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Les ROS :
une nouvelle cible
thérapeutique

dans les leucémies ?

Céline Callens, Ivan C. Moura, Olivier Hermine

> Les leucémies aigués myéloblastiques
(LAM) constituent un groupe hétérogene
d’hémopathies malignes caractérisées
par ’expansion clonale de cellules imma-
tures (blastes) appartenant a la lignée
myéloide, bloquées dans leur différen-
ciation et ayant perdu leur capacité a
répondre aux régulateurs de la prolifé-
ration [1]. €lles ont pour origine soit la
transformation d’une cellule souche, soit
celle d’'un progéniteur hématopoiétique
myéloide plus ou moins engagé dans un
lignage.

Limites du traitement des LAM

Le traitement des LAM repose classique-
ment sur des combinaisons de chimio-
thérapies et, depuis quelques années,
fait appel aux anticorps monoclonaux
[14] ou a des molécules ciblant les
blastes leucémiques de maniére spé-
cifique. Malgré cette amélioration des
traitements, le pronostic des LAM reste
médiocre avec une survie globale a 5
ans pour seulement 30 % des patients.
Les principales approches thérapeu-
tiques des LAM ciblent toutes I’exces
de prolifération des cellules leucémi-
ques et ont pour objectif de réduire la
«masse » leucémique en déclenchant
I’apoptose massive des blastes. Pour-
tant dans le modéle de Gilliland [11], la
leucémogenese nécessite deux évene-
ments, I'un favorisant la prolifération et
I’autre s’opposant a la différenciation.
Ce deuxieme événement est rarement
la cible des traitements antileucémi-
ques. Jusqu’a ce jour, seuls les patients
atteints de leucémie aigué promyélocy-
taire, un sous-type de LAM, bénéficient
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d’un traitement rétablis-
sant la différenciation
des blastes. Le traitement
repose sur la combinai-  Paris, France.
son d’acide tout-transrétinoique ou de
trioxyde d’arsenic a la chimiothérapie.
Ces médicaments sont capables d’in-
duire la différenciation des blastes
leucémiques et surtout d’éradiquer les
cellules souches leucémiques en pro-
voquant la dégradation de la protéine
PML-RARA (qui code la protéine chimé-
rique PML (promyelocytic leukemia)/
RARaL (retinoic acid receptor a) [2],
ce qui permet d’obtenir une rémission
complete durable chez plus de 80 % des
patients. Aucun autre sous-type de LAM
ne bénéficie d’un tel traitement.

Les chélateurs de fer comme

nouveau traitement différenciateur ?
Récemment, notre équipe a démontré
que le ciblage de "homéostasie du fer
constitue une nouvelle approche théra-
peutique différenciatrice pour tous les
autres sous-types de LAM [3]. 'étude
des modifications du transcriptome des
cellules de la lignée leucémique HL60
consécutives a la privation en fer induite
dans ces cellules par les chélateurs de
fer, deferoxamine (DFO) et deferasirox
(DFX), ou par un anticorps monoclonal
appelé A24 ciblant le récepteur de la
transferrine, a révélé que tous trois
modifiaient un méme groupe d’une cen-
taine de genes. De fagon inattendue, un
certain nombre de genes normalement
exprimés par les monocytes et les poly-
nucléaires neutrophiles matures se trou-
vaient modulés par la privation en fer.
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Cette observation nous a alors amenés a
étudier le role du fer dans la différencia-
tion myélomonocytaire normale (induite
a partir des progéniteurs issus de sang
de cordon) et pathologique (dans les
cellules leucémiques) et & préciser le
mécanisme de cette différenciation.

Nous avons ainsi montré que la dimi-
nution du pool de fer intracellulaire
(LIP pour labile iron pool) provoque la
différenciation des blastes myéloides
et des progéniteurs CD34" de sang de
cordon vers le lignage monocytaire via
la production d’especes réactives de
I’oxygéne (ROS) et I'activation de la
voie des MAPkinases (mitogen activated
protein kinases). analyse du trans-
criptome de la lignée HL60 a révélé que
30 % des genes modulés par la privation
en fer sont communs avec ceux que
module la vitamine D (VD). La privation
en fer agit en synergie avec la VD via
I’activation des MAP-kinases et I'aug-
mentation d’expression du récepteur de
la VD (VDR) (Figure 1). Ce mécanisme a
été vérifié in vitro avec plusieurs lignées
leucémiques et son efficacité démontrée
in vivo dans un modele de xénogreffe
de cellules leucémiques chez des souris
immunodéficientes. Enfin, Padministra-
tion d’un chélateur de fer associé a la
VD chez un patient leucémique a permis
de corriger les cytopénies et d’induire
la différenciation des blastes. Cette
association constitue donc une nouvelle
approche thérapeutique différenciatrice
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pour les LAM et son efficacité, lors-
qu’elle est combinée a la chimiothéra-
pie, est actuellement évaluée par une
étude clinique a grande échelle.

Ce que nous apprend la drosophile...

Il'y a quelques mois a peine, et de
maniére tout a fait cohérente avec nos
travaux, €. Owusu-Ansah et U. Barnejee
ont montré le réle important des ROS
dans I’engagement et la différenciation
myéloides des progéniteurs hémato-
poiétiques de la drosophile [4]. Comme
chez les vertébrés, les cellules souches
hématopoiétiques de drosophile s’en-
gagent vers le stade de progéniteurs
qui, ensuite, se différencient en cellules
fonctionnelles matures. Les cellules
souches expriment spontanément peu
de ROS et les auteurs ont montré que
leur engagement vers le stade de pro-
géniteurs est corrélé a I’expression d’un
pic de ROS qui s’éteint progressivement
avec la différenciation des cellules.
Quand la production de ROS est inhibée
dans les progéniteurs, la différenciation
de ceux-ci est retardée; au contraire,
son augmentation favorise la différen-
ciation. Uinterruption de la chaine res-
piratoire mitochondriale, qui augmente
le niveau de ROS, associée a I’expression
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d’un dominant négatif de JNK (c-Jun N-
terminal kinase), produit une élévation
des ROS sans induire de différenciation.
Ceci démontre qu’une activation de
JNK a lieu en aval des ROS et qu’elle
est indispensable a la différenciation.
Grdce a une méthodologie utilisant des
genes rapporteurs, les auteurs obser-
vent que I'augmentation des ROS induit,
via activation de JNK, "augmentation
d’expression des facteurs de trans-
cription FoxO (forkhead box 0) et la
diminution de I’expression de facteurs
Polycomb [12], ceci aboutissant & un
phénotype de différenciation myéloide
complete. De plus, en 2007, il a été
rapporté que le niveau de ROS dans
ces progéniteurs est bien supérieur a
celui observé dans les cellules souches
hématopoiétiques [5]. On ne sait pas
actuellement si chez I’homme, comme
chez la drosophile, un pic de ROS est
nécessaire a I’engagement des progé-
niteurs vers la différenciation myéloide.
Une publication récente a toutefois
montré I'importance du réle de BMI-1,
un facteur Polycomb, qui, en s’oppo-
sant a 'effet des ROS, concourt a assu-
rer le maintien des capacités d’auto-
renouvellement des cellules souches
hématopoiétiques [6].

Figure 1. Voies de signalisation impliquées
dans la différenciation monocytaire induite
par la privation en fer en association avec la
vitamine D. Les interventions de la caséine
kinase Il et du facteur de transcription Spl
n’ont pas été étudiées dans notre travail. DFO :
DFX: deferasirox;
memVDR :

membranaire de la vitamine D ; ROS : espéces

deferoxamine ; LIP: pool

de fer intracellulaire; récepteur
réactives de I'oxygéne; RXR: récepteur des
rétinoides ; TfR1
de type 1 ; VDR : récepteur de la vitamine D.

: récepteur de la transferrine

Réle du métabolisme

oxydatif dans la différenciation

[ semble que les ROS jouent un role dans
la signalisation des cytokines impli-
quées dans I’hématopoiese. En effet,
Iinterleukine 3 et I’érythropoiétine sti-
mulent leurs récepteurs couplés a la
tyrosine kinase JAK2 ; celle-ci phospho-
ryle les résidus tyrosine de ces récep-
teurs et induit I'activation des voies de
signalisation STAT5 (signal transducer
and activator of transcription 5), PI3K
(phosphatidylinositol 3-kinases)/AKT!
[13] et Ras/MEK (mitogen activated
extracellular signal regulated protein
kinase)/ERK (extracellularly regulated
kinase). €n 2006, Liyama et al. ont rap-
porté que dans la lignée 32Dcl3, ces deux
cytokines provoquent une augmentation
des ROS. La présence d’un anti-oxy-
dant inhibe la phosphorylation de STAT5,
d’AKT, de MEK et d’€RK démontrant que
les ROS sont nécessaires a I'activation
de ces voies [7].

’équipe de Yamamoto, dont le travail
est encore plus proche du noétre, a mon-
tré en 2009 que le TPA (12-0-tetrade-
canoylphorbol-13-acetate), un agent
différenciateur utilisé depuis de nom-
breuses années, induit la production de
ROS qui sont responsables de la différen-
ciation des lignées leucémiques U937 et
HL60 puisque leur inhibition par un anti-
oxydant empéche la différenciation [8].

L AKT, une sérine/thréonine kinase, agit en aval de PI3K pour
réguler de nombreux processus tels que la prolifération,
I’apoptose, la croissance et la progression des tumeurs

[13].



€n 2010, le regain d’intérét pour le
métabolisme oxydatif des cellules leu-
cémiques n’a fait que croitre avec la
découverte des mutations des isoci-
trate déhydrogénases IDH-1 et IDH-2
dans 8 et 15% des LAM respectivement
[9]. Ces deux enzymes sont impliquées
dans le cycle de Krebs, et leur muta-
tion de type gain de fonction provoque
une élévation des ROS dans les cellules
leucémiques. Le role exact de ces muta-
tions dans la leucémogenese et leur
valeur pronostique restent cependant a
préciser.

Les ROS sont donc des acteurs impor-
tants de ’hématopoiese. Leur r6le dans
la leucémogenese et plus précisément
dans la différenciation n’est pas encore
clairement élucidé. Il apparait que tous
les agents différenciateurs ne sont pas
des inducteurs de ROS. Ceux qui le sont
n’induisent pas le méme type de ROS, et
tous les ROS n'ont pas le méme effet en
fonction du type cellulaire. Il apparaft
que des mutations peuvent aussi altérer
les capacités métaboliques des cellules
leucémiques. Il est aussi quasi certain
que d’autres modifications de I'envi-

ronnement cellulaire sont impliquées
dans les phénomeénes de différenciation.
D’apres ces différentes publications
et nos observations, les ROS semblent
étre une nouvelle piste d’intérét dans la
compréhension de ’hématopoiése et de
la leucémogenese. 0. Abdel-Wahab et
R. Levine prédisent méme que le niveau
de ROS des cellules leucémiques pourrait
devenir leur talon d’Achille avec le déve-
loppement de traitements ciblant cette
voie métabolique [10].¢

Targeting oxydative

metabolism to treat leukemia ?
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Déplétion des nucléosomes
dans les régions promotrices

Conséquences sur I’efficacité
de PPactivation transcriptionnelle

Lu Bai, Gilles Charvin

> U'activation de la transcription d’un
gene nécessite généralement "accro-
chage d’activateurs spécifiques dans sa
région promotrice. Pour un activateur,
trouver les quelques sites d’accrochage
dans le génome entier paralt déja étre
une tdche immense. Dans les cellules
eucaryotes, les activateurs doivent éga-
lement faire face au fait qu'une large
fraction (environ 80 % chez S. cerevisiae)
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de I’ADN génomique se présente sous la
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protéique qui consiste en une répéti-
tion de nucléosomes, séquences d’ADN
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des interactions tres fortes entre I’ADN
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activateurs transcriptionnels a leurs
sites d’accrochage respectifs. Ainsi, de
nombreux promoteurs chez la levure,
la drosophile et ’lhomme contiennent
des séquences d’ADN dépourvues de
nucléosomes (nucleosome depleted
regions ou NDR), ce qui permet d’évi-
ter la compétition entre activateur et
histones vis-a-vis de I’accrochage sur
I’ADN [2-6].
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