
du facteur de transcription NF-xB et I'acti-
vation des caspases, entrainant Iapoptose
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des cellules. La thalidomide et ses ana-
logues sont des immunomodulateurs qui
inhibent la production de TNF-o. (tumor
necrosis factor), des interleukines-1[3, -6,
-12 et stimulent Iactivité cytotoxique des
cellules natural killer (NK) et des cellules T
a Iencontre des cellules de myélome. Ces
molécules seraient aussi capables d’inhi-
ber I’adhérence des cellules de myélome
a leur microenvironnement, de réduire la
sécrétion de facteurs de croissance et de
survie par les cellules stromales et d’exer-
cer une activité anti-angiogénique. Mais
ces traitements, méme s’ils permettent
d’allonger la durée de vie du patient, ne
sont pas curatifs et s’accompagnent d’ef-
fets secondaires. Notre étude met en évi-
dence la dépendance du processus tumoral
vis-a-vis d’un facteur de transcription
normal, exprimé aussi bien dans les cellules
tumorales que dans les cellules plasma-
tiques dont elles dérivent, et de ce fait
commun a tous les types de myélomes.
Cette découverte apporte une contrepartie
a 'hypothese de «I’addiction des cellules
cancéreuses aux oncogenes», qui sug-
gere que certains cancers dépendent de
I'activité d’un géne muté pour survivre ou
proliférer [12]. Les travaux de séquencage
des génomes de cellules tumorales per-
mettent d’identifier ces oncogenes et leur
inactivation suffirait, en théorie, a détruire
la tumeur. €n revanche, le gene codant IRF4
n'est pas muté dans les myélomes, mais les
cellules sont tout de méme dépendantes de
sa capacité a activer de fagon inappropriée
des voies de signalisation normalement
muettes. La recherche classique de muta-
tions, translocations ou amplifications ne
permet pas de détecter de tels génes, mais
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la généralisation des criblages génétiques a
grande échelle devrait permettre d’allonger
la liste de ces « non-oncogenes » indispen-
sables a la survie des cellules cancéreuses
et qui pourraient constituer de nouvelles
cibles thérapeutiques plus efficaces et plus
spécifiques. ¢

When cancer cells are addicted

to a regular gene
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