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1. LEUCEMIES AIGUES MYELOBLASTIQUES (LAM)

1.1 Informations générales

Les leucémies aigués myéloblastiques (LAM) sont des hémopathies malignes caractérisées
par une prolifération incontr6lée de précurseurs hématopoiétiques immatures. Cette
accumulation de clones malins au niveau médullaire puis sanguin est liée a un blocage du
processus de différenciation associ¢ a une hématopoic¢se non fonctionnelle qui aboutit & une
insuffisance médullaire. Le caracteére aigu est défini par 1’évolution rapide vers le déces en

I’absence de pris en charge thérapeutique.

1.2 Incidence et survie

Les LAM représentent 30% des leucémies de I’adulte. Chaque année 18 300 nouveaux cas
sont diagnostiqués en Europe. Cela correspond a une incidence de 2 a 4 pour 100 000
habitants par an. Ce type de leucémie touche des personnes de tout age, avec une médiane
autour de 60 ans. La survie a 5 ans d’un adulte atteint d’une LAM est estimée a environ 23%
(1). Cette survie n’est pas influencée par le sexe mais décroit avec 1’age du patient. Certains
facteurs de risque favorisent I’apparition des LAM. Parmi ceux-ci on retrouve 1’exposition
aux radiations ionisantes, I’exposition a des substances chimiques telles que le benzene, le
traitement par certains anticancéreux (chlorambucil, cyclophosphamide, melphalan...),
I’évolution d’autres hémopathies malignes (néoplasmes myéloprolifératifs, néoplasmes
my¢lodysplasiques) et les pathologies génétiques congénitales telles que la Trisomie 21, la

maladie de Fanconi ou I’ataxie telangiectasie.

1.3 Physiopathologie
1.3.1 L’origine des clones leucémiques: le concept de cellules souches
leucémiques

Les cellules initiatrices, identifiées par Dick et al. (2) et dénommés cellules souches

leucémiques (CSL), sont des cellules malignes dérivées des cellules souches
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hématopoiétiques (CSH) ou progéniteurs my¢loides précoces (Fig. /4). Les caractéristiques
du phénotype immunologique de surface sont présentées sur la figure IB, avec en gras les
marqueurs présents sur les CSH mais manquants sur les CSL et en rouge ceux présents sur les

CSL mais absents ou faiblement exprimés sur les CSH.

Les LAM ¢étant des entités cliniquement et biologiquement hétérogeénes, cela suggere
I’existence de différents mécanismes moléculaires aboutissant a leur apparition, mécanismes a
ce jour toujours mal identifiés et mal compris. Il est admis que ’accumulation d’un certain
nombre de mutations est nécessaire a leur apparition, dans un processus dit multi-étapes.
Ainsi, de par leur capacité¢ d'auto-renouvellement et donc de persistance dans la moelle, les
CSH peuvent subir ce processus multi-étapes qui fait d'elles des candidates idéales a I'origine
des CSL. Il a été également constaté que l'activation d'oncogeénes chez des progéniteurs

précoces pouvait rétablir la capacité d'auto-renouvellement (3).
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Figure 1: Origine et phénotype de surface des cellules souches leucémiques.

D'apres Chan et al., Semin Oncol 2008.

On a donc des possibilités de destin cellulaire identiques pour CSH et CSL, a savoir auto-
renouvellement, différentiation, apoptose ou quiescence, mais ces processus contrélant ces

choix sont dérégulés dans les CSL. La leucémogénese nécessiterait donc d’une part
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I’activation de geénes impliqués dans la transduction du signal a I’origine de la survie et de la
prolifération cellulaire comme les mutations activatrices de FLT3, KIT ou RAS. Et d’autre
part la mutation de geénes affectant les facteurs de transcription a 1’origine d'une perturbation
du programme de différenciation, comme les réarrangements t(8 ;21), inv(16) et t(15;17)

générant les transcrits de fusion RUNX1/ETO, CBFB/MYHI11 et PML/RARa (4-6).

1.3.2 Dérégulation de la survie et de la prolifération

Les récepteurs tyrosine kinase (RTK), les ¢léments de la famille RAS, les cascades
d'activation PI3K/AKT et RAF/MEK/ERK, sont les principaux intervenants du réseau de
signalisation cellulaire ayant été identifiés comme dérégulés en raison de mutations
activatrices induisant un gain de fonction, ou d'une perturbation de leurs molécules

régulatrices.

Les RTK permettent la transduction du signal du milieu extracellulaire vers le milieu
intracellulaire aprés fixation de leurs ligands, principalement des facteurs de croissance,
hormones ou cytokines. Parmi ces RTK, les altérations de FLT3 et KIT sont les mieux
décrites.

o FMS like tyrosine kinase 3 (FLT3):

FLT3 est nécessaire a la prolifération des progéniteurs précoces. Apres liaison de son ligand,
FLT3 se dimérise ce qui conduit a une autophosphorylation du domaine kinase et ainsi
l'activation en cascade de la voie PI3K/AKT et de RAF activant a son tour la voie
RAF/MERK/ERK (Fig. 2). Deux mutations sur des domaines fonctionnels ont été identifiées
pour FLT3, l'une sur un domaine ayant un role dans l'auto-inhibition (domaine juxta-
membranaire, exon 14 et 15) caractérisée par une duplication en tandem, d'ou le nom de
FLT3-ITD (internal tandem duplication). Cette mutation conduit a une dimérisation et une
autophosphorylation indépendante de la présence de ligand. Et la seconde, FLT3-TKD
(tyrosine kinase domain), moins fréquente, sur la boucle d'activation du domaine tyrosine
kinase, est caractérisée par une mutation ponctuelle (insertion ou délétion) (7). Il a été
également montré dans certain cas une surexpression de FLT3 probablement liée a une
activité autocrine ou paracrine stimulée par le ligand (8) et également une anomalie de
régulation négative liée a l'inactivation de la CBL ubiquitine ligase responsable de

l'internalisation et la dégradation de FLT3 (9) (Fig. 2).
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Bien que les différents types de mutation identifiés soient tous activateurs de FLT3 et
confeérent un avantage de croissance aux progéniteurs, tous n'agissent pas de la méme fagon
sur la signalisation. Ceci est illustré par le fait que certaines induisent l'activation de STATS

(10) a la différence d'autres, pouvant ainsi expliquer les différences cliniques constatées.
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Figure 2: Dérégulation de la transduction du signal dans les LAM.
D'apres Scholl et al., Semin Oncol 2008.

e Récepteur c-Kit :

Le second grand récepteur tyrosine kinase impliqué est c-Kit. Nécessaire a la prolifération et
la survie des cellules souches hématopoiétiques et des progéniteurs engagés, son ligand est le
stem cell factor (SCF). c-Kit fonctionne comme FLT3 par dimérisation puis
autophosphorylation stimulant la transduction du signal (11) (Fig. 2). Exprimé dans 80 a 90%
des LAM (12), il est caractérisé par une activation constitutive. Cette activation peut étre le
fruit d'une mutation (délétion ou substitution) soit sur le domaine responsable de la
dimérisation qui devient alors spontanée (13, 14), soit sur la boucle d'activation (petite

insertion ou substitution) comme par exemple au niveau du codon de D816 induisant
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l'activation de la voie de signalisation PI3K/AKT et STAT3 (15, 16). Comme pour FLT3, il a
¢été décrit une phosphorylation constitutive de c-Kit liée a une stimulation autocrine ou
paracrine de SCF. Cependant bien que plusieurs systemes de régulation de c-Kit existent,

aucune dérégulation de ceux-ci n'a ét€¢ mise en évidence dans le processus de leucémogénése.

e RAS:

Les protéines RAS sont des protéines de signalisation intermédiaire, intervenant dans
l'ajustement du signal de transduction en aval des RTK. La conformation active de RAS liant
le GTP, joue un réle central en activant les voies PI3K/AKT et RAF/MEK/ERK (Fig. 2). Son
activation aberrante conduit ainsi a favoriser survie et prolifération. L'activation excessive est
soit liée a I'augmentation de signalisation via les RTK précédemment décrits, soit liée a des
mutations non-sens qui suppriment l'activité¢ régulatrice GTPase (17). On retrouve les

mutations NRAS et KRAS dans 10 a 14% des LAM (18).

Contrairement aux tumeurs solides, les perturbations directes des ¢léments des cascades de
signalisation RAF et PI3K ou de leurs régulateurs sont rares ou encore non identifiées. On a
donc une trés grande hétérogénéité des anomalies moléculaires mais un nombre plus restreint

de voies de signalisation dérégulées.

e Auto-renouvellement:

Le processus d'auto-renouvellement des CSH fait intervenir les éléments suivants: HOX
geénes, voie WNT/Bcatenin, axe PTEN/AKT/FoxO, protéine BMI1, groupe des protéines
polycomb et les voies NF-kB, IRF-1, DAPK, HIF, mTOR, NOTCH, HEDGEHOG... .
Certains de ces ¢léments sont perturbés ou constitutivement activés dans les CSL. Ainsi les
genes HOX, critiques pour 'hématopoicse, sont dérégulés dans la majorité des cas de LAM
(19). Bien que toutes les mutations associées ne soient pas identifiées et la nature de la
dérégulation inconnue, on notera l'association de cette dérégulation des genes HOX au
réarrangement du géne Mixed Lineage Leukemia- Partial Tandem Duplication (MLL-PTD)
dans 5 a 10% des LAM (20). La voie PI3K-AKT-FoxO, ayant un réle dans le controle du
cycle cellulaire par l'intermédiaire de p21, présente également une activation constitutive dans

les LAM. Il en est de méme de la voie WNT/Bcatenin faisant intervenir les catenines a, B et y

Q1)
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1.3.3 Perturbation du processus de différenciation

Cette perturbation de la différenciation serait due a la répression de geénes nécessaires a ce
processus. D'une part avec des mutations inactivatrices comme pour CCAAT enhancer
binding protein alpha (CEBPA), un facteur de transcription impliqué dans l'engagement
cellulaire et la différenciation des progéniteurs myéloides vers la lignée granuleuse et plus
particulicrement les neutrophiles. La mutation non-sens de CEBPA au niveau N-terminal
donne une protéine tronquée non fonctionnelle et la mutation C-terminale conduit a une
absence de liaison 8 ADN ou une dimérisation. D'autre part, le défaut de différenciation peut
étre la conséquence d'une répression par des protéines oncogéniques avec notamment les
protéines de fusion RUNXI-ETO ou PML-RARA, fruits des translocations t(8;21)(q22;922)
et t(15;17)(q22;q12) respectivement (22).

1.3.4 Processus d'échappement a la mort cellulaire

L'une des voies de signalisation différenciellement activée entre CSH et CSL est la voie du
nuclear factor-kB (NF-kB). Cette voie induit des signaux de croissance, de survie cellulaire et
enfin d'invasion cellulaire au détriment du processus apoptotique. Elle a été identifiée comme
étant activée dans les cellules CD34+ leucémiques (23). In vitro, grace a des inhibiteurs
directs ou indirects de NF-kB, on a pu déclencher 1'apoptose des CSL CD34+ par induction
d'une réponse apoptotique via l'activation de p53, tout en préservant les CSH. Cette réponse
¢tait accompagnée de conditions pro-oxydantes notamment une augmentation des especes

réactives de l'oxygene (24).

1.3.5 Autres anomalies génétiques identifiées et participant

probablement a la pathogénése

e  Nucleophosmin (NPM1):

NPMI est une phosphoprotéine du noyau impliquée dans la synthése ribosomale, la réponse
au stress, le maintien de la stabilité génomique et la régulation de 'activité et de la stabilité de
genes suppresseurs de tumeurs tel que p53 ou ARF (25). La mutation de 1'exon 12 conduit a

une anomalie de répartition avec une localisation majoritairement cytoplasmique. De plus,

20



NPMI nucléaire est recrutée pour dimérisation au niveau cytoplasmique. Cette mutation est

présente dans 24 a 35% des LAM (26).

o [ETS-Related Gene (ERG) et Brain and acute leukemia cytoplasmic gene

(BAALC):

ERG est un facteur de transcription impliqué dans la régulation de la prolifération et de la
différenciation. Issu de plusieurs réarrangements chromosomiques dont t(16;21)(p11;q22)
avec la protéine de fusion FUS-ERG et t(X;21)(q25-26;q22) avec ELF4-ERG, son implication

est suspectée dans la leucémogénese myéloide et lymphoide.

De méme BAALC, surexprimé dans les LAM avec trisomie 8, d'expression variable chez les
patients de caryotype normal et dont le role de la protéine codée est inconnu, est suspecté
d'étre impliqué dans le méme processus que ERG. D'autant plus que pour des cellules
hématopoiétiques saines, une surexpression de BAALC est retrouvée aux stades précoces des

progéniteurs puis décroit lors de la différenciation (27).

e Meningioma I gene (MNI):

Impliqué dans la translocation t(12;22)(p13;ql1) avec la protéine de fusion MNI1-TEL, le
gene MN1 est capable (en association avec d'autres oncogenes) d'induire une LAM dans un
modele murin. Ce phénomene est 1ié a sa capacité a induire l'auto-renouvellement et & bloquer

la différenciation.

o Anomalie chromosomiques:

Les LAM sont également caractérisées par de multiples anomalies chromosomiques,
cependant les conséquences moléculaires et leur impact sur le processus tumoral n'est pas
toujours bien identifié. Ainsi, la délétion 17p est associée a la mutation du géne TP53 codant
p53 et participant de ce fait a l'instabilité génétique et I'accroissement de la survie cellulaire
(28). La délétion 17q est associée a des altérations du gene NF1 et celle de 5q31 est associée
au géne CTNNAI codant l'a-catenine. L'amplification de 11q23-24 est associée aux genes
ETSI1, FLI1, DDX6 et MLL et celle de la région 11q13.5 est associée au géene GAB2. Quant a
I'amplification de la région 13q12 elle est associ¢e aux génes FLT3, FLT1, PAN3 et CDX2.

CDX2 code notamment les régulateurs de la voie HOX dont la surexpression a été identifi¢e
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chez les patients présentant un caryotype normal ou présentant les translocations t(9;11),

t(15;17), t(8;21) ou inv(16).

1.3.6 Anomalies épigénétiques

Comme la plupart des tumeurs solides les LAM présentent des altérations épigénétiques. Tres
peu d'informations sont connues sur le réle de ces altérations dans le processus leucémique.
Etant donné qu'il est estimé que 8,3% des ilots CpG présentent une dérégulation de
méthylation, cela correspond a un potentiel d'au moins 2000 genes réprimés dont lI'impact sur
la leucémogénése reste a déterminer. La premiére altération identifiée fut celle de la
méthylation en 5' du geéne de la calcitonine. Une décroissance, du niveau global de 5-
methylcytosine lors de la rechute a ¢été¢ mise en évidence, suggérant un role dans la résistance
thérapeutique (29). Dans un génome leucémique globalement hypométhylé¢ (30), certains
genes se distinguent car hyperméthylés et donc réprimés. Ce sont des génes suppresseurs de
tumeurs ayant un role dans le cycle cellulaire, la réparation de 'ADN ou l'apoptose (29).
L'exemple le mieux décrit est celui de TET2 (Ten-eleven translocation 2) , une dioxygénase
a-kétoglutarate et fer dépendante, qui hydroxyle les 5-méthylcytosine et donc participe a la
déméthylation de 'ADN. Les mutations directes de TET2, ou celles d'IDH qui indirectement
répriment l'activité de TET2, conduisent a un phénotype d'hyper-méthylation qui perturbe la

différenciation myéloide (31).

Ces altérations peuvent étre la conséquence d'un certain nombre des altérations géniques
décrites précédemment. C'est ce qui est suggéré avec la découverte d'une capacité des
protéines de fusion dont PML-RARA et RUNXI1-ETO a recruter les DNA méthyltransférase
(DNMT) et les histone désacétylase (HDAC) (32, 33). De méme la protéine MLL présente un
domaine liant 'ADN correspondant a une activité méthyltransférase qui est perdue dans
certaines protéines de fusion dont fait partie MLL mais pas la plus fréquemment rencontrée

MLL-PTD, et dans les deux cas aboutissant pourtant a une perturbation des géenes HOX.

Enfin, certaines anomalies d'expression de microARN ont été associées a des anomalies
moléculaires sans que 1'on ne connaisse l'impact physiopathologique sur les LAM. Ainsi, les
patients présentant la mutation FLT3 ITD montrent une surexpression de miR-155 et ceux
présentant la mutation NPM1 ont une surexpression de miR-10a, miR-10b, miR-196a et une

sous-expression de miR-204 et miR-128.
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1.3.7 Anomalies métaboliques

Des travaux récents ont souligné que certaines de ces mutations moléculaires pouvaient
modifier 1’équilibre métabolique des cellules leucémiques favorisant la prolifération au
détriment de la différenciation. Un exemple trés significatif est celui des mutations
somatiques affectant 1’isocitrate déshydrogénase (IDH) 1 ou 2 dans certaines LAM. Ces
mutations, initialement observées dans les gliomes, induisent la production de 2-
hydroxyglutarate (2HG) au détriment d’a-cétoglutarate (KG). Comme mentionné
précédemment ce changement est associ€, entre autres, a un phénotype d’hyper-méthylation
de ’ADN par diminution de I’activité¢ de ’enzyme TET2, en raison de la capacité du 2HG a
interagir avec celle-ci. Ceci a pour conséquence d'impacter la différenciation hématopoiétique
normale tout en favorisant le processus leucémique (31). Récemment, Losman et al., ont
confirmé in vitro que 1'énantiomére (R)-2HG induit la transformation leucémique par sa
capacité d'onco-métabolite a favoriser la croissance indépendamment des cytokines et le
blocage de la différenciation induit par I'Epo. L'inhibition de sa production montre une
réversibilité de l'effet induit (34). L’altération de la fonction enzymatique normale des IDH1/2
s’accompagne d’une réduction de synthése du glutathion, secondaire a I'augmentation de la
consommation de NADPH par la réaction néomorphique (production de 2HG), 1'ensemble

diminuant les capacités anti-oxydantes des cellules (35) (Fig. 3).
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Figure 3: Impact des mutation IDH, des ERO et de la carence en fer sur les cellules souches

leucémiques. D'apres Abdel-Wahab et al, J. Exp. Med., 2010.
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La production des ERO semble également impliquée a plusieurs niveaux dans la
leucémogénese. Il a été observé une augmentation des ERO au sein des cellules leucémiques.
Le niveau d'ERO est plutét faible chez les CSH mais nécessaire car ce sont des signaux
d'activation de la différenciation a certaines étapes, permettant une sortie de 1'état de
quiescence avec une réduction de l'auto-renouvellement. Ce processus active la voie AKT et

les facteurs de transcription FoxO (35).

Cette ¢lévation des ERO a été mise en lien dans certain cas avec des anomalies moléculaire
identifiées. Il a ét¢ notamment constaté¢ que les cellules CD34+ exprimant la mutation RAS
présentaient un exces de production d'ERO via l'activation de NOX2, une NADPH oxydase
(36). 11 en est de méme avec la mutation FLT3-ITD. Cela suggére que ces perturbations de
I'équilibre redox des cellules peuvent participer a la progression leucémique, ainsi que les
nombreux dommages cellulaires (exemple: cassures de 'ADN) que les ERO peuvent induire.
Ceci favorise un environnement propice a la génération de clones dont certains peuvent
acquérir un avantage prolifératif. Les conditions sensiblement pro-oxydantes conduisent
généralement a la mort cellulaire, mais les modifications géniques et autres présentes dans les
clones leucémiques perturbent cette évolution et permettent la survie et la prolifération. De
plus, il a ét¢ démontré que l'induction d'une carence en fer favorisait, de maniere temps et
concentration dépendante, le retour a la différenciation, notamment vers la voie monocytaire
(Fig. 3). Or cette chélation du fer génére une augmentation des ERO qui est responsable de
cette réactivation de la différenciation entre autre par l'activation de c-Jun N-terminal kinase

(Jnk) (37).

1.4 Aspectclinique

Les signes cliniques des LAM sont généralement divers et non spécifiques. Ces signes sont le
résultat de 1’accumulation des clones cellulaires immatures dans la moelle réduisant le
nombre de cellules saines fonctionnelles. Ainsi la cytopénie résultante est a 1’origine des
signes d’anémie (fatigue, dyspnée, palpitations, paleur) par la diminution des globules rouges,
des signes hémorragiques (épistaxis, saignement gingival, ménorragies, pétéchies,
saignements gastro-intestinaux...), par la diminution des plaquettes et des signes infectieux
par la neutropénie. L hyperleucocytose peut induire des signes d’hyperviscosité de type maux
de téte, détresse respiratoire, confusion, perturbation visuelles ou cérébrales. Adénopathie et

splénomégalie sont rencontrées chez la moiti¢ des patients. Les autres signes cliniques
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retrouvés au diagnostic peuvent étre liés a une infiltration de différents tissus (systéme

nerveux central, peau, ganglions, foie, tissu gingival...).

1.5 Diagnostic biologique

Le diagnostic biologique repose sur la combinaison de plusieurs disciplines : la cytologie, la

cytochimie, la cytogénétique et I’immunophénotypage.

1.5.1 Cytologie et cytochimie

Apres identification d'anomalies de représentation des différentes populations cellulaires
hématopoiétiques a la numération de la formule sanguine, une analyse plus poussée sur un
prélévement médullaire est réalisée, c'est le myélogramme. La cytologie par 1’identification
morphologique des cellules leucémiques blastiques au microscope apres coloration au May-
Grunwald-Giemsa (MGG), reste la méthode de choix lors du primo-diagnostic. Les
recommandations suggerent d'énumérer 500 cellules a partir d’un prélevement médullaire,
permettant ainsi d’établir une classification morphologique reflétant le degré de
différenciation et le niveau d’engagement dans les différentes lignées hématopoiétiques. Les
blastes, cellules immatures, correspondent a des cellules de taille moyenne a grande avec une
chromatine nucléaire finement mottée, et généralement un ou plusieurs nucléoles. Le
cytoplasme des my¢loblastes contient de fines granulations azurophiles, avec ou sans corps

d’Auer.

Cette identification cytologique est couplée a des techniques de réactivité cytochimique,
critétre d’orientation vers une lignée. Parmi ces réactions, on retrouve la réaction des
myéloperoxidases (MPO), la réaction au Noir Soudan, ou la réaction des a-naphtyl acétate
estérases (NASDA) et des estérases non spécifiques (butyrate estérase). On caractérise ainsi
par une différentiation myéloide une réaction MPO positive présente chez au moins 3% des
blastes. L'absence de MPO n'exclue pas une morphologie myéloide en raison d'un manque de
MPO chez les myé¢loblastes et monoblastes précoces. La réaction au Noir Soudan présente la
méme caractérisation mais de fagon moins spécifique. Les monoblastes et monocytes sont
caractérisés par la réaction des estérases non spécifiques, et les granuleux et monocytes par la
réaction NASDA. La cytochimie est cependant de moins en moins utilisée, au détriment de

I'immunophénotypage.
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En raison de la variabilit¢ du degré d’engagement et de différenciation des cellules
leucémiques dans les différentes lignées, une premicre classification, définie par neuf sous-
groupes morphologiques et leurs résultats cytochimiques correspondant, a été €élaborée en
1976 (38), puis révisée en 1985 (39). Cette classification de 1I’hétérogénéité¢ des LAM porte le
nom des trois nations ayant participées a son élaboration : classification FAB pour French-
American-British group (Tableau I). Ce systéme définissait I’hémopathie rencontrée comme

étant une LAM dés la présence de plus de 30% de blastes dans la moelle.

Tableau I: Classification FAB des leucémies aigiies myéloblastiques.

| Classification FAB |

Catégorie Dénomination Incidence
| Mo |mm avec différenciation minimale | 3% |
| M1 |L.|'-".M sans maturation | 15-20% |
| M2 |mm avec maturation | 25-30% |
| M3 |Leucémie aigué promyélocytaire | 5-10% |
| M4 |Leucémie aigué myelomonocytaire | 25-30% |
MAED Leucémie aigué myélomonocytaire 5-10%
avec éosinophiles pathologiques
| M3 |Leucémie aigué monocytaire | 2-10% |
| M6 |Er',rthrt:|leucémie | 3-5% |
| M7 |Leucémie aigué megacayocytaire | 3-12% |

Avec I’émergence de nouvelles techniques, la cytogénétique, la biologie moléculaire et
I’immunophénotypage ont apporté un certain nombre d’informations sur ces LAM. Et ainsi
certaines anomalies génétiques se sont révélées spécifiques de certains types de LAM,
permettant ¢galement de distinguer de nouveaux sous-groupes de patients avec une réponse

au traitement et un pronostic distinct.

Ainsi au début des années 2000, une nouvelle classification fut établie par 1’organisation
mondiale de la santé : classification WHO (World Health Organisation). Cette classification

modifie la classification FAB en incluant les anomalies cytogénétiques identifiées et permet
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ainsi de mettre a jour des LAM représentant une nouvelle entité clinico-biologique. La
classification WHO a diminu¢ le seuil de pourcentage de blastes, définissant une LAM a
partir de 20% de blastes présents dans la moelle (40). Elle fut ensuite révisée en 2008

(Tableau II). En pratique, les deux classifications sont utilisées de fagcon complémentaire.

Tableau II: Classification WHO des leucémies aigiies myéloblastiques.

Classification WHO

Catégorie Dénomination Caractéristigues Incidence

ler groupe | LAM avectranslocations chromosomigues récurrentes LAM avec 1(8;21)(g22;q22) 5-12%
LAM avec1(15;17)(g22;q12) 10-15%
LAM avec inv(16)(pl3;q22) 5%
LAM avec anomalies 1123 3-5%

2e groupe (LAM avec myélodysplasie multilignée Avec antécédent de SMD 10-15%

Sans antécédent de SMD

Je groupe |LAM secondaires a des thérapies |

4e groupe  [LAM non classifiées LANM MO & M7 (classification FAB) 40-50%
LAM avec differenciation basophile
LAM avec myélofibrose

1.5.2 Immunophénotypage

L’immunophénotypage est une technique complémentaire a la cytologie permettant d'affirmer
le caractére immature des cellules et de déterminer la lignée impliquée dans une LAM
nouvellement diagnostiquée, notamment pour les LAM M6/M7 . En utilisant la cytométrie en
flux, plusieurs marqueurs cellulaires (de surface ou cytoplasmique) seront recherchés

(Tableau III).

Cette technique présente un intérét particulier lorsque les blastes ne sont pas de nature
my¢loide, lorsque la cytochimie est non informative, ou éventuellement pour confirmer
I’origine my¢éloide des blastes, voir dans certain cas pour identifier la présence de cible
thérapeutique. Cette technique a permis la reconnaissance de la catégorie LAM-MO (LAM

peu différenciée) et des leucémies de phénotype mixtes (my¢€loide et lymphoide).
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Tableau I1I: Expression des marqueurs de surface et cytoplasmique utiles au diagnostic de LAM.

D'aprés Déhner et al., Blood 2010.

Expression of markers for diagnoses

Diagnosis of acute myeloid leukemia (AML)"

Precursor stage CDa34, CD3s, CD117, CD133, HLA-DR

Granulocytic markers CD13, CD1s, CD1e, CD33, CDes, cytoplasmic mysloperoxidasa (cMPO)

Monocytic markers MNonspecific esterase (NSE), CO11c, CD14, CDe4, lysozyme, CD4, CD11b, CD38, NG2 homologuad

Magakaryocytic markers CD41 (ghycopratein 1ibVIlla), CO&1 (glycoprotein Hila), CD42 (glycoprotein 1b)

Erythroid marker CD235a (glycophorin A)

Diagnosis of mixed phenotype acute leukemia (MPAL)t

Myealoid insage MPO or evidence of monocytic differantiation (at least 2 of the following: NSE, CD11¢, CD14, CDG4,
Iysozyme)

B-linzage CD12 (strong) with at least one of the following: CD72a, cCD22, CD10, or CO19 (weak) with at least
2 of the following: CD73a, cCD22, CO10

T-lingage cCD3, or surface CD3

1.5.3 Cytogénétique

L'analyse cytogénétique fait partie intégrante du diagnostic de LAM avec des anomalies
chromosomiques présentes dans 55% des cas des LAM de l'adulte (41) et une classification
comprenant désormais une catégorie spécifique avec les anomalies génétiques récurrentes.
Mais l'analyse cytogénétique a pris surtout de I'ampleur lorsque la valeur pronostique des
anomalies a été déterminée et a permis d'évaluer des différences significatives de survie entre
patients. Ceci a conduit a I'édification d'une classification du risque du patient selon le profil

caryotypique.

Parmi ces multiples anomalies, nous citerons les plus fréquentes telles que les translocations
t(8;21)(q22;922), t(15;17)(q22;q12), t(9;11)(p22;923) ou t(16;16)(p13,1;q22); les
monosomies 7-, 18- ou 17-; les trisomies 8+, 13+, 21+,22+ et les délétions 5q-, 17p- ou 17g-.
Si la majorité des patients présentant des anomalies cytogénétiques ne possedent que une a
deux altérations chromosomiques, 10 a 12 % des patients LAM présentent un caryotype dit
complexe avec au moins trois anomalies chromosomiques (définition excluant les
translocations t(8;21), t(15;17) et l'inversion du 16). Parmi ces caryotypes complexes, 90%
présentent au moins cinq anomalies, avec 55 a 75% présentant une hypoploidie, 25% une
hyperploidie, et les quelques pourcent restant présentent une pseudoploidie avec des
anomalies structurales, généralement une perte de matériel (exemple: 5q-) qui n'est pas
toujours équilibrée (42). L'incidence de ces aberrations augmente avec 1'age du patient et le

caractere secondaire de la LAM.
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1.5.4 Biologie moléculaire
La plupart des anomalies chromosomiques sont a [’origine d'altérations géniques
(réarrangement de genes, mutations) (7ableau IV) détectables par technique fluorescence in
situ hybridization (FISH) ou par réaction de polymérisation en chaine (PCR). Ainsi, on
mentionnera, entre autres, les génes de fusion RUNXI1-ETO (dénommé également AMLI-
ETO) li¢ a t(8;21), CBFB-MYHI1 li¢ a inv(16) ou PML-RARa li¢ a t(15;17), et les
nombreuses mutations acquises intervenant ou non dans la physiopathologie comme pour les

genes FLT3, NPM1, CEBPA, MLL, NRAS, WTI, KIT, TET2, IDH, ASXLI1, PHF6,
DNMT3A....

Certaines mutations coexistent comme celles de FLT3 avec celles de NPM1, et d'autres
s'excluent comme les mutations IDH avec celles de TET2. Cette extraordinaire hétérogénéité
est illustrée par la figure 4 donnant la répartition des profils mutationnels pour des patients

sans anomalie cytogénétique et ne prenant en compte que les six plus fréquentes mutations.
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Figure 4: Illustration de la diversité moléculaire des patients sans anomalies caryotypiques.

D'apres Déhner et al, Blood 2010.
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Tableau 1V: Principales mutations identifiées, anomalies cytogénétiques associées et valeur

pronostique. D'aprés Ferrara et al., The Lancet, 2013.

Approximate Freguency Strong associations Motrecorded Outlook

frequency in - inCNAML with
de-nowo AML
NPM1 35% S0% CHAML ATIHITD (FBFAdouble  Favourable in patients
FIT3-TED, DNMT3A,  mutant with CN AML and in
IDH1. IDHZ eldery patients™
(EBPA 7% B-19% CHAML AT3ITD  NPMI Favourable in patients
with TN AML
{if biallelicy>™
FLT3-1TDx 20-25% 30-35% CMAML APL t{6;9). - Adverse in patients
NPM1 with CNAML: could
varywith allelic burden;
no clear effect in
patientswith APL®™®
FLT3-TKD 5% 14% CNAML NPM1 - Controversial™
KT - 25% Core binding factor ~ Most other Adverse in adult
leukzemias karyotypes patientswith cone
binding factor
leukzemias®=a
TET2 B17% 3% Possibly CH AML IDH1, IDH2 Controversial 3
DNMT3A 14-22% 20-33% CHAML NiPM1, Corebinding  Possibly adverse in
FIT3 factor patients with CH
leukaemias, AN
CEBPA, MLL
translocations
IDHY, IDH2 8-16% 0% CHAML NP1, TETZ. WT1 Controversial™
FIT3
ASXL1 5-30r% About 10% Uncommonwith Possibly CEBPA  Adverse in patients with
NPM1 and AT3 M AML and clder
patients; more commaon
in clder patients®

1.5.5 Analyse génomique

En raison de I’important panel de mutations existant, I'une des nouvelles approches dans les
LAM est de réaliser des analyses larges du génome leucémique, déterminant des profils
d'expression génique, des profils mutationnels et des profils d'expression de microARN. A
partir de ces résultats, de nouvelles informations devraient étre apportées permettant une
meilleure compréhension de la leucémogénese, l'identification de nouveaux marqueurs pour
le diagnostic ou comme facteur pronostique et enfin 1'identification de potentielles cibles

thérapeutiques.

L'é¢tude de Panel et al., a pu, a l'aide des profils mutationnels, établir des sous-classifications

des patients au sein de la classification pronostique par risque (43). Ceci est d'intérét
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notamment pour le risque intermédiaire, catégorie la plus hétérogene. Et, d'autre part, selon
ces signatures moléculaires, les auteurs ont pu établir quels patients pouvaient voir leur
résultat amélioré en intensifiant la dose thérapeutique. D'autres études ont eu recours a
I'analyse d'expression génique par puce a ADN afin de classifier les LAM. De méme, les
profils des microARN sont étudiés pour établir de nouvelles sous-classifications et ont déja

montré leur capacité a distinguer LAM et leucémie lymphoide aigue de témoins sains.

Ces analyses a grande échelle ne sont qu'au stade de développement pré-clinique et
nécessitent de nombreux essais afin de les valider, mais elles représentent l'une des
possibilités d'avenir pour la classification des patients et le développement d'une prise en

charge personnalisée.

1.6 Diagnostic différentiel

Les LAM sont a distinguer des syndromes my¢lodysplasiques, des syndromes
my¢loprolifératifs, des leucémies aigues lymphoblastiques, des leucémies aigues bi-
phénotypiques ou des phases de post aplasie médullaire ou post agranulocytose. La cytologie
et la cytochimie sont généralement suffisantes pour ¢éliminer ces diagnostics.
L’immunophénotypage s'aveére étre ¢également un outil trés utile dans le diagnostic

différentiel.

1.7 Le traitement

Bien que les connaissances sur les LAM aient considérablement évolué¢ ces vingt dernieres
années, notamment au niveau biologique, la stratégie thérapeutique et les traitements utilisés
ont quant a eux peu changé. La base du traitement est constituée d’une polychimiothérapie
lourde dont le protocole varie selon I’identification de la LAM et les facteurs pronostiques du

patient.

Dans un premier temps le but du traitement est d’induire une rémission complete du patient,
rémission définie par la présence de moins de 5% de blastes dans la moelle, I’absence
d'invasion extra-médullaire et un retour a une formule sanguine proche de la normale avec un

taux de polynucléaires neutrophiles supérieur a 1 G/1, un taux plaquettaire supérieur a 100 G/1
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et un taux d’hémoglobine supérieur a 10g/dl (44). Dans un second temps le traitement a pour

but d’éviter une rechute.

Le premier traitement est dit traitement d’induction, et il a pour objectif la rémission complete
du patient. Il comprend une ou deux cures de chimiothérapie a base d’une anthracycline, et de
la cytosine arabinoside (cytarabine). Parmi les anthracyclines, ce sont la daunorubicine et
I’idarubicine qui sont les plus utilisées. De nombreux protocoles existent, on retiendra le
protocole le plus répandu, avec ’administration de daunorubicine a 45mg/m?/j de J1 a J3 et
de cytosine arabinoside a 100mg/m?/j de J1 a J10 par voie intraveineuse (ou cytosine
arabinoside a 100-200mg/m?/j de J1 a J7 en perfusion continue) (45, 46). Cette phase du
traitement induit une phase d’aplasie de 3 a 4 semaines avant une phase de régénération et la
rémission. Parmi les patients de moins de 60 ans, 70 a 80% d’entre eux bénéficient d’une
rémission compléte. Seulement 50% des patients dit agés (de plus de 60 ans) atteindront cette
rémission. Les effets secondaires induits par ce type de traitement sont liés a I’aplasie
médullaire. Les risques infectieux et hémorragique sont graves et sont responsables de la mort
de 10% des patients durant le traitement d’induction. Les effets les plus fréquemment
rencontrés sont les troubles gastro-intestinaux (nausées, vomissements, diarrhées), I’asthénie,

I’alopécie et la perte de la fertilité.

Le second traitement, nommé traitement de consolidation, ne peut étre alors envisagé
qu’apres rémission. Trois possibilités s’offrent au patient pour ce traitement, du moins pour le
patient jeune. Cela comprend des cures de polychimiothérapie pouvant étre similaires a
I’induction, une greffe de cellules souches hématopoiétiques allogénique, ou une méme greffe
mais de nature autologue. La greffe allogénique est a ce jour le traitement le plus efficace, il
induit le moins de rechute en raison de I’effet du greffon contre la leucémie, mais il existe
néanmoins un taux de mortalité de 10 a 25% li¢ a ce traitement par la réponse de 1'hote au
greffon. Les greffes sont réservées aux patients jeunes, sans co-morbidité, mais la diminution
de la toxicité du conditionnement a permis d’élargir I’acceés a des patients plus agés. Afin de
maintenir la rémission, un traitement de maintenance est établi durant 2 a 3 ans, moins

intensif constitué¢ de courtes cures de cytarabine associées a une chimiothérapie orale.

Malheureusement les rechutes constituent la premicre cause d’échec du traitement avec 50 a
80% des patients ayant eu une rémission compléte. Ces rechutes sont retrouvées
principalement dans la premiére année qui suit la rémission avec une nouvelle atteinte de la

moelle osseuse. La prise en charge de ces patients et leurs chances d’atteindre une seconde
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rémission dépendent de la durée de leur premiere rémission, de leur age et des caractéristiques

cytogénétiques.

e Cas particulier de la LAM3 :

La leucémie promyé¢locytaire (LAM3) est une entité a part notamment du point de vue
thérapeutique. Caractérisée par la translocation t(15;17) aboutissant a la formation de la
protéine de fusion PML/RARa, cette LAM est sensible au traitement par chimiothérapie
classique (anthracycline) associée a ’acide tout-trans-rétinoique (45 mg/m?/j). Ce traitement
d’induction donne d’excellents résultats avec un taux de rémission supérieur a 90% et un taux
de guérison proche de 80% (47). L’arsenic trioxide qui a déja fait ses preuves dans le
traitement des rechutes, est en cours d’étude en monothérapie ou en association avec des

chimiothérapies ou ’ATRA.

e Cas des patients dgés :

Les patients de plus de 65 ans, plus sensibles a la toxicité¢ des agents de chimiothérapies et
présentant plus de co-morbidité associées, répondent moins bien au traitement d’induction
avec un taux de rémission de I’ordre de 50%. C’est une population plus encline aux anomalies
cytogénétiques et aux LAM secondaires et donc avec des LAM plus agressives. Ils nécessitent
une chimiothérapie intensive, laquelle affecte fortement leur taux de survie (Fig. 5). Toute la
difficulté est d’identifier les patients pouvant tolérer un traitement d’induction classique, de
ceux pour lesquels ce traitement devra étre allégé sachant qu’il a été démontré que le
bénéfice-risque de faible dose de cytarabine n’est pas favorable chez les patients fragiles ou
avec un caryotype non favorable (48).

1.0 — —a— s 5 YEars
—— >G5 years

Survie al (%)

o T T T T T T T 1
] 12 24 36 48 &0 72 84 96

Maonths
Number at risk

=65 years 197 100 7o 23 44 3g 16 4 1
=65 years 231 79 41 21 12 -1 & 1 1

Figure 5: Survie des patients traités par chimiothérapie intensive selon l'dge.

D'apres Ferrara et al, The Lancet, 2013
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Méme si la chimiothérapie conventionnelle a énormément progressé par la réduction des
effets indésirables, une meilleure adaptation des posologies..., elle semble tout de méme
atteindre ses limites. Les découvertes des altérations génétiques et moléculaires dans les LAM
ont ouvert la voie a de nouvelles cibles thérapeutiques potentielles. L’avenir du traitement
des LAM repose sur notre capacité a traiter les patients spécifiquement en fonction du panel
de mutations identifiées, c'est la thérapie dite ciblée. Cependant les LAM résultent de
multiples anomalies génétiques ou ¢épigénétiques, ce qui signifie que cibler une seule
altération risque d'étre insuffisant pour éradiquer le clone leucémique. L'association de

plusieurs thérapies ciblées ou avec la chimiothérapie conventionnelle semble indispensable.

Ainsi, a l'heure actuelle, sont en évaluation dans des essais cliniques de phase III, les
inhibiteurs de FLT3, les agents déméthylants et un anticorps anti-CD33. Midostaurin,
lestaurtinib et sunitinib sont des inhibiteurs de FLT3 en évaluation comme agents de
monothérapie dans les rechutes de LAM avec mutation FLT3, et en association avec les
traitements d'induction et de consolidation classique dans les LAM de I'adulte jeune avec
mutation FLT3. Le taux de réponse chez ces patients semble prometteur. Azacitidine et
decitabine sont des agents thérapeutiques déméthylants ayant déja obtenu l'autorisation de
mise sur le marché pour les myélodysplasies et pour les LAM du sujet agé avec 20 a 30% de
blastes en ce qui concerne l'azacitidine. L'évaluation dans d'autres cas de LAM est en cours.
Enfin, le gemtuzumab ozogamicin, anticorps anti-CD33 lié a un agent cytotoxique
(calichéamicine) a déja été approuvé aux Etats-Unis et au Japon dans les rechutes de LAM
chez les patients agés. Les résultats des essais évaluant son effet en association aux
chimiothérapies conventionnelles ont été décevants en ne démontrant pas d'effet bénéfique

lors de I'ajout de 1'anti-CD33.

1.8 Pronostic

L’ hétérogénéité des caractéristiques morphologiques et génétiques des LAM se retrouve dans
I’importante variation de réponse des patients aux thérapies. Le taux de rémission compléte
est estimé entre quarante a quatre-vingt pourcent en fonction de la population étudiée, t¢émoin
de I'hétérogénéité clinique. Une chose est sure, en I’absence de traitement, les LAM sont
fatales en quelques semaines. Un certain nombre de facteurs pronostiques ont été identifiés
pour définir la probabilité d'atteindre une rémission compléte, le risque de rechute ou la survie

globale.
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1.8.1 Les facteurs pronostiques cliniques

Plus I’age du patient est avancé, plus le pronostic s’aveére mauvais en terme de survie mais
également en terme de réponse au traitement. Cela en raison de la diminution de la capacité
du patient a tolérer la chimiothérapie, mais également par I’accumulation plus importante

d’anomalies cytogénétiques.

e Laréponse au traitement :

Le délai de réponse a la phase d’induction de la chimiothérapie doit étre pris en compte pour

la suite de la stratégie thérapeutique.
e Le contexte :

Les LAM secondaires a une hémopathie ou un traitement par chimiothérapie sont associées a

une diminution du taux de survie et de la probabilité de rémission compléte.

1.8.2 Les facteurs pronostiques biologiques

o (Cytogénétique :

Les anomalies cytogénétiques observées constituent les principaux facteurs
pronostiques définissant des sous-groupes cliniques différents pour les 50% de patient
présentant des anomalies cytogénétiques qualitatives ou quantitatives. Les trois catégories de

risque sont définies par un pronostic favorable, intermédiaire ou défavorable.

Ainsi, 25% des patients dont le caryotype est anormal présentent des anomalies favorables en
terme de pronostic, cela inclut la translocation t(15;17), t(8 ;21) et inv(16). Ces anomalies
sont associées a un taux de survie a 5 ans de 65% et un taux de rémission complete de 90%
(49). Si d’autres anomalies défavorables sont présentes, le pronostic reste favorable (50).

Les anomalies de la catégorie "risque défavorable" comprennent les délétions du chromosome
7 (7-), du chromosome 5 (5-), du bras long q du chromosome 5 (5qg-), les translocations
t(9;22), t(4;11) ou t(1;19) en association avec d’autres anomalies, les monosomies et les
caryotypes complexes c'est & dire présentant au moins trois anomalies (cinq dans certains

essais cliniques) a l'exception des translocations t(8;21), t(15;17) et t(16,16). Cela représent
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10% des patients avec un caryotype anormale, généralement des patients plus agés ou des
LAM secondaires. La survie a 5 ans chute alors a 10%.

Le reste des patients (50 a 60%) sont dits de pronostic intermédiaire, la majorité d’entre eux
ayant un caryotype normal. Leur pourcentage de survie a 5 ans est alors estimé a 30-40% et le

taux de rémission compléte a 80%.

Les 40 a 50% de patients de risque intermédiaire sans anomalie chromosomique montre une
grande hétérogénéité clinique. Des valeurs pronostiques des anomalies moléculaires
(mutations, changement d'expression) ont tout particuliecrement été déterminées pour ce
groupe permettant dans un avenir proche de définir des sous-groupes au sein des LAM a

caryotype normal.
o Moléculaire :

Avec l'amélioration des connaissances moléculaires des LAM un trés grand nombre d'autres
facteurs sont en cours d'évaluation .La présence de la mutation du géne FLT3-ITD s’avere de
mauvais pronostic, surtout si la mutation est homozygote (51, 52). La mutation de NPM1
présente dans 43 a 62 % des LAM a caryotype normal est associ€ a un pronostic favorable
pour une rémission compléte aprés chimiothérapie d'induction intensive et une survie sans
rechute. Ceci n'est pas le cas si en plus de la mutation NPM1, le patient présente une mutation
FLT3 positive (53, 54). Les patients avec une mutation de CEBPA sont de pronostic favorable
qu'ils aient un caryotype normal ou non (55). Et la mutation MLL-PTD, présente chez 5 a
11% des patients de caryotype normal, est associ¢e a une durée de rémission complete plus
courte et un taux de survie sans rechute faible (55).

A partir de 'analyse des mutations de FLT3, NPM1 et CEBPA, Déhner et al. ont proposé une
classification standardisée présentant un intérét clinique et reprenant les corrélations des

anomalies cytogénétiques aux données génétiques (Tableau V).

Parmi les génes moins fréquemment altérés des patients LAM, certains ont montré également
une valeur pronostique. C'est le cas de WT1, ERG, BAALC, MN1 ou CXCR4.

Le pronostic des patients avec la mutation de Wilms tumor suppressor gene 1 (WT1) reste
incertain bien qu'elle représente 10 a 13% des patients de caryotype normal. Une
surexpression du geéne ERG est retrouvée chez les patients a caryotype complexe et donc de

mauvais pronostic (27). Caractérisé comme facteur pronostique indépendant, la surexpression
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de BAALC est associée a un mauvais pronostic avec une diminution de la survie en 1'absence

des mutations de FLT3, CEBPA ou ERG (27).

Tableau V: Récapitulatif des corrélations établies entre données cytogénétiques et données

moléculaires. D'aprés Dohner et al, Blood 2010.

Genetic group Subsets

Favorable t{8:21)(g22:022); BRUNXT-RLUNXTT1
inv{16)(p13.1022) or t(16;16)(p13.1.022); CBFB-MYH11
Mutated NPT without AL T2HTD (normal karyotypa)
Muiated CEBPA (normal karyotypa)

Intermadiate-1* Mutated MPM1 and FL T2-ITD (noomal karyoiype)
Wild-type NP1 and FLT3-ITD {nomal karyotype)
Wild-type NPM 1 without FLT2-ITD {nomial karyotype)

Intarmadiate-1| 91 1)(p22;023); MLLT3-MLL
Cytogenetic abnormalities not classified as favorable or
adverset
Advarse inv{3){021q26.2) or 13;3)(q21;026.2); RPNT-EVI

18:3)(p22;q34); DEK-NUIP214
tiw;11){v;q23); MLL reamanged
—5 or del{5q); —7; abnl{17p); complex karyolypet

MNI1 est associ¢ a une faible réponse du patient au traitement d'induction dans les différentes
catégories cytogénétiques, de méme que sa surexpression chez les LAM a caryotype normal.
MNI a été caractéris¢é comme facteur pronostique indépendant défavorable pour la survie
globale, la survie sans rechute, le taux de rechute et, lors d'une surexpression il est associé a
une résistance du traitement par l'acide tout-trans-rétinoique (ATRA) (27).

Toutes LAM confondues, CXCR4 fortement exprimé, est prédictif de résultats thérapeutiques
défavorables avec, de plus, un impact négatif sur la survie chez les patients a caryotype

normal sans mutation FLT3 (27).

Enfin, I'expression des microARN permet ¢galement de définir un pronostic. C'est le cas pour
la surexpression de miR-199a et mi-R191 qui ont un effet négatif sur la survie. Les
expressions de miR-9 et miR-let7b ont été corrélées au risque cytogénétique avec l'association
d'une faible expression a un risque favorable alors qu'une forte expression est associée a un

risque intermédiaire (56).
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e Autres :

L’augmentation de certains parametres biologiques est également de mauvais pronostic
comme 1’élévation des LDH ou I’hyperleucocytose (>20 000/mm°).
L'¢lévation de marqueurs du stress oxydant tel que le niveau d'ERO, a également été rattaché

a une taux de rechute plus important, ce qui fait des ERO un facteur prédictif potentiel (57).
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2. L’HOMEOSTASIE DU FER

Le fer est indispensable a la vie des mammiféres dont ’Homme. Ce métal joue de nombreux
roles dans I’organisme humain par sa capacité a échanger des €lectrons et ainsi participe a un
trés grand nombre de réactions enzymatiques basées sur un processus d’oxydoréduction.
Parmi ces différentes fonctions, on notera par exemple son réle dans le transport d’oxygene,
dans la synthése d’ADN, dans la chaine respiratoire ou encore dans le bon fonctionnement des
défenses immunitaires. Ainsi au niveau cellulaire un déficit en fer conduit a un arrét de la

croissance et ensuite a la mort (58, 59).

Mais si cet ¢lément est indispensable pour I’organisme, il peut aussi étre toxique. En effet, en
exces ou mal pris en charge, il peut générer des especes réactives de 1’oxygene (ERO), dont le
compos¢ le plus réactif d'entre elles: le radical hydroxyle. Ces espéces réagissent sur tous les
composants cellulaires et sont a 1’origine de dégats cellulaires (60). Le déficit en fer comme la
surcharge en fer impactent donc le destin cellulaire (survie, prolifération, ou mort) et de

I’organisme.

Que ce soit dans un organisme entier ou au niveau cellulaire, le subtil équilibre nécessaire
dans la gestion du fer requiert la présence de systeémes régulateurs a différents niveaux (60-
62). Ces systemes qui régissent une série de réactions métaboliques et régulatrices définissent
des réseaux, interagissant les uns avec les autres. Parmi ces réseaux, le réseau fer est celui qui

joue un réle fondamental au cceur de la vie cellulaire.

2.1 Le trafic du fer chez 'homme

2.1.1 L’absorption

Le fer est absorbé au niveau du pole apical des entérocytes duodénaux sous deux formes : le
fer héminique, via le transporteur Heme Carrier Protein 1 (HCP1), et le fer non 1ié¢ a un
cofacteur organique, transporté par le Divalent Metal Transporter 1 (DMT1) aprés réduction
de la forme Fe*™ en Fe*" par la Duodenal cytochrome b reductase (Deytb) (63) (Fig. 6). Le fer
intra-cellulaire est le métal le plus présent et de nombreuses réactions anaboliques 1' utilisent
(64). 1l peut étre stocké dans la ferritine (Ft), mais la majeure partie est transférée dans la
circulation sanguine aprés passage du pole basal de I’entérocyte via un exporteur nommé

ferroportine (FPN1a = SLC40A1). Le fer est re-oxydé en Fe’™ par I’héphestine, une enzyme
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cuivre dépendante, avant de se lier a la transferrine (Tf), la protéine de transport du fer dans le

sang (Fig. 6).

2.1.2 Distribution et recyclage

Ce fer li¢ a la transferrine est ainsi distribué a ’ensemble des tissus de 1’organisme (65). Le
foie constitue l'organe de stockage principal du fer (10-20% chez les sujets sains) sous forme
de ferritine. La ferritine se compose de deux sous-unités: heavy/heart (H) et light/liver (L),
dont la proportion varie selon le tissue considéré (Fig. 6). Le principal organe consommateur
de fer (70%) est la moelle osseuse pour la synthése de I’hémoglobine érythrocytaire avec la
participation de l'enzyme 5-aminolevulinic acid synthase 2 (ALAS2) aprés internalisation par
I’intermédiaire du récepteur de la transferrine (7Transferrin Receptor 1, TfR1) (Fig. 7). La
concentration de TfR1 est régulée par le niveau de fer, et la pression partielle en oxygeéne via
les facteurs de transcription de réponse a I'hypoxie (Hypoxia Inducible Factor - HIF). Le fer

restant est distribué aux autres tissus dont une majorité liant la myoglobine du muscle strié.

La capacité d'absorption intestinale journaliere est limitée, de I'ordre de quelques mg tout au
plus. Elle couvre les besoins de I'organisme en I’absence de situation pathologique. Cela est
di a un systeme de recyclage efficace du fer des globules rouges faisant intervenir les
macrophages (Fig. 6). Les érythrocytes sénescents sont phagocytés par les macrophages
(processus d'érythrophagocytose) de la rate et du foie principalement. L’hémoglobine est
catabolisée par 1’heme oxygenase-1 (HO-1) libérant du fer qui est excrété des macrophages
par la ferroportine et refixé¢ a la transferrine circulante aprés oxydation par une enzyme
similaire a I'héphestine: la ceruloplasmine. Les réserves de fer hépatique constituent une autre

source de fer disponible.
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Figure 6: Les flux du fer dans les différents types cellulaires. 1: les entérocytes, 2: les macrophages,

3: les hépatocytes et 4: les cellules rénales. D'aprés Muckenthaler et al, Ann. Rev. Nutr., 2008.

2.1.3 Régulation

Les faibles variations de la concentration en fer au niveau d'un organisme, par l'absence
d'import et d'export massifs, imposent I'existence de systémes de régulation. L’homéostasie
du fer est ainsi maintenue grace a deux systémes complémentaires dont I’activité s’exerce a
deux niveaux. D’une part une régulation systémique et d’autre part une régulation ubiquiste

au niveau de chaque cellule.

La régulation du fer au niveau systémique est réalisée grace a I’hormone appelée hepcidine.
C’est un peptide produit et sécrété principalement par les hépatocytes (Fig. 6) ayant pour cible
le seul exporteur cellulaire de fer connu a ce jour, la ferroportine. L'hepcidine cible

principalement les entérocytes et les macrophages. La liaison de I'hepcidine induit I'
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internalisation et la dégradation de la ferroportine, ce qui a pour effet d’inhiber la sortie du fer
de ces cellules et donc d’induire une rétention du fer intracellulaire diminuant ainsi

I'approvisionnement de fer circulant (66).

La régulation transcriptionnelle de 1’hepcidine est complexe et sensible a plusieurs situations,
non détaillées ici. L'augmentation de la concentration en fer circulant active la synthése
d'hepcidine Réciproquement, un déficit en fer, une situation d’anémie ou d’hypoxie la

répriment (67). A noter que l'inflammation impacte aussi I'expression d'hepcidine.

2.2 Régulation cellulaire du fer: le systeme IRE-IRP

L'homéostasie cellulaire du fer implique des trans-éléments appelés lron Regulatory Proteins
se fixant a des motifs en cis, les Iron Responsive Elements, des séquences non-codantes des

ARN messagers régulés (60). Ces éléments constituent le systéme IRE/IRP.

2.2.1 Structure et fonctionnement

Les Iron Regulatory Proteins 1 et 2 (IRP 1, IRP 2) sont des protéines cytosoliques,
responsables de la régulation intracellulaire du fer en se liant aux Iron Responsive Elements
(IRE) sur des séquences non traduites de certains ARN messagers. Ce contrdle post
transcriptionnel concerne la traduction de geénes codant des protéines impliquées dans I'entrée
du fer (TfR1, DMTI1) dans les cellules, son utilisation (ALAS2, HIF 2a, aconitase
mitochondriale), son stockage (FTH, FTL) et son exclusion (FPNla) (Fig. 7) (68). Une
régulation similaire d'autres geénes moins directement liés au fer est suspectée, mais
généralement moins bien établie (69). En effet des connexions de ce systeme régulateur avec
des fonctions cellulaires distinctes de I’homéostasie du fer sont illustrées par le fait que
certains ARNm portant des IRE et régulés par les IRP n’ont pas de rapport évident ou
immédiat avec la prise en charge du fer, comme par exemple les transcrits codant pour

CDC14A intervenant dans le cycle cellulaire (69).
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Figure 7: Le fer et son systeme de régulation IRP/IRE au niveau des érythroblastes.

D'aprés Muckenthaler et al, Ann. Rev. Nutr., 2008.

Les IRP sont des protéines appartenant a la famille des aconitases. IRP 1, sous sa forme cis-
aconitase cytosolique, présente cette activité de conversion réversible du citrate en isocitrate.
IRP 1 contient alors un cluster fer — soufre ([4Fe-4S]) dont trois atomes de fer sont liés par

des cystéines et le quatrieme fixe le substrat (70). Sous cette forme IRP 1 ne peut pas lier les
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IRE. On retrouve cette configuration de I’holoprotéine lorsque la quantité de fer est suffisante.
A Dinverse en situation de carence en fer, le cluster n’est pas assemblé (ou est dissocié) et
I’apoprotéine peut lier les IRE. Donc en fonction des disponibilités en fer et d’autres
conditions ou signaux qui modulent I’activité¢ IRP, il semble exister un équilibre entre les
deux formes de la protéine dont la concentration totale varie peu et dont la forme aconitase

constitue généralement la configuration prépondérante.

Contrairement a IRP 1, IRP 2 ne présente pas d’activité aconitase. Son mode de dégradation,
est également différent car en présence de fer et d'oxygene, la protéine FBXL5 du complexe
SKP1-CUL1-FBXLS5 lie le fer par son domaine hémérythrine, ce qui a pour effet de stabiliser
le complexe et d'induire I'ubiquitination et la dégradation protéasomale d'IRP 2 (71-73). Cette
E3 ubiquitine ligase est donc sensible au fer et la dégradation qu'elle coordonne s'effectue en
réponse au statut redox (74, 75) et d’autres conditions (état de phosphorylation) qui
nécessitent d’étre clarifiées. Le mode de dégradation d'IRP 2 par le protéasome conditionne

donc I’activité régulatrice de I’IRP.

Les IRE sont des structures dites en "¢pingle a cheveux" disposées dans les régions non
codantes des ARN messagers régulés par les IRP. Aprés fixation de I'IRP a I'IRE, I'effet
régulateur sur la traduction de I'ARNm est dépendant de la position de cet IRE. Un IRE
positionné du coté 5' de la région codante (exemple: ARNm des sous-unités L et H de la
ferritine) inhibe la traduction, alors qu'un IRE positionné en 3' de ' ARNm (exemple: ARNm
du récepteur a la transferrine) le protége des ribonucléases et ainsi maintient un niveau de
traduction élevé (Fig. §). L'”ARNm du récepteur a la transferrine posseéde la particularité de
posséder cing IRE en position 3'. A ce jour aucune autre cible du systéme IRE/IRP ne semble

posséder plusieurs IRE.
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Figure 8: Fonctionnement du systéme Iron Responsive Element - Iron Regulatory Protein.

L'activation du systéeme IRE-IRP, lors par exemple d'une carence en fer (Fig. 9), a donc un
impact sur la régulation intra-cellulaire du fer, d'une part par la diminution de la traduction
des sous-unité de ferritine et donc la limitation du stockage du fer, et pour certains types
cellulaires par la diminution de la traduction de la ferroportine préservant le fer au niveau
intra-cellulaire. D'autre part dans certaines cellules 1'augmentation induite des messagers du
transporter DMTT1 et du récepteur de la transferrine favorise l'absorption et la pénétration du
fer dans ces cellules. L'activation de ce systéme a également des répercussions dans d'autres
voies de régulation, ainsi par exemple en cas de diminution de la concentration en fer,
l'activation des régulateurs IRP réprime la traduction du facteur de transcription HIF 2a,
modulant ainsi le niveau d'érythropoiétine responsable du contrdle du taux de globules rouges
(Fig. 6). Ce mécanisme se superpose trés probablement aux autres modes de régulation des

facteurs HIF dans le cas spécifique d'HIF 2a.
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2.2.2 Autres stimuli du systéme IRE-IRP

L'activité IRP est régulée par le niveau de fer, mais de nombreux autres agents ou conditions

peuvent affecter cette activité.

L'hypoxie: La diminution de la pression partielle en oxygeéne aura pour conséquence
d'inhiber la liaison de I'IRP a I'IRE, notamment pour IRP 1, mais accroit l'activité de
IRP 2. Ainsi sous hypoxie, la liaison d'IRP 1 a HIF 2a est réduite, mais celle d'IRP 2
sur ses cibles est accrue. (76-78).

Le stress oxydant: Par la génération d'especes réactives de l'oxygene, dont le fer

participe a la production, le stress oxydant tend a réduire l'activité¢ des IRP et ainsi
réduit le niveau intracellulaire en fer (79). Mais un effet biphasique (augmentation puis
réduction) de l'activit¢ d'IRP 1 sous l'effet de peroxyde d'hydrogéne (H,O,) a
également été caractérisé (80). L’inactivation des IRP lors de I’augmentation de la
production intra-cellulaire d’ERO souligne les connexions de ce systéme régulateur
avec le niveau des especes oxydantes.

Les especes réactives nitrés: Le monoxyde d'azote active IRP 1 par la conversion de la

forme aconitase (81) et l'ion nitrosonium l'inactive. Leurs effets sur IRP 2 sont
controverses.

Autre: Les variations d'autres agents de signalisation inter-cellulaire, comme des
cytokines ou des hormones, influent aussi sur l'activité des IRP, par des mécanismes

partiellement compris et souvent indirects.

2.2.3 Dysfonctionnement du systéeme régulateur et pathologies

associées

L'importance du systeme IRE-IRP a été confirmée, entre autres, par les expérimentations sur

les modéles murins, pour lesquels le génotype IRP knock out (IPR 17" IRP 2 ™) n'est pas

viable (82). La mort des embryons démontre 1'importance du systéme pour le développement.

Les animaux pour lesquels un unique IRP (IRP 1 " ouIRP 2" ’) est manquant sont viables,

suggérant la capacité d'un IRP a remplacer au moins partiellement l'autre (82, 83). Ces

travaux ont montré qu'un déficit en IRP 2 (IRP 2 ) était a l'origine d'une légere microcytose,

d'une dérégulation de I'hématopoicse et des troubles de la distribution du fer conduisant a une

surcharge en fer pouvant aboutir a une neurodégénérescence, au moins dans 1'un des contextes

génétiques utilisés (84, 85).
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La pathologie humaine la plus emblématique du dysfonctionnement du systeme IRE/IRP est
I'hyperferritinémie, marqué par une ferritine élevée avec un taux de fer sérique normal ou bas.
Dans cette pathologie plusieurs mutations peuvent étre identifiées sur I'lRE de 'ARNm de la
sous unité¢ L de la ferritine, au niveau de la boucle reconnue par les IRPs (86). Ces mutations
conduisent a une surexpression de la sous unité L par I'absence d'un blocage de la traduction
(87). Cette pathologie se caractérise par une cataracte, sans aucune incidence au niveau

hématologique.

Il a ét¢ identifié¢ également chez un patient présentant une pathologie li¢ a la ferroportine et
caractérisé par une surcharge en fer, une mutation en 5' des régions non traduites de ' ARNm

de la FPN. Cette mutation induit une perturbation de I'expression de FPN (88).

L'implication d'un déficit d'IRP 2 dans des cas de protoporphyrinémie est suspectée en raison
du phénotype observé chez les souris IRP 2 7. On suspecte également d'autres anomalies du
systéme IRE/IRP dans des pathologies moins spécifiques du métabolisme du fer, comme les

maladies pulmonaires chroniques (exemple: BPCO) ou la maladie d'Alzheimer.

Le systeme IRP-IRE est actif dans les cellules hématopoiétiques ou son importance peut
varier suivant la lignée et 1’état de maturation des cellules. Mais le systeme IRE-IRP
intervient aussi dans les autres cellules, en particulier celles qui proliférent, comme les blastes
des LAM, qui doublent leur besoins en fer lors de chaque division. Enfin, deux observations
d’intérét en cancérogenese ont montré qu’IRP 2, en particulier un domaine spécifique de cette
protéine (89), provoquait un accroissement de tumeurs implantées chez des souris
immunodéprimées (90), alors qu’IRP 1 inhibait la croissance tumorale (91). L’importance de
ces résultats pour les cellules hématopoiétiques normales ou malignes est inconnue, mais il

apparait extrémement intéressant d’en examiner la portée dans les leucémies.
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3. RESEAU REGULATEUR DU FER ET RESEAU REDOX DANS

L'HEMATOPOIESE NORMALE ET LEUCEMIQUE

3.1 Le fer et son systeme régulateur IRE-IRP dans

I'hématopoiése normale

L'hématopoicse qui correspond au processus de production de I'ensemble des cellules matures
du sang a partir d'une quantité¢ limitée de cellules souches hématopoiétiques médullaires
comprend 1'érythropoi¢se, la granulopoie¢se, la lymphopoiése, la monopoiese et la
thrombopoicse. Le fer et le systéme IRP interviennent principalement dans I'érythropoicse car
son role est particulicrement critique pour la lignée érythroide qui consomme la majorité des

ressources en fer pour la production de I’hémoglobine des globules rouges.

Pour satisfaire leurs besoins en fer, les érythroblastes expriment fortement TfR1 a leur
surface. Cette surexpression est retrouvée a chaque stade de différenciation (92), a I'exception
des phases ultimes quand I'hémoglobine n'est plus produite. Apres internalisation du
complexe Tf-TfR1, libération du fer et import cellulaire via DMT1, la majorit¢ du fer est
utilisée par la mitochondrie pour la biosynthése d'héme. Les modéles animaux déficients en
Tf, TfR1 ou DMT1, aboutissent tous a des phénotypes avec dérégulation de 1'érythropoicse,
marquée par de sévéres anémies. Comme mentionné précédemment, les souris IRP 27
présentent une dérégulation de I'hématopoiese et de la gestion cellulaire du fer (anémie
microcytaire, protoporphyrie). Au niveau des cellules érythroides, ce manque en IRP 2 ne
semble pas complétement compensé par IRP 1. Trés récemment, il a ét¢ montré que les souris
IRP 17 présentaient également une dérégulation de I'hématopoiése mais associé & une
hyperproduction de globules rouges (polyglobulie). Cela suggere I'existence d'un role d'IRP 1
différent de celui d'IRP 2 dans I'érythropoiese. L'absence d'IRP 1 n'est pas compensé par IRP
2 bien que selon 1'age de la souris une compensation par un facteur non identifié est observée
(93). L'enzyme 5-aminolevulinic acid synthase 2 qui participe a la biosynthese de I'héme dans
les cellules érythroides est régulée par le systtme IRE-IRP. Cette régulation limite la
génération d'héme en cas de réduction des disponibilités en fer. Le fer s'il n'est pas utilisé peut
¢galement étre stocké via la ferritine au sein des précurseurs €érythroides. Les deux sous-unités
de la ferritine sont également sous le controle du systéme IRE-IRP. Les modé¢les murins
confirment cette implication du systéme de régulation avec ferritine et ALAS2 surexprimées

chez les souris déficientes en IRP 2.
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FPNla a également été observé dans tous les stades de I'érythropoiese, conférant ainsi aux
progéniteurs érythroides la capacité d'exporter le fer. De plus, l'expression variable des
transcrits FPN1a durant la différenciation érythroide témoigne d'une régulation importante du

gene FPN1a dans les érythrocytes (94).

Si l'intervention du systeéme IRE-IRP dans I'érythropoi¢se ne fait aucun doute, une étude sur
des cellules primaires murines suggere une intervention non linéaire de ce systéme durant le
processus de différenciation érythropoictique (95). En effet, ce systéme serait évincé lors de la
différenciation terminale des progéniteurs correspondant a la phase de trés forte demande en
fer, avec notamment une expression des ARNm portant des IRE qui échappent au controle des

IRP dans un processus qui n'est plus dépendant du flux de fer dans les cellules.

Concernant le systeme fer dans le processus hématopoiétique des autres lignées cellulaires,
trés peu d'informations sont disponibles, car bien qu'indispensable a la vie cellulaire, il ne
participe pas a des réactions spécifiques qui appellent des explorations par des approches
expérimentales dédiées. On peut cependant évoquer le travail de Sposi et al. a partir de
progéniteurs hématopoiétiques dont la différenciation a été induite in vitro et qui révele que
I'expression d'IRP 2 est maintenue a toutes les étapes de la différenciation érythrocytaire,
monocytaire, granulocytaire et mégacaryocytaire, alors que celle d'IRP 1 ne l'est qu'a toutes
les étapes de la différenciation érythrocytaire (92). L'expression et l'activité des deux IRP sont

cependant augmentées lors de la transformation des monocytes en macrophages.

3.2 Controle redox de I'hématopoiése normale

I existe un lien direct entre hématopoiese, oxygénation et réseaux régulateurs sensibles aux
conditions d'oxydoréduction. Cela peut étre illustré notamment avec l'implication d'HIF 2a,
cible du systetme IRP-IRE et inducteur de la production d'EPO par le rein en réponse a
I'hypoxie. En effet, en situation d'hypoxie la cellule adapte en partie le métabolisme de
I'organisme et la gestion du fer par l'intermédiaire des facteurs de transcription de la famille
des hypoxia inducible factor dont HIF la et HIF 2a. Lors d'une faible oxygénation, I'action
des prolylhydroxylases, enzymes fer et oxygeéne dépendantes, est inhibée. Cela réduit la
liaison de HIF 1/2 a la protéine de von Hippel-Lindau et de ce fait stoppe la dégradation des
HIF par le protéasome. La stabilisation des HIF conduit a leur accumulation et translocation

dans le noyau, ou en se liant a la sous unité B, ils forment un complexe, HIF 1 ou HIF 2,
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capable de se lier aux hypoxia responsive element (HRE) et ainsi de réguler un grand nombre
de genes. Parmi ces geénes, le géne codant I'EPO figure comme une des cibles de HIF 2. En
raison de la présence d'un IRE en 5' de I'ARNm, HIF 2 subit une seconde régulation post-
transcriptionnelle, fer dépendante, par le systeme IRE-IRP (96). Ce systéme permet la
régulation de I'EPO afin d'ajuster le nombre de globules rouges a la disponibilité en fer et
ainsi d'obtenir des érythrocytes normochrome et normocytaire. Ce que confirme les modeéles
murins IRP 27" par la présence d'une microcytose, bien qu'il soit aussi suggéré que le controle
d'HIF 2 est une fonction majeure d'IRP 1 (93). Le géne codant TfR1 est aussi régulé par HIF

en raison de la présence d'un motif HRE dans sa région promotrice.

D’autre part, les cellules souches hématopoiétiques proliférent dans la partie la plus
hypoxique de la moelle (97, 98) et la différenciation suit grossiérement le gradient d'oxygene
dans la moelle présent dans la niche hématopoiétique. Le potentiel redox, qui traduit
I'équilibre entre espeéces oxydantes et anti-oxydantes (réductrices) et agit comme effecteur
spécifique de certains modules régulateurs, impacte donc directement la balance entre auto-

renouvellement, différenciation et prolifération des CSH et contrdle ainsi le destin cellulaire.

L'oxygeéne participe majoritairement a la production d'énergie au niveau de la chaine
respiratoire mitochondriale dont la réaction de réduction par les électrons, participant a la
génération de potentiel transmembranaire, aboutit a la production d'eau. De nombreuses
autres réactions catalysées par des dioxygénases requicrent de 1'oxygeéne comme substrat. Les
formes intermédiaires de la réaction de réduction de 1'oxygéne, nommées especes réactives de
l'oxygene (ERO) telles que l'anion superoxide, le peroxyde d'hydrogéne ou le radical
hydroxyle, sont des formes plus réactives que 1'oxygene moléculaire et interagissent avec tous

les composants cellulaires (protéines, acides nucléiques, lipides...).

Si 1'équilibre redox est déplacé au bénéfice d'especes oxydantes, telles que les ERO, cela
aboutit a un stress oxydant provoquant des dommages irréversibles aux composants
cellulaires. Pour contre-balancer ce déséquilibre il existe des systemes réducteurs faisant
intervenir le glutathion, les thioredoxines, les glutaredoxines, les vitamines, et d'autres
molécules ou activités anti-oxydantes. Avant méme d'atteindre un niveau d'oxydation
favorisant les dommages cellulaires, de faibles variations du potentiel redox peuvent modifier
le comportement cellulaire et ainsi changer le destin cellulaire via l'activation de facteurs de
transcription et de cascades de signalisation. En effet, des facteurs de transcription comme

FoxO3, GATA-1, NFE2 sont redox-sensibles. Le niveau d’ERO régule 1’activation de ces
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facteurs de transcription et joue un role déterminant dans I’engagement ou le déroulement des
processus de maturation. En conséquence, la modulation des quantités d’ERO participe

significativement a la régulation de I’hématopoiése normale.

3.1 Relation entre I'équilibre redox, ’'homéostasie du fer et

leucémogenese

Le fer est un ¢élément indispensable a la croissance cellulaire. Les cellules cancéreuses
requierent donc des quantités de fer supérieures a d'autres cellules de méme type car elles
proliferent plus rapidement. Parmi leurs caractéristiques figurent une augmentation de la
production de TfR1, donc d'un flux d'entrée de fer supérieur a celui de cellules normales, et un
haut niveau d'expression de la ribonucléotide réductase (RR) qui témoigne d'un engagement
dans le cycle cellulaire. Ces caractéristiques devraient en théorie les rendre plus sensibles a
l'action des chélateurs du fer que des cellules non malignes, d'ou le développement d'essais

cliniques utilisant des chélateurs comme stratégie anticancéreuse.

De fait, il a été montré que la déplétion en fer arréte la croissance cellulaire et conduit a la
mort cellulaire par apoptose (59). Cet effet se traduit par un arrét du cycle au niveau de la
transition G1-S. Les mécanismes impliqués sont d'une part l'arrét de Il'activité de la
ribonucléotide réductase, une enzyme nécessaire a la duplication de 'ADN et utilisant du fer
(Fig. 10). A noter que cette réaction enzymatique nécessite un apport d'électrons via la
thiorédoxine ou glutarédoxine et ainsi correspond a un point de convergence de la gestion
cellulaire du fer et de la régulation redox. Et d'autre part, la privation de fer influe sur
l'expression des cyclines A, E et D du cycle cellulaire par l'intermédiaire de variations des
kinases CDK2 et CDK4, et des inhibiteurs de CDK tels que pl6™ !, p21WAFVCIPL oy
p27°""(99) (Fig. 10).

L'ensemble de ces effecteurs du cycle sont en relation avec d'autres régulateurs majeurs du
cycle cellulaire tel que p53 et pRb (Fig. 10). Or il est établi que le mécanisme utilisant la voie
de p53 a l'origine de l'arrét du cycle cellulaire fait appel, a coté de son effet transcriptionnel
bien documenté, a des processus mal identifiés qui réduisent la disponibilité en fer
intracellulaire (58). De plus il y a une régulation potentielle de CDC14A par les IRP via son
IRE en 3'. Lors d'une déplétion, il y a augmentation de I'ARNm de CDCI14A, lequel

déphosphoryle p27kip "et la cycline E nécessaire au passage en phase S (69).
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Figure 10: Systéme d'activation et de régulation du cycle cellulaire lors de condition de disponibilité

en fer suffisante. Cdk: cyclin dependent kinase; pRb: retinoblastoma susceptibility gene product ; RR:

ribonucléotide réductase; P: phosphorylation. D'apres Yu et al, Cell Cycle, 2007.

Le role de I’homéostasie du fer sur 1'équilibre mort cellulaire/prolifération est également
modulé par des voies distinctes de celles impliquées dans le déroulement du cycle cellulaire.
Ainsi, il a été observé une surexpression du géene REDDI dans la lignée cellulaire K562
traitée par deferasirox. Cette surexpression conduit a une inhibition de la voie mTOR et donc
de la phosphorylation de la protéine ribosomale S6 aboutissant a une réduction de la
prolifération cellulaire (100). II a été également montré que le niveau de N-myc down
regulated gene 1 (NDRGI), geéne associ¢ a des tumeurs moins agressives lors d'une
surexpression dans certains cancers, est diminué chez les patients atteints de LAM par rapport
a des donneurs sains. En présence de chélateur, NDRGI est déréprimé. Cet événement est
associ¢ a une reprise de la différenciation, mais également a un arrét du cycle cellulaire en

modulant notamment p2 | WAFI/CIPL (101).

La dérégulation de la gestion cellulaire du fer est également une cause majeure de stress
cellulaire par la capacité de certaines formes chimiques du métal a générer et convertir des

especes réactives de I’oxygeéne. En conséquence, les dérégulations de la gestion du fer par les
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cellules ont un lien direct avec la dérégulation des quantités d’ERO et donc des modules

régulateurs qui y sont sensibles (102).

Les changements de 1'équilibre redox participent a la leucémogéneése en déclenchant
l'activation de ces modules régulateurs (35, 103). Ainsi il a été montré que FLT3-ITD et Ras,
sont sensibles a I'augmentation du potentiel redox. Les duplications internes de FIt3 induisent
une augmentation de la production NOX-dépendante des ERO, associée a une augmentation
des cassures de ’ADN qui pourraient expliquer le caractére péjoratif de ces mutations (104).
Parmi les autres possibilités, I’inactivation de la phosphatase PTEN par H,O, pourrait
favoriser 1’activation de la voie AKT dans les LAM. La présence de la protéine de fusion
RUNX-ETO, associée a t(8,21), entraine également une augmentation ERO-dépendante de la
survie et de la prolifération des précurseurs hématopoiétiques. Dans la leucémogénése, ceci
peut étre favorisé par une perturbation de l'activité anti-oxydante, notamment celle des
facteurs de transcription FoxO impliqués dans la réponse anti-oxydante, la réparation de
I'ADN et le destin cellulaire. La perturbation de FoxO est en lien avec l'activation de la voie
AKT qui joue le role d'inhibiteur. De plus, dans les LAM, les blastes se distinguent par leur
incapacité a se différencier, méme en présence d'un niveau élevé d'oxygéne. Ainsi le
développement blastique apparait comme une déficience de détection, de réponse ou
d'intégration des signaux induits par la pression partielle en oxygeéne et le niveau du potentiel

redox.

L’exemple de I’impact de la surcharge en fer dans les syndromes myélodysplasiques (MDS)
est particulicrement évocateur de ces liens entre homéostasie du fer, production d’ERO et
hémopathies malignes. La surcharge en fer chez les patients polytransfusés induit une
augmentation du stress oxydant participant trés probablement a 1’émergence du clone
my¢lodysplasique et au déficit de I’hématopoiese normale. La suspicion de la contribution du
fer a la physiopathologie des MDS (105), notamment par l'accroissement du stress oxydant
(106), et sa potentielle implication dans I'accélération vers la transformation en leucémie
aigiie a conduit a la mise en place d'essais cliniques utilisant des chélateurs (deferoxamine,
deferiprone ou deferasirox) comme traitement des MDS sur le long terme afin d'évaluer
I'amélioration de la survie. L’impact bénéfique des chélateurs du fer et de la réduction
concomitante des espeéces oxydantes sur ces patients confirme ce role, méme si les

mécanismes de cette action thérapeutique sont encore incomplétement ¢lucidés (107).
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En outre, les études in vitro dans les MDS ont montré une réduction de la prolifération et de
la viabilité des progéniteurs myélodysplasiques apres traitement par deferasirox, accompagné
d'une augmentation des ERO (108). Dans les LAM, il a été observé un arrét de la prolifération
des blastes leucémiques avec une augmentation de I'apoptose et un engagement dans la lignée
monocytaire lors de la privation en fer des cellules leucémiques (109, 110). Ces observations
furent confirmées par cette méme étude avec un essai sur un patient (109). Cette carence
induite s'accompagne d'une augmentation du niveau d'ERO et de 1'activation des voies MAPK
(Mitogen-activated protein kinases). L'ajout de vitamine D au traitement chélateur semble
potentialiser 1'effet. Et une étude rétrospective a récemment démontré l'effet potentiel de
l'association chélateur (dans ce cas le deferasirox) et vitamine D sur I'amélioration de la survie

des patients agés dans la LAM (111).
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4. INTERACTIONS DYNAMIQUES ENTRE RESEAUX BIOLOGIQUES :

INTERET DE LA MODELISATION MATHEMATIQUE

L’essor des méthodes d’investigations cellulaire et moléculaire a mis en lumiére un nombre
considérable d’acteurs associés aux fonctions princeps des cellules normales. L’ensemble de
ces acteurs qui peuvent exister dans plusieurs états, qui interagissent et s'influencent
mutuellement définit des réseaux d’interaction moléculaire. Le systéme peut donc étre vu
comme un réseau d'interactions, et les dynamiques locales se combinent pour faire émerger

une dynamique globale au niveau du systéme qui détermine le phénotype.

De manicre générale les réseaux moléculaires d'intérét en biologie sont des systémes
complexes, car leur évolution temporelle n'est pas nécessairement linéaire et de nombreuses
boucles de régulation sont présentes. A cette complexité intrinséque s'ajoute le fait que les
connaissances disponibles sont souvent partielles et obtenues dans des conditions disparates
pour prétendre "paramétriser”" exhaustivement de tels systemes a cette échelle. Pour gérer
cette complexité une démarche contemporaine (dite de Biologie des Systémes ou Intégrative)
consiste a s'appuyer sur des outils de description et de modélisation mathématique qui
permettent de raisonner rigoureusement sur des données expérimentales incomplétes,
qualitatives ou hétérogenes. La procédure consiste a formaliser non seulement I'architecture
des réseaux et leurs lois d'évolution, mais aussi toutes les données expérimentales disponibles
sur leur comportement dynamique. Il s'agit donc d'un cadre unique permettant de décrire les

connaissances sur la structure du systéme et sur sa dynamique.

Nos collaborateurs du laboratoire TIMC-IMAG (UMR 5525 CNRS) et du laboratoire
VERIMAG (UMR 5104 CNRS) développent depuis quelques années une approche
déclarative basée sur la Programmation Logique avec Contraintes (PLC), technologie issue de
I'Intelligence Artificielle. Le modele est concu comme un outil dans une démarche
expérimentale. Il est destiné a organiser et intégrer les résultats expérimentaux, a raisonner sur
les données et les hypothéses, et a concevoir des stratégies expérimentales discriminantes en
prenant en compte toutes les connaissances déja acquises. Dans les modeles considérés les
variables sont des concentrations (de protéines, d'ARN ou de métabolites par exemple), et les
contraintes sont des relations (équations ou inégalités) entre ces variables. Les connaissances
sont de deux types. Le premier est structurel, spécifiant quelle entité interagit avec quelle

autre. La somme de ces données est résumée par un graphe d'interaction, statique dans le sens
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ou il contient l'ensemble des interactions possibles: il représente l'architecture des réseaux
considérés. Le deuxiéme type de connaissances concerne le comportement observé du

systeme, comme par exemple celui induit par une perturbation.

C'est avec cette nouvelle approche du probléme que nous espérons a terme fournir une vision

globale des différences fonctionnelles entre 'hématopoiese normale et pathologique.
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Clifectif du travad de thése

Comme nous venons de le voir, il apparait depuis quelques temps un lien, encore loin d’étre
parfaitement compris, entre la régulation de 1’utilisation cellulaire du fer, 1’équilibre

d’oxydoréduction et la balance prolifération/différenciation des cellules leucémiques.

Ce présent travail a pour objectif d’évaluer les réseaux de régulation du fer et de 1’équilibre
redox dans les cellules leucémiques, afin de mieux définir les caractéristiques associées aux
LAM qui permettent aux blastes de proliférer tout en diminuant leur tendance a se
différencier. A plus long terme, I’étude de 1’adaptation des cellules leucémiques aux
modifications de ces réseaux devrait permettre d’identifier des stratégies thérapeutiques anti

tumorales via une action sur les voies concernées.
Les objectifs furent donc

1. De déterminer I'é¢tat des médiateurs et des réseaux d'intérét dans deux modeles de
lignée leucémique humaine : KG1 et K562.

2. D'étudier le comportement de ces mémes modeles biologiques aprés une perturbation
simple, mais mimant une situation pathologique, correspondant a une carence en fer.

3. De comparer les résultats obtenus avec ces modeles biologiques a des cellules de
donneurs sains.

4. Et enfin d'intégrer ces données expérimentales dans une démarche de modélisation
pour dépasser le stade de la simple observation, et d'infléchir la démarche

expérimentale, en retour, en fonction des enseignements acquis des mod¢les.
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Matéviels ef methades

1. MODELES CELLULAIRES ET POPULATIONS ETUDIEES

1.1 Lignées cellulaires KG1 et K562

La lignée cellulaire KG1 est un modele de leucémie aigiie myéloide avec une prédominance
de my¢loblastes et promyélocytes (Fig. /7). Elle dérive d'une moelle de patient caucasien
atteint d'une LAM secondaire. La lignée cellulaire K562 (Fig. 11) est un modele de leucémie
my¢loide chronique (LMC). Pluripotente, ces cellules sont dérivées d'une effusion pleurale
chez une patiente en phase blastique d'une LMC. Ces lignées cellulaires ont été fournies par le

centre d'exploration de I'hématopoiése du Centre Hospitalier Universitaire de Grenoble.

S

Figure 11: Observation au microscope optique des lignées cellulaires. A: KGI et B: K562, en
culture (G x320) et apres coloration au MGG (G x400).
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1.2 Cellules hématopoiétiques CD34+ de volontaires sains

Les cellules hématopoiétiques immatures (CD34+) utilisées pour comparaison des résultats de
gPCR sont issues d'un donneur sain, de sexe féminin et agé de 25 ans. Ce sont des cellules
souches périphériques mobilisées et trices a I'Etablissement Frangais du Sang de Grenoble

pour une allogreffe.

2. TECHNIQUES UTILISEES

2.1  Culture cellulaire

Pour l'amplification et I'entretien, les lignées cellulaires KG1 et K562 furent cultivées en
RPMI 1640 (Gibco), 10% serum de veau fétal (SVF, Biowest, v/v), 1% pénicilline 10 000U -
streptomycine 10mg/ml (v/v), 1% glutamine a 37°C sous 5% de CO,. Les passages furent
réalisés des que la densité dépassait un million de cellules par millilitre et dilué d'un facteur

deux afin d'obtenir une densité moyenne de 500 000 cellules par millilitre.

Dans le cas de traitement par deferoxamine (DFO, Sigma, ref.D9533-1G), les cellules furent
incubées 20h a une densité de 500 000 cellules par millilitre dans un milieu RPMI 1640 sans
SVF contenant 1% de bovine serum albumine dialysée (BSA, Sigma, p/v), 30nM de selenite
de sodium, 1% pénicilline 10 000U-streptomycine 10mg/ml (v/v), 1% glutamine (v/v) et
200uM de DFO a 37°C sous 5% de CO,.

Dans le cas des expérimentations apres carence avec supplémentation en fer, les cellules
furent incubées 20h a une densité de 500 000 cellules par millilitre dans le méme milieu
RPMI 1640 sans SVF avec différentes concentrations (0,5;1;2,5;5;15;25;50;125;625 nM) de
transferrine humaine saturée en fer (Sigma, ref.T4132). L'incubation fut réalisée a 37°C sous

5% de CO,.

Afin de limiter au strict minimum les apports de fer extérieur pour les expérimentations de
carence par deferoxamine et de supplémentation en fer, la solution mére de transferrine a
12,5uM fut préparée a partir d'eau ultra-pure passée sur résine chelex (BioRad). De méme, la

BSA fut dialysée en utilisant cette eau ultra-pure et traitée.
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2.2 Viabilité cellulaire et cycle cellulaire

Avant et aprés chaque traitement (par DFO ou supplémentation en fer), la viabilité fut
déterminée apres coloration au bleu trypan 0.1% (Sigma) par comptage manuel sur lame

FastRead.

Afin de vérifier l'efficacité du traitement par DFO sur les cellules ou de déterminer 1'effet de
la supplémentation en fer sur le devenir cellulaire, I'analyse des phases du cycle cellulaire fut
réalisée avant et aprés chaque traitement. Pour cela un million de cellules furent reprise par
300ul de PBS (Gibco) et fixées par 700ul d'éthanol 70% durant au moins une heure a 4°C.
L'ADN fut ensuite marqué par iodure de propidium 10pg/ml (Sigma, ref.P4864) apres 1h de
digestion de 'ARN par RNAse A (Thermo Scientific, ref. EN0531) a 37°c. L'analyse fut
effectuée par cytométrie en flux sur un cytométre FACS Calibur ou LSRFortessa  (Beckton
Dickinson, laser Sapphire 488nm 100mW, BP 575/26 nm) et la déconvolution réalisée a 1'aide
du logiciel ModFitLTv3.2.

2.3  Quantification des transcrits

L'ARN cellulaire est extrait a partir de culots cellulaires de 3 a 5 millions de cellules ayant été
conservés a -80°C. L'extraction fut réalisée en utilisant le kit NucleoSpin RNA II (Macherey-
Nagel, ref.740955.50) selon les instructions du fabricant. L'ARN extrait fut quantifié¢ par
Nanodrop (Labtech France).

La syntheése d'ADN complémentaire (ADNCc) fut réalisée a partir d'1pg d'ARN total dans un
volume final de 20ul. L'ARN fut tout d'abord dénaturé en présence de 0,5ug d'oligod(T);s
(Thermo Scientific, ref.SO132) a 70°C 5min dans un volume intermédiaire de 11ul. Puis a ce
volume réactionnel on ajouta le tampon de réaction (Tris-HCI ph8.3 50mM, KCl 50mM,
MgCl; 4mM, DTT 10mM), ImM du mélange des 4 ANTP 10mM et 20 unités d'inhibiteur de
RNAse (Ribolock RNAse inhibitor, Fermentas, EO0381) que 1'on fit réagir Smin a 37°C.
Finalement 200 unités d'enzyme M-MuLV reverse transcriptase (Euromedex, ref.09-11211)
furent ensuite ajoutées pour la réaction de transcription inverse a 42°C durant 60 minutes
avant inactivation a 70°C durant 10 minutes. Cette réaction fut effectuée sur le thermocycler

GeneAmp 2400 (Perkin Elmer).
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La réaction de PCR quantitative fut réalisée sur le C1000 Thermal Cycler CFX96 Real Time
System (BioRad) dans un volume réactionnel final de 10ul par condition d'une plaque 96
puits. Ce volume se compose de 3ul d'ADNc précédemment synthétisé et dilué au 30eme
dans de I'eau DEPC et de 7ul du mélange suivant: 2ul de HOT Pol EvaGreen®qPCR Mix Plus
(Euromedex, ref.A120-101P, composé de la sonde EvaGreen®, des dNTP, de la HOT Pol
DNA polymérase, du tampon et de MgCl, 12,5mM) et 250 nM de chacun des primers
(Tableau VI, Eurofins MWG Operon). Le cycle d'amplification fut le suivant: 95°C 15min
pour activation de lI'enzyme, 95°C 15s de dénaturation, 60°C 20s pour 1'hybridation et 72°C
20s pour I'¢longation. Ce cycle fut répété 40 fois et les courbes de fusion établies pour
validation de 1'amplification. Le géne de référence choisi pour la quantification relative fut le
gene hypoxanthine phosphoribosyl transferase (hPRT). Les transcrits étudiés furent les
suivants: Ferritine sous-unité H (FTH), Ferritine sous-unité L (FTL), Ferroportine (FPN1a),
Heme Oxygenase 1 (HO-1), Heme Oxygenase 2 (HO-2), Hypoxia inducible lipid droplet
associated (HILPDA), Récepteur de la Transferrine 1 (TfR1), Iron Regulatory Protein 1 (IRP
1), Iron Regulatory Protein 2 (IRP 2), Aconitase 2 (ACO2), 5-aminolevulinic acid synthase 2
(ALAS2), Divalent Metal Transporter 1 (DMT1), a-globine (aGLO), p-globine (BGLO), y-
globine (YGLO), récepteur de I'Epo (EpoR). Pour la quantification absolue, une quantité
connue de plasmide pGL3 Luciferase Reporter Vectors (Promega) fut ajoutée a chaque
¢chantillon d'ADNCc et la quantification déterminée a partir de I'amplification de ' ADN codant

pour cette luciférase.

2.4 Identification et quantification protéique

2.4.1 Lysat cellulaire

Les culots cellulaires ont subi trois cycles de congélation-décongélation dans 1'azote liquide
avant ajout de tampon RIPA a 1% de NP40 (p/v), un cocktail d'inhibiteur de protéases
(Sigma, ref.P8340) et des inhibiteurs de phosphatases (NaF 10mM, Glycerol-2P 10mM et
NaVO3 0,5mM). Aprés 20 minutes dans la glace, les homogénats furent centrifugés 30
minutes a 8000g a 4°c. Le surnageant fut conservé et constitua I'extrait soluble. Le culot
restant fut lysé de nouveau selon la méthode précédente et I'ajout d'1% de triton X100 (p/v).
La concentration protéique fut évaluée par la réaction de Lowry en utilisant le kit DC Protein

Assay (BioRad), a 750nm sur le lecteur Infinite M200 (Tecan).
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2.4.2 Western blot

Apres dénaturation a 95°c, 5 minutes, en présence de tampon de chargement avec 5% [B-2-
mercaptoéthanol (v/v), 40 pug de protéines furent chargées et séparées en gels 8% (pour IRP 1,
T{R) ou 15% (pour Ft) SDS-PAGE, puis transférées sur membrane de PVDF. Apres blocage
en TBS-Tween 20 0.2% (v/v), 5 % lait écrémé (p/v), les membranes furent incubées 2h a
température ambiante avec l'anticorps lapin anti-IRP 1 dirigé contre la protéine humaine
recombinante (Don du Dr Jean-Marc Moulis, 1:500 (81)) ou l'anticorps lapin anti-ferritin
(Rockland, ref. 200-401-090, 1:2000), ou l'anticorps lapin anti-Transferrin receptor (Abcam,
ref. ab84036, 1:1000). Les membranes furent ensuite lavées en TBS-Tween 20 0.2% (v/v)
avant incubation lh a température ambiante avec l'anticorps secondaire chevre anti-lapin
Horseradish Peroxidase (HRP) (Bethyl, ref.A120-101P, 1:5000). La révélation fut effectuée
avec le kit Pierce ECL western blotting substrate (Thermo Scientific) sur l'appareil de prise

de vue Fusion FX7 (Peqlab) et I' intégration des signaux avec le logiciel Image J vi.47.

2.5 Mesure de l'activité IRP endogéne

2.5.1 Lysat cellulaire

Les culots de cellules fraiches, traitées ou non, furent repris par 25ul par million de cellules
avec un tampon de lyse contenant de I'HEPES 10mM pH 7,3, KCl 40mM, Mg(OAc), 3mM,
un cocktail d'inhibiteur de protéase (BioBasic, ref.B5386), glycérol 5%, DTT 1mM et NP40
0.5% (p/v). Aprés 20 minutes dans la glace, les homogénats furent centrifugés 30 minutes a
8000g a 4°c. Le surnageant fut conservé et constitua l'extrait soluble. La concentration

protéique fut déterminée par dosage Bradford en utilisant le réactif Protein Assay (BioRad).

2.5.2 RNA Electrophoretic mobility gel shift assay (= gel retard)

En utilisant le kit LightShift Chemiluminescent RNA EMSA (Thermo Scientific, ref.20158), la
réaction d'interaction entre IRE biotinylée et les IRP endogenes apportés par 3 pg d'extrait
protéique, fut réalisée en présence et en absence de 2% de B-mercaptoéthanol pour chaque
condition. Avant réalisation de la réaction, 0,2ul d'IRE biotinylé 125nM doivent étre
dénaturés 2min a 80°C par condition, puis refroidis a 4°C et en parallele un pré-run (45

minutes, 70V) d'un gel d'acrylamide 4% non dénaturant en TBE 0,5X doit étre réalisé. Le
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mélange réactionnel d'un volume final de 8ul fut composé d'un mélange de tampon REMSA
1X (10mM HEPES ph7.3, 20mM KCI, 1mM MgCl,, ImM DTT), KCl 20mM, glycérol 5%,
et 200 unités d'inhibiteur de RNAse (Fermentas), auquel fut ajouté les 3pg d'extrait et plus ou
moins 2% de B-mercaptoéthanol. Aprés Smin a 4°C, c'est I'IRE biotinylé qui fut additionné
avant une incubation de 30min a 37°C. 1l fut ensuite ajouté 0,8ul d'héparine par condition
avant une seconde incubation de Smin a 37°C et ajoutde 2ul de REMSA loading buffer 5X.
Le produit de la réaction fut séparé par migration sur le gel d'acrylamide (90min, 65V),
transféré sur membrane Hybond™ N+ (GE Healthcare, 2h00, 200mA) puis, apres séchage,
fixé a cette membrane par réticulation UV (5min, 254nm, 4W). La détection fut réalisée a
l'aide du kit Chemiluminescent Nucleic Acid Detection Module (Thermo Scientific, ref.89880,
applications des instructions du fournisseur) utilisant de la streptavidine couplée a 'HRP. La
révélation fut effectuée avec le kit Pierce ECL western blotting substrate (Thermo Scientific)

sur le Fusion FX7 (Peqlab) et I' intégration des signaux avec le logiciel Image J vi.47.

2.6 Mesure de la régulation IRE par activité luciférase

2.6.1 Transfection

En utilisant les kits Amaxa®Cell Line Nucleofector® (Kit R pour la lignée KG1 et Kit V pour
la lignée K562, Lonza) et a l'aide du Nucleofector II (Amaxa Biosystem), deux plasmides
furent transfectés ensemble dans chaque échantillon, trait¢é ou non par deferoxamine au
préalable. La transfection fut réalisée selon les instructions du fournisseur. L'un de ces
plasmides correspond au plasmide pGL3 (Promega, Fig. 12) porteur d'une activité indicatrice
luciférase de luciole (Firefly) dans lequel chacun des différents IRE fut cloné au site HindIII
en aval du promoteur SV40 (don du Dr. Jean-Marc Moulis, CEA de Grenoble) - Les IRE
étudiés ainsi furent ceux de FTH, FTL, ALAS2, HIF 2a, ACO2, FPN1la et DMT1. Pour
chacune de ces constructions plasmidiques, une version avec 1'IRE en position inverse fut
¢laborée et transfectée en paralléle pour servir de témoin de l'activité indicatrice en absence de

fixation des IRP. Dans chacun des échantillons 3pug de ce plasmide furent transfectés.

Le second plasmide transfecté (100ng/échantillon) dans chacune des conditions est un
plasmide contrdle de la transfection (sans IRE): pGL 4.75 (Promega, Fig. 12), présentant une

autre activité reportrice luciférase (Renilla). Aprés transfection, les cellules furent incubées
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24h en culture dans 2 ml de RPMI 1640-10% SVF (Biowest, v/v)-1% pénicilline 10 000U -
streptomycine 10mg/ml (v/v)-1% glutamine (v/v) a 37°C, 5% de CO,.

Synthetic poly(A)
— signal / transcripti
P pause site
(for background
re-:iuctlclﬁn]
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1 ori
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Figure 12: Structure des deux plasmides présentant une activité reportrice luciférase.

2.6.2 Mesure de l'activité indicatrice

Apres 24h, la viabilité fut mesurée, les cellules numérées, et la mesure des deux activités
luciférase fut réalisée avec le kit Dual-Luciferase Reporter Assay System (Promega,
ref.E1980). Pour cela, les cellules furent récoltées, lavées deux fois au PBS puis lysées durant
15min a température ambiante avec 250ul de la solution Passive lysis buffer fournie dans le
kit. Apres centrifugation (2000g, 2min), 20ul du lysat furent transférés dans un puits d'une
plaque 96 puits, auquel fut ajouté 100ul du réactif LARII pour mesurer l'activité luciférase
firefly. Ensuite, 100ul du réactif Stop & Glo furent ajouté pour inhiber l'activité firefly et
révéler l'activité luciférase renilla. Les fluorescences furent mesurées sur le lecteur Infinite

M200 (Tecan).

Pour l'interprétation, le rapport de la valeur renilla du clone IRE en sens inverse (IRE[-]) sur
la valeur renilla du clone IRE (IRE [+]) fut calculé. Ce rapport devant étre proche de 1 pour
comparer des échantillons dont l'efficacité de transfection est similaire, les mesures au-dessus
et en-dessous de 1+0.25, n'ont pas été prises en compte. Les valeurs de firefly furent ensuite
normalisées sur ce rapport pour les deux constructions IRE[+] et IRE[-]. Et le rapport des

activités firefly des transfections IRE[-] et IRE[+] fut calculé et correspond a une
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quantification relative de la régulation de 1'IRE considéré par les IRP endogenes. Les mesures

furent finalement rapporté au nombre de cellules ou a la quantité de protéines.

2.7 Mesure du fer intra-cellulaire

Les mesures de fer intra-cellulaire furent réalisées par ICP-MS (Inductively coupled plasma
mass spectrometry) sur 'appareil XSERIES 2 (ThermoScientific) du laboratoire des éléments
traces du Département de Biochimie et Toxico-Pharmacologie a I'Institut de Biologie et
Pathologie (CHU Albert Michallon, Grenoble). Une prise d'essai de 100ul d'un lysat d'un
géme

million de cellule fut diluée au 2 et mélangée a 1% d'acide nitrique (v/v) avant

introduction dans l'injecteur avec le gallium 4.4mg/l comme étalon interne.

2.8 Mesure de la production intracellulaire des especes

réactives de l'oxygene

La production des espéces réactives de l'oxygeéne fut évalué en utilisant la sonde redox
sensible: carboxy-dihydrodichlorofluoresceine diacétate acetyle ester (carboxy-H2DCF-DA,
Interchim). Apres traitement DFO ou non, 1 ml de suspension cellulaire a 500 000 cellules par
millilitre fut transférée dans une plaque 24 puits et 200uM de H2DCF-DA furent ajoutés au
milieu durant 30 minutes a 37°C, 5% CO2. Les cellules furent ensuite analysées en cytométrie
en flux a l'aide du FACS LSRFortessa  (Beckton Dickinson, laser Sapphire 488nm 100mW,
BP 525/50 nm).

2.9 Mesure de la peroxydation lipidique

La mesure fut réalisée sur 7,5.10° cellules carencées ou non. Le culot de cellules fut repris
dans 0,5 mL de réactif TBA (0,4% acide thiobarbiturique, 50% acide acétique glacial, 2 mM
EDTA). Le mélange fut mis a incuber 60 minutes a 99°C, puis refroidi 10 minutes dans la
glace et centrifugé 10 minutes a 4000g. La peroxydation lipidique fut mesurée en dosant la
fluorescence dans le surnageant obtenu ( Aex = 535 nm/ Aey, = 595 nm) sur le lecteur Infinite
M200 (Tecan). Un témoin négatif fut réalisé¢ avec 0,5ml de mélange 7,5.10° cellules, 50%
acide acétique glacial et 2mM EDTA.
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2.10 Mesure du glutathion total

Les cellules a analyser (6.10° cellules, non traitées et traitées par DFO) furent lysées dans
150ul d'acide chlorhydrique 10mM (HCI) par congélation et décongélation dans de 1'azote
liquide. Les protéines de 120ul de lysat furent précipitées par ajout de 30ul d'acide 5-
sulfosalicylique (SSA) 6,5%. Aprés 10 minutes d'incubation a température ambiante, les
échantillons furent centrifugés 15 minutes a 2000g et 4°C. Une courbe étalon de glutathion
(GSH) fut réalisée en diluant une solution stock de 100mM de GSH dans de I'HCI 10mM afin
d'obtenir des concentrations comprises entre 10 et 80nM (volume final 100pl), et en ajoutant
20ul de SSA 1,3% par standard. Une solution d'acide 5,5-dithiobis-2-nitrobenzoique (DTNB)
10mM fut préparée dans le tampon phosphate de sodium, 143mM-EDTA, 6,3mM-pH 7.4. De
méme pour les solutions de NADPH 2mM et de GSSG réductase 8,5U/ml. Le réactif
correspond au mélange de 200ul de DTNB, 340ul de NADPH et 1460ul du tampon
phosphate de sodium, 143mM-EDTA, 6,3mM-pH 7.4. Le mélange réactionnel fut préparé en
mélangeant 20ul/puits d'échantillon, de blanc (eau) ou de GSH pour la courbe étalon, suivi de
20ul de tampon et de 200ul de réactif. Le tout fut incubé 5 minutes a température ambiante.
La réaction enzymatique fut amorcée par ajout de 40ul/puits de GSSG réductase et la quantité
d'acide 5-thio-2-nitrobenzoique fut immédiatement mesurée par absorbance a 415nm pendant

2 minutes.
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Résultals

Dans la premiere partie du projet qui est présenté dans ce document, nous nous sommes
focalisés sur les acteurs principaux de 1’homéostasie du fer au niveau cellulaire, dénommés
«réseau fer » car en relation par le systéme régulateur IRP, dans deux lignées cellulaires
différentes (KG1 et K562). Elles correspondent aux modeles de deux types de leucémies

my¢loides.

Ce réseau d'intérét est le suivant: le fer extracellulaire li¢ a la transferrine (Tf) est la source de
fer intra-cellulaire par l'intermédiaire du récepteur de la transferrine (TfR1). Le fer internalisé
peut étre consommé par la cellule pour ses besoins biosynthétiques, stocké dans la ferritine
(Ft) ou potentiellement exporté grace a la ferroportine (FPN1a). Les acteurs de 1’homéostasie
du fer que sont le récepteur de la transferrine, la ferritine et la ferroportine sont sous la
dépendance des IRP qui inhibent la traduction de la ferritine et de la ferroportine et
augmentent celle du récepteur de la transferrine. Les IRP sont eux-mémes régulés par la

quantité de fer disponible (cercle bleu sur la figure 13).

erythroid cell

J

Figure 13: Schéma simplifié du réseau fer au niveau cellulaire. Les rectangles correspondent a des

protéines et les parallelogrammes a des ARNm.
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Bien que les deux modéles leucémiques utilisés aient été développés dans les années 70-80, il
n’existe pas de description exhaustive et quantitative du statut moléculaire, de leur réseau fer.
Nous avons donc travaillé sur KG1 et K562 dans le but de déterminer une image de ce réseau
pour des cellules dans un état de prolifération, tel que dans un processus leucémique, mais

¢galement en situation de carence en fer.

Notre projet a donc été de comparer dans un premier temps 1'état de ce réseau entre les deux
modeles, puis dans la seconde partie de notre projet, aux résultats obtenus chez des sujets
sains. Cette démarche s’appuie sur un effort de modélisation des réseaux étudiés sur la base
de nos données expérimentales, afin d’exploiter au mieux ces données dans un cadre
théorique cohérent et offrant un caractére explicatif intégré concernant le comportement de ce

type cellulaire.

1. IMAGE DU RESEAU FER DANS UN ETAT DE PROLIFERATION

CELLULAIRE VERSUS UN ETAT DE CARENCE EN FER

1.1  Al'échelle moléculaire

1.1.1 Mesure de transcrits: les cibles du systéeme IRP

Nous avons effectué une quantification relative d'un certain nombre de transcrits du réseau fer
mais également d'autres messagers corrélés a 1’utilisation du fer, comme ceux codant pour les
chaines de globine, pour le récepteur de 1'Epo, ou l'une des cibles du facteur de transcription
HIF avec le géne HILPDA. Le geéne de référence utilisé pour la quantification relative est
I'hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase, dont 1’invariance a été validée dans des
expériences utilisant deux autres genes de référence peu régulés (acidic ribosomal

phosphoprotein PO - 36B4, et glyceraldehyde phosphate dehydrogenase - GAPDH).

De fagon globale, on constate une similitude du profil des transcrits entre les deux lignées
(Fig. 14). A 1'état de base les transcrits ferritine sont d'un a deux ordres de grandeur plus
abondants que le géne de référence (Fig. 14A4). Les transcrits des deux heéme oxygénases, du
récepteur de la transferrine, de I'aconitase 2 mitochondriale et des IRP sont similaires entre les
deux modeles. Cependant, certains transcrits considérés comme non détectés ou a la limite de

la détection (barres hachurés) dans la lignée KG1 (Fig. 14A4), sont présents dans la lignée
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K562 (Fig. 14B). C'est le cas du récepteur de 1'Epo, des chaines de globine a, B et vy, de
ALAS?2 et de la ferroportine. A noter la forte représentation de la y-globine chez K562 par
rapport a la B-globine. On note également que DMT1, TfR1 et HILPDA différent de 1 a 2
ordres de grandeur entre les deux lignées avec une quantité¢ plus importante pour KGI1 de
DMTTI1 et HILPDA. Les transcrits FTH, FTL, HO-2, TfR, ACO2, IRP 1 et IRP 2, sont tous

quantitativement plus nombreux dans K562 que dans KGI.

° | ol

o

2 1

i} 3 3 J o [ T

5 0.01 oo I o z| o (2996

‘0 ’ LN N 5‘7_‘ >7° o P

N

® 0,001

=3

w 0,0001 —X=

0,00001 =

0,000001

1000
100

o

2 10 3

i} T

2 1

c

9 0,1

%

o 0,01

=3

o 0,001

0,0001 ||
0,00001
KG1 K562

ARNmM moyenne écart type moyenne écart type
FTH 11,7 2,1 49,7 23,8
FTL 23,3 9,6 274 119,6
TfR1 0,017 0,011 0,12 0,16

Figure 14: Quantification relative des transcrits sélectionnés pour des cellules proliférantes.
A: lignée KG1, B: lignée K562, C: valeurs relatives et écarts types pour FTH/FTL et TfRI

(n=4 pour les cibles avec écarts types, sinon n=1).
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Les mémes cellules ont été carencées en fer durant 24h en présence de 200uM de

deferoxamine (DFO, un chélateur) dans le milieu de culture. L'efficacité de la carence a été

controlée par la mesure de la viabilité cellulaire aprés traitement au DFO associée a 1’analyse

du cycle cellulaire des cellules avant et

apres ajout de DFO. La carence fut considérée comme

effective lorsque l'on observait une stabilisation ou diminution du nombre de cellules aprés

traitement par DFO, associée a un

blocage marqué du cycle cellulaire en GO/G1 se

manifestant par une perte du pic G2/M (Fig. 154, 15B).
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Figure 15: Cycle cellulaire des modeéles cellulaires avant et aprés ajout de deferoxamine 200uM

durant 24h. A: Lignée KGI et B: lignée K562. En rouge la déconvolution de GO/G1, en jaune celle de

G2/M et entre les deux (partie hachurée) la phase S.
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En moyenne, la perte cellulaire est estimée a 12% pour KGI1 et 14% pour K562. Cependant
les variations de la perte cellulaire d'un traitement a l'autre sont trés grandes. Ainsi on a pu
voir pour le méme traitement DFO (200uM ; 24h) avec des cellules a la méme densité (500
000 cellules/ml) des variations de +20% de croissance cellulaire a 65% de perte cellulaire et
avec un cycle cellulaire contrélé et validant un blocage de la croissance cellulaire. Cependant
respectant les mémes conditions nous n'avons pas toujours obtenu un blocage de croissance,
cette variabilité étant plus fréquente pour KG1 que pour K562. Nous avons donc utilisé le

cycle cellulaire comme critére principal pour juger de l'efficacité du traitement DFO.
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Figure 16: Quantification relative des transcrits sélectionnés pour les modeéles cellulaires apreés
carence de 24h en présence de 200uM de deferoxamine.

A: KG1 et B: K562 (n=4 pour les cibles avec écarts types, sinon n=1).
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Apres carence, les cellules des deux lignées cellulaires, bloquées dans leur croissance,
montrent toujours des profils de quantification relative similaires (Fig. 16). Les transcrits
ferritine (FTH et FTL) restent quantitativement les plus représentés. Les transcrits du
récepteur de I'Epo et des différentes globines d'ALAS2 et FPN1a sont toujours a la limite de
détection dans la lignée KGI. Les transcrits FTH, FTL, HO-2, TfR, ACO2, IRP 1 et IRP 2,
restent quantitativement plus nombreux dans K562 que dans KGI, et inversement pour

HILPDA.
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Figure 17: Bilan comparatif des quantifications relatives des transcrits entre cellules proliférantes
et cellules dont la croissance est bloquée.

A: KGI et B: K562. Les transcrits ALAS2 et FPN1a sont indétectables pour KG1.
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Les différences de quantité de transcrits avant et apres carence (Fig. 174, 17B) sont faibles.
Toutefois on note une évolution pour chaque transcrit dans les deux lignées. Ainsi, aprés
carence, les messagers FTH, FTL, HO-2, ACO2, IRP 1 et HILPDA diminuent, alors que ceux
de TfR1 et IRP 2 augmentent. Pour K562, les transcrits de la ferroportine sont diminués apres
chélation et ceux d'ALAS2 restent stables. Cependant toutes les différences observées ne

peuvent pas étre considérées comme significatives pour aucun des deux modeles cellulaires.

Nous avons ensuite comparé les données obtenues pour nos deux lignées cellulaires avec
celles de cellules CD34+ de volontaire sain (un seul échantillon disponible), donc des cellules
souches immatures non pathologiques (Fig. 18). On constate une similitude qualitative du
profil des transcrits avec des taux de transcrits des deux sous-unités de ferritine, de HO-2 et
des deux IRP équivalents a ceux des lignées leucémiques. Ceux de TfR1, ALAS2, EpoR et
FPNI1a correspondent a ceux de K562, alors que celui d'HO-1 reste trés marginal comme pour
les lignées. Les transcrits ACO2 et DMTI différent quelque peu quantitativement par rapport
aux lignées. Les différences majeures observées sont l'absence de détection de HILPDA,
représentée par le marquage hachuré orange de la figure 18 et l'expression des transcrits des

globines comme K562 bien que cette expression soit qualitativement différente (majorité d'oa-

globine).
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Figure 18: Quantification relative des transcrits du réseau fer de cellules CD34+ de sang

peériphérique provenant d'un donneur sain.
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1.1.2 Les effecteurs du systéeme IRP: régulation opérée sur les IRE par

les IRP

Dans le but de déterminer si le systeme IRP régule 1'ensemble des cibles IRE de la méme
maniére dans les deux modeles cellulaires considérés, une activité indicatrice luciférase, sous
la dépendance de chacun des IRE testés (IRE de FTH, FTL, ACO2, HIF 2a, DMT1, ALAS 2
et FPN1a), a ét¢ mesurée apres transfection des cellules par un plasmide produisant cette
enzyme. Pour chaque IRE, deux plasmides ont été construits, I’un dans lequel I’IRE est en
amont de I'ADNc codant pour la luciférase de luciole (Firefly), I’autre dans lequel la séquence
du méme IRE a la méme place est inversée, donc non reconnue par les IRP (témoin négatif).
Un autre plasmide codant pour une autre luciférase (Renilla) a été co-transfecté comme
controle de transfection. Les deux activités luciférase ont ¢été enregistrées 24h apres
transfection, et les résultats sont rapportés apres normalisation de ’efficacité de transfection
par le rapport d’activité entre plasmide avec IRE anti-sens (non régulé) et IRE sens (fixant les
IRP endogenes disponibles, avec donc une traduction de luciférase réprimée et une activité
diminuée). Les mesures ont été effectuées sur les deux lignées sur cellules proliférantes mais

¢galement sur cellules carencées.

Tous les rapports calculés sont supérieurs a 1 pour chaque IRE de chaque lignée et quelle que
soit la condition (cellules proliférantes ou bloquées). Le maximum des rapports ne dépasse
pas 10 pour les deux modéles. Bien que des valeurs soient globalement plus ¢élevées pour
K562 que KGI1, la régulation est qualitativement identique entre les IRE des différentes
lignées pour cellules en croissance ou carencées. Nous n'observons donc pas de différence

significative de I'efficacité de régulation des IRP sur les IRE.
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1.2 Al'échelle protéique

1.2.1 Mesure de I'activité des protéines IRP
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Figure 19: Détermination de l'activité IRP globale avant et aprés carence ferrique par gel retard.
A: lignée KG1 et B: lignée K562. L'ajout de 2-mercaptoéthanol (ME) révele l'activité totale IRP
potentiellement mobilisable. Les différentes bandes des gels retards ont été intégrées et représentées

graphiquement pour KG1 (C) et K562 (D).
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Pour les deux lignées, un signal correspondant a la formation d'un complexe entre I’IRE

biotinylée et les IRP endogénes a été observé pour chacune des conditions (Fig. 194, 19B).

Le B2-mercaptoéthanol déplace les cystéines ligands du cluster Fer-Soufre d’IRP 1 et induit
ainsi le passage de la forme aconitase a la forme fixatrice des IRE. Le signal avec P2-
mercaptoéthanol marque la totalité d'IRP activé : on en déduit le pourcentage d'activation en

l'absence de B2-mercaptoéthanol dans les différentes conditions.

En condition de croissance c'est donc 72% des IRP qui sont activés pour la lignée KG1 (Fig.
19C) contre 28% pour K562 (Fig. 19D). En conditions de carence, ce pourcentage
d'activation passe a 100% pour KG1 et 81% pour K562.

1.2.2 Identification et quantification de protéines clés du réseau

Enfin la connaissance du réseau fer passe par la détermination de protéines d'intérét telles que
IRP 1, IRP 2, Ft, FPN, TfR1 ou HIF 2a, et de suivre leur évolution aprés carence en fer dans
les deux mode¢les considérés (Fig. 20). Quand cela a été possible, certaines d'entre elles ont
été quantifiées (Ft et IRP 1) pour relier ces informations a celles acquises au niveau des

meSssagers.

Apres traitement de 24h par deferoxamine 200uM, on constate une diminution moyenne
(n=2) de respectivement 36,0% (+/-2,8%) et 38,0% (+/- 8,5%) pour KG1 et K562 de la
protéine totale d'IRP 1, une diminution de 51,0% (+/- 3,0%) de la ferritine et au contraire une
augmentation de 61,5 (+/-37,5%) et 51% du récepteur a la transferrine pour KG1 et K562

respectivement.

Nous n'avons a 1'heure actuelle pas pu obtenir de résultat satisfaisant concernant les autres

protéines (FPN1a, HIF 2a et IRP 2), faute d'anticorps spécifiques de bonne qualité.
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Figure 20: ldentification des protéines d'intérét du réseau fer par western blot pour les lignées KG1

et K562 en croissance et aprés traitement par DFO 200uM. Intégration des bandes identifié¢es et

normalisation par rapport a l'actine.
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1.3 Etatredox dans les modeles cellulaires

A l'aide de la carboxyH2DCF-DA qui pénétre dans les cellules on peut évaluer la production
d'ERO dans la phase de croissance et en état de carence. La sonde est convertie en DCFH par
l'action des estérases intra-cellulaires, puis oxydée par les espeéces oxydantes en
dichlorofluorescein, un fluorophore. La mesure de fluorescence par cytométrie (n=2) montre
une diminution du pic de fluorescence (décalage vers la gauche, Fig. 21) entre les cellules en
phases de croissance et des cellules carencées dont la croissance est bloquée. Ces résultats
sont similaires pour les deux lignées. Cela correspond donc a une diminution de la production

des ERO par les cellules apres carence en fer.
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Figure 21: Mesure des espéces réactives de l'oxygene par la carboxy-H2DCF-DA en cytométrie de
flux. A: lignée KG1 et B: lignée K562. Le pic gris correspond a la fluorescence des cellules dans un

état proliferatif et le pic violet a celle des cellules carencées.

La mesure de la peroxydation lipidique et du glutathion total sont les deux autres analyses
réalisées afin de caractériser 1'état d'oxydo-réduction des modeles cellulaires.

La premiére, correspondant a la détermination de l'oxydation des composés membranaires
lipidiques, repose sur la réaction de dosage du malondialdéhyde produit. On mesure cette
aldéhyde par l'intermédiaire d'un pigment absorbant a 532 nm qui est form¢é en milieu acide et
a chaud par réaction du malondialdehyde et deux molécules d'acide thiobarbiturique. Nos
résultats ne révelent pas de variation de la production de malondialdéhyde et donc de la
peroxydation lipidique apres carence en fer (Fig. 224). La seconde analyse correspond a
I'exploration d'une réponse anti-oxydante cellulaire par l'intermédiaire du glutathion. La

mesure repose sur la détermination de la concentration en GSH total par réduction de l'acide
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5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoique. Les résultats obtenus révelent une diminution moyenne de la
concentration de glutathion total apres carence en fer de 60% [47 - 65%] pour la lignée KG1.
La variation de la concentration de glutathion total n'est pas significative pour K562 (Fig. 22).

On note également une variation inter-lignée du glutathion total basal d'un facteur six.
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Figure 22: Mesure de la peroxydation lipidiques et du glutathion total avant et aprés carence en fer

pour les deux modeéles cellulaire. A: Peroxydation lipidique (n=3) et B:Gluthathion total (GSH, n=2).
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2. DE L'EXPERIMENTAL A LA MODELISATION PUIS DE LA

MODELISATION A L'EXPERIMENTATION

2.1 La modélisation du réseau fer

Les résultats présentés dans cette section ont €t¢ obtenus par N. Mobilia, E. Fanchon (TIMC-

IMAG) et A. Donzé (VERIMAG et Berkeley University, USA).

2.1.1 Méthodologie

Depuis le début de ce projet, 1'équipe Biologie Computationnelle et Mathématique
(Laboratoire TIMC IMAG) s'efforce d'établir un modele informatique du réseau fer (Fig. 13).
Le premier fut établi exclusivement a partir de données publiées (112). Un second modele
plus perfectionné est en cours d'élaboration et comprend cette fois une partie des résultats

expérimentaux obtenus ici (quantification protéique et quantification de transcrits).

Le réseau est décrit mathématiquement a l'aide d'équations différentielles décrivant le
changement de concentration des especes en fonction du temps, et se compose d'un terme de
production, d'un terme de dégradation et d'un terme de régulation de l'espece considérée (Fig.
23). Le terme de régulation comprend une fonction sigmoide (Sig") qui est nulle si la variable

x est inférieure au seuil © ou égale a 1 si la variable est supérieure a O.

dFPNIa
dr

= Kigpsrpnia X SIB*(IRP, 8o sepnta) = Kepnia_dey X FPN1a

'‘Nla prod
L= i
Régulation par I'IRP
Production Dégradation

basale  pégulation de PIRP par le fer ~ SPORfance

P
dIRP A N\ f_H

g = Keosime x sig*(Fe, Er:f-)mp:' X IRP = Kpgp deg X IRP

Figure 23: Exemple de deux équations différentielles représentant l'évolution de la concentration
en ferroportine et la concentration d'IRP dans le temps.
Le terme bleu correspond au terme de production de la protéine, le terme violet correspond au terme
de dégradation et le terme central a la régulation avec un seuil © (rouge) du taux d'IRP régulant

FPNIla (vesp. du taux de fer régulant les IRP).
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La résolution du systéme d'équations différentielles assignées au schéma de la figure 13 a

produit un unique point stationnaire stable décrivant les cellules proliférantes (112).

Etant donné les nombreuses données manquantes dans la littérature, ainsi que l'utilisation de
données n'ayant pas été établies dans le contexte biologique considéré ici (progéniteurs
my¢loide), les valeurs pour chacun des différents parametres du modele ne sont pas toutes
fixées précisément mais des contraintes leur sont imposées sous la forme d'inégalités en
fonction du comportement observé du systeéme. La stratégie de modélisation est d'utiliser des
intervalles de valeurs pour chaque parametre sous forme de contraintes. Ainsi, par exemple,
connaissant le taux de production du récepteur de la transferrine, on pose 1'hypothése que le
taux de production de FPN (pour lequel nous n'avons aucune donnée) n'est ni plus de 1000
fois supérieur a la valeur maximale du taux de production de TfR, ni 1000 fois inférieur a la
valeur minimale. Soit un intervalle avec un différentiel de six ordres de grandeur. C'est cette
utilisation de systéme par contraintes et d'inégalit¢é qui constitue I'originalité de cette

modélisation.

2.1.2 Exploration du systeme lors de la simulation d'une carence en

fer

La dynamique du systéme a ¢été ¢tudiée a travers la simulation d'une carence martiale,
correspondant a nos expérimentations avec chélation par deferoxamine. Pour cela un logiciel
informatique, nommé Breach (113), a été utilisé. Ce logiciel formalise le systéme étudié
comme décrit dans le paragraphe précédent, et permet de simuler 1'évolution dans le temps de
ce systeme apres une perturbations telle que la suppression de l'apport de fer. A partir de 1'état
d'équilibre défini dans des conditions suffisantes en fer (cellules proliférantes), la coupure de
l'entrée de fer est introduite a T+6h par suppression de la transferrine. Un espace ou les
valeurs des différents parametres satisfont les propriétés du systéme a ainsi été identifié.
L'évolution du systéme avec trois des jeux de parametres admissibles est représentée figure
24. Cette figure illustre le comportement attendu des cellules privées de fer, ce qui valide les
solutions obtenues. Il est intéressant de constater que la concentration en ferroportine,
I'exporteur de fer, décroit faiblement (moins de 10%) lors de la carence, alors que les autres

variables, représentant les especes considérées, varient fortement ou s'annulent.
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La sensibilité des variables du mod¢le aux variations des différents parameétres a été calculée
et permet d'identifier une hiérarchie parmi ces parameétres pour chaque variable. Par exemple,
le seuil de la concentration de fer régulant les IRP (Op._rp) apparait comme l'un des
parametres principaux déterminant la disponibilité en fer, représentée par la variable [Fe]
(Fig. 25). Ce résultat illustre 1'un des intérét de la modélisation qui, en l'occurrence, attire
l'attention sur un parametre d' intérét biologique mais aussi clinique. En effet, il est I'élément
déclenchant du systéme régulateur IRE-IRP, et il détermine en cela la capacité des cellules
étudiées (ici les progéniteurs myéloides) a proliférer. Cet aspect fait sens pour le
développement des blastes dans les LAM, ou lors des rechutes dans lesquels le clone

leucémique reprend un avantage prolifératif sur les cellules saines, par exemple.

Coupure de Déplétion des
I'entrée de fer stocks de Fi

Tf sat

FPM La

TiR1

Figure 24: Simulation dynamique du comportement de chacune des espéces a travers le temps
lorsque l'entrée de fer est coupée a T+6h. D'apres Mobilia et al, EPTCS 2012.
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Figure 25: Sensibilité de la concentration en fer lors de la variation d'1% des différents paramétres
du systeme. D'aprés Mobilia et al, EPTCS 2012.

2.2 Evaluation du seuil O¢._irp

Le seuil de fer © régulant l'activité des IRP correspond a la concentration en fer suffisante
pour les besoins cellulaires et qui inactive la fonction régulatrice des IRP sur les différentes
cibles IRE. Cette inactivation permet la préservation des cellules vis a vis du fer intra-
cellulaire (ex: synthése accrue de ferritine) et évite ’entrée excessive de fer extra-cellulaire
(déstabilisation du messager du récepteur de la transferrine). Ainsi, afin d'évaluer l'ordre de
grandeur de ce seuil qui n'a jamais été estimé, les cellules ont été carencées par de la
deferoxamine durant 24h ce qui supprime l'absorption de fer par les cellules et participe a
I'épuisement des réserves en fer comme défini par les expérimentations précédentes. A partir
de ce stade (apres carence), les cellules ne proliferent plus et une partie d'entre elles entre en
apoptose (Fig. 15). On soumet alors & un nombre de cellules défini, différentes concentrations
de transferrine apportant une quantité de fer connue (Fe=0, 1, 5, 25, 125 nM). Au bout de 24h
supplémentaires sont mesurées la densité cellulaire pour juger de la reprise de la croissance, la
concentration en fer intracellulaire totale pour suivre sa réincorporation, la quantité relative de
ferritine, récepteur transferrine et IRP. L'état du cycle cellulaire et la quantification des

différentes phases sont également évalués.

Aprés carence, les cultures sont ensemencées a 500 000 cellules/ml. Aprés 24h, en l'absence
de fer et pour des concentrations faibles (1 et 5 nM), la densité cellulaire diminue pour K562
(Fig. 26B), reste stable pour KG1 (Fig. 26A4). Puis pour des concentrations plus €levées (25,
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125 nM), elle retrouve la valeur initiale pour K562 avec Fe=125nM (Fig. 26B) et augmente
pour KGI1 des la condition Fe=5 nM (Fig. 264). Ces évolutions de densité cellulaire
correspondent a la somme de la mort cellulaire se poursuivant apres carence et a la reprise de
la prolifération due a I’apport de fer. Elles sont a mettre en paralléle avec les mesures de fer
intra-cellulaire (en violet sur la figure 26). Cette concentration en fer évolue dans le méme
sens que la densité, a savoir une augmentation dés la condition Fe=5 nM pour KG1 et, pour
K562, une augmentation progressive a compter de la condition Fe=25 nM. Comparant la
concentration en fer intra-cellulaire avant et apres carence, celle-ci s'avere €tre divisée par 3

pour KG1 et par 4 pour K562.
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Figure 26: Evolution du pourcentage de cellules en phase G2, de la concentration intra-cellulaire
en fer et de la densité aprés 24h de carence par deferoxamine 200uM, puis 24h de supplémentation
en transferrine chargée selon différentes concentrations. A: lignée KG1 et B: lignée K562. Courbe

grise. densité cellulaire ; courbe violette: [Fe] .., et courbe rouge: % de cellule en G2.
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Si l'on regarde l'intégration des signaux d'identification protéique obtenus par western blot
pour chaque concentration de transferrine apportée (Fig. 274 et 27B), on observe que la
ferritine augmente surtout pour la condition Fe=125 nM pour KG1 (Fig. 27C). Pour K562,
I'augmentation est progressive mais assez faible (Fig. 27D). Pour les deux lignées il y a une

diminution progressive du récepteur de la transferrine (plus marquée pour KGI).
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Figure 27: Identification protéique par western blot et évolution des concentrations de Ft et TfR1.
A: lignée KG1 et B: lignée K562. C et D: Intégration des bandes identifiées et normalisation par

rapport a l'actine pour Ft.
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Quant a la protéine IRP 1, les observations différent. Pour KG1, on montre une diminution
progressive de la protéine totale (forme IRP 1 active + forme aconitase) , alors que pour K562
la concentration est stable. Ceci est a mettre en regard avec la détermination de I'activité IRP
totale (Fig. 28) réalisé sur une unique expérimentation. Dans le cas de KG1, l'activité reste
maximale aprés carence (100%), diminue faiblement pour de faible quantité¢ de fer, mais
diminue treés fortement pour 125nM de fer ajouté au milieu (28%). Ce taux d'IRP actif est
alors 2,5 fois inférieur a I'état de base des cellules. Deux valeurs n'ont pu étre déterminées
pour KG1 (ND). Pour K562, partant d'un état de base avec un pourcentage d'IRP actif faible
(28%), l'activité est forte (oscillant entre 70 et 100%) aprés carence et pour de faibles ajouts
de fer. A 125nM de fer la moiti¢ des IRP sont actifs, correspondant a un taux 1,7 fois
supérieur a 1'état de base des cellules. La diminution moins forte de I'activité IRP pour K562
par rapport & KG1 confirme les résultats obtenues figure 27 d'une croissance de la Ft et une

décroissance de TfR1 moins marquées pour K562.
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Figure 28: : Identification protéique d'IRP 1 par western blot, évolution des sa concentration et
détermination du pourcentage d'IRP (IRP 1 + IRP 2) actif.
A: lignee KG1; B: lignée K562; C: intégration des gels retards pour les lignées KG1 et K562 avant,

apres carence ferrique et apres supplémentation en fer.
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Enfin, en examinant le déroulement du cycle cellulaire, on peut déterminer a partir de quelle
condition une reprise de la croissance cellulaire, reflet d'une concentration suffisante pour
satisfaire la division, se produit. Ainsi, comme le montre 1'exemple de la figure 29 et la courbe
rouge de la figure 26, on confirme pour K562 I'absence de croissance pour les conditions Fe=
0, 1 et 5 nM avec une absence significative de phase G2/M sur le cycle. Puis a partir de Fe=
25 nM, on retrouve cette phase, t¢émoignant d'une reprise de la prolifération. La reprise de la
prolifération plus précoce pour KGI1, a partir de Fe=1 a 5nM, a également été vérifiée
(Fig.26).

L'ensemble de ces résultats nous permet d'estimer que le seuil © se situe entre 1 et SnM

d'apport de fer via la transferrine pour la lignée KG1 et entre 5 et 25nM pour K562.

Fer=0nM Fer=1nM Fer=5nM

B

Fer=125nM

e

K562 %G1 %5 %52
Fer=0nM 25,17 74,83 0,00
Fer=1nM 27,13 72,27 0,00
Fer=5 nM 29,03 70,97 0,00
Fer-25nM 31,78 60,22 8,00
Fer=125 nM 30,55 61,76 7,69

Figure 29: Exemple d'évolution du cycle cellulaire pour K562 selon les différentes conditions de
supplémentation en fer. En rouge la déconvolution de G0/G1, en jaune celle de G2/M et entre les

deux (partie hachurée) la phase S.
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Ces expériences ont été réalisées quatre fois pour chaque lignée. Dans une minorité de cas les
cellules pour les conditions Fe=0 et Fe=1 nM ont continué¢ de croitre, en accord avec une
concentration intra-cellulaire en fer suffisante, avec un niveau de ferritine assez élevé et un
cycle caractéristique d'une croissance. Ces expériences n’ont pas ¢té conservées, car elles

traduisent un défaut de carence induite par le traitement.
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Disceessiorn

Comme en témoignent, par exemple, les travaux de Callens et al. sur l'induction de la
différenciation lors de la privation des cellules leucémiques en fer in vitro et in vivo (essai sur
un patient), un lien semble exister entre la régulation de 1’utilisation cellulaire du fer,
I’équilibre d’oxydoréduction et la balance prolifération/différenciation des cellules
leucémiques. Néanmoins, les détails mécanistiques des interactions entre fer et ERO dans les
LAM ne sont pas connus, ce qui empéche pour I’instant la rationalisation des approches
thérapeutiques pouvant cibler les voies les plus pertinentes. Nous essayons donc par une
double approche, expérimentale et de mod¢lisation, d'évaluer ces réseaux complexes de
régulation du fer et de 1'équilibre redox dans les cellules leucémiques myéloides afin
d'¢lucider les mécanismes permettant aux blastes de proliférer tout en échappant au processus
de différenciation, et de définir ainsi les cibles thérapeutiques les plus adaptées. Nous nous
sommes tout d'abord focalisés sur le réseau fer pour lequel nous avons caractérisé 1'état de
certains des acteurs majeurs dans deux modeles de lignées leucémiques, d'une part a 1'état de
base c'est a dire lors de la phase de prolifération des cellules, et d'autre part en état de carence

en fer induisant un arrét de croissance de ces cellules.

B Un systeme régulateur IRE-IRP actif, fonctionnel et sous la dépendance de la concentration

en fer

Nous avons identifié d'une part la présence de protéine IRP 1 chez les deux lignées avec une
activité IRP globale importante pour KG1 (~72%) et plus modeste pour K562 (~28%), et
d'autre part nous avons observé une régulation effective in cellulo des IRP endogenes actifs
sur des ARNm exogénes portant un IRE en 5' de la séquence codante et capables de révéler la
répression exercée par les IRP. Pour les lignées cellulaires étudiées, une augmentation de la
concentration d'IRE ne perturbe pas I'efficacité¢ de régulation par les IRP sur les IRE (§1.1.2
p76). Nos mesures in cellulo ne révélent donc pas de redistribution des IRP vers des cibles
IRE privilégiées comme pouvait le suggérer les résultats de Goforth et al., dont les auteurs
démontrérent in vitro une gamme de constantes de dissociation IRP 1-IRE balayant un ordre
de grandeur sur les IRE en 5' et donc une différence potentielle significative du controle de la
traduction des ARNm (114). L'influence du type cellulaire et 1'état cellulaire (bénin ou malin)

doit donc étre considéré sur la base de ces résultats, car d'une part il a été démontré une
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activité régulatrice plus importante pour FTH que ACO2 dans les cellules hépatiques
normales (68). Et d'autre part, il a ét¢ mis en évidence l'existence de modifications de la
régulation post-transcriptionnelle standard avec une traduction de 'ARNm FTH/FTL moins
sensible a l'activation par le fer que la traduction de 'ARNm de ALAS2 dans les étapes
terminales de la différenciation des progéniteurs érythroides murins (95). Notre résultat
suggérant l'absence de spécificité de l'interaction entre IRP endogénes (donc a la fois IRP 1 et
IRP 2 en proportions variables suivant les conditions) et les divers IRE, nécessite
confirmation et une interprétation plus poussée dans le contexte biologique étudié. Ainsi nous
avons débuté une analyse des transcrits luciférase et de I'ensemble des transcrits décrits dans
ce travail pour les cellules transfectées par un ARNm exogene porteur d'un IRE. Les premiers
résultats pour KG1 (non présentés), bien que nécessitant confirmation, montrent l'absence de
perturbation de la transcription des cibles du systéeme IRE-IRP, ainsi que l'absence de
déplacement des IRP (en se fiant a I'absence de variation des transcrits TfR1) en introduisant
une quantit¢ ' ARNm IRE[+] (ou IRE[-]) au moins équivalente a celle des transcrits du geéne
de référence. Ceci est un exemple des expérimentations complémentaires a réaliser. Ne
sachant pas si ces observations sont caractéristiques des cellules leucémiques, une
comparaison avec des cellules hématopoiétiques saines et d'autres types cellulaires semble
indispensable. Nous avons également constaté la présence d'un certain nombre des cibles
(ARNm) du systeme IRE-IRP dans les deux mode¢les cellulaires, cibles qui présentent de
larges différences de concentrations au sein d'une méme lignée (Fig. [4). La plupart des
composants du systéeme IRE-IRP sont donc présents et I'absence de différence de régulation
des IRP entre les différents IRE ajoutés suggere que les IRP actifs se distribuent selon la
concentration relative de chaque ARNm déterminée lors de nos expérimentations. Méme si
les messagers des IRP sont en quantités relativement faibles, nos mesures préliminaires de
protéines (données non présentées) donnent entre 60 000 a 15.10° IRP 1 par cellule, soit une
quantité suffisante pour interagir stoechiométriquement avec les messagers mesurés, estimés
entre 50 000 et 250 000 par cellule grace a la référence interne (ADNc de la luciférase)
introduite. A noter toutefois que toutes cibles des IRP n'ont pas été quantifiées dans notre
travail et qu'a 1'heure actuelle toutes les cibles de ce systéme n'ont probablement pas été

identifiées.

En situation de carence en fer par le traitement deferoxamine, l'activation et le fonctionnement
du systeme IRE-IRP sont confirmés. En effet, lors de la privation des cellules en fer on

observe d'une part toujours une régulation par les IRP endogenes effective sur les IRE en 5' in
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cellulo (§1.1.2 p76), et d'autre part une activité IRP globale fortement augmentée (Fig.19).
Celle-ci, maximale pour KG1 et proche du maximum pour K562, démontre qu'lRP 1 est
converti majoritairement sous forme active liant les IRE, sans que la concentration total de la
proté¢ine IRP 1 ne wvarie significativement. Les expérimentations de carence puis
réintroduction de fer montrant une variation de l'activité IRP selon la concentration en fer
ajoutée, associée aux variations des protéines d'intéréts correspondantes, vont également dans
le sens d'un systéme régulateur présent et sous la dépendance de la concentration en fer (Fig.
27, 28). De plus, méme si elle est faible, I'augmentation du taux de transcrit TfR1 apres
carence peut refléter l'effet des IRP, ce qui se traduit surtout au niveau protéique par une
concentration 3 a 4 fois supérieure du récepteur de la transferrine. De méme, 1'observation de
variations des concentrations protéiques comme la diminution de moiti¢ de la ferritine est le

signe attendu de l'activité répressive des IRP sur cette cible.

Ces données démontrent que le systéme IRE-IRP est actif au sein de ces modéles

leucémiques, qu'il est fonctionnel, et sous la dépendance de la concentration en fer.

B Un besoin en fer différent entre lignées qui traduit un destin cellulaire différent

A 1'¢échelle moléculaire, les profils transcriptionnels des nceuds du réseau fer sont similaires
entre les deux lignées étudiées lors de leur phase de prolifération. Les différences observées
portent sur les transcrits ALAS2 et FPNla présents uniquement chez K562 avec d'autres
transcrits comme EpoR et les globines o/p/y démontrant un engagement précoce de K562 vers
la lignée érythroide. Ceci est a mettre en relation avec un taux de transcrit des sous-unités
ferritine et de récepteur de la transferrine supérieur chez K562 (Fig.14C), suggérant un besoin
plus important en fer que la lignée KG1. Il est toutefois surprenant d'observer que c'est K562
et non KG1 qui exprime les transcrits codant l'exporteur de fer (FPNla). Nous n'avons
cependant pas ¢€t¢é en mesure de vérifier la présence ou l'absence de la protéine
correspondante. Ce besoin accru de fer pour K562 est confirmé par notre quantification
absolue de la ferritine par western blot a 'aide d'une gamme de protéine pure (données non
présentées) avec un taux respectif pour KG1 et K562 compris entre 0.0015 a 0.15 pg/cellule
pour KG1 et 0.008 a 0.55 pg/cellule pour K562, soit une capacité de stockage du fer 3 a 5 fois
plus importante pour K562. Cette capacité de stockage refléte probablement des besoins
supérieurs pour K562, a mettre en relation avec sa vitesse de doublement relativement courte

et sa tendance vers 1'engagement érythrocytaire avec les caractéristiques associées. En effet, la
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lignée K562 est caractérisée par un ¢tat de pré-synthése d'hémoglobine (feetale
majoritairement) par la présence des ARNm codant les globines sans synthése marquée de la
protéine excepté en cas d'utilisation d'un inducteur comme 1'hémine (non pratiqué dans nos
expériences), ou lors de culture sur le long terme pouvant provoquer une différenciation
spontanée avec notamment des érythrocytes producteurs d'Hb F ou B (115). K562 doit donc
avoir la capacit¢ de moduler l'effet homéostatique des IRP. Une autre possibilité
correspondrait a un systéme IRE-IRP fonctionnel mais dépassé en étant non modulé par la
concentration en fer, comme démontré dans les érythroblastes murins en état de
différenciation terminal. Cette situation qui va a l'encontre du fonctionnement standard du
systtme IRE-IRP, et permet un afflux massif de fer, pourrait étre bénéfique aux cellules
leucémiques cherchant a maximiser leur apport en fer pour proliférer. Or, comme nous I'avons
démontré précédemment le systtme IRE-IRP des K562 est parfaitement fonctionnel, sous la
dépendance de la concentration en fer et avec une activité moins forte en phase de
prolifération (Fig.19) que pour des progéniteurs plus immatures (exemple: KG1), ce que
confirment les concentrations de Ft et TfR1 (Fig.20). A la différence des cellules KG1 ou le
systeme IRE-IRP est déja fortement sollicité a I'état de base, le systeme IRE-IRP des cellules
K562 présente un degré d'activité trés partiel et dispose ainsi d'une forte marge
d'augmentation de la capacité de régulation des IRE comme nous avons pu le constater lors
d'une carence en fer. Or, comme nous avons pu l'observer, la densité et donc la prolifération
évoluent en parallele a la variation de la concentration intra-cellulaire en fer (Fig.26). Ces
deux lignées, avec leur discret décalage de stade de maturation et d'engagement, montrent une

gestion du flux de fer sensiblement affectée.

Ceci est a mettre en relation, d'une part, avec la capacité proliférative supérieure des K562 et,
d'autre part, avec une sensibilité plus accrue des cellules K562 notamment a la carence. En
effet, ces dernieres présentent un nombre de cellules plus important en phase S du cycle
cellulaire, un blocage du cycle cellulaire en phase GO/G1 plus facile a obtenir qu'avec les
KGI1 (§1.1.1 p73) et apres carence une mortalité cellulaire plus forte ainsi qu'une diminution
plus importante de la concentration intra-cellulaire totale en fer (réduit d'un facteur 3 pour
KGT1 et d'un facteur 4 pour K562). Ainsi, bien que pour les deux lignées une carence efficace
soit caractérisée par une diminution de seulement la moiti¢é de la ferritine, la forme de
stockage du fer, dans la trés large majorité des cas cette diminution est suffisante pour stopper
la croissance des K562 et méme induire une mort par apoptose pour une partie des cellules,

alors que dans un cas sur deux pour KGI cette diminution est insuffisante pour modifier leur
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destin cellulaire (§1.1.1 p73). Cela confirme le role crucial du fer dans le destin cellulaire,
notamment dans l'arrét de la croissance des cellules initiatrices et une gestion du fer quelque
peu différente entre les lignées avec une dépendance plus forte vis a vis du fer de K562, alors
que KGI est capable de croitre avec de moindre concentrations de fer ce qui suppose une
utilisation maximale des ressources intra-cellulaire et donc une meilleur gestion du fer intra-
cellulaire qui passe notamment par le systtme IRE-IRP. L'incapacité¢ des cellules KGl
d'exporter le fer en raison de l'absence de détection de transcrits FPN1la est un argument
supplémentaire en faveur d'une diminution du flux de fer et d'une régulation plus stricte de
son entrée. La détermination de I'activité respective d'IRP 1 et IRP 2, la quantité et 1'évolution
des concentrations d'IRP 2 dans le systéme et la comparaison a 1'état d'activation de cellules
saines semblent indispensables pour déterminer s'il y a une hyperactivation du systéme IRE-
IRP chez KGI1 et si cela correspond a un systeme d'adaptation propre aux cellules

leucémiques.

B Similitude d'une partie du systéme IRE-IRP des modeéles avec les progéniteurs sains

La comparaison des profils des ARNm de lignées proliférantes a celui de cellules CD34+
témoin, montre une similitude transcriptionnelle des messagers du systéeme IRE-IRP étudiés.
Ces données indiquent donc une distribution des cibles du systéme IRP trés proche entre
progéniteurs sains et leucémiques. In vitro des variations d'expression des transcrits IRP 1 et
IRP 2 ont été observées lors de l'induction de la différenciation de progéniteurs
hématopoiétiques, avec une expression permanente de I'ARNm d'IRP 2 et une perte
d'expression de I'ARNm d'IRP 1 au cours des premiéres étapes de la différenciation myéloide,
mais pas dans la différenciation érythroide ou les deux IRP jouent un role (92, 95). On a donc
une partie du systéme régulateur de base similaire mais dont on ne connait pas I'état
d'activation. Malheureusement nous n'avions pas assez de matériel pour quantifier les
protéines d'intérét (IRP 1, Ft, TfR1) des progéniteurs sains comme nous l'avons fait sur les
lignées, ni effectuer une mesure d'activit¢ IRP. On peut cependant faire deux remarques
lorsqu'on compare l'ensemble du profil transcriptionnel du donneur sain a ceux des deux
lignées. Premiérement, les cellules CD34+ témoins semblent plus engagées vers la lignée
érythrocytaire avec un rapprochement de la lignée K562 par la présence des transcrits des
globines, du récepteur de I'EPO, d'ALAS2 et de la ferroportine. La méconnaissance du
pourcentage de pureté de la séparation des CD34+ est un biais potentiel et cette observation

suggere d'envisager une sélection plus drastique des CD34+ pour la suite du travail sur les
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¢chantillons témoins ou patients afin d'éviter les CD34+ en cours d'engagement vers une
lignée. Et deuxiemement, la différence d'expression d'HILPDA suggere 1'absence d'activation
du facteur de transcription HIF 1 et donc est un argument pour une situation moins hypoxique
chez le témoin par rapport aux deux lignées. L'origine périphérique des CD34+ du témoin est

un biais potentiel et est peut-&tre en rapport avec cette différence observée pour HILPDA.

B Absence de stress oxydant apreés carence en fer pour les deux modéles

In vitro les effets de la carence en fer sur la production cellulaire d'espéces réactives de
l'oxygene apparait comme trés variable dans les LAM, comme dans les MDS, car trés
dépendant des conditions d'exposition dont la durée. Dans les LAM, Callens et al.,
observerent in vitro sur d'autres lignées cellulaires, une augmentation des ERO dépendante de
la concentration et du temps d'exposition de DFO (109). Il en fut de méme dans les cellules
CD34+ de MDS (108) exposées au deferasirox (DFX), alors que in vivo un essai clinique
observa une diminution des ERO dans les globules rouges associé¢ a une augmentation du
glutathion des cellules périphériques apres trois mois de traitement par DFX (107). Comme le
suggerent Pullarkat et al., les effets des chélateurs du fer sur les changements redox différent
peut étre in vivo de ce qui a été observé in vitro sur une exposition a court terme (108). Dans
notre travail et en se fiant a quatre paramétres nous n'observons pas d'apparition de stress
redox apres carence pour les deux lignées. En effet, nous avons premieérement des transcrits
de I'néme oxygénase 1 tres faiblement représentés dans les deux lignées et non affectés par la
carence. Or, HO-1 est induit par différents stress et participe aux défenses antioxydantes
notamment par l'intermédiaire de I'un des produits ultimes de son activité¢ de dégradation de
I'héme, la bilirubine (116, 117). Deuxiémement, le géne HILPDA dont les transcrits ne
montrent pas de variations apres carence, est un marqueur de I'hypoxie sous la dépendance
d'HIF 1la (118). Troisiemement, les mesures de peroxydation lipidique ne montrent pas de
variations, avant et apres carence, de 1'oxydation des lipides. Et quatri¢mement, la mesure des
ERO par la carboxyH,DCF-DA montre 'absence de production d'ERO aprés 24h de carence
en fer, voire une légére diminution de ceux-ci. Ce dernier résultat est en accord avec les
mesures a long terme du groupe de Callens, observant une augmentation transitoire des ERO
pour une exposition a court terme au deferasirox (90 minutes) et au contraire une diminution

apres 16h d'exposition des lignées NB4 et OCI-AML3 (109).
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Ces résultats sont a mettre en paralléle avec I'absence de variation du taux de glutathion total
pour K562 (Fig. 22) et méme sa diminution pour KG1 aprés carence en fer, avec une
différence franche du taux basal de glutathion entre les deux lignées. Ceci confirme 1'absence
d'induction d'une situation pro-oxydante aprés 24h de traitement par chélateur dans les
cellules viables, et montre également la différence de capacité entre les deux lignées a
répondre a un éventuel stress oxydant dans un bref délais. A 1'image de la différence supposée
entre LAM et MDS vis a vis de la sensibilité au changement redox pouvant expliquer un effet
sélectif sur la différenciation apres carence, il est possible que les deux lignées ne soient pas
sensibles de la méme fagon aux variations du fer disponible et n'y répondent pas de fagon
identique, notamment au niveau du systéme d'oxydoréduction, t¢émoignant de la différence de

leur nature.

B La modélisation une approche complémentaire

Les multiples régulateurs et voies de régulation qui s'enchevétrent et produisent des
phénotypes parfois opposé€s pour une stimulation similaire constitue une complexité qu'il est
difficile d'appréhender expérimentalement. C'est pour cela que nous pensons que la
modélisation peut étre un outil performant pour faire face a cette complexité validant et
guidant la démarche expérimentale. Le premier modele produit dans le cadre du présent projet
(112) est certes trées simplifi€¢ mais il a permis de démontrer que, premicrement, la
modélisation d'un tel systéme est réalisable a partir des données disponibles, donnant un
systéme robuste produisant de multiples trajectoires (évolution apres perturbation en fonction
du temps) valides et répondant aux contraintes soumises. Deuxiémement il présente un certain
pouvoir prédictif en indiquant que la ferroportine reste élevée en situation de carence si elle ne
subit que la régulation par les IRP. Un tel résultat alerte sur une anomalie potentiellement
intéressante ou une limite du modéle, qui en 1'occurrence n'a pas explicitement pris en compte
la régulation de cet exporteur par I'hormone hepcidine. Et troisiemement, il nous a permis de
mettre l'accent sur un parameétre critique au systéme qu'est le seuil de fer activant le systéme
de régulation par les IRP et donc théoriquement le seuil de fer limite pour la prolifération

cellulaire.
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B La concentration en fer intra-cellulaire déterminante pour I'équilibre prolifération-

quiescence: une donnée d'utilité certaine en pratique clinique

Les arguments rassemblés dans ce travail montrent le lien qui existe entre disponibilité du fer
et déroulement du cycle cellulaire sans que les concentrations de métal pertinentes n'aient été
¢évaluées précédemment. Cette concentration en fer conditionne l'activité du systéme
régulateur IRE-IRP dont les cibles participent a 1'établissement des conditions nécessaires a la
prolifération cellulaire ou a la différenciation, voire a la quiescence ou la mort. Ainsi,
I'accumulation des données de mesure de densité, mesure de concentration intra-cellulaire en
fer, d'activation des IRP, d'évolution du cycle cellulaire, sur les modéles cellulaires utilisés
apres carence et ré-apport de transferrine saturée converge vers un intervalle de concentration
assez étroit conjuguant reprise de la croissance avec un déblocage en phase G0/G1 du cycle,
augmentation du fer intra-cellulaire et diminution de I'activité du systéme régulateur IRE-IRP.
Cet intervalle correspond au seuil de sensibilité au fer des protéines IRP, tel qu'introduit dans
les équations utilisées pour la modélisation (Fig. 23). Bien que certaines mesures nécessitent
d'étre répétées, comme la mesure de l'activité IRP, nous estimons ce seuil entre 1 et SnM
d'apport de fer via la transferrine pour la lignée KG1, se retrouvant entre 10 et 30uM de fer
intra-cellulaire total par cellule; et entre 5 et 25nM de fer via la transferrine pour la lignée
K562, soit 12,5 et 21uM de fer intra-cellulaire total. Ces valeurs sont supérieures a celles
attribuées au fer labile intra-cellulaire (labile iron pool), estimé autour de 1,5uM par Epstzejn
et al, notamment pour K562 (119). Le concept de ce pool est supposé théoriquement n'étre
qu'une petite partie du fer total intra-cellulaire, et nos mesures de fer intra-cellulaire total
révelent a 1'état de prolifération des concentrations de 28uM et 48uM pour KG1 et K562,
respectivement. Nos mesures semblent donc en accord avec ce que 1'équipe de Cabantchik a
déterminé, dont la concentration en fer intracellulaire total des K562 de 35uM. A notre
connaissance la concentration en fer total intra-cellulaire pour KG1 n'avait jamais été estimée
et I'on constate que celle-ci est proche du seuil de fer nécessaire a la prolifération. On note
également qu'en considérant la valeur de référence biologique de la concentration de
transferrine plasmatique, établie a environ 3g/l soit 1.6g/1 dans le sang total, on calcule une
concentration théorique sanguine de transferrine de 20uM et une concentration théorique
sanguine en fer total de 13uM, en tenant compte des 30% moyen de saturation de la
transferrine. Cette concentration de 1'ordre du micromolaire dans l'environnement cellulaire
(au niveau périphérique et par extrapolation au niveau médullaire), comparée aux apports

suffisants en fer via la transferrine de 1'ordre du nanomolaire (mesurés dans ce travail),
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confirme en condition physiologique l'exces de disponibilité du fer pour le développement des
cellules leucémiques par rapport aux réels besoins cellulaires. Ceci suggére qu'il faudrait
minimiser les apports en fer notamment aprés chimiothérapie ou greffe afin d'éviter de
favoriser la prolifération des clones leucémiques résiduels, dans les limites d'une anémie
tolérable pour le patient. De plus, comme décrit tout au long de ce travail, on retrouve une
différence des besoins en fer entre les deux modeles cellulaires étudiés avec un seuil et une
concentration initiale en fer plus importants pour K562 confirmant une dépendance vis a vis

du fer plus forte.

La connaissance du niveau de fer suffisant aux besoins cellulaires présente un intérét dans les
pratiques cliniques. Ainsi, dans les cas de transfusions répétées, rencontrés par exemple dans
les myé¢lodysplasies, l'utilisation de cette estimation du seuil © pourrait permettre une
meilleure adaptation du niveau de chélateur afin d'assurer un maintien de I'homéostasie du fer
en minimisant les risques de stress cellulaire et d'évolution maligne. La pratique actuelle
nécessite un suivi constant des doses de chélateurs qui peuvent, sur le long terme, causer des
atteintes oculaires, auditives, rénales et hépatiques (120). C'est ¢galement le cas dans les LAM
ou le traitement par chélateur est envisagé. Dans de telles pathologies ou I'on recherche un ré-
engagement de la différenciation, il sera d'autant plus important d'avoir un bon ajustement de
la dose de chélateur que, comme nous l'avons vu précédemment, cette différenciation est
sensible au potentiel redox, qui dépend de la concentration et du temps d'exposition au
chélateur (121). La meilleure approche du seuil de fer soutenant la prolifération cellulaire
dans des conditions cliniques permettrait également d'estimer la supplémentation en fer
adéquate a apporter aux patients souffrant d'anémie, d'insuffisance rénale ou toute autre
pathologie marquée par une carence en fer. En effet a ce jour la quantité de fer apportée dans
ces pathologies est basée sur des essais cliniques qui ne prennent en compte que, d'une part, le
taux de fer plasmatique, qui correspond aux apports possibles aux cellules, et d'autre part, la
ferritine plasmatique qui témoigne des réserves disponibles mais n'est pas exempte
d'interférences. Ce sont ces deux paramétres qui sont utilisés pour le suivi et l'adaptation
posologique car il faut éviter la toxicité qu'induirait une surcharge en fer. La prise en compte
de la corrélation apport/comportement cellulaire, tel qu'abordé ici, pourrait permettre une
meilleure adaptation du schéma posologique de la supplémentation en optimisant le but

recherché (besoin physiologique) et en diminuant les effets potentiellement déléteres.
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La suite de notre travail consistera donc a déterminer 1'image compléte de ce systeme pour des
cellules témoins et des cellules issues de patients atteints des différents types de LAM comme
nous avons pu le faire pour les lignées. La principale difficulté d'un tel travail est d'obtenir
une quantité de matériel biologique suffisant, nécessitant peut étre une phase d'amplification

des cellules primaires récoltées.

100



Careclusion

THESE SOUTENUE PAR: POURCH.OT Emmanuel
TITRE:

ROLE DU FER ET DES ESPECES REACTIVES DE L'OXYGENE DANS LA
PROLIFERATION ET LA DIFFERENCIATION DES LEUCEMIES AIGUES
MYELOBLASTIQUES

CARACTERISATION DU SYSTEME REGULATEUR IRE-IRP DANS L'HOMEOSTASIE DU FER DE
DEUX LIGNEES LEUCEMIQUES HUMAINES

Le pronostic des leucémies aigué€s myéloblastiques (LAM) reste trés péjoratif malgré
les progres de I’intensification thérapeutique. La survie moyenne a 5 ans est d’environ
40% pour les patients de moins de 60 ans et décroit rapidement avec 1’age. Parmi ces
durées de survie moyenne il existe en fait des variations considérables de pronostic
selon la nature de la LAM. La découverte d’un nombre croissant de génes subissant
des mutations somatiques a dessiné un nouveau paysage des LAM en une multitude de
sous types reflétant mieux la complexité moléculaire de ces pathologies. La recherche
de nouvelles thérapies ne peut donc s'affranchir d'une meilleure compréhension des
mécanismes de leucémogénese. Or, 1’homéostasie du fer et 1’équilibre
d'oxydoréduction (redox) sont intimement associés au processus leucémique. Le
blocage d'import cellulaire de fer ou la carence en fer peuvent induire, respectivement,
la différenciation de lignées leucémiques ou de cellules tumorales de patients LAM
vers le type monocytaire. La production excessive d’especes réactives de 'oxygeéne a
¢été décrite depuis longtemps dans les hémopathies malignes et en particulier dans les
leucémies aigués ou chroniques. Ainsi fer et potentiel redox conditionnent, entre
autres, 1’équilibre entre prolifération/renouvellement et différenciation des cellules
souches et des progéniteurs hématopoiétiques myéloides. Cependant, la relation exacte

entre stress oxydant et potentiel tumoral reste encore méconnue.

Dans ce contexte, afin d’évaluer l'impact des réseaux de régulation du fer et de
I’équilibre redox sur la prolifération et la différenciation des cellules leucémiques,

nous avons déterminé I'état des médiateurs et des réseaux de régulation d'intérét dans
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deux mod¢les de lignées leucémiques humaines (KG1 et K562) avant et aprés une
perturbation telle que la carence en fer. Notre démarche a été expérimentale, mais elle
a nourri un effort de modélisation des processus impliqués et elle a bénéficié en retour

des déductions faites a partir des modeles produits.

Nos observations des deux modeles leucémiques révelent que le systéme régulateur du
fer intra-cellulaire (systeme IRE-IRP) est actif, fonctionnel, et est sous la dépendance
de la concentration en fer. Pour la premiéere fois, les cibles de ce systéme ont été
¢valuées quantitativement, définissant un profil similaire entre les deux modeles de
lignées leucémiques mais également tres similaire au profil de cellules CD34+ issues
d'un donneur sain. Nous avons par contre identifi¢ une différence dans la gestion
cellulaire du fer par les deux lignées impliquées dans la divergence de leur
comportement cellulaire. Enfin, a partir des données expérimentales et en s'appuyant
sur la modélisation, le seuil de fer nécessaire a la cellule leucémique pour proliférer, a
été évalué et estimé. Ce seuil pourrait se révéler d'une importance considérable,
premicrement dans l'ajustement de la posologie d'agents anti-leucémiques ciblant la
prolifération des clones dérégulés, deuxiémement dans le traitement des patients
leucémiques sous chimiothérapie et anémiés, et troisiemement avec les nombreux

traitements dans lesquels un apport de fer au patient est nécessaire.
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ROLE DU FER ET DES ESPECES REACTIVES DE L'OXYGENE DANS LA
PROLIFERATION ET LA DIFFERENCIATION DES LEUCEMIES AIGUES
MYELOBLASTIQUES

CARACTERISATION DU SYSTEME REGULATEUR IRE-IRP DANS L'THOMEOSTASIE DU FER DE
DEUX LIGNEES LEUCEMIQUES HUMAINES

Le pronostic des leucémies aigu€s myéloblastiques (LAM) reste trés péjoratif malgré les
progres de ’intensification thérapeutique. La découverte d’un nombre croissant de génes
subissant des mutations somatiques a dessin€ un nouveau paysage des LAM en une multitude
de sous types reflétant mieux la complexité moléculaire de ces pathologies. La recherche de
nouvelles thérapies ne peut donc s'affranchir d'une meilleure compréhension des mécanismes
de leucémogénese. Or, ’homéostasie du fer et 1’équilibre d'oxydoréduction (redox) sont
intimement associés au processus leucémique. Le blocage d'import cellulaire de fer ou la
carence en fer peuvent induire, respectivement, la différenciation de lignées leucémiques ou
de cellules tumorales de patients LAM vers le type monocytaire. La production excessive
d’espéces réactives de l'oxygéne a été décrite depuis longtemps dans les hémopathies
malignes et en particulier dans les leucémies aigués ou chroniques. Ainsi fer et potentiel redox
conditionnent, entre autres, 1’équilibre entre prolifération/renouvellement et différenciation
des cellules souches et des progéniteurs hématopoiétiques myéloides. Cependant, la relation
exacte entre stress oxydant et potentiel tumoral reste encore méconnue.

Dans ce contexte, afin d’évaluer I'impact des réseaux de régulation du fer et de 1’équilibre
redox sur la prolifération et la différenciation des cellules leucémiques, nous avons déterminé
I'état des médiateurs et des réseaux de régulation d'intérét dans deux modeles de lignées
leucémiques humaines (KG1 et K562) avant et aprés une perturbation telle que la carence en
fer. Notre démarche a été expérimentale, mais elle a nourri un effort de modélisation des
processus impliqués et elle a bénéficié en retour des déductions faites a partir des modéeles
produits.

Nos observations des deux modéles leucémiques révelent que le systeme IRE-IRP, systeme
régulateur du fer intra-cellulaire, est actif, fonctionnel, et est sous la dépendance de la
concentration en fer. Pour la premicre fois, les cibles de ce systtme ont été évaluées
quantitativement, définissant un profil similaire entre les deux modéles de lignées
leucémiques mais également treés similaire au profil de cellules CD34+ issues d'un donneur
sain. Nous avons par contre identifi¢ une différence dans la gestion cellulaire du fer par les
deux lignées impliquées dans la divergence de leur comportement cellulaire. Enfin, a partir
des données expérimentales et en s'appuyant sur la modélisation, le seuil de fer nécessaire a la
cellule leucémique pour proliférer, a été évalué et estimé. Ce seuil pourrait se révéler d'une
importance considérable, premieérement dans l'ajustement de la posologie d'agents anti-
leucémiques ciblant la prolifération des clones dérégulés, deuxiémement dans le traitement
des patients leucémiques sous chimiothérapie et anémiés, et troisiémement avec les nombreux
traitements dans lesquels un apport de fer au patient est nécessaire.

Mots clés: LAM, fer, IRE, IRP, prolifération, différenciation, lignée cellulaire, KG1, K562.

POURCELOT Emmanuel 21, chemin des sources pourcelot.emmanuel@wanadoo.fr
38240 Meylan

These soutenue a Grenoble le 04 octobre 2013

111



	Leucémies aigües myéloblastiques (LAM)
	Informations générales
	Incidence et survie
	Physiopathologie
	L’origine des clones leucémiques: le concept de cellules souches leucémiques
	Dérégulation de la survie et de la prolifération
	Perturbation du processus de différenciation
	Processus d'échappement à la mort cellulaire
	Autres anomalies génétiques identifiées et participant probablement à la pathogénèse
	Anomalies épigénétiques
	Anomalies métaboliques

	Aspect clinique
	Diagnostic biologique
	Cytologie et cytochimie
	Immunophénotypage
	Cytogénétique
	Biologie moléculaire
	Analyse génomique

	Diagnostic différentiel
	Le traitement
	Pronostic
	Les facteurs pronostiques cliniques
	Les facteurs pronostiques biologiques


	L’homéostasie du fer
	Le trafic du fer chez l’homme
	L’absorption
	Distribution et recyclage
	Régulation

	Régulation cellulaire du fer: le système IRE-IRP
	Structure et fonctionnement
	Autres stimuli du système IRE-IRP
	Dysfonctionnement du système régulateur et pathologies associées


	réseau régulateur du fer et réseau redox dans l'hématopoïèse normale et leucémique
	Le fer et son système régulateur IRE-IRP dans l'hématopoïèse normale
	Contrôle redox de l'hématopoïèse normale
	Relation entre l’équilibre redox, l’homéostasie du fer et leucémogenèse

	Interactions dynamiques entre réseaux biologiques : intérêt de la modélisation mathématique
	Modèles cellulaires et populations étudiées
	Lignées cellulaires KG1 et K562
	Cellules hématopoïétiques CD34+ de volontaires sains

	Techniques utilisées
	Culture cellulaire
	Viabilité cellulaire et cycle cellulaire
	Quantification des transcrits
	Identification et quantification protéique
	Lysat cellulaire
	Western blot

	Mesure de l'activité IRP endogène
	Lysat cellulaire
	RNA Electrophoretic mobility gel shift assay  (= gel  retard)

	Mesure de la régulation IRE par activité luciférase
	Transfection
	Mesure de l'activité indicatrice

	Mesure du fer intra-cellulaire
	Mesure de la production intracellulaire des espèces réactives de l'oxygène
	Mesure de la peroxydation lipidique
	Mesure du glutathion total

	Image du réseau fer dans un état de prolifération cellulaire versus un état de carence en fer
	A l'échelle moléculaire
	Mesure de transcrits: les cibles du système IRP
	Les effecteurs du système IRP: régulation opérée sur les IRE par les IRP

	A l'échelle protéique
	Mesure de l'activité des  protéines IRP
	Identification et quantification de protéines clés du réseau

	Etat redox dans les modèles cellulaires

	De l'expérimental à la modélisation puis de la modélisation à l'expérimentation
	La modélisation du réseau fer
	Méthodologie
	Exploration du système lors de la simulation d'une carence en fer

	Evaluation du seuil ϴRFe→IRP


