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RESUME

La leucémie aigué myéloide (LAM) est une maladie hétérogene sur le plan moléculaire
qui se caractérise par l'accumulation de progéniteurs/précurseurs myéloides
présentant des capacités de survie et de prolifération accrues et un blocage de
différenciation. Les mutations somatiques affectant les génes /socitrate
déshydrogénase (IDH) 1 et 2 sont présentes dans 20-25% des LAM. Ces génes codent
pour une méme fonction du cycle de Krebs, i.e., la décarboxylation oxydative de
I'isocitrate en alpha-cétoglutarate (aKG), dans la mitochondrie (IDH2) ou dans le
cytosol et le peroxysome (IDH1). Cette réaction s'accompagne d'une conversion du
coenzyme nicotinamide adénine dinucléotide phosphate sous forme oxydée NADP+ en
forme réduite NADPH. Les enzymes IDH mutantes convertissent I'tKG en un
stéréoisomere de forme D du 2-hydroxyglutarate (D-2HG). Il a été montré que le
métabolite D-2HG inhibe de maniére compétitive des dioxygénases -cellulaires
dépendantes de I'aKG, parmi lesquelles des histones déméthylases et les membres de
la famille des 5-méthylcytosine hydroxylases TET, contribuant ainsi au blocage de la
différenciation myéloide.

L'une des conséquences fonctionnelles des anomalies 7DH est la diminution du niveau
intracellulaire d'aKG, dont on suppose qu'elle affecte des processus biologiques variés.
L'aKG est un co-substrat d'un grand nombre d'enzymes. Parmi elles, les transaminases
dépendantes de I'aKG BCAT, qui controlent la premiere étape du métabolisme des
acides aminés a chaine ramifiée (ou branched-chain amino acids, BCAA),
correspondant a la leucine, l'isoleucine et la valine ; cette réaction interconvertit I'aKG
et le glutamate.

Nous avons identifié un changement métabolique inattendu dans les cellules primaires
de LAM exprimant une mutation 7/DHZ2, qui permet la production de leucine (sens
anabolique de la voie BCAA), alors que le catabolisme de la leucine caractérise les
cellules de LAM ne portant pas de mutation /DHZ2 (IDHZm). L'anabolisme de la leucine
est associé a une surexpression du géne BCATI, par la levée d'un mécanisme de
répression transcriptionnelle dépendant de la marque épigénétique H3K27me3. La
perte d'expression (sh-RNA) ou d'activité (inhibiteurs) de BCAT1 diminue fortement la
croissance des cellules de LAM IDH2m, in vitro et dans un modéle de xénogreffe. Nous
observons également que cette inhibition s'accompagne d'une différenciation granulo-
monocytaire partielle marquée par I'acquisition de marqueurs de ces lignages. De plus,
nous avons identifi¢ une connexion fonctionnelle entre les activités de BCAT1, du
complexe mTORC1 et du facteur de transcription CCAAT enhancer binding protein
alpha (CEBPq) ; ce dernier est un régulateur majeur de la granulopoiése et participe
au controle des processus de prolifération/différenciation dans les
progéniteurs/précurseurs myéloides. Notre étude révéle une caractéristique
métabolique singuliere des cellules LAM IDH2m, qui régule les processus de
prolifération et différenciation cellulaire en faisant fonctionner la voie BCAA en sens
inverse.



ABSTRACT

Acute myeloid leukemia (AML) is a molecularly heterogeneous disease characterized
by the accumulation of myeloid progenitors/precursors with increased survival and
proliferation capacities and a differentiation block. Somatic mutations in /socitrate
dehydrogenase (IDH) 1 and 2 genes are present in 20-25% of AML. These genes
encode for the same function of the TCA cycle, i.e., the oxidative decarboxylation of
isocitrate to alpha-ketoglutarate (aKG), in the mitochondria (IDH2) or in the cytosol
and peroxisome (IDH1), this reaction is accompanied by the conversion of
nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADP)+ to NADPH. Mutant IDH
enzymes reduce aKG to the D stereoisomer of 2-hydroxyglutarate (D-2HG). D-2HG has
been demonstrated to competitively inhibit aKG-dependent dioxygenases, among
them histone demethylases and members of the 5-methylcytosine hydroxylases TET
family, contributing to the block of myeloid differentiation.

Besides, one of the functional consequences of /DH abnormalities is a decreased oKG
intracellular level, assumed to have wide-range biological effects. oKG is an obligatory
co-substrate for a large class of enzymes. Among them, the aKG-dependent branched
chain amino transaminases (BCAT) 1 and 2 catalyze the reversible transamination of
branched-chain amino acids (BCAA, corresponding to leucine, isoleucine, and valine)
to produce branched-chain a-ketoacids, in a reaction that interconverts aKG and
glutamate.

We have identified an unanticipated metabolic shift toward production of leucine, in
mutant Z/DHZ2 AML cells while leucine catabolism hallmarks their wild-type counterparts.
In these cells, leucine anabolism was associated to the up-regulation of BCATI gene
by breaking a H3K27me3-dependent negative regulatory mechanism due to the IDH2
mutation. Knockdown of BCATI1 expression (sh-RNA) or activity (inhibitors) strongly
affected mutant /DH2 AML cells growth in culture and in a xenografted model and
resulted in partial cellular differentiation marked by the acquisition of granulo-
monocytic markers. We further identified a functional connection between BCATI,
mechanistic target of rapamycin complex 1 (mTORC1) and translation of the CCAAT
enhancer binding protein alpha (CEBPa) transcription factor, a master regulator of
granulopoiesis that participates in the proliferation-differentiation switch in myeloid
progenitor/precursor cells. Our study reveals a metabolic feature of mutant /DH2 AML,
that regulate cellular proliferation and impact differentiation by running the BCAA
pathway in reverse.
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1. Introduction



1.1. LES LEUCEMIES AIGUES MYELOIDES

1.1.1. Systéme hématopoiétique

L’'hématopoiese est un processus biologique permettant la production de I'ensemble des
cellules du systéeme sanguin. En 1961, le concept de cellule souche hématopoiétique (CSH)
a été proposé par Till et McCulloch, apres leurs études pionnieres sur la régénération du
systeme hématopoiétique /n vivo. Apres transplantation d’'un nombre limité de cellules de
moelle osseuse (MO) a des souris receveuses, ces auteurs ont observé la formation de
colonies cellulaires dans la rate des animaux receveurs. L'analyse de ces colonies a révélé
qu'une sous-population de cellules originaires du donneur présentait deux caractéristiques
remarquables : une capacité de générer plusieurs types de cellules myéloides et une
capacité a s'auto-répliquer. Ces découvertes ont introduit deux des critéres de définition
des CSH : la multipotence et I'autorenouvellement!. Depuis, I'hématopoiese est décrite
comme un systeme hiérarchique avec, en son sommet, les CSH capables d’engendrer

I'ensemble des lignées hématopoiétiques.

Les technologies de séquencage a haut débit sur cellule unique, ont permis de définir
I'nématopoiese comme un processus hautement flexible et graduel, qui s'apparente a un
continuum?. Il a été mis en évidence des destins communs lymphoides et myéloides par
le biais des progéniteurs multipotents a amorcage lymphoide (LMPP) qui restent possibles
jusqu'a un stade plus avancé de la différenciation3, ainsi qu'une subdivision du
compartiment des MPP en sous-populations distinctes*. Des analyses de la population CSH
démontrent une certaine hétérogénéité transcriptionnelle, suggérant que I'engagement en
différenciation et le devenir cellulaire se détermine de maniére précoce, dés le stade de
CSH?~, 1l est commun d’utiliser une subdivision du compartiment des cellules LSK (LIN-
Kit+Scal+) en 5 sous-populations, sur la base de I'expression des marqueurs de surface
CD150, CD34, CD48 et CD135 ; deux autres marqueurs de la famille signaling lymphocyte
activation molecule (SLAM), CD229 et CD244, peuvent aussi distinguer les CSH et les
progéniteurs multipotents (ou multipotent progenitors, MPP) des progéniteurs restreints.
Cette subdivision reflete des caractéristiques fonctionnelles objectivées in vivo et in vitro®
et propose l'existence de fractions CSH (LT-HSC), MPP1 (ST-HSC), MPP2, MPP3 et MPP4
(aussi appelés LMPP)*, Les fractions HSC, MPP1 et MPP2 montrent des capacités de
différenciation multipotente mais se distinguent par leur capacité d'auto-renouvellement

et de prolifération. Un biais de différenciation est observé pour la fraction MPP3 vers les
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lignées myéloides tandis que la lignée lymphoide émerge pour partie de la fraction MPP4.
Les MPP2 semblent quant a eux produire principalement la lignée mégacaryocytaire et
présentent une capacité de différenciation restreinte’. De plus, dans ce modele une fraction
des LT-HSC pourrait directement se différencier en progéniteur mégacaryocytaire sans

passer par les différents intermédiaires du compartiment MPP (Figure 1).

LT-HSCs MPP1

MPP4

MPP?2 _ MPP3

QO 0 Ueo

Figure 1 : Différenciation hématopoiétique

LT-HSC : cellules souches hématopoiétiques a long terme, MPP : progéniteurs multipotents,
Mk : progéniteurs mégacaryocytaires, Er : érythroblastes, Gr: granulocytes, Mo :
monocytes, B : progéniteurs B. Issue de Rodriguez-Fraticelli et a/., Nature, 2018.

1.1.2. Les leucémies aigués myéloides

1.1.2.1.  Epidémiologie et diagnostic

Les leucémies aigués myéloides (LAM) sont définies par |'expansion clonale de
précurseurs/progéniteurs myéloides ayant complétement ou partiellement perdu leurs
capacités de différenciation et acquis des propriétés anormales de prolifération et de survie.
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Ces cellules appelées « blastes » s'accumulent dans la MO, le sang et d'autres organes,
cette accumulation empéchant I'hématopoiese normale de se réaliser.

Les LAM sont les formes de leucémie les plus fréquentes de I'adulte avec une incidence de
3 a 8 cas pour 100 000 adultes par an et a travers le monde mais qui augmente avec I'age
pouvant atteindre jusqu'a 9 a 17 cas pour 100 000 adultes a partir de 65 ans®. L'age
médian au diagnostic est de 70 ans? et la survie a 5 ans est estimée a 10% chez les sujets
agés de 60 ans et plust®.

Le diagnostic de ces pathologies s’appuie sur différents examens biologiques. Dans un
premier temps, les LAM sont suspectées par une numération sanguine mettant en évidence
une cytopénie. Une analyse morphologique des cellules sanguines par un myélogramme
est indispensable pour identifier les blastes et diagnostiquer la maladie. La présence de
20% de blastes dans la MO ou le sang identifie la LAM. L'immunophénotypage des blastes
n'est pas nécessaire au diagnostic mais il est utile pour confirmer I'origine myéloide de la
leucémie aigué, définir son sous-type et identifier les thérapies ciblées potentielles!!. La
classification French - American - British (FAB) a évolué, en prenant compte des altérations

cytogénétiques et génétiques qui caractérisent les blastes.

1.1.2.2. Anomalies génétiques des LAM

Les LAM sont caractérisées par un ensemble d’anomalies moléculaires et cytogénétiques
récurrentes qui ont conduit a des classifications cliniques visant a stratifier les patients en
sous-groupes pronostics spécifiques!?, conditionnant les stratégies thérapeutiques a
mettre en place®3. La présence d’une anomalie touchant les genes Fms-like tyrosine kinase
3 (FLT3), runt-related transcription factor 1 (RUNXI), additional sex combs like 1 (ASXLI)
ou tumor protein 53 (TP53) est plutot un facteur de mauvais pronostic sur la survie globale
des patients, tandis que la présence d’'une mutation affectant les génes nucleophosmin 1
(NPM1) ou CCAAT enhancer-binding protein alpha (CEBPA) est plutot un facteur de bon
pronostic sur la survie globale!*.
Avec I'avénement du séquencage a haut débit (next-generation sequencing, NGS ), la LAM
apparait comme une maladie complexe, les patients présentant généralement plusieurs
mutations dites « conductrices » (drivers) définies comme des mutations qui contribuent
fonctionnellement au développement de la leucémie (telles que les mutations FL73,
DNMT3A, NPM1, CEBPA, RUNX1...), ces mutations coexistent avec des mutations dites
« passageres »1°> (passengers). La LAM présente aussi un caractere dynamique, avec
12



I’évolution linéaire et/ou branchée de clones et sous-clones, se modifiant au cours du
temps et au fur et a mesure des traitements.

Une vaste étude du consortium TCGA (The Cancer Genome Atlas) basée sur I'analyse de
200 échantillons de patients atteints de LAM de novo a identifié des mutations dans plus
de 230 génes (mutés a une fréquence >10 %) et regroupées en neuf catégories suivant
le type d’anomalie et la fonction biologique!® (Figure 2). Presque tous les patients
présentaient au moins une mutation dans I'une de ces 9 catégories, avec en moyenne 13

mutations par génome dont 5 affectant des génes mutés de facon récurrente dans la LAM.

Chromatin modifiers (30.5%) Transcription factor fusions
MLL fusions, MLL PTD, ; o (18%) PML-RARA,
NUPOB-NSDT. ASXLY, £2112, |(SPliceosome (185%) | e RN,

KDMG6A, other modifiers PICALM-MLLT10

"Myeloid transcription

factors (22%) RUNX1,

CEBPA, other myeloid
transcription factors

NPM1 (27%)

-

Tumor
suppressors (16.5%)
TP53, WT1, PHF6

DNA methylation (46%)
TET1, TET2, IDH1,
IDH2, DNMT3B, DNMT1,
DNMT3A

[Cohesin complex (13%)

Activated signaling (59%)
FLT3, KIT, KRAS, NRAS, PTPs,
Ser/Thr kinases, other Tyr kinases

Figure 2 : Paysage mutationnel des LAM de novo

Les anomalies somatiques caractérisant les LAM peuvent étre groupées en 9 catégories ;
certaines mutations sont associées entre elles de fagon préférentielle. Issue de Chen et 4,
Nature Genetics, 2013.

Plus récemment, I'étude de E. Papaemmanuil et a/ a intégré les données cliniques,
cytogénétiques et génétiques, incluant le statut de méthylation, de 1540 échantillons de

patients atteints de LAM. De par le nombre important d’échantillons analysés, cette étude

13



a identifié 11 classes moléculaires et a permis d'isoler des sous-groupes jusqu‘alors non
individualisés!”. En particulier, les LAM porteuses d‘une anomalie /isocitrate
déshydrogénase 2 (IDH2)®'72, bien que ne représentant que 1% de la cohorte, constituent
une catégorie unique car cette mutation a une signification pronostique et des mutations
associées différentes!’ ; certaines associations défavorables ont été identifiées
(FLT3'0| DNMT3A/ NPMI). L'identité moléculaire des sous-types de LAM ainsi définis a
également montré que les mutations dans des génes codant pour des modificateurs
chromatiniens ou les mutations affectant des genes impliqués dans I'activité d'épissage se
retrouvaient préférentiellement dans les LAM développées par des patients ayant été

affectés précédemment par un syndrome myélodysplasique (MDS).

1.1.2.3. Hématopoiese clonale et étape pré-leucémigue

Le terme d'« hématopoiese clonale de signification indéterminée » (ou clonal
hematopoiesis of undetermined prognosis, CHIP) décrit I'identification chez des individus
sans maladie hématologique, d'une ou plusieurs mutations somatiques dans les cellules
hématopoiétiques’¥°. Les mutations associées a la CHIP et détectées grace aux
techniques de NGS affectent des génes qui ont été identifiés dans des hémopathies
malignes (LAM et SMD). Le gene DNA methyltransferase 3 alpha (DNMT3A4), qui code une
ADN méthyltransférase qui catalyse la méthylation de novo des bases cytosines dans les
dinucléotides CpG, est un des genes les plus fréquemment mutés dans la CHIP. Le gene
ten-eleven translocation 2 (TETZ2), fait également partie des lésions précoces les plus
couramment identifiées dans les CHIP. Ces mutations acquises sont détectées dans les
CSH capables de se différencier en cellules myéloides et lymphoides ; ces CSH mutées
reconstituent une hiérarchie hématopoiétique normale, sans changement apparent dans
la production de lignées du systeme hématopoiétique, mais en ayant un avantage
compétitif de croissance et de prolifération par rapport aux CSH normales. La notion de
seuil de détection de ces mutations, appelé fréquence allélique (ou variant allele frequency,
VAF) est essentielle. Pour définir la CHIP, ce seuil a été fixé arbitrairement a 2 % des

cellules hématopoiétiques.

Les personnes porteuses d’'une CHIP ont un risque plus élevé que la population générale
de développer une hémopathie maligne (risque d’évolution vers une hémopathie myéloide,
LAM ou SMD, de 0,5 a 1%)%, la maladie qui se développe étant la conséquence de

I'expansion du clone mutant préexistant. Plus la VAF est élevée, plus le risque d’évoluer
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vers une hémopathie maligne est important®. Les CHIP associées a des altérations
chromosomiques sont aussi associées au développement de maladies hématologiques,
avec des catégories distinctes d'anomalies génétiques stratifiant le risque de
transformation?!:22, Le risque de développer une LAM chez les patients avec une CHIP est
spécifique des mutations, c'est-a-dire qu'il est défini par la nature de la Iésion, I'abondance
du sous-clone et la VAF?? (Figure 3). Le risque d'évoluer vers une LAM est plus faible en
présence d'une mutation affectant les génes DNMT3A4, ASXL1 ou TETZ2 alors que les
mutations affectant les génes 7P53, IDH1 ou IDHZ2 générent un clone beaucoup plus
compétitif et augmente considérablement le risque de transformation?*. Les CHIP avec
anomalie 7E72 sont aussi associées a un risque de pathologies cardio-vasculaires, lié au

profil inflammatoire des macrophages eux-mémes mutés pour 7E72?°.

La prévalence des CHIP est influencée par le stress oxydatif, les épisodes inflammatoires
et infectieux mais surtout par I'age (3% des individus avant 50 ans, 10 % des individus
agés de plus de 65 ans, 15% apres 70 ans et 20 % a plus de 90 ans). C'est pourquoi la

CHIP peut étre également référencée comme ARCH (age-related clonal hematopoiesis).

Inflammation, infection, pathologie chronique, chimiothérapie, radiothérapie

W I T e |

SRSF2/IDH2

Minorité

>

Majorité
Faible risque de
pathologie
hématologique
Athérome ?
Auto-immunité ?

| VIEILLISSEMENT -

O Cellule souche/progéniteur hématopoiétique non muté

. Cellule souche/progéniteur hématopoiétique muté, avec ou sans expansion clonale

- Différents événement survenant au cours de la vie, ayant pour conséquence potentielle
un remaniement de l'architecture clonale
Figure 3 : Evolution clonale au cours de la LAM

Issue de Danlos et a/, La revue de médecine interne, 2019.
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Il a donc été démontré que la CHIP a aussi été associée a une mortalité accrue en lien
avec I'’émergence de pathologies non hématologiques. Elle a été modestement associée
au diabéte de type 2 dans certaines analyses multivariées?6, mais I'association de risque la
plus fréquente est celle qui existe entre CHIP et maladies cardiovasculaires. En effet, les
patients avec une CHIP présentent un risque plus élevé de maladie coronarienne et

d'accident vasculaire cérébral ischémique®”.

Les analyses NGS réalisées chez des patients ayant été exposés a des stress génotoxiques,
comme la chimiothérapie, le conditionnement préalable a des greffes et les radiations,
révelent I'existence de CHIP post-traitement, souvent liées a des mutations des génes 7P53
et Protein Phosphatase Mg2+/Mn2+-dependent 1D (PPM1D)?42°, La présence d'une CHIP
liée a un traitement préalable est associée a un risque accru de développer des
hémopathies malignes secondaires?’?Z, 1| est vraisemblable que le mécanisme de sélection
des clones associés aux anomalies 7P53 et PPM1D soit différent de celui des clones
associés aux anomalies DNMT3A et TETZ.

1.1.2.4. Cellules souches leucémiques

La LAM résulte de I'acquisition séquentielle de mutations somatiques dont la plupart se
produisent initialement dans le compartiment des CSH%?. Les échantillons de patients
atteints de LAM peuvent présenter une organisation hiérarchique des clones leucémiques
avec une fraction de cellules souches leucémiques (CSL) peu abondantes, généralement
au sommet de la hiérarchie du clone, qui initie et maintient la maladie. Les CSL présentent
généralement un immunophénotype CD34+CD38- partagé par les CSH, associés a des
marqueurs qu’elles acquiérent (CD123, CD13) ou qu'elles perdent (CD117) et qui les

différencient 2.

La définition des CSL est avant tout fonctionnelle : ces cellules sont capables d'initier et de
maintenir la maladie lorsqu'elles sont transplantées chez des animaux immunodéficients.
De maniere similaire a la facon dont les CSH génerent des progéniteurs et des cellules
matures, les CSL se différencient pour fournir des cellules progénitrices leucémiques
(blastes) et conservent des capacités d'auto-renouvellement et de quiescence a l'origine
de leur maintien dans I'environnement médullaire. Les études NGS montrent que les CSL
sont majoritairement issues de CSH mutées (pré-leucémiques) ou de leur progénie directe,

aprés acquisition de mutations supplémentaires comme les mutations NPM17?, Les CSL
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peuvent également provenir de progéniteurs plus matures ayant acquis des propriétés de
cellules souches comme |'auto-renouvellement comme cela a notamment été montré pour
les LAM issues de I'expression de la protéine de fusion mixed lineage leukemia-AF9 (MLL-
AF9 ; MLL est aujourd’hui nommé Jlysine methyltransferase 24, KMT2A) et issues de

progéniteurs GMP,

Les CSL présentent un statut métabolique principalement dépendant de la phosphorylation
oxydative mitochondriale (OXPHOS)? et des voies d'oxydation des acides gras (aussi
appelée p-oxydation). D’autres voies métaboliques sont importantes, comme le
catabolisme des acides aminés (notamment cystéine et valine) a travers l'activité de
I'enzyme oxydase 2 (NOX2) dépendante du coenzyme nicotinamide adénine dinucléotide
phosphate (NADPH)?’. Les CSL activent aussi la voie AMP-activated Protein Kinase
(AMPK)/fission mitochondriale 1 (FIS1) qui inhibe la différenciation et favorise l'auto-
renouvellement?, Cet axe controle un processus de mitophagie permettant de dégrader
les mitochondries stressées (présence de ROS) générées par |'expression des oncogenes
et le processus de transformation, alors que dans les CSH normales, cet axe maintient le
potentiel d'auto-renouvellement. Les CSL activent également des mécanismes inhibant la
mort cellulaire programmée tels que la surexpression de protéines anti-apoptotiques B-cell
lymphoma 2 (BCL-2) et/ou myeloid cell leukemia sequence 1 (MCL1) ou encore inhibent
de facon fonctionnelle la sérine/thréonine kinase 3 (RIPK3), un régulateur de la nécroptose
et inhibiteur de l'inflammasome. La surexpression des membres de la famille BCL-2 dans
les CSL représente un facteur important de chimiorésistance®. La quiescence des CSL est
aussi un facteur de résistance aux chimiothérapies conventionnelles qui ciblent

principalement les cellules en division?%%,

Les CSL maintiennent conjointement des programmes d’expression génique permettant
leur auto-renouvellement et la génération de blastes immatures. De multiples activités
génétiques sont modifiées dans les CSL et concourrent au maintien de leurs propriétés
biologiques, telles que celles liées a I'activité aberrante de facteurs de transcription mutés
et/ou sous/sur-exprimés (protéines homeobox A9, (HOXA9)#, RUNX1 ou Spi-1 proto-
oncogene (PU.1/Spil) pour exemples) ou l'activité modifiée de facteurs de I'épigénése
(mutations affectant DNMT3A, TET2, MLLIKMT2A*, enhancer of zeste 2 polycomb
repressive complex 2 subunit (EZH2| PRC2)%%3%4 lysine demethylase 1A (KDM1A)/LSD1%
pour exemples). En particulier, les anomalies affectant le statut de méthylation de
I'ADN#%, par le biais des anomalies 772 ou DNMT34%, ou les mutations affectant le

statut de méthylation de I'ARN, par le biais des anomalies a/kB homolog 5 RNA demethylase
17



(ALKBH5) ou YTH N6-methyladenosine RNA binding protein 2 ( YTHDF2%*), ou encore le
statut de méthylation des histones (par le biais des anomalies des génes KMT2A, ASXL1
ou EZH2*) ainsi que les anomalies d’épissage de I'ARN (anomalies des genes serine and
arginine rich splicing factor 2 (SRF2) ou splicing factor 3b subunit 1 (SF3B1) pour
exemples-Y) sont des processus majeurs de la transformation multi-étapes des cellules
hématopoiétiques. La transformation compléte résulte alors de coopérations oncogéniques
avec d'autres mutations qui vont dicter le phénotype de ’'hémopathie selon leur activité ou

la cellule ou elles surviennent.

On peut noter que dans la LAM, la persistance de CSL qui possédent des caractéristiques
de cellules souches, notamment la quiescence, est associée a une réponse plus faible au
traitement conventionnel, a un risque plus élevé de rechute et a une moins bonne

survie452,

1.1.2.5. Dérégulation  des  mécanismes de contrdle de Ia

méthylation/déméthylation des cytosines

Les dinucléotides CpG représentent 1 a 4 % de I'ADN génomique de mammifére et environ
75 % d’entre eux sont méthylés. La plupart sont situés dans les séquences répétées. Ils
sont aussi concentrés dans les ilots CpG, souvent dans les régions promotrices, en général
non méthylées et associées a une transcription active. Les analyses fonctionnelles des
mutations 7E72, DNMT3A et IDH montrent qu'elles alterent la régulation transcriptionnelle
de régions génomiques en modifiant leur niveau de méthylation de I’ADN, et aussi celui
d’autres marques épigénétiques pour IDH (cf. infra). Seules, ces anomalies ne provoquent
pas la transformation, mais affectent la différenciation et conférent aux cellules mutées un
avantage de croissance. Les anomalies 7E72 sont principalement des pertes de fonction
et leur conséquence fonctionnelle est une hyper-méthylation de I'ADN (cf. /infra). Dans les
hémopathies malignes sans anomalie TET2, la fonction des protéines TET2 peut aussi étre
affectée de facon indirecte. En effet, les mutations du gene Wims' Tumor 1 (WTI)
empéchent son interaction avec TET2, et il en résulte une perte d’activité de TET2°3°4, Les
mutations de DNVMT73A conduisent elles a un décalage de la phase ouverte de lecture et a
des mutations non-sens et faux-sens ; I'exemple le mieux connu est celui de la mutation
faux-sens DNMT34R%2 (40-60% des anomalies DNMT3A) qui induit une activité catalytique

diminuée et un effet dominant négatif de la forme DNMT3A mutée>>.
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1.2. ALTERATIONS DU METABOLISME DANS LES LAM

1.2.1. Métabolisme : généralités

Les cellules cancéreuses peuvent étre caractérisées par un ensemble de caractéristiques
communes comprenant le maintien de la prolifération cellulaire, une réplication infinie,
I'échappement au systéeme immunitaire, une capacité métastasique ou encore la résistance
a la mort, décrites de facon détaillée par les Drs Hanahan et Weinberg®. Les cellules
cancéreuses se caractérisent par une prolifération dont le maintien dans le temps ne peut
étre supporté que par I'apport continu d’énergie. Pour cela, ces cellules s'appuient sur une
autre de leurs caractéristiques qui est la reprogrammation métabolique®’. L'effet Warburg,
décrit dans les années 1920 par le Dr. Otto Heinrich Warburg, est sans doute la
reprogrammation la plus connue et la plus étudiée (Figure 4).

En condition normoxique, les cellules non tumorales utilisent la phosphorylation oxydative
mitochondriale comme source d’énergie. Dans un environnement hypoxique, une glycolyse
anaérobie soutient la croissance et la prolifération cellulaire. L'effet Warburg postule que
pour les cellules cancéreuses, quelles que soient les conditions d’oxygénation, les cellules
augmentent leur absorption du glucose et dépendent de la glycolyse anaérobie ; cette

adaptation métabolique serait irréversible.

Differentiated tissue Proliferative Tumor
tissue
) ) J v
——— \ or
+0 -0 -
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O, Pyruvate i O, Pyruvate
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Lactate Lactate
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CO,
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phosphorylation glycolysis glycolysis
~36 mol ATP/ 2 mol ATP/ (Warburg effect)
mol glucose mol glucose ~4 mol ATP/mol glucose
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Figure 4 : Représentation schématique de I'effet Warburg

Dans cette réaction, que I'oxygéne soit présent ou non, le glucose est converti en lactate
par I'enzyme lactate déshydrogénase A (LDHA) (NADH -> NAD+), cette réaction génére 4
molécules d'ATP par molécule de glucose, ce qui donne des rendements en ATP bien
inférieurs a ceux de la réaction OXPHOS (36 molécules d’ATP générées). La production de
lactate tend a acidifier le microenvironnement, nuisant aux cellules saines et favorisant le
maintien des cellules tumorales. Issue de Vander Heiden et al., Science, 2010.

Cette réaction est favorisée par les cellules cancéreuses, non pas pour la production
d'énergie (production d'ATP), mais pour la production de molécules qui seront utilisées
pour la synthése de macromolécules (lipides, nucléotides et acides aminés)®. En effet, les
cellules tumorales ont des besoins métaboliques qui vont au-dela de la production d'ATP
et requierent des carbones anaboliques. Ce choix permet I'apport rapide de biomasse
(membrane cellulaire, ribosomes, synthése d'ADN), nécessaire a la production d'une
nouvelle cellule>. L'effet Warburg est régulé par des nombres de voies de signalisation,
tel que I'axe phosphatidyl-inositol-3 kinase (PI3K)/AKT (aussi appelée proteine kinase B
(PKB)/mammalian target of rapamycin (mTOR)), et différents oncogénes et suppresseurs
de tumeurs (Myc, RAS, TP53)%. L'effet Warburg a aussi été associé récemment a une
hyperactivité de l'enzyme LDHA, dont l'activité est normalement contrélée par le
suppresseur de tumeur folliculine (FLNC) inactivé dans les tumeurs®'. Les cellules
tumorales utilisent aussi la voie des pentoses phosphates (PPP), hautement énergétique
et qui produit des nucléotides, des acides aminés et des coenzymes NADPH/NADP+62,
Plusieurs voies du métabolisme cellulaire sont importantes pour la physiopathologie de la
LAM (Figure 5).
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Figure 5 : Schéma simplifié des voies du métabolisme cellulaire importantes pour la
physiopathologie de la LAM
L'oxydation du glucose au cours de la glycolyse (encadré orange) génere des
intermédiaires carbonés qui peuvent étre métabolisés dans la voie du pentose-phosphate
(PPP, encadré rouge foncé) et dans le métabolisme a un carbone (1C, encadré bleu),
générant tous deux des substrats pour la biosynthése des nucléotides. La voie des PPP
ainsi que les réactions catalysées par les enzymes IDH et I'enzyme malique a NADP (NADP-
ME) sont les principaux producteurs de NADPH cytosolique. La dégradation enzymatique
du fructose par la fructolyse (encadré jaune) fournit des intermédiaires carbonés pour la
voie glycolytique ainsi que des substrats pour la synthese des lipides. L'acétyl-CoA, généré
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par la glycolyse, la fructolyse ou la B-oxydation des acides gras (encadré vert), est le point
de départ du cycle de Krebs (TCA, cercle violet), indispensable pour assurer la
phosphorylation oxydative (OXPHOS, encadré rouge). L'acétyl-CoA est utilisé pour la
réaction de transformation de |'oxaloacétate (OA) en citrate. Le citrate peut ensuite étre
utilisé pour générer de l'acétyl-CoA cytosolique requis dans la synthése des acides gras
(encadré gris). Les intermédiaires du cycle de Krebs, comme I'OA, sont liés au cycle de
I'urée, une source importante d'arginine. En revanche, les réactions anaplérotiques,
comme la glutaminolyse (encadré bleu foncé), réapprovisionnent le cycle de Krebs. De
plus, la glutaminolyse est importante pour la synthése du glutathion, un acteur majeur
dans le maintien de I'homéostasie redox cellulaire. L'échange de la glutamine contre des
acides aminés a chaine ramifiée (en particulier la leucine) est connu pour activer le
complexe mTORC1, reliant directement ces métabolites aux programmes de croissance
anabolique liée a la synthése des nucléotides, des lipides et, en particulier, des protéines.
Les fleches simples indiquent la direction préférée des réactions des voies principales,
tandis que les fleches multiples indiquent des étapes multiples de réaction. Abréviations :
1C, un carbone ; 2-HG, 2-hydroxyglutarate ; 3-PG, acide 3-phosphoglycérique ; a-KG,
alpha kétoglutarate ; AMP, adénosine monophosphate ; ATP, adénosine triphosphate ;
BCAA, acides aminés a chaine ramifiée ; CoA, coenzyme A ; CPT, carnitine palmitoyl
transférase ; DHAP, dihydroxyacétone phosphate ; FA, acide gras ; GAP, glycéraldéhyde-
3-phosphate ; GLUT, famille des transporteurs du glucose/fructose ; mTOR, mammalian
target of rapamycin ; NADPH, nicotinamide adénine dinucléotide phosphate ; OA,
oxaloacétate ; OXPHOS, phosphorylation oxydative ; -P, -phosphate ; PEP,
phosphoénolpyruvate ; PPP, voie des pentose-phosphate ; SLC, famille des transporteurs
de solutés ; TCA, cycle de l'acide tricarboxylique ; THF, tétrahydrofolate. Les chiffres
encerclés font référence aux facteurs déterminants de la réponse métabolique dans la LAM.
Issue de 3.

1.2.2. Dépendance a la glycolyse des LAM

La glycolyse est controlée en partie par I'axe PI3K/AKT/mTOR et par I'activité d’enzymes
glycolytiques (hexokinase 2, HK1 et hexokinase 2, HK2 pour exemples)é?, activités qui
peuvent étre dérégulées dans les LAM®. La glycolyse des cellules de LAM dépend
notamment de I'activité de mTORC1, un des complexes multi-protéique associant mTOR®.
L'utilisation d'inhibiteurs de mTOR/mTORCI1 tels que la rapamycine ou des inhibiteurs
catalytiques s'est avérée décevante en clinique, car il n'y a pas d'addiction oncogénique a
mTORC1 dans les LAM. En revanche, I'activation de mTORC1 est une condition nécessaire
a l'induction de la mort cellulaire en réponse a I'activation de AMPK, qui controle aussi le
flux glycolytique par I'activation du transporteur Glut1®/, ce qui établit une relation de
létalité synthétique entre ces deux voies, exploitable d'un point de vue thérapeutique. Les
mutations FL737P en activant HK2 par l'intermédiaire d’AKT, rendent les cellules LAM

FLT3P dépendantes a la glycolyse%. Lorsque le flux glycolytique est élevé, la leucémie
22



est plus agressive par la réduction du processus d'autophagie®. L'utilisation de BKM120,
un inhibiteur de classe I de PI3K, affecte la progression leucémique dans un modele pré-

clinique”.

L'absorption du glucose est médiée par les transporteurs GLUT. Les transporteurs GLUT1
sont régulés par des voies de signalisation (PI3K/AKT, voie de réponse a I'hypoxie HIF) et
des oncogénes (KRAS, BRAF) dans de nombreux cancers”~72. La surexpression du gene
GLUTI1/SLC2A1 est corrélée a un mauvais pronostic chez les patients atteints de LAM
(résistance a la chimiothérapie et rechute)””. Les cellules leucémiques augmentent aussi
la transcription du gene GLUT5]SLC2A5 qui est un transporteur du fructose ; la encore les
LAM qui présentent un niveau élevé de ce transporteur sont associées a un mauvais
pronostic. Les cellules leucémiques induisent des variations de I'homéostasie métabolique
de I'ndte pour assurer des concentrations élevées de glucose dans la MO, provoquant une
augmentation de l'insulino-résistance et une inhibition de sécrétion de l'insuline par les

tissus”.

Le glucose 6 phosphate (G6P) produit par HK2 peut aussi intégrer la voie PPP car il est
dégradé par le glucose 6 phosphate dehydrogenase (G6PDH), premiere enzyme de la voie
PPP. Les génes de la voie PPP sont aussi surexprimés dans 60% des LAM et l'inhibition de

cette voie entraine une suppression partielle de la croissance des cellules LAM7,

D’autres acteurs du métabolisme interviennent dans le contréle de la glycolyse dans les
cellules de LAM, comme la pyruvate kinase M2 (PKM2) qui catalyse la transformation du
phosphoénolpyruvate (PEP) en pyruvate, qui favorise la glycolyse aérobie contrairement a
la forme PKM1 (Pyruvate Kinase Muscle 1)7%, et dont l'inhibition affecte la croissance des
LAM induites par les oncogénes BCR-ABL et MLL-AF9 dans des modeles murins tout en
préservant les fonctions normales des CSH””. L'inhibition de I'activité LDHA, en affectant
également la glycolyse, réduit la croissance des cellules de LAM dans des modeéles murins””
(Figure 6).

23



Glucose Glucose Glucose

1 1

1 1

Anabolism <= Anabolism <—§ Anabolism <—§

1 1

v i i

PEP PEP PEP
PKM2 PKMl’p@(\nz lPKMZ
v
Pyruvate Pyruvate Pyruvate

AN{A

Lactate

00 s

Stem Progenitor Leukemia = Stem Progenitor Leukemia Stem Progenitor Leukemia

Figure 6 : La suppression d’enzymes controlant la glycolyse aérobie module le
métabolisme du glucose et affecte spécifiquement les populations cellulaires
hématopoiétiques et leucémiques

Abréviations : PEP, phosphoénolpyruvate ; PKM1, pyruvate kinase M1 ; PKM2, pyruvate
kinase M2 ; LDHA, lactate déshydrogénase A ; ROS, especes réactives de I'oxygene. Issue
de 7.

1.2.3. Dépendance au métabolisme mitochondrial des LAM

Au carrefour de voies métaboliques, la mitochondrie est impliquée de fagcon majeure dans
le métabolisme des cellules leucémiques.

Des mutations du génome mitochondrial (ADNmt) sont fréquentes chez les patients
atteints de LAM7, telles que les mutations dans les genes mitochondriaux codant pour les
sous-unités I et II de la cytochrome c oxydase du complexe IV7. Des activités
mitochondriales exacerbées ont aussi été décrites (activité accrue de I'enzyme cytidine
nucléoside kinase qui régule la biogenese de I'ADNmt)%. Les cellules de LAM présentent
une biogenése mitochondriale plus importante et une consommation d'oxygene plus élevée
que les progéniteurs myéloides normaux?’. Cette observation peut étre exploitée d'un point
de vue thérapeutique (inhibition par la tigécycline de la traduction mitochondriale par
exemple®?). Cependant, cette masse mitochondriale plus élevée ne montre pas une activité
plus intense des complexes de la chaine respiratoire et les cellules de LAM restent sensibles

au stress oxydatif (d‘ailleurs, plus que les cellules hématopoiétiques normales®?). C'est
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pourquoi des stratégies thérapeutiques visant a induire un stress oxydatif, par exemple

par le traitement avec l'acide gras palmitate®, sont étudiées.

Parce que les cellules de LAM ont un taux accru de métabolisme oxydatif, I'inhibition des
processus mitochondriaux (traduction des protéines mitochondriales, réplication de I'ADN
mitochondrial ou dégradation des protéines mitochondriales) cible préférentiellement les
cellules de LAM et les CSL par rapport aux cellules hématopoiétiques normales. Les drogues
s’adressant a ces fonctions mitochondriales ont été testées dans des modeles précliniques.
L'TACS-010759, un inhibiteur du complexe I de la chaine de transport d'électrons
mitochondriale, bloque la prolifération, induit I'apoptose et induit également une
différenciation myéloide partielle qui se manifeste par I'expression du marqueur CD14%,
Cette molécule est actuellement évaluée dans le cadre d’essais cliniques de phase I dans
les LAM en rechute ou réfractaires (LAM R/R). L'inhibition de la protéase mitochondriale
ClpP (gros complexe de preés de 300 kDA induit en réponse au stress cellulaire) avec les
molécules A2-32-01258 ou ONC212, réduit la viabilité des cellules leucémiques en induisant

I'apoptose®#%> (Figure 7).
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Figure 7 : Le métabolisme mitochondrial peut étre ciblé dans les cellules LAM par des
inhibiteurs pharmacologiques
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Abréviations : ¢, cytochrome c; BCL2, B-cell lymphoma 2; CPT1, carnitine
palmitoyltransferase 1 ; a-KG, alpha-kétoglutarate ; 2-HG, 2-hydroxyglutarate ; mtDNA,
ADN mitochondrial ; DHO, dihydroorotate ; DHODH, dihydroorotate déshydrogénase ;
CoQ1o, coenzyme Q10 ; TCA, cycle de I'acide tricarboxylique. Issue de Stuani et a/, BMC
Biol, 2019.

La mitochondrie par son activité OXPHOS est la source la plus importante de ROS. La
production de ROS est normale pour tous les organismes vivant en aérobie et ne constitue
pas, en soi, une situation de stress oxydant. Dans les CSH, le potentiel redox de la
mitochondrie contréle pour partie I'équilibre entre auto-renouvellement et différenciation
(via HIF1a 86578 et |'activité des facteurs de transcription Forkhead O, FoxO%).

Les cellules leucémiques qui ont une activité OXPHOS génerent une réponse anti-oxydante
pour se protéger des ROS et adaptent leur métabolisme®’. Par ailleurs, les ROS participent
a la fois a la biologie des CSL (auto-renouvellement) et a la résistance aux drogues
(chimiothérapies et rayonnements ionisants) des CSL? et des blastes®’. Une concentration
intracellulaire élevée de ROS entraine une augmentation des cassures double-brin de I'ADN
et des erreurs de réparation pouvant favoriser I'évolution tumorale®’. Une production
extracellulaire de ROS est aussi observée chez plus de 60% de patients atteints de LAM

attribuable a I'activation constitutive des enzymes NADPH oxydases NOX#4,

Bien que les CSL soient sensibles aux stratégies qui alterent leur activité OXPHOS, ces
cellules sont souvent considérées comme métaboliqguement dormantes par rapport aux
cellules de LAM. A I'appui de cette notion, les CSL présentent des niveaux réduits de masse
mitochondriale et des niveaux inférieurs de ROS et d'ATP par rapport aux cellules de LAM
(bulk leucémique)6. De facon intéressante, les CSL a faible taux de ROS (CSL ROS'") sur-
expriment la protéine anti-apoptotique BCL-2%¢ ; c'est pourquoi il avait été proposé que le
venetoclax (inhibiteur de BCL-2, de la famille des BH3 mimétiques qui déclenchent
I'apoptose en perturbant la liaison entre le domaine BH3 des protéines pro-apoptotiques
et la fente hydrophobe des protéines anti-apoptotiques telles que BCL-2) cible
particulierement les CSL ROS'*%, incapables de maintenir une production d'énergie par la
glycolyse ou l'oxydation des acides gras®. Plus récemment, il a été montré que les CSL
présentent des niveaux élevés d'acides aminés par rapport aux cellules de LAM, invalidant
I'idée d'un métabolisme dormant®#%, La sensibilité accrue des CSL a la privation d'acides
aminés met en évidence un état « d'inflexibilité métabolique » et une capacité limitée des

CSL a faire face au stress ou a survivre dans des conditions de nutriments limités. Ces
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cellules dépendent tout autant du métabolisme des acides gras®. Ainsi, les CSL ont des

exigences métaboliques uniques qui offrent des opportunités thérapeutiques® 6.9~

L'oxydation des acides gras pourrait étre impliquée dans la régulation de BCL-2 et dans la
formation de pores de transition de perméabilité mitochondriale (mPTP) dépendante des
protéines BCL-2 associated X apoptosis regulator (BAX) et BCL2 antagonist/killer 1 (BAK),
par le biais d'interactions entre la protéine carnitine transporter 1 (CPT1) (impliquée dans
l'oxydation mitochondriale des acides gras a longue chaine, AGLC) et la protéine pro-
apoptotique BH3 interacting domain (BID)?® ou la protéine BCL-2%. Cette observation
souligne I'intérét d’une inhibition de I'oxydation des acides gras associée a I'usage des BH3
mimétiques dans la LAM. De fait, outre la diminution de I'expression de BCL-2, la résistance

au venetoclax peut résulter de l'incapacité a engager I'apoptose par la perte de BAX%,

Les essais cliniques utilisant le venetoclax en association avec des agents hypométhylants
(azacitidine et decitabine) chez des patients atteints de LAM, ont montré une activité anti-
leucémique supérieure a celle de ces mémes agents utilisés en monthérapie? 04,192 | est
a noter que l'association du venetoclax et de l'azacitidine inhibe I'absorption et le

catabolisme des acides aminés?,

1.2.4. Dépendance au métabolisme des acides gras

La B-oxydation s’effectue dans la matrice mitochondriale alors que la synthese des acides
gras est cytosoliquel®3. Ces processus catabolique et anabolique sont régulés par la kinase
AMPK qui est activée lorsque la production d’ATP intracellulaire diminue et qui inhibe par
phosphorylation I'acetyl-CoA carboxylase 1 cytosolique (ACC1) et I'acetyl-CoA carboxylase
2 mitochondriale (ACC2)!%, Ces deux enzymes catalysent la formation de malonyl-CoA a
partir d'acetyl-CoA et régissent I'anabolisme et le catabolisme des acides gras. Le malonyl-
CoA généré par I'ACC2 inhibe la carnitine palmitoyltransferase 1 (CPT1) et peut ainsi
inhiber la B-oxydation, tandis le malonyl-CoA dérivé de I'ACC1 permet la synthése des

acides gras et n'exerce pas d'effet suppresseur sur CPT11%,

1.2.4.1. Anabolisme des acides gras
Ce processus permet d’augmenter la biomasse et de soutenir la prolifération cellulaire en
fournissant des molécules de signalisationi. L'inhibition d'enzymes comme la fatty acid

synthase (FASN)!%7 et la stearoyl-CoA desaturase 1 (SCD1)1%, perturbe la synthése des
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lipides et induit I'apoptose de cellules de LAM. SCD1 peut étre inhibée par BaP, une
combinaison de bézafibrate régulateur des lipides et d'acétate de médroxyprogestérone,
une hormone sexuelle!®, Ce traitement perturbe le métabolisme intermédiaire et le
métabolisme des prostaglandines et entraine I'arrét de la croissance et la différenciation
de cellules de LAM9110 Un autre exemple est celui de la dépendance des cellules
leucémiques, mais pas de leurs homologues myéloides normaux, a I'activité de I'enzyme
aldehyde dehydrogenase 3 family member A2 (ALDH3A2) qui catalyse la conversion des
aldéhydes aliphatiques a longue chaine en acide gras pour prévenir les dommages
oxydatifs cellulaires. Cette dépendance a été observée en modeles murins et sur lignées
cellulaires LAM humaines ; linhibition de ALDH3A2 est synthétiguement |étale avec
I'inhibition de I'enzyme glucoperoxydase 4 (GPX4), ce qui permet une approche
thérapeutique combinée basée uniquement sur I'état métabolique!!!.

Il est aujourd’hui connu que la séléno-protéine GPX4 est I'enzyme centrale de la
détoxification des lipides peroxydés, I'accumulation de ces lipides modifiés est létale pour
la cellule (les lipides peroxydés entrainent un mécanisme de mort cellulaire appelé
ferroptose!!?). De fagon intéressante, la synthése de GPX4 pourrait dépendre de la
disponibilité en nutriments puisque son expression passe par l'axe de signalisation
mTORC1/4EBP et est induite par I'absorption de cyst(é)ine!!3,

1.2.4.2. Catabolisme des acides gras
La plupart des cellules tumorales réduisent la proportion de glucose converti en acétyl-CoA
(oxydé dans le cycle de Krebs) ; ces cellules deviennent donc plus dépendantes de
I'oxydation des acides gras pour leurs besoins énergétiques??#<#5, Ce sont les triglycérides
du microenvironnement médullaire qui fournissent par lipolyse des acides gras??6, cette
cascade fait intervenir le récepteur B-adrénergique’?”, des protéines G et des enzymes
lipolytiques comme la lipase hormonosensible (LHS, ou hormone-sensitive lipase, HSL)?¢
et la périlipine A%, Les blastes activent la lipolyse des adipocytes de la MOZ?’, Les acides
gras sont internalisés via le récepteur scavenger CD36 et transférés vers le noyau par la
protéine chaperonne fatty acid-binding Protein 4 (FABP4) et peuvent agir comme ligands
du récepteur peroxisome proliferator-activated receptor gamma (PPARy)Z#?Z, L'activation du
récepteur PPARy est associée a de multiples autres activités telles que la régulation du
métabolisme du glucose, l'inhibition de l'inflammation, I'induction de la différenciation
cellulaire, la suppression de la prolifération cellulaire ou encore la régulation de

I'apoptose’?,
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L'oxydation des acides gras est associée a la quiescence et a la résistance aux drogues des
CSL, ce qui en fait une voie métabolique d'intérét en thérapeutique’?. Par exemple, CPT1
qui conjugue les acides gras avec la carnitine est associé a la signalisation mTOR et
I'inhibition de son activité par I'étomoxir sensibilise les cellules leucémiques a la
cytarabine’?, Le ST1326, autre inhibiteur de CPT1A, induit un arrét de la croissance
cellulaire, des dommages mitochondriaux et I'apoptose de cellules de LAM?2, L'avocatine
B provoque également une inhibition de croissance et I'apoptose de cellules de LAM et sa
combinaison avec la cytarabine montre un effet synergique?. L'inhibition du transporteur
de carnitine CT2 réduit la croissance et la viabilité des cellules de LAMZ?7, Le déficit en acyl-
coenzyme A déshydrogénase des acides gras a chaine trés longue (ou very long-chain acyl-
coenzyme A dehydrogenase, VLCAD) entraine une diminution de la viabilité, de la

prolifération, de la clonogénicité et de la prise de greffe des progéniteurs LAM?%,

1.2.5. Dépendance au métabolisme des acides aminés des LAM

Plusieurs acides aminés (AA) ont montré une importance singuliere dans la croissance et
la survie des cellules de LAM6%196,129 | 'Arginine (Arg), AA semi-essentiel abondant dans
I'alimentation, sert d'intermédiaire ou de substrat a de nombreuses voies biologiques, telles
que le cycle de l'urée ou le cycle de Krebs (par l'intermédiaire du glutamate)?*’. C'est le
principal précurseur de la syntheése de polyamines et de monoxyde d’azote (NO) dont la
concentration affecte la croissance tumorale et I'angiogenese??’. Les blastes expriment les
transporteurs d’arginine cationiques CAT-1 et CAT-2B de facon constitutive. La plupart des
cellules de LAM sont déficientes en arginosuccinate synthétase-1 (ASS1), une enzyme qui
permet la conversion de la citrulline et de I'aspartate en argininosuccinate, précurseur de
I'arginine ce qui rend les cellules de LAM auxotrophes pour I'Arg?%?3% La faible
concentration plasmatique en Arg des patients atteints de LAMZ%? s'explique par
l'importation d’Arg extracellulaire, ce qui peut étre exploité thérapeutiquement. En effet,
les activités de I’Arg deiminase (ADI), qui dégrade I'Arg en citrulline, et I'argininase qui
dégrade I'Arg en ornithine ont démontré des effets anti-leucémiques in vitro et in vivo en

combinaison avec la cytarabine??#1%,

La cystéine (Cys) est principalement métabolisée pour produire du glutathion réduit (GSH)
nécessaire au maintien du potentiel redox intracellulaire et est requise pour la viabilité des
CSLZ%,
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La glutamine (GIn) , AA le plus abondant, est un substrat majeur pour les intermédiaires
du cycle de Krebs et pour le glutamate et I'aspartate ; il est également requis pour la survie
et la prolifération des CSL?>?33, Une concentration plasmatique faible en GIn chez les
patients atteints de LAM est observée. La GIn est hydrolysée en glutamate par la
glutaminase (GLS), enzyme souvent surexprimée dans les cellules LAMZ37, Cette réaction
de glutaminolyse alimente un certain nombre de voies métaboliques??*34, Par exemple, le
glutamate peut étre soit déshydrogéné par la glutamate déshydrogénase (GDH) pour
former de l'alpha-kétoglutarate (aKG) et incorporer le cycle de Krebs, soit fonctionner
comme co-substrat pour les transaminases?®? (cf. infra). L'activité GLS peut étre inhibée
par le CB-839, qui en inhibant la production de glutathion, provoque I'accumulation de ROS
mitochondriaux et la mort cellulaire par apoptose (Figure 8). Dans la LAM, l'inhibition de
I'activité GLS par le CB-839 réduit la phosphorylation oxydative, arréte la prolifération et
induit I'apoptose, sans affecter les CSH CD34+. Des observations identiques sont faites en
cas d'inhibition de I'expression du transporteur de la GIn SLC1A5 chez la souris’#. De
maniere intéressante, I'utilisation du CB-839 démontre une synergie avec le venetoclax?#..
L'association du CB-839 avec des médicaments qui induisent davantage la production de
ROS et majorent [I'apoptose mitochondriale, tels que le trioxyde d'arsenic et
I'homoharringtonine, renforce la mort cellulaire dans les lignées de LAM, les cellules
primaires et dans des modeéles de transplantation (ou patient-derived-xenograft, PDX)%.
L'effet antitumoral de la L-asparaginase est principalement liée a son activité glutaminase
dans la LAM%,

De facon intéressante, le composé CB-839 induit un processus de différenciation partiel de
lignées cellulaires de LAM et échantillons de patients avec mutation ZDH, par inhibition de
la production d‘oncométabolite D-2HGZ?” (cf. infra). Le BPTES, un autre inhibiteur de
I'activité GLS, inhibe spécifiquement la croissance cellulaire des LAM primaires avec
mutations 7DH, mais pas celle des cellules n‘exprimant pas ces mutations’#. Les bases
moléculaires de cet effet ne sont pas connues, mais ces observations suggerent que
I'inhibition de la glutaminolyse et/ou de l'import/export de leucine est un moyen d’induire
un effet différenciant partiel.
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Figure 8 : Les cibles médicamenteuses du métabolisme de la GIn dans les LAM

Le composé CB-839 inhibe la glutaminase, empéchant I'utilisation de la GIn dans le cycle
de Krebs et la production de glutathion protégeant contre les ROS. La L-asparaginase a
une activité glutaminase et dégrade la GIn extracellulaire. Les niveaux de GIn intracellulaire
conditionnent limport de leucine et l'activation de mTORC1. Abréviations : GLS,
glutaminase ; GS, glutamine synthétase ; o-KG, alpha-kétoglutarate ; L-ase, L-
asparaginase ; LAT1, large neutral amino acid transporter 1 ; mTORC1, mammalian target
of rapamycin complex 1 ; NH4, ammoniac ; ROS, especes réactives de l'oxygene ; TCA,
cycle de l'acide tricarboxylique. Issue de Kreitz et al., Cells, 2019.

La disponibilité en GIn est un des facteurs limitant pour l'activation de la voie anabolique
mTORC1. En effet, la concentration intracellulaire en GIn controle I'import de leucine, la
leucine étant importée dans la cellule en échange de GIn par le transporteur SLC7A5/3A2 ;
la leucine est nécessaire a |'activation de mTORC1Z#%, La privation en GIn a peu d'effet sur
I'activité de mTORC1 dans les CSH CD34+ alors qu'elle affecte la croissance des
progéniteurs LAMZ%,
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1.2.6. Dépendance a la voie mTORC1 des LAM

L'activité mTOR est controlée par de nombreux effecteurs dont la kinase Liver kinase B1
(LKB1 ou kinase hépatique B1) qui est une serine/thréonine kinase qui phosphoryle et
active AMPKZ# ., Ce dernier agit comme un régulateur négatif de voies métaboliques, telles
que 'oxydation des acides gras et la glycolyse?#. Le complexe mTOR contréle la croissance
cellulaire en réponse aux changements environnementaux en nutriments. LKB1 maintient
I'auto-renouvellement des CSH?#*” et est surexprimé dans les CSL (CD34+CD38-).
L'inhibition de LKB1 sensibilise les cellules de la LAM a la chimiothérapie’#. L'activité mTOR
contréle également le taux de synthése protéique, processus qui est constamment
dérégulé dans les cellules de LAM?%8, mTORC1 controle la synthese protéique par le biais
du répresseur de traduction 4E-BP1 qui, sous sa forme hypo-phosphorylée, interagit
fortement avec les facteurs d'initiation de la traduction eukaryotic translation initiation
factor 4E (eIF4E). Cette interaction empéche la liaison de eIF4E avec la protéine
d'échafaudage eIF4G’#. Lorsque la protéine 4E-BP1 est phosphorylée, son interaction avec
elF4E n’est plus possible et la traduction est initiée (Figure 9). mTORC1 phosphoryle aussi
la kinase p70 S6 (p70°%%) sur son résidu Thr389, permettant son activation par I'enzyme
3-phosphoinositide dependent protein kinase-1 (PDK1, aussi nommée PDPK1)?%, La kinase
p7056K phosphoryle et active plusieurs substrats associés a l'initiation de la traduction,
notamment les facteurs eIF4B, régulateurs positifs du complexe protéique de liaison a la
coiffe 5" des ARNm, eIF4F. Le complexe eIF4F joue un réle essentiel dans la biologie du
cancer, en régulant une traduction de I'ARNm cap-dépendant et en controlant
sélectivement la synthése des protéines impliquées dans la croissance des tumeurs et la
résistance aux traitements. Par ailleurs, la dérégulation de I'activité mTORC1 dans les
cellules cancéreuses augmente la synthese d’oncogenes (controlée au niveau de l'initiation

de la traduction)?*Z,
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Figure 9 : Contr6le de la traduction par mTORC1

La protéine eIF4E est associée de maniére constitutive a la structure de la coiffe a
I'extrémité 5 des molécules d'ARNm et s'associe a la protéine d'échafaudage eIF4G pour
initier la formation des complexes d'initiation de la traduction (eIF4F). Ce processus est
controlé par le répresseur de traduction 4E-BP1, qui inhibe la formation de eIF4F lorsqu'il
est hypo-phosphorylé en inhibant de maniere compétitive le recrutement de eIF4G a eIF4E
et en séquestrant eIF4E dans un complexe inactif?*’. La phosphorylation de 4E-BP1,
d'abord sur les résidus Thréonine 37 (T37) et Thréonine 46 (T46), puis sur le résidu Sérine
65 (S65), diminue son affinité pour eIF4E et facilite I'assemblage de complexes actifs
elF4E/elF4G qui stimulent la traduction de [I'ARNmZ*°, Abréviations: PI3K,
phosphatidylinositol 3 kinase ; mTOR, mammalian target of rapamycin ; GBL, sous-unité
du complexe protéine G; p70S6K, protéine ribosomale S6 kinase ; rpS6, protéine
ribosomale S6 ; 4E-BP, eukaryotic initiation factor 4E binding factor protein; elF4,
eukaryotic initiation factor 4 ; S473, sérine 473 ; S2448, sérine 2448 ; T389, thréonine
389 ; S422, sérine 422 ; S235, sérine 235 ; S236, sérine 236 ; S209, sérine 209 ; T70,
thréonine 70. Issue de Shives et a/, Viruses, 2016.
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1.3. Les leucémies aigués myéloides avec mutation IDH

Les mutations des génes IDH sont présentes dans divers types de tumeurs, principalement
les gliomes de grade II et III (>70%), les glioblastomes secondaires (55%-88%), les
tumeurs du cartilage et osseuses (20%-80%) et les cholangiocarcinomes intrahépatiques
(6%-30%). Elles sont présentes dans les hémopathies malignes, LAM (15%-20%),
syndromes myélodysplasiques (SMD) et myéloprolifératifs (SMP) et les lymphomes angio-
immunoblastiques (AITL)!>* (Figure 10). Les mutations 7/DH (IDHm) sont considérées
comme des événements précoces de la leucémogenése!*. Leur valeur pronostic dépend
de la nature de I'anomalie et de leur association avec d‘autres mutations (FL73-I7D ou
NPM1)158,

Les mutations JDH sont présentes dans les CHIP, leurs fréquences par rapport aux
anomalies DNMT3A, TET2 ou ASXL1 et l'incidence des LAM développées ultérieurement

pouvant étre variables suivant les cohortes étudiées 24%7,

Les anomalies J/DH sont fréquentes dans les LAM dites a « caryotype simple » (moins de 3
anomalies). Les anomalies 7/DH sont préférentiellement associées aux mutations SRSF2,
codant pour un facteur d'épissage, ce qui entraine dans les cellules LAM doublement
mutées des anomalies de maturation des transcrits ayant des conséquences fonctionnelles
majeures??4, La co-occurrence des anomalies IDH et DNMT3A présente une valeur
pronostique!’; dans un modeéle murin, cette co-expression modifie profondément les profils
épigénétiques des cellules hématopoiétiques les plus immatures, conduisant notamment a
la surproduction de prostaglandine E2 qui active de nombreuses signalisations?*?. Les
anomalies IDH2?%0 sont fréquemment associées aux mutations AVPM1, contrairement aux
mutations /DH2%72, qui sont généralement plus isolées. Pour des raisons fonctionnelles,
les mutations ZDH sont rarement associées au anomalies 7E72 ou WT1 ; ces 3 anomalies,
qui conduisent a une hyper-méthylation de I’ADN, sont considérées comme mutuellement

exclusives?%160,
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Figure 10 : Anomalies /DH et pathologies humaines
Les surexpressions (en rouge) ou les sous-expressions (en bleu) des enzymes IDH ont été
observées dans plus d’'une vingtaine de néoplasmes. Issue de Tommasini-Ghelfi et aj,
Sciences Advances, 2019.

1.3.1. Enzymes isocitrate déshydrogénase

1.3.1.1. Propriétés enzymatiques

Il existe trois isoformes d'IDH!!, Dans le cytosol et les peroxysomes, IDH1 catalyse la
décarboxylation oxydative de l'isocitrate en oKG (aussi connu sous le nom de 2-
oxoglutarate) en passant par un état intermédiaire instable (oxalosuccinate), avec
production de CO; et réduction du coenzyme nicotinamide adénine dinucléotide phosphate
(NADP*) oxydé en NADPH (forme réduite). Cette réaction est bidirectionnelle ; la
carboxylation réductrice de I'KG en isocitrate oxyde le NADPH en NADP* (Figure 11).
Cette réaction nécessite la liaison d'un ion métallique divalent, généralement Mn?*, Mg?*,
Co?* ou Cd?*. IDH2 catalyse la méme réaction au sein de la mitochondrie. IDH3 qui est
présent également dans la mitochondrie, catalyse la conversion irréversible de l'isocitrate
en oKG, en réduisant le NAD+ en NADH. L'aKG est ensuite métabolisé en succinate, tandis
que le NADH est utilisé dans la mitochondrie par la chaine de transport d'électrons pour
générer de I'ATP162,
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Figure 11 : Réactions catalysées par les enzymes IDH

L'oxalosuccinate est un intermédiaire instable qui perd un groupe béta-carbonyle libéré
sous forme de CO; et qui permet la formation d'aKG. Les réactions médiées par IDH1 et
IDH2 sont réversibles tandis que la réaction médiée par IDH3 est irréversible.

Les enzymes IDH1 et IDH2 forment des homo-dimeresZ¢’ tandis que I'enzyme IDH3 forme
des hétéro-tétrameéres : les sous-unités a et f forment un hétérodimere (ap) et les sous-
unités o et y forment un hétérodimere (ay) qui sont assemblés en hétéro-tétramere
(20:1B:1y). Ces structures peuvent étre dimérisées en un hétéro-octamere (hétéro-
tétrameére et hétéro-octameére sont appelés holoenzyme). La sous-unité o porte I'activité
catalytique, la sous-unité B structure I'assemblage de I'holoenzyme et la sous-unité y joue
un réle régulateur dans I'holoenzyme.

Ces enzymes possedent deux sites de liaison par ligand (isocitrate, Mn?*, NAD et ADP) et
par hétéro-tétramere. Ce sont des enzymes allostériques soumises a régulation par I'ADP
et le citrate et inhibées par I'ATP et le NADH. Ainsi, les ratios ATP/ADP et NADH/NAD
régulent les activités IDH?%%, Au sein d'IDH2, l'isocitrate, le Mg?* et le NAD+ se lient au site
catalytique. Des études suggerent l'existence d'un hétéro-dimere IDH1/IDH2, IDH1
apportant des résidus au site catalytique d'IDH2, tandis que les résidus analogues d'IDH2
participeraient a la liaison des ligands d'IDH176%,

D’un point de vue structurel, chaque enzyme est composée de trois domaines : un grand
domaine, un petit domaine et un domaine « clasp ». Le site actif est formé par les grands
et petits domaines d'une sous-unité et par le petit domaine de l'autre sous-unité ; il
comprend le site de liaison au NADP* et aux ions Mg2* et forme une structure hydrophile
(Figure 12A). Dans la protéine IDH2, les résidus Thr117, Ser134, Arg140, Arg149, Lys251,

Asp291, Asp314 et Asp318 ont été impliqués dans la liaison de l'isocitrate et du Mg2+ par
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liaison hydrogene. Les résidus Arg140, Arg149, Arg172 et Lys251 stabilisent la liaison de
lisocitrate chargé négativement, tandis que les résidus Asp291, Asp314 et Asp318
stabilisent I'ion Mg?* par des interactions électrostatiques?4® (Figure 12B).

Dans la protéine IDH1, les résidus Thr77, Ser94, Arg100, Arg109, Arg132, Tyr139, Asp275,
Lys212, Thr214 et Asp252 ont été impliqués dans la liaison de l'isocitrate par liaison

hydrogene ou par des interactions hydrophiles?¢,

La structure active de l'enzyme (isocitrate lié au site actif) est fermée, tandis que la
structure inactive de I'enzyme est ouverte’%’. Dans la configuration inactive de I'enzyme
IDH2, I’Asp279 forme des liaisons hydrogéne avec le résidu Ser94 ; l'isocitrate rompt de
maniére allostérique les liaisons hydrogéne entre ces résidus et permet au résidu Asp279
de chélater l'ion métallique, étape nécessaire a l'activation de I'enzyme?’%4. Les enzymes
IDH (hétéro-tétramere a2py et hétérodimere ay) peuvent étre aussi activées de maniere
allostérique par le citrate et I'ADP. La liaison du citrate induit des changements
conformationnels au niveau du site allostérique qui sont transmis au site actif, conduisant

a la stabilisation de la liaison de l'isocitrate au site actif et donc a I'activation de I'enzyme?é3,

Les protéines humaines IDH1 et IDH2 présentent une identité protéique de 42%7%°, Elles
sont plus proches de I'enzyme d'E. coli spécifique du NADP* (32% d'identité) que de celle

de la levure (moins de 15% d'identité)¢%17,

small domain

A large domain
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-
-
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Figure 12 : Enzyme IDH2

A) Domaines conservés ; le grand domaine (AA 40-152 et 327-452), le petit domaine (AA
153-180 et 224-326) et le domaine clasp (AA 181-223) sont représentés en jaune, vert et
bleu, respectivement. B) Résidus impliqués dans la liaison a l'isocitrate (vert) et au Mg2+
(sphere verte). Les atomes d'azote (bleu) et d'oxygene (rouge), sont indiqués ; les liaisons
hydrogene sont représentées par des lignes pointillées. Issue de Xu et al., Sci Rep, 2017.

1.3.1.2. Couplage du cycle de Krebs et de la chaine respiratoire

La glycolyse convertit une molécule de glucose en deux molécules de pyruvate et deux
ions hydrogéne. Le pyruvate est converti par I'enzyme pyruvate déshydrogénase (PDH) en
acétyl coenzyme A (acétyl-CoA) qui entre dans le cycle de l'acide tricarboxylique (TCA),
également appelé cycle de Krebs, en condition d'aérobie. Ce cycle est une voie métabolique
qui se déroule dans la matrice mitochondriale permettant la production d’ATP, essentiel au
maintien de l'activité cellulaire. L'activité respiratoire mitochondriale est trés dépendante
des besoins cellulaires et il existe un dialogue entre mitochondries et noyau permettant
d’adapter le métabolisme mitochondrial aux fonctions cellulaires complexes et exigeantes,
comme la différenciation (induisant un programme d’expression génique) ou l'adaptation
au stress. Grace a une "signalisation rétrograde", les mitochondries régulent I'expression
de génes facilitant des processus cellulaires. Les activités mitochondriales sont aussi
influencées par le microenvironnement!’?,

Les métabolites du cycle de Krebs sont transportés dans le cytosol ou ils fournissent les

éléments constitutifs de la synthése des macromolécules entrant dans la synthése des
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nucléotides et des lipides ; pour exemple, le citrate est converti en oxaloacétate (OAA) et
en acétyl-CoA (Ac-CoA)!72, Une des fonctions du cycle de Krebs est d'oxyder I'’Ac-CoA en
deux molécules de CO.. L'achévement du cycle génére des molécules d'ATP, du NADH et
de la coenzyme flavine adénine dinucléotide (FAD) sous forme réduite (FADH2) qui
alimentent le complexe I (NADH déshydrogénase) et le complexe II (succinate
déshydrogénase, SDH) de la chaine de transport des électrons de la mitochondrie. La SDH
est la seule enzyme qui participe a la fois au cycle de Krebs et a la chaine de transport des
électrons. Les complexes I et II transmettent leurs électrons aux complexes III et IV qui
convertissent 1’02 en HO. La force motrice des protons créée par le mouvement des
électrons est exploitée pour produire de I'ATP avec la participation du complexe V (ATP
synthase)!’3. Ce processus nécessite la présence d'oxygéne et est connu sous le nom de
phosphorylation oxydative (OXPHOS) (Figure 13).

Glucose
;
]
I
I
]
¥
Acetyl-CoA
Citrate
Oxaloacetate Isocitrate
NAD+
NADH
Mitochondrial Malate TCA o-K Inner
matrix cycle NAD* mitochondrial
ADP - membrane
Fumarate NADH
€D Succinyl-CoA
Succinate
FAD H*

Figure 13 : Cycle de Krebs et chaine respiratoire

NADH et FADH; sont nécessaires pour le transfert des électrons a la chaine respiratoire
(ou chaine de transport d'électrons, ETC). Les électrons sont acheminés a travers les
complexes de la membrane mitochondriale interne ; la chaine de transport d'électrons
génere un potentiel de membrane mitochondriale utilisé pour produire de I'ATP. Les
complexes mitochondriaux I et II de I'ETC reconstituent respectivement le NAD + et le
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FAD, ce qui permet au cycle de Krebs de fonctionner. Abréviations : o-KG, alpha-
kétoglutarate ; SDH, succinate déshydrogénase ; OXPHOS, phosphorylation oxidative ; e,
électron ; H*, proton. Issue de Martinez-Reyes et a/., Nat Commun, 2020.

Le cycle de Krebs et la phosphorylation oxydative sont couplés par I'oxydation du NADH et
du FADH; dans les complexes I et II de la chaine respiratoire mitochondriale. D'autres
connections existent : le NADH inhibe les enzymes du cycle et en cas de dysfonctionnement
de la chaine respiratoire, le NADH qui s'accumule entraine I'arrét du cycle. Le NADH génere
de I'ATP par le biais de la chaine respiratoire, qui est un inhibiteur allostérique des enzymes
pyruvate déshydrogénase (PDH) et IDH. Lorsque les cellules disposent de suffisamment
de NADH et d'ATP, le cycle ralentit. En revanche, une forte demande d'ATP, en augmentant
le ratio ADP/ATP et le niveau d'AMP, entraine une activation des enzymes du cycle. L'Ac-
CoA en abondance inhibe I'enzyme PDH mais active la pyruvate carboxylase (PC),
augmentant la formation d'OA a partir du pyruvate et ainsi coordonnant les niveaux des
deux métabolites initiateurs du cycle de Krebs. Un autre régulateur intrinseque est le
succinyl-CoA, qui inhibe a la fois la citrate synthase (CS) et I'enzyme o-cétoglutarate
déshydrogénase (a-KGDH) pour ralentir le cycle. De méme, une augmentation de I'OA

inhibe I'enzyme SDH et conduit a un ralentissement du cycle”Z,

Les 3 enzymes IDH participent a des activités métaboliques pour certaines différentes.
Selon l'isoforme, le cofacteur et la localisation, les enzymes IDH sont associées a la
production d'énergie (mitochondrie), au maintien du potentiel redox?¢, au métabolisme
de la glutamine, aux processus de lipogenese et épigénese et la réponse a I'hypoxie par la
modification des niveaux d'aKG et l'activité de dioxygénases dépendantes de ce

cosubstrat’” (Figure 14).
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Figure 14 : Processus biologiques associés aux activités des enzymes IDH

Abréviations : GDH, glutamate déshydrogénase; GOT (ou AST), aspartate
aminotransférase ; GPT (ou ALT), alanine aminotransférase ; BCAT1, branched-chain
aminotransférase 1 ; GSH, glutathion réduit ; ROS, especes réactives de I'oxygene ; TET,
ten eleven translocation ; PHD, prolyl hydroxylase domain ; HIF-1a, hypoxia inductible
factor 1 subunit alpha. Issue de Alzial et al., Oncogene, 2022.

IDH1 participe au controle de la consommation de glucose. Des souris transgéniques
surexprimant JDH1 présentent une hyperlipidémie et une obésité!®. Inversement,
l'invalidation /n vivo d'IDH1 entraine une réduction de la masse graisseuse et une baisse
des triglycérides circulants?’%. La perte d'expression d'Z/DHI dans les flots pancréatiques
chez la souris altére la sécrétion d'insuline, augmente la production de lactate?””, favorise
l'incorporation du glucose dans les acides gras et modifie le cycle NADPH/NADP*Z7, 1| a
été proposé que IDH1 fonctionne dans un cycle anaplérotique du pyruvate régulant ce
processus?’®, IDH1 a aussi été impliqué dans la régulation du métabolisme lipidique?¢s :
dans le tissu neural, IDH1 régule le métabolisme des phospholipides dans les astrocytes
en développement?7.

IDH2 est principalement impliquée dans la respiration mitochondriale par son role dans le
cycle de Krebs et ce, dans tous les tissus?¢%. Dans le cceur et le foie des mammiferes, IDH2
catalyse la réaction de conversion de I'aKG et du NADPH en isocitrate et NADP* dans des

conditions normoxiques?4.
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La glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6PDH) est classiquement considérée comme
I'enzyme fournissant du NADPH, précurseur du glutathion?¢7-287 qui est lui requis dans le
maintien du potentiel redox. Cependant, les enzymes IDH sont aussi impliquées dans la
production de NADPH réduit?5%76¢, En fournissant du NADPH aux enzymes antioxydantes
dépendantes de ce coenzyme, les enzymes IDH maintiennent le niveau de glutathion réduit
(GSH)185186 de thiorédoxine’” et de catalase (CAT)?%, permettant de contrer la formation

des especes oxygénées réactives (ROS)7%,

L'activité des enzymes IDH augmente en réponse a une variété de dommages oxydatifs.
Cependant, ces enzymes peuvent aussi étre inactivées par les produits de peroxydation
lipidique?®’ (processus au cours duquel les radicaux libres prennent un électron aux
phospholipides situés dans la membrane??”) et par les ROS?%. Ces processus sont médiés
par plusieurs types de modifications, comme la glutathionylation (en présence de niveaux
élevés de glutathion oxydé)??’, la S-nitrosylation (en présence d'especes azotées
réactives)’?? et la glycation non enzymatique en présence de niveaux élevés de glucose’?>.
En accord avec cette observation, une déficience en IDH1 ou IDH2 entraine une
augmentation de la peroxydation lipidique, des Iésions oxydatives de I'ADN, la génération
de peroxyde intracellulaire, ce qui se traduit par une survie cellulaire altérée’?, En cas de
dommages oxydatifs, d'autres enzymes du cycle de Krebs (a-KGDH, IDH3) voient aussi

leur activité diminuerZ72166,

De fagon plus anecdotique, IDH1 est associé a la protection contre la mort cellulaire apres
une phototoxicité induite par les ultraviolets BZ*”. IDH2 protége de I'apoptose aprés un
choc thermique???, un traitement par le facteur tumor necrosis factor (TNFa)???, ou encore

une exposition a des rayonnements ionisants?%,

De fagon générale, les coenzymes NAD(P)*/NAD(P)H sont essentielles a une multitude de
processus et fonctions cellulaires (homéostasie du calcium, dégradation des lipides,
expression génétique, fonctions immunologiques, vieillissement...)?6%201, C'est pourquoi les

enzymes IDH sont associées a de nombreux mécanismes.

1.3.1.3. Les multiples sources et fonctions de I'aKG

Outre sa production par les enzymes IDH, une source majeure d'aKG est le L-glutamate,
par le biais de I'activité GDH qui utilise les coenzymes NAD* ou NADP™* ; cette réaction

correspond a une réaction de transamination. Le glutamate peut étre métabolisé en
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glutamine par la glutamine synthase (GS)?%%2%, Par conséquent, GDH et GS modulent
indirectement le niveau d’'aKG?%%, Pour répondre au besoin d'aKG pendant le stress oxydatif,
ces transaminases sont surexprimées’’#. La réaction inverse produisant du glutamate a
partir d'oKG est cruciale pour les cellules neurales qui utilisent le glutamate comme
neurotransmetteur. Dans le tissu neural, la réaction de transamination, en consommant de
I'ammoniac (lié a la désamination oxydative du L-glutamate catalysée par la GDH qui
élimine le groupement o-aminé sous forme de NH4") permet d’éliminer une accumulation
toxique de ce composé. Par conséquent, I'aKG présente des propriétés neuroprotectrices.
Le métabolisme du succinate peut également produire de I'aKG a travers un cycle de Krebs
réducteur (inverse du cycle oxydatif qui caractérise le cycle de Krebs de facon classique),
comme cela a été montré chez les micro-organismes anaérobies lors de pressions partielles
élevées en CO;. En plus des activités citrate lyase (qui catalyse la transformation du citrate
en OA) et fumarate réductase (qui catalyse la transformation du fumarate en succinate),
ce cycle de Krebs réducteur met en jeu I'tKG synthase qui produit de 'uKG a partir du
succinyl-CoA?%, Par ailleurs, il a é&té montré chez les bactéries, qu'il existe d’autres sources
d’aKG. Le succinate semi-aldéhyde résultant de I'oxydation du succinate, réaction médiée
par la succinate semi-aldéhyde déshydrogénase, peut contribuer a la synthése de I'oKG.
L'aKG décarboxylase catalyse la conversion du succinate semi-aldéhyde en aKG avec une
incorporation de CO. dans les bactéries Pseudomonas fluorescens®®. Les bactéries
Agrobacterium tumefaciens et Pseudomonas acidovorans, peuvent aussi utiliser I'acide
galacturonique ou l'acide glucuronique pour produire de I'tKG a travers une série de

réactions?%/2%,

L'importance de ce co-substrat et de sa concentration intracellulaire sont en particulier
illustrées dans le cas des cellules souches embryonnaires (ES), qui présentent un niveau
élevé d'oKG. L'aKG, en influant sur les activités enzymatiques d’acteurs majeurs de
I'épigénese (dont la protéine TET2) maintient un niveau de méthylation des histones et de
I'ADN permettant I'expression des programmes géniques liés a I'auto-renouvellement et la

pluripotence de ces cellules??,

1.3.1.3.1.  Fonction antioxydante

L'aKG exerce des propriétés anti-oxydantes, en participant aux activités de la superoxyde
dismutase (SOD), CAT et la glutathion peroxydase (GSH-Px)?%%, La fonction antioxydante
de I'oKG est conservée chez les bactéries?’? et I'homme??2, En raison de la présence d’un
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groupe cétone, I'oKG capture aussi les especes RONS (reactive oxygene and nitrogen
species) et neutralise le peroxyde d'hydrogene (Hz0.), le superoxyde et d'autres especes
réactives générées par la décarboxylation oxydative?’#2?%, 'aKG réagit avec les RONS et

forme du succinate dans une réaction qui généere une molécule d'H,0 et du CO,%%%2%,

1.3.1.3.2.  Co-substrat de nombreuses dioxygénases cellulaires

L'aKG est le co-substrat de nombreuses dioxygénases cellulaires’4. Ce groupe d'enzymes
phylogénétiquement conservées catalyse des réactions d'hydroxylation sur les protéines,
les acides nucléiques, les lipides et les intermédiaires métaboliques?!’. Ces enzymes
utilisent 1’02, qui fournit I'atome d'oxygene pour I'hydroxylation du fer divalent (Fe>*) et de
I'aKG ; elles fournissent un produit hydroxylé, du CO; et du succinate. En permettant la
réduction du Fe3* (oxydé) en Fe?* (réduit), I'acide ascorbique (vitamine C) module ces
réactions.

Les dioxygénases participent a des processus cellulaires trés variés. Elles comprennent par
exemple des prolyl-hydroxylase (PHD) qui participent a la réponse a I'hypoxie et des
déméthylases qui modifient le statut de méthylation des histones et de I’ADN, notamment
les histones déméthylases de la famille Jumonji (KDM)161,162,172 et |es membres de la famille
TET (cf. infra). L'activité enzymatique de TET2 est augmentée par I'ajout de vitamine C
dans des modeles pré-cliniques?!®21? - cependant, la vitamine C administrée par voie orale
n'atteint généralement pas une concentration suffisamment élevée pour modifier de
maniere significative la fonction TET2.

Dans ce cadre, I'aKG joue également un réle clé dans le métabolisme des AA, processus
qui est essentiel dans tous les tissus. Lors de la dégradation des AA (qui a lieu dans le foie
chez I'hnomme), le groupement alpha aminé est séparé du squelette carboné. Cette
premiére étape catabolique est assurée par des aminotransférases. Ces réactions de
transamination assurent les échanges d'azote entre les AA et les acides a-cétoniques : I'AA,
donneur du groupement amine, devient un acide a-cétonique tandis que l'acide o-
cétonique accepteur devient un acide o-aminé. Dans le foie, I'acide a-cétonique accepteur
du groupe amine est I'aKG, I'AA ainsi formé est le L-glutamate. L'aKG peut par exemple
servir de précurseur a I'AA proline???, qui est formé a partir de pyrroline-5-carboxylate
(P5C), métabolite intermédiaire entre la glutamine, l'ornithine et la proline. Par une

production accrue de proline et d'hydroxyproline, I'aKG contribue a la formation du tissu
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osseux44,

1.3.1.3.3. Role dans l'inflammation

Dans les macrophages activés par I'IL-4, I'oKG produit par la glutaminolyse, réprime la
réponse pro-inflammatoire en inhibant I'activation de la kinase IKKp, effecteur de la voie
inflammatoire des facteurs nuclear factor kappa B (NF-xB)?%. En effet, 'hydroxylation de
IKKB sur ses résidus proline est dépendante de I'activité de I'enzyme prolyl-hydroxylase

(PHD), utilisant I'uKG comme co-substrat.

1.3.2. Mutations des génes IDH

Les mutations /DH mettent en évidence limplication directe d’une dérégulation du
métabolisme énergétique dans le processus de transformation cellulaire. Cette implication
avait déja été illustrée par les mutations des génes SDH (5 sous-unités composent I'activité
SDH, codées par 5 genes) identifiées dans les phéochromocytomes et les paragangliomes
familiaux et sporadiques??, et les mutations du géne fumarate hydratase (FH, activité qui
catalyse la formation du malate a partir du fumarate) impliquées dans des tumeurs de type

léiomyomes (cutanés et utérins) et des tumeurs du rein??~,

Les mutations JDH sont essentiellement hétérozygotes. Ce sont des mutations faux-sens
conduisant a la substitution d’acides aminés jouant un role clé dans la liaison de l'isocitrate
au site actif (Arg140 ou Arg172 pour IDH2 ; Arg132 pour IDH1, codon analogue de Arg172
d'IDH2). Ces mutations affectent la liaison des coenzymes (affinité accrue pour le NADPH)
et la conformation du site actif. Ces mutations gain de fonction imposent aux enzymes IDH
une nouvelle activité de réduction de 'nKG en 2-hydroxyglutarate de forme D (D-2HG),
cette réaction est accompagnée de l'oxydation du coenzyme réduit NADPH en forme
oxydée NADP+2?%226, |a production d’oncométabolite D-2HG semble étre la seule
conséquence de l'activité des formes mutantes IDH (ces mutations n’induisent pas la
synthése du métabolite L-2HG.). Il a été proposé que ces mutations n'affectent pas la
concentration intracellulaire en oKG. Cependant, ce métabolite étant instable et difficile a
doser, la question de sa concentration dans les cellules exprimant une mutation 7/DH se

pose.
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Le métabolite D-2HG est un métabolite produit de facon physiologique par les cellules mais
dont les fonctions sont encore mal connues. Il s'accumule dans les cellules exprimant une
forme mutante IDH, par saturation de la réaction inverse (D-2HG en oKG) qui est assurée
par I'enzyme D-2HG déshydrogénase (D2HGDH) (Figure 15). Chez les patients atteints
de LAM avec mutation /DH, la concentration sérique en D-2HG est tres supérieure a son
taux physiologique (2,4-305,9umol/L vs. 0,7-2,2umol/L). La disponibilité en oKG et la
nature de 'anomalie IDH (IDH1vs. IDH2 ; IDHR0 vs. IDHR'7?) influent sur la production
du D-2HG ; une concentration plus faible d'aKG dans le cytosol comparée a la mitochondrie
expliquerait une moindre accumulation de D-2HG dans le cas des mutations /DHI (IDH1m)
comparées aux IDH2m??’. Le taux sériqgue de D-2HG est un biomarqueur prédictif de la
présence de mutations /DH dans les hémopathies??4227229 (faiblement corrélé a la charge
alléliqgue et la masse tumorale??”) et dans des tumeurs solides?’>%3., Dans la LAM, cet
oncométabolite a été cliniquement validé comme oncobiomarqueur de la réponse au

traitement et de la maladie résiduelle?27225,

Plusieurs activités enzymatiques sont impliquées dans le métabolisme des deux
énantioméeres du 2HG, L et D (aussi indiqués S et R dans les nomenclatures anglophones)
(Figure 15). Les isoformes cytosolique (MDH1) et mitochondriale (MDH2) de I'enzyme
malate déshydrogénase réduisent I'aKG en L-2HG dans ces deux compartiments
cellulaires?®. L'enzyme LDHA, en condition acide, produit du L-2HG?*. L'enzyme
phosphoglycérate déshydrogénase (PHGDH) qui catalyse la premiéere étape de biosynthese
de novo des sérines et qui est fréquemment surexprimée dans les cancers???, possede
également la propriété de produire du D-2HG a partir de 'tKG dans le cytosol?®. Les
métabolites L-2HG et D-2HG mitochondriaux sont reconvertis en aKG par les enzymes L-
2HG déshydrogénase (L2HGDH)?*¢ et D-2HG déshydrogénase (D2HGDH)?*” qui utilisent le
FAD comme accepteur d'électrons pour effectuer I'oxydation du 2-HG, et générer de I'aKG
et du FADH,.
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Figure 15 : Métabolisme des formes D et L du 2HG

Abréviations : 0-KG, alpha-kétoglutarate ; LDHA, lactate déshydrogénase A ; MDH1,
malate déshydrogénase 1 ; MDH2, malate déshydrogénase 2 ; PHGDH, phosphoglycérate
déshydrogénase ; D2HGDH, D2HG déshydrogénase ; L2HGDH, L2HG déshydrogénase.
Issue de Du et al., Front Cell Dev Biol, 2021.

La parenté structurelle entre le D-2HG et 'aKG dont il est issu, fait que le D-2HG se
comporte comme un inhibiteur compétitif (faible) de I'aKG, et inhibe fonctionnellement des
dioxygénases dépendantes du co-substrat aKG. Un important excés de D-2HG est
cependant nécessaire (jusqu'a 100 fois la concentration d’oKG) pour provoquer un effet
inhibiteur significatif. Cette faible capacité a I'inhibition peut s'expliquer par le fait que le
groupe hydroxyle du D-2HG est un ligand plus faible que le groupe cétone de I'aKG vis-a-
vis du Fe2*. La faible efficacité inhibitrice du D-2HG explique également pourquoi les
cellules tumorales peuvent tolérer un taux élevé de D-2HG?%, Le L-2HG est 5 a 10 fois plus

puissant que le D-2HG dans l'inhibition de certaines dioxygénases, dont TET2%%,
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1.4. Conséquences des mutations IDH

1.4.1. Altérations épigénétiques liées aux mutations IDH

1.4.1.1. Méthylation de I'ADN

La (dé)méthylation de I'ADN est l'une des modifications épigénétiques les mieux
caractérisées?. L'ADN est méthylé sur résidus cytosine (5-méthylcytosine, 5mC) par
I'activité des ADN méthyltransférases (DNMT). Les enzymes TET (TET1/2/3) a l'inverse,
hydroxylent le groupe méthyl des résidus 5mC en 5-hydroxyméthyl (5hmC), ce qui est une
des étapes clé du cycle de déméthylation active de ’ADN?*0?*! (Figure 16). La distribution
de la marque 5hmC a l'échelle du génome reflete la forte association de I'activité
enzymatique TET avec la transcription des génes. Cette marque est enrichie au niveau des
régions enhancers (genes actifs), dans le corps de génes les plus transcrits?4>-244, Elle joue
un role clé au cours du développement et dans le controle de la différenciation cellulaire
en controlant I'expression de génes de maintenance de la pluripotence?®. Cette marque
régule la conformation de la chromatine au niveau des enhancers, I'état de méthylation
des histones par son interaction avec des modificateurs de la méthylation et de I'acétylation

des histones.

La perte de fonction TET, en bloguant le cycle de déméthylation, entraine une diminution
globale en contenu 5hmC et une augmentation en contenu 5mC. Les nombreux modeles
murins de perte de fonction de 7et2 montrent une diminution importante de marques
5hmC sur les enhancers, ce qui entraine I'hypermethylation et I'hypo-activité de ces
éléments et une mise en route retardée des premiéres étapes de la différenciation des
cellules, phénomeénes associés a la transformation des cellules myéloides?*. Ces
observations plaident pour un role clé de TET2 et de la marque 5hmC dans la dynamique
de méthylation/déméthylation des éléments de régulation génique liés a la différenciation
myéloide. Cette hyperméthylation s’‘opére au niveau des séquences liant le répresseur
transcriptionnel CCCTC-binding factor (CTCF) qui a aussi une activité d'isolateur
chromatinien (insulator), ce qui indique que l'activité TET faconne aussi I'environnement
chromatinien local au niveau des enhancers. Des facteurs de transcription importants dans
la différenciation et la spécification cellulaire recrutent physiquement la protéine TET2 sur
la chromatine (TET2 est dépourvu de domaine d'interaction avec I'ADN, contrairement a
TET1 et TET3), notamment la protéine a homéo-domaine NANOG?#, spalt like transcription
factor 4 A (SALL4A)**8, WT1>3°4, early B-cell transcription factor 1 (EBF1)?%, SPI1/PU.12°°,

CCAAT enhancer-binding protein alpha (CEBPA)?*! et le facteur de transcription E2A%>2, I
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existe des interactions entre les protéines TET et les complexes de glycosylation des
protéines (notamment la protéine O-linked N-acetyl-glucosaminyltransferase, OGT) et des
protéines de modification des histones, comme les activités antagonistes Polycomb et
Trithorax (PcG et trxG) qui sont des facteurs chromatiniens trés conservés au cours de
I'évolution. En conséquence, les déficiences d'expression ou d'activité en enzymes TET, et
notamment TET2, alterent la différenciation cellulaire observée dans les systémes

neuronaux et hématopoiétiques?>3,
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Figure 16 : Déméthylation active de I'ADN

Les ADN méthyltransférases (DNMT) utilisent le donneur de groupe methyl S-adénosyl
méthionine (SAM). Les protéines TET (ten eleven translocation) catalysent I'oxydation des
résidus  5-méthylcytosine  (5mC) en  5-hydroxyméthylcytosine  (5hmC), puis
séquentiellement contribuent a la formation des résidus 5-formylcytosine (5fC) et 5-
carboxylcytosine (5caC). Les activitéss TET sont inhibées par I'accumulation
d’oncométabolite D-2HG. Les résidus oxydés 5fC et 5caC sont les substrats de I'activité de
la thymine ADN glycosylase (TDG) et le site abasique en résultant est pris en charge par
les complexes d’excision de base (ou base excision repair, BER) qui rétablissent un résidu
cytosine non modifié. Issue de Bowman et al., Cold Spring Harb Perspect Med, 2017.
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TET2 est un gene fréquemment muté dans les hémopathies malignes humaines®*. La
contribution des anomalies 7et2 au processus de transformation des cellules myéloides et
lymphoides a été trés largement étudiée en modéles murins?>°2°6:257,

Dans les cellules hématopoiétiques, les mutations 7DH induisent une hyper-méthylation de
I'ADN liée a l'inhibition fonctionnelle de TET2 ; ainsi la perte de fonction de 7E72 mime
une accumulation de D-2HG?182°8, Les régions riches en flots CpG sont affectées, ce qui a
conduit certains auteurs a évoquer un phénotype appelé CpG island methylator phenotype
(CIMP) initialement décrit dans des tumeurs solides incluant les gliomes. Le processus
d’hyper-méthylation qui affecte I'ADN s'accompagne d’une modification profonde du profil
transcriptionnel et a des conséquences fonctionnelles majeures pour le développement des
cellules hématopoiétiques. Par exemple, on observe une augmentation du contingent de
cellules immatures médullaires dans les souris knock-in Jadh2*#%Q ou déficientes pour 7et2
et de multiples anomalies de la différenciation myéloide dans ces deux contextes
cellulaires®®. Dans le cas de Idh2f%C, ces maodifications géniques sont aussi la
conséquence de l'inhibition fonctionnelle d’histones déméthylases (cf. infra).

TET2 est une protéine qui interagit également avec I'ARN%>%250, Au cours de I'engagement
en différenciation des cellules murines ES, I'hydroxy-méthylation médiée par Tetl et Tet2
diminue, réduisant la stabilité de transcrits codant pour des facteurs importants pour le
maintien de la pluripotence?®. Il est aujourd’hui établi que les modifications de méthylation
des ARNs affectent aussi leur traduction?61:262, e contrble exercé par les protéines TET sur
la stabilité et la traductibilité de I’ARN représente une nouvelle voie par laquelle les
mutations /DH et la perte de la fonction de 7E72 pourraient influencer la physiopathologie

et la transformation cellulaire.

1.4.1.2. Méthylation des histones
Plusieurs histones déméthylases sont fonctionnellement inhibées par le D-2HG induisant
I'nyperméthylation de leurs résidus lysine cibles sur I'histone 3 (H3K4, H3K9, H3K27, H3K36,
H3K79)2%263, Ces maodifications affectent la différenciation cellulaire. En effet, cette
hyperméthylation compromet la différenciation des cellules mésenchymateuses par
I'incapacité du facteur MyoD a interagir avec ses genes cibles?6? ; I'inhibition de I'activité
de la lysine demethylase 4C (KDM4C) compromet la différenciation des adipocytes?6®. En
cas de mutation /DH, les modifications de méthylation des histones précédent celles

observées sur |'ADN?6>266, suggérant une certaine « indépendance » des deux
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phénomeénes, a la fois dans leur établissement et possiblement en terme de conséquences

fonctionnelles et de contribution au processus de transformation.

1.4.1.3. Réparation de 'ADN

Les mutations Z/DH induisent un défaut de réparation des cassures de I'ADN impliquant
notamment le mécanisme de recombinaison homologue (homologous recombinaison,
RH)?¢7141 Dans le cas des LAM IDHm, il a été proposé que ce phénotype soit lié a une
diminution de I'expression du géne ataxia telangectasia mutated (ATM)?%8, facteur clé de
la RH par son recrutement et activation de la machinerie de réponse aux dommages de
I’ADN'42271, Sans étre mutuellement exclusif, il a récemment été montré que l'inhibition
des deux histone déméthylases KDM4A et KDM4B par le D-2HG dans les cellules IDHm
entraine I'hyperméthylation des résidus H3K9 (H3K9me3) sur I'ensemble de la chromatine,
rendant inopérante la concentration de la marque H3K9me3 a des sites de cassure double
brin de I'ADN. Normalement, la signalisation par cette marque permet la réparation des
cassures par le recrutement d’ATM et Tip60'*! (Figure 17A).

De fagon intéressante, les gliomes IDH1Im sont aussi souvent associés a un défaut de
réponse aux dommages de I'ADN par la perte d'expression d’A7R, qui participe aux
réparations par d’autres mécanismes?’. Les sensibilités aux dommages a I'ADN et les
processus de réparation des cellules neurales ou hématopoiétiques exprimant une
mutation /DH mettent en jeu des processus souvent différents?””. Des défauts de
réparation ont aussi été observés dans le cas de la perte de fonction 7E72dans les cellules
leucémiques?”“. Le défaut de RH entraine un phénotype dit "BRCAness" (par analogie avec
le défaut de recombinaison homologue induit par les anomalies des génes BRCA) et une
hyper-sensibilité des cellules leucémiques et neurales /DHm aux inhibiteurs de I'enzyme
poly(ADP-ribose)polymérase 1 (PARP1)?%’, selon le principe de létalité synthétique associé
a la double inhibition des activités BRCA et PARP. Cette vulnérabilité aux thérapies
inhibitrice de PARP1 (comme |'Olaparib), si elle était confirmée, serait intéressante d'un
point de vue clinique?” . En effet, les inhibiteurs PARP1 sont couramment utilisés en
routine clinique dans des contextes tumoraux variés (cancer de I'ovaire, de la prostate...).
La combinaison des inhibiteurs de PARP avec des inhibiteurs de la kinase ataxia
telangiectasia and Rad3-related protein kinase (ATR) montre une forte activité anti-
tumorale /in vitro et in vivo en favorisant I'apoptose cellulaire?”.

Un autre exemple est celui des dioxygénases dépendantes de I'aKG de la famille AlkB

homolog (ALKBH) impliqués dans la réparation de I'ADN, simple ou double brin, et qui
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oxydent les groupes alkyle des résidus lésés 1-méthyladénine (m1a) et 3-méthylcytosine
(m3c) induites par les agents alkylants?’®. Le D-2HG inhibe les enzymes ALKBH2 et ALKBH3
et contribue a une augmentation du taux de mutations?’728, La déficience de la réparation
de I'ADN en contexte JDHm mérite d’explorer I'utilisation d’agents alkylants (comme le

busulfan) pour promouvoir la mort cellulaire. (Figure 17B).
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Figure 17 : Mécanismes de réparation de I’ADN impactés par les mutations /DH

A) (a) La présence d'une cassure double brin de I'ADN dans une cellule normale est
signalisée au niveau du site endommagé par la marque H3K9me3 ; ce signal de
méthylation local recrute les facteurs de réparation de I'ADN, notamment les protéines
Tip60 et ATM (ataxia telangiectasia mutated). (b) Dans le contexte IDHm, I'hyper-
méthylation globale des résidus H3K9 masque les pics locaux de méthylation survenant
apres une lésion de I'ADN, et entrave le recrutement des facteurs de réparation de I'ADN.
Les cassures double brin en particulier sont a I'origine de recombinaisons chromosomiques
et d’'une forte instabilité génétique. Issue de *!. B) Sensibilité aux agents alkylants des
cellules ZIDHm. Issue de Wang et al., Cell Rep, 2015.

Une autre particularité phénotypique a été rapportée dans le cas des gliomes IDH1m, liant
la présence de la mutation 7/DH! a linduction de dommages a I’ADN, et pouvant offrir la
encore une opportunité thérapeutique?’®. En effet, la voie de synthése de novo des
pyrimidines, lorsqu’elle est déficiente, induit un déséquilibre du pool de nucléotides et des
dommages de I'ADN. Cette voie est en partie contr6lée par I'enzyme dihydroorotate
dehydrogenase (DHODH), enzyme mitochondriale qui catalyse la conversion médiée par
I'ubiquinone du dihydroorotate (DHO) en orotate et fournit des électrons a la chaine de
transport des électrons via l'ubiquinone ; DHODH relie la bioénergétique mitochondriale a
la syntheése de novo des pyrimidines?®. L'utilisation de [l'inhibiteur pharmacologique
BAY2402234 qui cible DHODH (actuellement en développement clinique) révele une forte
dépendance des cellules de gliomes IDH1m a l'activité DHODH et la possibilité d'une
hypersensibilisation des gliomes /DH1m aux dommages de I'ADN?7°. De facon intéressante,
I'inhibition de I'activité de la DHODH induit une différenciation partielle des cellules de LAM
dans des modéles murins et des lignées cellulaires humaines?81:282 et présente donc aussi
une activité anti-leucémique. Ces observations soulignent I'importance des défauts de
réparation des dommages de I’ADN dans les tumeurs IDHm.

1.4.1.4. Adaptation a I'hypoxie
L'adaptation hypoxique est médiée par la famille des régulateurs transcriptionnels hypoxia
inductible factor (HIF, HIF-1a, -2a et -3a) qui agissent sous forme d'hétérodimeres o/p (la
sous-unité p est aussi appelée aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator, ARNT) et
qui induisent un ensemble de genes spécifiques?®3284, En normoxie, les sous-unités HIFa

sont hydroxylées par les enzymes prolyl hydroxylase (PHD, aussi appelées EGLN)
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dépendantes de I'aKG, avant leur dégradation par le protéasome (la ligase E3 codée par
le gene suppresseur de tumeur von-Hippel Lindau (VHL) participe a cette signalisation).
En condition hypoxique, la diminution de I'activité PHD et de la dégradation protéasomale
de HIFa permet l'activité des complexes HIFa/B. Cette situation peut étre mimée en
condition normoxique, par des niveaux réduits d'eKG ou de Fe2*, par I'accumulation de L-
2HG ou de D-2HG et par l'accumulation des métabolites du cycle de Krebs fumarate ou
succinate (qui se comportent comme des inhibiteurs compétitifs vis-a-vis de I'aKG a l'instar
du D-2HG?Y). Ces conditions favorisent I'activité des complexes HIF et induisent un état
pseudohypoxique?®> (Figure 18). Des résultats contradictoires ont été rapportés
concernant la réalité de l'effet inhibiteur des énantiomeres du D-2HG sur l'activité des
complexes HIF: dans une étude, le D-2HG produit par la mutation /DH active
EGLN128 tandis que dans une autre étude, les échantillons présentant une mutation /DH
présentent un profil transcriptomique significatif d'un état pseudo-hypoxique?®’. Une étude
a proposé que les deux énantiomeres soient oxydés en oKG de maniére non enzymatique
par une chimie de type Fenton médiée par le fer et d'autres agents réducteurs tels que
I'ascorbate et le glutathion réduit (GSH)?%8. La réaction de Fenton est une réaction
d’oxydation qui consiste en la décomposition du H,O; par des sels métalliques (Fe?* ou
Fe3*) pour générer des especes radicalaires (notamment le radical hydroxyle), réaction
décrite comme utilisable pour I'oxydation des acides a-hydroxylés?®®. L'oxydation du D-
2HG est permise par le H,0; pour produire de I'oKG, du succinate semi-aldéhyde et du
succinate en présence de Fe?* ou Fe3* 288, | 'adaptation hypoxique est particulierement
importante pour les tumeurs solides. Il a aussi été montré que les complexes HIF inhibent
la prolifération des CSH et des cellules leucémiques dans certains modéles humains

primaires ou cellulaires (U937T) et murins (rats, souris) de LAM?%0,
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Figure 18 : Les métabolites du cycle de Krebs régulent I'activité des complexes
transcriptionnels HIF

En normoxie, HIF-a est hydroxylée par des PHD et ciblée pour une dégradation dans le
protéasome par le complexe VHL. Dans des conditions hypoxiques, I'activité des PHD est
inhibée, empéchant I'hydroxylation de HIF-o, ce qui entraine sa stabilisation. HIF-o est
transloqué dans le noyau ou il s'associe a HIF-1B pour activer la transcription des genes
cibles impliqués dans le métabolisme, I'angiogenése, I'érythropoiese, les réponses
immunitaires et l'invasion tumorale!’2. La combinaison d’une hypoxie et d'une production
de ROS mitochondriaux diminue I'activité PHD et augmente I'activité des sous-unités HIF-
10%°1, En normoxie, les ROS libérés par les mitochondries et les niveaux accumulés de
métabolites succinate, fumarate et L-2-HG peuvent inhiber I'activité des PHD provoquant
un état de pseudo-hypoxie. L'augmentation des niveaux intracellulaires d'oKG dans les
cellules cancéreuses hypoxiques provoque une déficience métabolique sévéere qui conduit
a la mort cellulaire?®?. Issue de Martinez-Reyes et a/.,, Nat Commun, 2020.

1.4.1.5. Maturation des collagenes
Les enzymes collagen prolyl-4-hydroxylase (C-P4H) et procollagen-lysine 2-oxoglutarate 5-
dioxygenase (Plod) hydroxylent les résidus prolines et lysines des protéines du collagene
et sont dépendantes de I'aKG. L'accumulation de résidus hydroxyproline et hydroxylysine
dans une protéine de collagene mature renforcent sa structure hélicoidale et favorisent sa
stabilité thermique?®3. En inhibant les enzymes C-P4H et Plod, le D-2HG diminue
I'accumulation de formes collagéne immatures au profit des formes matures?®®. Le
collagéne de type IV est un des composants principaux des membranes basales?®.

L'incapacité des cellules a synthétiser ce composé mature en présence de D-2HG entraine
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la dégradation des membranes basales et modifie les capacités migratoires des cellules
IDHn?*4. Les dioxygénases C-P4H et Plod sont localisées dans le réticulum endoplasmique
(RE), leur inhibition entraine I'accumulation de protéines de collagénes nouvellement
synthétisées non repliées dans le RE?%%2%7, ce qui déclenche une réponse de stress du RE

qui peut conduire a I'apoptose??8.

1.4.1.6. Epissage de IARN
Outre leur association fréquente avec les mutations SRSF2, les mutations 7DH induisent
intrinséquement des défauts d'épissage!>®?°°. Les bases moléculaires de cette observation
ne sont pas entierement établies. Une hypothese possible est que la méthylation aberrante
de I'ADN induite par les mutations /DH altére la reconnaissance des introns lors de la
transcription des genes. En effet, I'assemblage du spliceosome se produit de maniére co-
transcriptionnelle, ce qui indique que la structure de I'ADN influence I'épissage alternatif.
Il a été montré que le facteur de transcription CTCF favorise l'inclusion d'exons en induisant
une pause de I'ARN polymérase II3%, Une forte rétention d'introns a été montré dans les

cellules de LAM31,

Ces exemples montrent que le D-2HG inhibe un grand nombre d’enzymes dépendantes de
|’aKG mais la part respective de ces inhibitions fonctionnelles dans la leucémogenese reste

a déterminer (Figure 19).
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Issue de Clark et al., Clin Cancer Res, 2017.

1.4.2. Altérations métaboliques liées aux mutations IDH

Le métabolisme mitochondrial est dérégulé dans les cellules 7DHm, entrainant des
vulnérabilités métaboliques spécifiques des tumeurs IDHm. Ces sensibilités ne sont pas
identiques entre modéles IDH1m et modeles IDH2m. Par exemple, alors que certaines

études /n vitro ont montré une diminution des niveaux de GSH et une augmentation des
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niveaux de ROS dans les cellules exprimant des mutations /DH1, les mutations IDHZ2 ne
semblent pas modifier le potentiel redox dans les cellules hématopoiétiques des modeles

murins’?2,

Le D-2HG perturbe la synthése de coenzyme NAD, de facon indirecte, par I'inhibition de
I'expression du géne codant pour I'enzyme nicotinate phosphoribosyltransférase (NAPRT1)
qui intervient dans la synthése de ce coenzyme. Ce processus rend les cellules IDH1Im
vulnérables a une inhibition ciblée de la nicotinamide phosphoribosyltransférase (NAMPT),
elle est aussi associée a la synthése du NAD dans une voie paralléle et qui peut étre ciblée
par des inhibiteurs pharmacologiques. La déplétion en NAD active AMPK, déclenche

I'autophagie et entraine une cytotoxicité?.

Il a été montré chez la levure que I'accumulation de D-2HG inhibe de fagon directe I'activité
de la sous-unité p de I'ATP synthase mitochondriale (ATP5B), aussi appelée complexe V et
cette inhibition se répercute sur I'activité de mTOR (qui est un senseur de I'ATP) et par la
suite sur la croissance cellulaire qui dépend de mTOR?%, Cette observation est
particulierement importante car elle lie les activités /DHm et D-2HG avec celles de mTOR
et de la croissance cellulaire. Elle a également été validée dans des modéles cellulaires
IDHm. Surtout, cette observation indique que de fagon contre-intuitive, I'oncométabolite

présente une activité anti-proliférative.

L'oncométabolite produit par /DH1m dans les cellules de gliomes est aussi responsable
d’une hypersuccinylation dans la mitochondrie (réaction dans laquelle le succinyl-CoA
dérivé du métabolisme modifie les groupes lysine des protéines) par l'inhibition de I'activité
SDH (qui est active dans le cycle de Krebs) et par I'accumulation de succinyl-CoA. Cette
dérégulation métabolique induit de maniere préférentielle [I'hypersuccinylation des
protéines mitochondriales entrainant une dépolarisation mitochondriale et une inhibition
partielle de la respiration mitochondriale. Cet effet augmente le métabolisme tumoral car
il induit une accumulation de BCL-2 au niveau de la membrane mitochondriale, entrainant

une augmentation de la résistance a I'apoptose™.

Le D-2HG inhibe I'activité de la cytochrome c oxydase (COX) de la chaine de transport des
électrons mitochondriale. L'inhibition de I'activité COX augmente I'activation des complexes
pro-apoptotiques BAX/BAK, c’est pourquoi la suppression de cette activité abaisse le seuil
mitochondrial déclenchant I'apoptose en cas d'inhibition de BCL-27%. Cette observation est

a mettre en regard avec la sensibilité singuliere des LAM IDHm au venetoclax??/-7%,
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Enfin, I'anabolisme lipidique est plus élevé dans les lignées cellulaires exprimant une
mutation /DH1°%, le métabolisme des acides gras semblant influer sur la résistance aux

thérapies ciblées /in vitro®310,

1.4.3. Thérapies des LAM avec mutations IDH

1.4.3.1. Traitements conventionnels

1.4.3.1.1.  Chimiothérapie intensive

La chimiothérapie représente le traitement le plus largement utilisé pour les patients
atteints de LAM, l'association cytarabine-anthracycline étant la norme de soins. De
nombreuses études ont évalué l'impact des mutations 7DH sur la réponse au traitement
intensif et la survie des patients atteints de LAM, avec des résultats controversés3!1312, Ces
différences sont susceptibles d'étre influencées entre autres, par le type de mutation ainsi
que par la présence de mutations concomitantes, notamment DNMT73A. Des études
précliniques ont démontré que les mutations DNVNMT73A conférent une résistance aux
anthracyclines par le biais d'une altération du remodelage des nucléosomes3!3. Il a aussi
été fait état d'une amélioration des résultats en terme de survie, avec une induction et une
consolidation par anthracycline a dose croissante dans la LAM avec anomalies DNMT3A,
NPMI1 ou FLT3, toutes fréquentes chez les patients atteints de LAM avec mutation ZDH.
Ces observations suggerent que des doses plus élevées d'anthracyclines peuvent étre
envisagées chez les patients atteints de LAM avec mutation /DH et présentant ces

mutations associées!>314-316,

1.4.3.1.2.  Agents hypométhylants

L'azacitidine et la décitabine sont devenues la norme de soins pour un grand nombre de
ces patients®?”. L'impact des mutations /DH sur les réponses aux agents hypométhylants
reste néanmoins mal défini#*%2¢>, Dans une étude portant sur des patients atteints de LAM
traités par décitabine ou azacitdine, les taux de réponse étaient significativement plus
élevés chez les patients présentant des mutations /DA%, En revanche, deux autres études
rétrospectives évaluant 68 et 175 patients atteints de LAM traités par une thérapie a base
d'agents hypométhylants n'ont pas identifié de différences significatives dans les taux de
réponse ou la survie globale en fonction de la présence de mutations /DH?2715, Malgré

59



une signature de méthylation trés semblable entre anomalies 7E72 et JDHdans les cellules
de LAM, des différences de réponse sont observées, probablement liées aux effets

indépendants de l'inhibition de TET2 associés a I'accumulation de D-2HG??%,

1.4.3.2, Thérapies ciblées

L'effet pathogéne des mutations 7DH est lié a son activité enzymatique néomorphique,
c'est pourquoi de petites molécules inhibitrices de type allostérique ont été développées.
L'inhibition des formes mutantes IDH par ces agents, normalise le taux de D-2HG, inverse
progressivement le phénotype d'hyperméthylation observé dans les cellules de LAM vers
une hypométhylation des cellules??6, et induit une différenciation cellulaire a la fois /in

vitro®?0 et in vivo?L.

L'enasidenib (ou AG-221) est un inhibiteur spécifique des mutations /DH2. Dans I'étude de
phase I/II qui a conduit a son approbation, un total de 239 patients atteints de LAM, dont
176 (74%) R/R (rechute ou réfractaire), ont été recrutés??. Le taux de réponse global, (y
compris CR (complete response), CR avec récupération hématologique incompléte (CRh),
CR avec récupération plaquettaire incompléte, rémission partielle ou état morphologique
sans leucémie) pour tous les patients était de 40,3%. Le taux de CR était de 19,3%, avec
un délai médian avant la premiére réponse de 1,9 mois et une durée médiane de réponse
de 5,8 mois. La durée médiane de survie chez les patients a été de 9,3 mois et la survie a
augmenté de fagon notable a 19,7 mois chez les patients ayant obtenu une CR. Les études
translationnelles adossées a ces essais, ont montré que les mutations de NVRAS et d'autres
genes codant pour des effecteurs des voies mitogen-activated protein kinases (MAPK) sont
enrichies chez les patients qui ne répondent pas et peuvent contribuer a la résistance
primaire a I'AG-221723, |'association de I'AG-221 et de I'azacitidine semble étre efficace
dans une étude de phase Ib/II sur des patients atteints de LAM avec une mutation /DHZ2
nouvellement diagnostiquée, avec un taux de réponse globale de 74 %, supérieure a

I'azacitidine seule??4,

L'ivosidenib (ou AG-120) est un inhibiteur spécifique des mutations /DHI. Un essai de
phase I a été mené sur 258 patients atteints de LAM R/R présentant une mutation J/DH1.
Le taux de réponse global était de 41,6 %, et le taux de CR était de 21,6 %. La durée de
vie du groupe ayant obtenu une CR était de 9,3 mois. Parmi les patients ayant obtenu une
CR ou CRh, 21% ont eu une réponse moléculaire profonde avec des mutations J/DH1

indétectables??*. La encore, des mutations dans des géenes codant pour des récepteurs a
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activité tyrosine kinase (RTK, tels que les génes KIT et FLT3) ou leurs effecteurs (NRAS,
KRAS, tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 11, PTPN11, aussi connue sous le
nom de SHP2) sont associées a des résistances primaires au traitement AG-1207%6-525, | a
combinaison entre AG-120 et I'azacitidine chez des patients atteints de LAM avec mutation
IDH1 n'ayant jamais été traités, a permis d'obtenir une réponse globale de 78 %7?. Plus
récemment, une synergie entre I'azacytidine et I'’AG-120 dans |'éradication de rares CSL
quiescentes et responsables de résistance a I’AG-120 utilisé seul, a été montrée dans un
modele murin de LAM IDH1mP.

La molécule IDH305, un autre inhibiteur d'IDH1, a montré une activité anti-leucémique
intéressante dans un essai clinique de phase 177,

L'inhibiteur d'IDH1 de deuxieme génération le plus prometteur est I'olutasidenib (FT-2102).
En monothérapie, lors d'un essai clinique de phase II, le FT-2102 a permis I'obtention d’un
taux de réponse globale de 46 % chez des patients atteints de LAM R/R. La présence
d’autres mutations (NPM1, DNMT3A, ASXL1 et dans des géenes codant pour des RTK et
leurs effecteurs) est la encore corrélée a une diminution du taux de réponse globale et de
CR%?2, En association avec I'azacitidine, le FT-2102 a induit une CR durable chez un sous-

ensemble de patients atteints de LAM avec mutation /DH13%3,

Le vorasidenib (AG-881), un inhibiteur double des mutations /DH1 et IDHZ, est en cours

d’évaluation dans le traitement des gliomes?%*.

Les thérapies ciblées enasidenib et ivosidenib entrainent des résistances secondaires,
comme la majorité des thérapies ciblées utilisées dans les hémopathies a ce jour (ciblant
les activités BCR-ABL, ALK, BTK ou EGFR pour exemples). Chez les patients ayant acquis
une résistance a I'enasidenib ou l'ivosidenib, on observe la sélection ou I'évolution de clones,
pouvant étre minoritaires au diagnostic, qui acquierent des anomalies dont certaines sont
récurrentes (i.e. délétion chr 7q, FLT3ITD/TKD...)*”. Parmi ces anomalies, |'acquisition
d’une mutation dans le gene IDH (IDH1 ou IDH?) initialement non muté au diagnostic est
retrouvée chez un nombre significatif de patients?™7%. On observe également des
mutations 7DH secondaires sur un nouveau site (Q316E, I319M pour IDHZ2 et S280F pour
IDHI) qui perturbent la liaison des inhibiteurs et ré-entrainent une production élevée de
D-2HG qui survient aprés 6 a 9 mois de traitement*”7%, Les mutations de facteurs de
transcription liés a la différenciation hématopoiétique, tels que RUNX1, CEBPA et GATA
binding protein 2 (GATAZ2), sont associées aux phénomenes de résistance aux inhibiteurs

IDH7%6332335 | 'hyperméthylation de promoteurs de genes exprimés dans les cellules
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souches (Forkhead Box C1 (FOXCI), CD99 et DNMT3A) semble également associée a la

résistance aux inhibiteurs IDH7%,

Une reprogrammation métabolique mitochondriale (OXPHOS et oxydation des acides gras)
a été mise en évidence dans les cellules de LAM IDHm. Cette augmentation de I'activité
oxydative mitochondriale a été associée aux résistances secondaires a I'AG-221 et I'AG-
120579,

1.5. METABOLISME DES ACIDES AMINES BRANCHES

Le métabolisme des AA branchés (BCAA) est une voie métabolique essentielle. Les taux
circulants de BCAA (et les taux de leurs produits cataboliques, les a-cétoacides a chaine
ramifiée (BCKA) qui sont aussi des indicateurs) ont tendance a augmenter chez les
personnes obéses et sont associés a une mauvaise santé métabolique et a une future
résistance a l'insuline ou au diabéte de type 27#. Le dysfonctionnement catabolique des
BCAA est également liée a la maladie dite « du sirop d'érable », aux cardiopathies
congénitales et a l'insuffisance cardiaque®¥.

Les BCAA regroupent la leucine, l'isoleucine et la valine et sont composés d'une chaine
latérale aliphatique avec une branche (un atome de carbone central lié a trois atomes de
carbone ou plus) (Figure 20). Ce sont des AA essentiels, non synthétisés par l'organisme,
issus du catabolisme des protéines de I'alimentation ou de la dégradation des réserves de

protéines tissulaires?# 7%,
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Figure 20 : Structure des acides aminés branchés
Issue de Kim et al., Poultry Science, 2022.
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Les BCAA sont importés dans la cellule par les transporteurs d’AA de type L (ou L-type
amino acid transporter, LAT) et notamment LAT1 qui est un systeme de bi-transport
exportant simultanément la glutamine’#. Le transporteur SLC25A44 est responsable du
transport des BCAA dans les mitochondries®#,

Le catabolisme des BCAA consiste en une premiere étape de transamination catalysée par
les enzymes branched-chain aminotransferase (BCAT) qui aboutit a la formation de céto-
acides branchés (ou branched-chain keto acid, BCKA). L'acide alpha-cétoisocaproique (ou
a-ketoisocaproate, a-KIC), I'acide alpha-cétoisovalérate (ou a-ketoisovalerate, a-KIV) et
I'acide alpha-cétométhylvalérate (ou a-keto-p-methylvalerate, a-KMV) sont respectivement
issus de la transamination de la leucine, de l'isoleucine et de la valine. Ces réactions
transferent le groupe amine des BCAA a I'aKG pour produire du glutamate, les enzymes
BCAT1 (cytosolique) et BCAT2 (mitochondriales) sont des transaminases dépendantes de
I'aKG. La réaction de transamination catalysée par les enzymes BCAT est réversible, ce qui
permet la production de BCAA par ré-amination des BCKA pouvant provenir d'autres
tissus®. Les deux isoformes BCAT1 et BCAT2 sont codées par deux genes. BCAT2 est
présente de maniére ubiquitaire alors que BCAT1 est exprimée de facon préférentielle dans
certains tissus, notamment les cellules neurales’®. L'expression du géne BCATI est pour
partie dépendante des facteurs de transcription kruppel like factor 15 (KLF15) et PPARS%.
L'étape limitant la vitesse du catabolisme et I'élimination des BCAA est la décarboxylation
irréversible des BCKA par le complexe a-cétoacide déshydrogénase a chaine ramifiée (ou
branched-chain o-ketoacid dehydrogenase complex, BCKDH ; aussi appelé BCKDC parfois
appelé BCKDHC) (Figure 21A). Le complexe BCKDH se trouve sur la membrane interne
de la mitochondrie et est composé de Ela (aussi connu sous le nom de BCKDHA), E1p
(BCKDHB), E2 (DLT) et E3 (DLP). L'activité de la BCKDH est inhibée par la phosphorylation
de la sous-unité Ela par la kinase BCKDK, kinase qui émerge comme une kinase essentielle
des processus métaboliques et tumoraux???, cette phosphorylation inhibe ['activité de
BCKDH et bloque le catabolisme des BCAA. A l'inverse, la déphosphorylation de BCKDH
par la Ser/Thr phosphatase mitochondriale PP2Cm (codée par le geéne PPMIK) stimule
I'activité du complexe BCKDH. La réponse coordonnée entre BCKDK et PP2Cm permet
d'obtenir une activité optimale du complexe BCKDH, afin de maintenir I'hnoméostasie des
BCAA (aussi régulée par les niveaux de BCKDA et d'oKIC*%%?), Les produits finaux de
I'oxydation compléte des BCAA varient en fonction de I'AA, seules l'isoleucine et la valine
sont capables de fournir des précurseurs de carbone pouvant étre utilisés pour la synthéese

du glucose, ou de toute autre molécule dérivée d'un précurseur autre que I'acétyl-CoA.
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Le catabolisme des BCAA satisfait plusieurs exigences des cellules tumorales (Figure 21B).

Premierement, la dégradation des BCAA fournit des résidus carbones pour la synthese

d'autres molécules et qui permet d'alimenter le cycle de Krebs et la phosphorylation

oxydative pour fournir de I'énergie aux cellules. Deuxiemement, la dégradation des BCAA

fournit de I'azote pour la synthése de novo des nucléotides et des AA. Troisiemement, le

métabolisme des BCAA modifie les niveaux de cofacteurs qui influencent I'épigénome

(acétyl-CoA). Enfin, ces AA peuvent affecter la synthése des protéines, soit en agissant

directement comme acides aminés protéinogenes, soit en signalant I'état nutritionnel des

cellules3,
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Figure 21 : Métabolisme des BCAA

A) Génes mitochondriaux participant a la voie BCAA. Abréviations : Leu, Leucine ; Val,
Valine ; Ile, Isoleucine ; o-KG, a-cétoglutarate ; Glu, glutamate ; KIC, a-cétoisocaproate ;
KIV, a-cétoisovalerate ; KMV, o-céto-p-methylvalerate. Issu de Lynch et a/, Nat Rev
Endocrinol, 2014. B) Un modéle du métabolisme des BCAA dans le cancer. Abréviations :
BCAAs, branched-chain amino acids ; BCKAs, branched-chain ketoacids ; BCKDH, a-KG, a-
kétoglutarate ; Glu, glutamate ; GIn, glutamine. Issue de Ananieva et al,, Curr Opin Clin
Nutr Metab Care, 2018.

La leucine fait partie des AA les plus abondants dans les protéines.

L'activité de BCAT1 est essentielle a I'auto-renouvellement et la pluripotence des cellules
souches embryonnaires chez la souris, et cet effet est médié par la voie de signalisation
Ras et des modifications d’expression génique dont les relais moléculaires ne sont pas

connus3>4,

L'inhibition de la voie BCAA est une approche thérapeutique dans les cancers en général.
Les BCAA jouent un role dans la régulation du cycle cellulaire par le biais de I'activation de
mTORC1, activation qui implique la glycoprotéine CD98, codée par le gene SLC3A2M443%,
CD98 est impliquée dans le transport des acides aminés et joue un rdle dans la mécano-
transduction par son interaction avec les intégrines. Cette protéine est souvent
surexprimée dans les cellules cancéreuses qui ont des besoins nutritionnels accrus. Elle est

essentielle a la survie et a la prolifération d’un certain nombre de lignées cellulaires de LAM
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humaines*¢3>7, Par ses multiples fonctions, CD98 participe a I'hnoméostasie des CSL3°8,
CD98 régule également I'absorption du glucose, et par conséquent la voie des pentoses
phosphates (PPP), ce qui soutient aussi la prolifération cellulaire3>>. CD98 est nécessaire a
la localisation membranaire de LAT1 (codé par le géne SLC7A5) et lui sert de chaperon.
Les transporteurs multifonctionnels LAT et plus particulierement LAT1, fournissent aux
cellules cancéreuses les AA essentiels, substrats des réactions biosynthétiques et
bioénergétiques et stimulent les signalisations intracellulaires impliquées dans la survie, la
croissance et la prolifération. De fagon intéressante, dans les gliomes avec mutation /DH1,
le complexe LAT1-CD98, est significativement surexprimé et pourrait &tre un marqueur des
cellules souches tumorales®>®. LAT1 est également impliqué dans l'activité des
macrophages infiltrant les gliomes (macrophages qui participent a la progression et
I'invasion tumorale), créant la possibilité d’'une stratégie thérapeutique visant a restaurer
un microenvironnement tumoral plus sensible aux thérapies3®°. Une inhibition de I'activité
de LAT1 est envisagée notamment dans les glioblastomes®®!. C'est pourquoi, de petites
molécules inhibant I'activité du transporteur ont été développées, comme I'analogue de la
leucine, acide 2-aminobicyclo-(2,2,1)-heptane-2-carboxylique (BCH). Le BCH inhibe
I'importation de leucine via les transporteurs LAT et ralentit significativement la croissance
et la prolifération de différentes lignées cellulaires LAM (HL60, NB4, K562). Dans cet
exemple, on observe une réduction de la phosphorylation de la protéine ribosomale S6
ribosomal protein (S6RP), substrat de mTOR3%2, Un ralentissement de la croissance
tumorale a été rapportée avec I'utilisation d'un autre inhibiteur de LAT1, appelé KYT-
0353393, Par ailleurs, l'invalidation génétique ou pharmacologique de LAT1 dans différentes
lignées cellulaires cancéreuses entraine une suppression compléte du transport de la
leucine, conduisant a une activation de la voie de la kinase GCN2 (aussi appelée eiF2AK4),
a l'inhibition de mTORC1 et a la suppression de la croissance tumorale3®4, JPH203, un autre
inhibiteur pharmacologique de LAT1 en cours d'évaluation clinique, inhibe drastiquement
le transport des AA, la signalisation mTORC1 et le processus de traduction dans les cellules
d'adénocarcinome canalaire®®>,

BCAT1 est une isoforme souvent impliquée dans la croissance tumorale3*3, et des niveaux
élevés de BCATI sont observés dans divers types de cancers. L'isoforme BCAT2
mitochondriale semble moins associée aux processus néoplasiques a |'exception de
I'adénocarcinome ductal du pancréas3®®,

Dans le cancer du sein, I'expression élevée de BCATI est corrélée a des taux augmentés

de BCAA dans le plasma et les tissus et s'accompagne d'une production d'ATP et d'une
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diminution des ROS ; la surexpression de BCAT1 en activant mTOR, facilite la croissance
et la formation de colonies ex-vivo®®’. La surexpression de BCAT! joue également un role
pathogéene dans le carcinome hépatocellulaire en soutenant la prolifération cellulaire et la
chimiorésistance, I'expression de BCATI ayant une forte signification pronostic pour la
survie de ces patients3®®. De facon intéressante, dans les carcinomes hépatocellulaires,
I'accumulation de BCAA s’observe dans les hépatocytes tumoraux mais pas dans le sérum
des patients. Ces BCAA sont spécifiqguement détournés du catabolisme en raison de
changements dans l'expression des enzymes cataboliques de la voie, notamment les
enzymes du complexe BCKDHA. Cet exemple montre que la voie BCAA s’adapte aux
besoins nutritionnels des cellules tumorales et au métabolisme unique de chaque type
cellulaire®®?, L'expression élevée de BCAT1 dans le glioblastome multiforme est également
corrélée a une issue plus défavorable pour les patients3’%. Dans les tumeurs épithéliales de
I'ovaire, BCAT1 est fortement surexprimé et associé a la progression dans le cycle cellulaire,
la prolifération, la migration et l'invasion cellulaire. De maniéere surprenante, dans ce tissu,
la suppression de BCATI affecte le métabolisme et est associée a une diminution de
I'expression des genes IDH1 et IDHZ2'1,

1.5.1. BCAT1 et hématopoiése normale ou pathologique

La fonction des BCAA dans I'hématopoiese normale est peu décrite. La valine est critique
pour la prolifération et la survie des CSH. Une carence en valine bloque la prolifération des
CSH humaines et murines /in vitro et un régime pauvre en valine diminue drastiquement la
fréquence des CSH chez I'animal®”2. Une déficience d’activité de PPM1K prolonge la survie
des cellules de LAM dans un modele murin, indiquant que cette voie participe a la survie
des cellules leucémiques3”3.

BCAT1 est l'isoforme prédominante des macrophages humains et est associée a leurs
réponses inflammatoires3’. Dans ces cellules, BCAT1 affecte I'activité du cycle de Krebs
de facon indirecte par l'activation du facteur nuclear factor erythroid-2-related factor 2
(NRF2)37>, Le géne BCATI pourrait étre un géne cible des complexes PCR2/EZH2376:377,
L'activité de BCAT1 est associée a I'hnoméostasie des CSL378377, par le contrOle qu’exerce
I'enzyme sur le taux d'aKG intracellulaire (dans ces cellules, la voie des BCAA est
essentiellement catabolique)3”®. L'expression de BCATI est également induite lors de
I'acutisation des leucémies myéloides chroniques (LMC) en LAM, signe de I'importance de
la voie en contexte dhyper-prolifération38?. L'expression soutenue de BCATI dans les

cellules leucémiques pourrait induire une phénotype « BCRAness » liée a linhibition
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fonctionnelle de dioxygénases impliquées dans les processus de réparation a 'ADN38L, 1| a

été proposé que BCAT1 conféere une protection contre les ROS aux cellules de LAM382,

1.5.2. BCAT1 et cellules neurales

La région promotrice de BCAT1 présente des sites de liaison de plusieurs régulateurs
transcriptionnels, notamment c-Myc383384, HIF3®> et SMAD53. L'hypoxie augmente les
niveaux d'ARNm et de protéine du transporteur LAT1 et de BCAT1, mais pas leurs
paralogues LAT2-4 et BCAT2, dans des lignées cellulaires et cellules primaires de
glioblastome (GBM). L'inhibition génétique ou pharmacologique de BCATI inhibe la
croissance des cellules de GBM sous hypoxie3®.

Dans les GBM, I'exces de BCKA est excrété par les cellules tumorales, et I'inhibition de leur
transporteur monocarboxylic acid transporter 1 (MCT1) entrave la croissance tumorale3®’,
BCAT1 est associé a la prolifération et la croissance des GBM38, Son expression est
également corrélée aux processus d'apoptose, d'hypoxie et d'angiogenése dans les gliomes
et une expression élevée de BCATI révele un niveau de glycolyse plus élevé’®. Une
sensibilité au stress oxydatif et la dépendance a la glutamine semble étre liée a I'activité
BCAT dans les gliomes avec mutation /DA, Dans les GBM, une fonction inattendue de
BCAT1 a été montrée, liée au contrOle qu’exerce l'enzyme sur la ségrégation des
chromosomes lors de la mitose, et témoignant du réle de BCAT1 dans la prolifération des

cellules cancéreuses3°1.
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travaux de these



Les modifications métaboliques liées a la présence des mutations /DH dans la LAM restent
largement inexplorées. De ce fait, la découverte de nouvelles voies métaboliques dérégulées
est un enjeu majeur de ce projet.

Notre hypothése de travail initiale était qu'il existe une reprogrammation métabolique
particuliere des cellules LAM mutées pour un gene IDH, du fait de la modification de la
quantité d'aKG que cette mutation impose. Compte tenu de la difficulté a étudier 'ensemble
des réactions enzymatiques dépendant de ce co-substrat, nous nous sommes intéressés en

particulier a la voie des BCAA.

Pour approcher de maniére non biaisée I'étude de cette voie, nous avons d‘abord étudié le
flux de production de I'acide aminé leucine et de son dérivé, I'acide alpha-cétoisocaproique,
par des approches de marquage métabolique, ce qui nous a permis de mettre en évidence
un sens anabolique inattendu de la voie dans les cellules leucémiques porteuses d'une
anomalie IDH2. Par des analyses transcriptomiques, nous avons identifié des modifications
d’expression du geéne BCATI et de ses différents transcrits, et avons identifié les modalités
de régulation de ce géne dans des cellules primaires de LAM 7IDH2m. Nous avons mis en
évidence dans des cellules primaires de patient, dans des modéles cellulaires et un modéle
PDX, le contrble qu’exerce l'activité BCAT1 sur la prolifération cellulaire dans le contexte
IDHZm. Nous avons poursuivi I'étude de cette voie, par I'exploration du statut d’activation
des effecteurs de la voie mTORC1, dont il est connu qu’elle est activée par la leucine. Nous
avons aussi mis en évidence que linhibition fonctionnelle de BCAT1 dans les cellules
primaires LAM IDH2Zm engage une inhibition de l'activité de MYC et une différenciation

partielle de ces cellules.

En nous reposant sur une analyse de la littérature, nous nous sommes intéressés au facteur
de transcription CEBPA, en tant que relai de I'axe de signalisation BCAT1/mTORC1. Nous
avons mis en évidence que I'abondance relative des isoformes p42 et p30 de CEBPa est un
des éléments capables d'expliquer la différenciation myéloide que l'inhibition de BCAT1
entraine. Nous cherchons aujourd’hui les déterminants moléculaires conditionnant
I'abondance des isoformes p42 et p30 en contexte /DHZ2m, comparativement au contexte
IDHWE.

L'ensemble de nos résultats suggerent une sensibilité particuliere des cellules LAM IDH2m

a l'inhibition de I'activité de BCAT1, pouvant constituer une nouvelle cible thérapeutique.
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SUMMARY

Somatic mutations in isocitrate dehydrogenase (IDH) enzymes arise in 20% of acute myeloid
leukemia (AML). They result in neomorphic enzymatic function and production of an
oncometabolite, 2-hydroxyglutarate (D2-HG) that causes metabolic and epigenetic changes
contributing to hematopoietic cell transformation. Little is known about the metabolic
wiring in IDH mutant primary human AML, as it is unknown whether IDH mutations select
pathways that provide compensatory changes to support D2-HG-driven metabolic defects.
We identified an unanticipated metabolic shift toward production of leucine, a branched-
chain amino acid (BCAA), in mutant IDH2 leukemic blasts while leucine catabolism hallmarks
their wild-type counterparts. Leucine anabolism was associated to an upregulation of the a-
KG-dependent branched-chain amino acid transaminase 1 (BCAT1) gene by breaking a
H3K27me3-dependent negative regulatory mechanism due to /IDH2 mutation. This situation
strikingly opposites to leucine consumption and loss of BCAT1 expression observed in
mutant /IDH1 glioma, revealing tissue-specific metabolic requirements in mutated IDH
cancers. Knockdown of BCAT1 expression or activity strongly affected mutant IDH2 AML cells
growth in culture and in a xenografted model and resulted in partial cellular differentiation
marked by the acquisition of granulocytic markers. In line, we identified a functional
connection between BCAT1, mechanistic target of rapamycin complex 1 (mTORC1) and
translation of the CCAAT enhancer binding protein alpha (CEBPa) transcription factor, a
master regulator of granulopoiesis that participates in the proliferation-differentiation
switch in myeloid progenitor/precursor cells. These findings reveal a metabolic feature of
mutant /IDH2 AML that regulate cellular proliferation and impact differentiation by running
the BCAA pathway in reverse and point to a metabolic vulnerability that comes with an

increased reliance to dietary leucine.



INTRODUCTION

The metabolic nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADP+)-dependent enzymes
isocitrate dehydrogenase (IDH) participate in the tricarboxylic acid (TCA) cycle, a central
pathway in the metabolism of sugars, lipids and amino acids (AA). Both cytoplasmic and
peroxisomal (IDH1) and mitochondrial (IDH2) isoforms reversibly catalyze the
decarboxylation of isocitrate to yield a-ketoglutarate (a-KG), NADPH, and CO,. On the other
hand, mutations in IDH1 or 2 in solid and hematologic malignancies result in excess
production of the oncometabolite (D)-2-hydroxyglutarate (D2-HG) via NADPH-mediated
reduction of a-KG ! 2 3. D2-HG has immunosuppressive effects and affects the functions of
tumor-associated cells 4 . At the cellular level, D2-HG behaves as a competitive inhibitor of
0-KG and antagonize a-KG-dependent dioxygenases including TET family of 5-methylcytosine
hydroxylases ©, Jumonji-domain histone demethylases (JHDM) family 7 & ° and the N6-
methyladenosine (m6A) RNA demethylase FTO ° ! and induces widespread chromatin
alterations and deregulated RNA methylation and splicing 2 3. Thus accumulation of D2-HG
alters the expression of a very wild range of genes involved in self-renewal and cellular
differentiation ° '* > and DNA repair ¢ 7, leading to undifferentiated phenotype and

BRCAness phenotype 8 1°, D2-HG also affects mitochondrial functions 2°, 2! 22 23 and rewires

22 21

metabolic pathways, leading to a vulnerability of mutant /DH cells to BCL2 inhibition and

24 25

oxidative stress , addiction to metabolites 26 27, and decrease in proliferation/viability 2’

28 29 Interestingly, combination

20 11" 3 sjtuation that can be exploited therapeutically
therapies with inhibitors of mutant IDH2 (enasidenib) 3° or IDH1 (ivosidenib) 3! with BCL-2
activity inhibition (venetoclax) demonstrated superior anti-leukemic activity in comparison

to single agents in the treatment of mutant IDH AML 32 33 34,

We hypothesized that D2-HG accumulation and concomitant a-KG depletion in mutant /DH
AML cells could affect the activity of aKG-dependent transaminase enzymes implied in
amino acid metabolism and identified an unexpected synthesis of leucine, an essential
amino acid (AA) belonging to the branched-chain amino acids (BCAA) group, that
characterizes primary human mutant /IDH AML cells. BCAA degradation is predominant in
cancers, including AML, and end products of BCAA oxidation fuel the tricarboxylic acid (TCA)
cycle and oxidative phosphorylation (OXPHOS) to provide energy. In myeloid leukemia, BCAA

breakdown through the activity of the a-KG-dependent BCAT1 transaminase, contributes to



disease progression 3> and maintenance of leukemic stem cells 3¢ 37, We show here that
primary AML blasts expressing an oncogenic form of IDH2, i.e., IDH2R49Q or treated with the
cell-permeant D2-HG, switched from leucine consumption to leucine accumulation, leading
to a depletion into the keto-analog of leucine, a-ketoisocaproate (aKIC). Leucine synthesis is
beneficial to primary IDH2R40 leukemic cells by promoting signaling networks linked to
cellular proliferation, and by sustaining a partially deficient mTORC1 activity. Therefore,
BCAT1 genetic or pharmalogical inhibition strongly counteracted leukemia expansion in a
IDH2R140Q AML patient-derived xenograft (PDX) model whereas it was less relevant to wild-
type IDH2 (IDH2"T) AML phenotype. Inhibition of BCAT1 also induced a partial granulocytic
differentiation in IDH2R14°Q AML cells, due to modification in the translation of functional
distinct forms of the CEBPa transcription factor, i.e., the full-length p42 and truncated p30
isoforms, acting to prime myeloid progenitors for proliferation and differentiation along the
granulocyte-macrophage lineage, and which we identified as critical downstream effectors

of the BCAT1/mTORC1 axis in malignant myeloid progenitors.



RESULTS

Leucine anabolism is favored in primary mutant IDH AML cells

BCAA breakdown involves a first reversible transamination step performed by BCAT who
transfer the BCAA amino group to aKG to produce a branched chain a-ketoacid (BCKA) and
glutamate. BCKAs can be converted back to BCAAs for protein synthesis and aKG production,
while in contrast, BCAA remaining catabolic steps initiated by the branched-chain a-ketoacid
dehydrogenase (BCKDH) complex, are unidirectional. To track the fate of leucine and aKIC in
mutant (IDH274%) and wild-type (IDH2"") IDH2 AML bulks, primary SSC'°“CD45 blasts were
purified by FACS, and BCAA- and BCKA-tracing experiments were performed with [*3C]-
labeled leucine or [*3C]-aKIC respectively (Fig. 1A). Samples were collected after 1 hour of
tracing and metabolite measurement was performed by gas chromatography (GC)-MS. BCAA
oxidation flux using [*3C]leucine established a significant labeling of aKIC in IDH2"T blasts,
indicating a contribution of transamination to BCAA in those cells ([*3C]-aKIC conversion to
leucine: IDH2”14% =39,13 + 6.313; IDH2"T = 3.967 + 1.686; p=0.0058). In contrast, a clear
enrichment of labeled leucine was observed in IDH2/4% samples, showing the formation of
leucine from oKIC but not the breakdown of leucine to aKIC. Stable isotope tracer
experiments performed in the hematopoietic human PLB-985 cell line (a derivative of the
HL-60 cell line) engineered to express either human IDH2/40 or the wild-type allele
confirmed a BCAA oxidation in the latter context, at 30min after labeling (data not shown).
In contrast, ['3C]-aKIC formation was barely detectable in IDH2”4% cells, while again an
efficient production of leucine from aKIC was observed. Therefore, AML with IDH2 mutation
show decreased levels of aKIC compared to control cells, a situation reminiscent of AML cell

lines expressing a mutant form of IDH1 (data not shown).

As D2-HG accumulated at high levels in IDH2R40 AML, we sought to examine the effects on
leucine anabolism of treatment of IDH2W" AML with the cell-permeable octyl ester of D2-HG
(octyl-2HG). We used IDH2"-expressing PLB-985 cells and [*3C]leucine and [*3C]-aKIC tracers
to interrogate dynamic leucine metabolism upon incubation with increasing doses of octyl-2-
HG (0-300 uM). Treatment with 200 or 300 pM octyl-2-HG achieved ~10 and 15uM D2-HG
intracellular levels, which are not as high as that observed in primary AML but avoid a too
pronounced apoptotic effect (data not shown). Tracing experiments evidenced an enforced

switch from leucine catabolism to anabolism by exogenous D2-HG (data not shown),



indicating that D2-HG lies at the root of the metabolic rewiring. To further model steady-
state BCAA network dynamics, we tested if D2-HG may inhibit BCAT activity. We treated
IDH2"T PLB-985 cells with octyl-2HG (0-100-200-300 uM) in culture media supplemented or
not with aKG and performed leucine tracing by using [*3C]-aKIC (data not shown). We
observed that M+3 leucine levels proportionally augmented upon octyl-2HG exposure only
when cells were cultured in media not supplemented with aKG. This indicates that D2-HG
effectively limits BCAT activities that are dependent of aKG and that BCAT inhibition affects

only one direction.

We confirmed an abnormal stoichiometric regulation of leucine metabolism in vivo, by
measuring the concentration of aKIC by gas chromatography-mass spectrometry (GC/MS) on
a collection of sera obtained from patients with newly diagnosed/treatment-naive IDH2R40
(N=21) or IDH2"T AML (N=10) (Fig. 1C). aKIC concentration was <10 umol/L in most of our
samples and had a linear correlation with D2-HG (data not shown), while in IDHI"T or
IDH2"T AML individuals, aKIC concentration was in the normal reference range and showed
minimal variation. Although the abundance of circulating aKIC fluctuates based on food
intake and despite the existence of individual variation, this observation strengthens the
hypothesis that in AML, the IDH lesion stimulates leucine synthesis by aKIC transamination.
Similarly, a partial inactivation of BCAT1 by D2-HG has been reported in IDH1??3? glioma in
which leucine breakdown is preponderant, that limits the supply of glutamate and creates a
vulnerability to treatment with glutaminase inhibitors ?*. The reasons why D2-HG-driven
BCAT1 modulation meets the needs of glioma growing remains precisely unclear, i.e., to
limit the use of aKG or to antagonize leucine consumption. However, in AML, leucine

anabolism may satisfy specific requirement.

Epigenetic marks regulate BCAT1 expression in mutant IDH2 AML cells

To determine whether modulation of the BCAA metabolic pathway rely on altered BCAT
expression and/or epigenetic changes due to D2-HG accumulation, we analyzed BCAT
expression profile in primary mutant IDH AML. No significant change in mitochondrial BCAT2
expression was found by quantitative RT-PCR (qRT-PCR) between FACS-purified mutant or
wild-type IDH2 AML blasts, while accumulation of transcripts from the cytosolic BCAT1 was

predominant in mutant /IDH2 cells (Fig. 2A). Significant difference in mean level of BCAT1



gene transcripts was confirmed in a large data set of primary AML IDHm samples, i.e., the
Beat AML dataset 38 (Fig. 2B), while expression of BCAT2 or other transaminases did
not significantly differ between genotypes (Extended Data, Fig. 2E). Western blot analysis
confirmed that BCAT1 protein expression was high in primary IDH2 AML blasts while low or
nearly absent in wild-type IDH2 controls (Fig. 2C), suggesting that despite the genetic
heterogeneity of human blasts, IDH2R4% mutation governs the accumulation of BCAT1.
Alternative transcript differing in their first exons have been reported in the human BCAT1
gene, that originate from two alternative promoters, P1 and P2, that both co-localize with
CpG-enriched regions known as CpG islands (CGl) (Fig. 2D). Whether expression of these
transcripts is translated into functional differences in the gene product is yet unknown. We
characterized BCAT1 transcripts expression by gqRT-PCR and observed the predominant
expression of 201 transcripts initiated at P1 in primary AML, while expression of 204 initiated
at P2 was reduced, although higher in IDH2/4° compared with IDH2"T cells (Fig. 2E). A
significant dose-response relationship also emerged between increasing expression of all
BCATI1 transcripts and increase of octyl-2HG used to treat IDH"' PLB-985 (Fig. 2F) and K562
cells (Extended Data, Fig. 2A) showing that accumulation of D2-HG elicits a similar BCAT1
transcriptional induction as the IDH2 genetic lesion. In keeping, octyl-2HG treatment

increased the accumulation of BCAT1 protein in K562 cells (Extended Data, Fig.2b).

By exploiting the TCGA database 3°, we observed that while P1 methylation pattern tended
to be relatively stable in the two genetic groups, P2 exhibited a significantly higher level of
DNA methylation in IDH2/4% AML blasts (Fig. 2D), a situation reminiscent of what was

40

reported in IDH1R?3? gliomas %° and that indicates a methylation-sensitive variation in

promoter usage. Semi-quantitative HELP (Hpall tiny fragment Enrichment by Ligation-

41 performed on DNA isolated from sorted primary IDH2R40 and

mediated PCR) assays
IDH2"T AML confirmed the presence of hypermethylated cytosine residues in the former
(Fig. 2D). Recent work has proposed a negative regulation of murine Bcatl expression in
leukemic cells through the activity of enhancer of zeste homolog-2 (EZH2), the enzymatic
subunit of the Polycomb Repressive Complex 2 (PRC2) that catalyzes Histone 3 Lysine 27
(H3K27) methylation 37. We thus investigated by chromatin immunoprecipitation coupled

with quantitative PCR (ChIP-qPCR) the H3K27me3 pattern at P1 and P2 regions in FACS-

sorted primary IDH2R49Q and IDH2"T blasts and observed a significant accumulation of the



methylation (average enrichment of ~18-fold at P1 and ~7-fold at P2) at and around annoted
transcription start sites (TSSs) in IDH2", as compared with the peptidylprolyl isomerase A
(PPIA) negative target. In contrast, the same regions showed a significant decrease in
H3K27me3 abundance in IDH2R49Q cells, while levels of H3K4me3 and H3K27Ac associated
with active transcription, were not statistically different on TSS regions between the two
genotypes (Fig. 2G). H3K27me3 is deposited at promoters by the preferential association of
EZH2-PRC2 with CpG-rich DNA elements and high level of DNA methylation at CGl may
impair EZH2 recruitment and participate to transcripts de-repression #?. Consistent with this
idea, mutant /DH2 may promote BCAT1 transcription and the persistent use of
hypermethylated P2, as illustrated by the induction of 204 transcripts (Fig. 2E). Furthermore,
overexpression of BCAT1 in IDH2R¥0Q AML may illustrate regional preferences and/or
differential deposition of H3K27m3, as already reported in mutant /DH tumor cells 3, in
parallel with the overall increase in H3K27me3 methylation that reflects D2-HG-mediated
inhibition of a-KG-dependent histone demethylases (data not shown). Evidence is mounting
for a developmental and epigenetic regulation of BCAT1 in hematopoiesis. Epigenetic
mechanisms control access to regulatory regions in the murine Bcatl locus both in AML
model and during physiological myeloid differentiation 37 as in human solid tumors %4. We
also evidenced the transcriptomic profile of BCAT1 as a feature of stem/progenitor cells in
the human hematopoietic tree (Extended Data, Fig. 2C), as in AML blasts and leukemic stem
cells (LSC) where its activity contributes to aKG metabolism 3. Further, we confirmed the

negative prognostic impact of high levels (above median expression value) of BCAT1 in the

Beat AML dataset 32 (Extended Data, Fig. 2D), as observed on smaller cohorts 3° 36,

Mutant /IDH2 AML cells are dependent on BCAT1 activity for their growth

We next dissected the effects of BCAT1 loss during AML evolution in a patient-derived
xenograft (PDX) model, and employed retroviral expression of a functionally validated short
hairpin RNA BCAT1 (shBCAT1) construct 3> to mediate depletion of BCAT1 (Fig. 3A). We
confirmed a 60% reduction in accumulation of all BCAT1 transcripts relative to a non-
targeting negative control SshRNA (shCtrl) and subsequent decrease of the
corresponding protein (Extended Data, Fig. 3A and 3B). Retroviral shBAT1 and shCtrl

constructs were introduced into IDH2R49Q (Patient #7; dominant clone with IDH2R*4%Q.NPM 1



co-mutations) or IDH2"T (Patient #1, dominant clone with NPM1 co-mutations) AML bulk
populations and transduced populations were transplanted by intra-femoral injection into
immunocompromised (NOD scid gamma, NGS) mice (Fig. 3A). Donor bone marrow (BM)
chimerism monitored over 3 months after transplantation showed a time-dependent
increase in transduced AML cells (positive for human CD45 [hCD45] and GFP, CD45*GFP*)
confirming engraftment in each recipient (Extended Data, Fig. 3C). In endpoint studies, we
found a marked expansion of both the shCtrl- and shBCAT1-transduced IDH2"™ AML cells
moving into peripheral blood (PB), demonstrating that BCAT1 did not significantly alter the
development of the patient-derived xenografts in comparison with IDH2""-shCtrl engrafted
mice (Fig. 3B). In contrast, the IDH2?1402_.shBCAT1 AML transplanted cohort showed delayed
AML expansion, pointing out to a strong disadvantage for the combination of IDH2/14°Q gnd
shBCAT1, compared with the IDH2?40Q_shCtrl control arm. In mice that received /DH2/140Q-
shBCAT1 cells, a significantly reduced CD45*GFP* cell frequency was observed when BM
tissues were analyzed, indicating that BCAT1 function was required for IDH2R402 AML cells
maintenance and/or expansion, while less relevant to the proliferation of IDH2"T AML cells
(Fig. 3C and 3D). We could demonstrate in IDH2f1402-shBCAT1 AML transplanted mice that
BCAT1 inhibition was also associated to a decreased viability of blast cells in BM (Extended
Data, Fig. 3D). Remarkably, we observed that BCAT1 depletion also promoted a partial
granulo-monocytic differentiation of IDH2R49Q plasts, as staining for human CD15 (Fig. 3E)
and CD14 (Fig. 3F) differentiation markers which increased specifically in the course of
normal granulocytic and monocytic differentiation respectively, showed a significant
increase in the mean fluorescence intensity (MFI) in all the positive BM fractions from
IDH2R140Q_shBCAT1 AML transplanted mice, compared with the IDH2R4%Q-shCtrl cohort.
Collectively and consistent with BCAT1 activation in other models of human leukemia 3 36,
BCAT1 inhibition selectively reduces the growth of primary IDH2R402 AML cells and offers a
dual mode of action of proliferation inhibition and differentiation induction, that points to

BCAT1’s crucial role in dictating AML cells fate.

We next interrogated the function of BCAT1 in the viability and proliferation of IDH2R/140Q
expressing PLB-985 cells cultured in vitro and, as an alternative approach to gene
knockdown, we employed a specific inhibitor of BCAT1, i.e., BCATc Inhibitor 2, and the

synthetic amino acid gabapentin (GABA), a structural analog of leucine #°, which previously
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showed anti-leukemic activity in BCR-ABL-associated chronic myeloid leukemia progression
35 |IDH2R140Q_p| B-985 cells demonstrated a sensitivity to GABA and BCATi with ICso
(concentration where 50% viability is observed) of ~25 mM and ~50 uM respectively and
showed a significant decrease in survival in their presence compared with IDH2"7-PLB-985
isogenic cells (Extended Data, Fig. 3E). At similar concentrations, both compounds similarly
affected the viability of primary IDH2R4°Q blasts and a dose-dependent linearity was

observed (Extended Data, Fig. 3F).

BCAT1-driven signaling is involved in various processes in IDH2R1402 AMLL cells

To identify the transcriptional pathways and mechanisms that contribute to proliferation
arrest and partial myeloid differentiation in response to BCAT1 inhibition, we performed
transcriptome-wide RNA-sequencing analysis in IDH2/14°Q (N=3) and IDH2"" (N=3) leukemic
blasts upon lentiviral BCAT1 knockdown. For external validation, we collected publically
available data from GSE100784, gathering human hematopoietic IDH" cell lines invalidated
for BCAT1 expression 3. Gene correlation analysis was done using data in the Gene
Expression Omnibus (GEO), Molecular Signatures Database (MSigDB), KEGG pathway
enrichment and TCGA databases. Global gene set enrichment analysis (GSEA) showed a
significant down regulation of genes enriched in MYC and E2F targets, mitotic spindle and
G2M checkpoint signatures defined by MSigDB in IDH2R?49Q ce|ls (Fig. 3G and Extended Data,
Fig. 31), pointing out the contribution of BCAT1-induced pathways to cell growth and division,
both of which are essential for cell proliferation, and consistent with the contribution of
BCAT1 to tumor growth demonstrated in our PDX model. BCAT1 invalidation further caused
a significant inhibition of OXPHOS, ribosome biogenesis and translation, and concomitant
activation of inflammatory pathways and notably the classical interferon alpha (IFNa)- and
IFNy—stimulated genes, suggesting BCAT1-driven signaling as involved in widespread cellular
metabolism and processes (Extended Data, Fig. 3H, J). GSEA also demonstrated a significant
decrease in double-strand break repair mechanism associated to homologous recombination
(HR), a DNA repair defect known to be associated to the expression of IDH mutation 1 1817,
but with a yet unexplained interconnectivity with BCAT1 signaling. In a sharp contrast,
BCAT1 knockdown in IDH2YT blasts produced the opposite effect, activating signaling related

to cell proliferation, cell cycle and OXPHOS while inhibiting inflammatory responses (Fig. 3G).
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Enrichment of these signatures was confirmed in the GSE100784 dataset investigating the
role of BCAT1 in human IDH2"T AML cell lines, identifying thus BCAT1 as a broad regulator of

malignant myeloid stem/progenitor cells homeostasis regardless of IDH mutation.

MYC participates in metabolic reprogramming in cancer cells (reviewed in #¢) and a previous
study reported that a MYC/SLC7A5/SLC43A1 circuit coordinates elevated essential AA
uptake, including leucine, and mTORC1 activation #’. Interestingly, most mutant IDH AML
also upregulated MYC to counteract the counterintuitive antiproliferative effects of D2-HG 2°
11 GSEA showed that MYC-activated gene sets were negatively enriched in IDH2R40Q plasts
whereas positively enriched in IDH2"T cells upon BCAT1 depletion (Fig. 3G), revealing BCAT1
signaling as a major driving force for MYC activity in AML cells, a situation that has been
previously observed in lung cancer models #. In keeping, increased MYC function was
recently associated to loss of TET2 in AML, independent of MYC abundance #°. Additionally,
BCATI1 that is also known as ECA39, was designed as a target gene for c-MYC °°, highlighting

the interdependence of the two activities.

BCAT1 functions correlate with mTORC1 activities in IDH2/40Q AML cells

Interestingly, a number of above pathways emerge as effectors of the mechanistic target of
rapamycin (mTOR) Complex 1 (mTORC1), which coordinates multiple aspects of cell biology
with nutriments, growth factors and cellular energy status %, notably cell growth, ribosome
biogenesis, translation, as G2/M checkpoint °2 and replication stress response °3. Importantly,
leucine stimulates mTORC1 activity >* >> >® and BCAT1 positively regulates mTORC1 >7 35 58,
while excess of D2-HG decreases mTORC1 signaling, likely due to the moderation of ATP
synthesis by the a-KG-dependent ATP synthase 2, a process that affects mTOR functions >°.
Moreover, MYC and mTOR are tightly connected nodes, as MYC sustains the functions of
mTOR and conversely, mTOR controls the translation of MYC. Due to the importance of
mTORC1 in AML physiopathology (reviewed in °, 1), we asked whether BCAT1-mediated
leucine anabolism would sustain the mTORC1 activity otherwise inhibited by accumulation
of D2-HG in IDH2R*9 AML. Consistently, we observed that phosphorylation levels of the
MTORC1 substrates p70 ribosomal protein S6 kinase 1 (S6K1) and eukaryotic translation
initiation factor 4E (elF4E)-binding protein 1 (4E-BP1) were reduced in primary IDH2R40Q

AML compared with IDH2YT blasts, while phosphorylation level of AKT, a substrate of the
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mTOR Complex 2 (mTORC2), was increased in IDH2R4°Q AML cells compared with IDH2WT
(Fig. 4A and 4B). Using inhibitors of mTOR, i.e. the rapamycin, the dual inhibitor of
mTORC1/2 PP242 % and the dual pan-PI3K/mTOR inhibitor Omipalisib/GSK2126458
(referred as GSK458), we confirmed a substantial sensitivity of primary IDH2?40Q¢ AML blasts
to PP242 and GSK458, that were significantly more effective than rapamycin in eliciting anti-
leukemic effects in vitro, with a 3- or 4-fold decrease in cell survival in primary IDH2R40Q
blasts relative to their IDH2"" counterparts at a dose of 1 uM or 0.1 uM of PP242 or GSK458
respectively (Fig. 4C). As one of the main functions of mTORC1 is to regulate cell growth, we
also interrogated the association between growth and mutant /DH2-induced accumulation
of D2-HG (Fig. 4E). PLB-985 or K562 cells expressing IDH2/140Q were treated with increasing
doses of enasidenib inhibitor that reverse the effects of mutant IDH2 ©3, showing that D2-HG
intracellular concentrations linearly correlated with cell population doubling times. A similar
relationship was observed in primary IDH2"T AML treated with increasing doses of octyl(R)-
2HG (data not shown) emphasizing the notion that, consistent with previous studies 2° 1,
D2-HG intrinsically affects AML cells growth rate. Finally, when primary IDH2/402¢ AML cells
were maintained in culture in the presence of all amino acids minus leucine, addition of
leucine was sufficient to restore normal growth rates, as observed in nonstarved cells (Fig.
4D). Addition of leucine similarly increased cell population doubling times of the two cell
lines IDH2R/140Q- and IDH2R172K-pB-985, while not of the IDH2"-PLB-985 isogenic cells (Fig.
4D). Collectively, these findings argue for a dependency to nutrient conditions and mTORC1

activity for IDH2R40Q AML, as proposed for mutant IDH1 glioma %°.

mTOR inhibition extends the survival of IDH28*4° AML mice

To determine the importance of mTORC1 in IDH2R1402 AML growth in vivo, we established an
aggressive PDX model using IDH2T and IDH2R149Q p|asts serially transplanted into NSG mice
(N=10 mice per AML sample; patients #1 and #10, Supplemental Table 1) and used GSK458,
demonstrating broad antitumor activity in preclinical and clinical studies ®4. Intra-femoral
injection of these cells, which also express luciferase for tracking, results in an AML that
disseminates within hematopoietic organs and kills the recipients in a few weeks. When
hCD45-positive cells became detectable (2% of blasts in peripheral blood), animals were

randomly allocated to vehicle (N=5) or GSK458 (N=5) at 30 mg/kg once daily until end of
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treatment (Day 21). Without treatment, AML cells rapidly expanded, leading to a lethal
disease in control animals (vehicle) with a median survival of 16 and 21 days for IDH2"T and
IDH2R140Q plasts respectively (Extended Data, Fig. 4A). While GSK458 treatment did not
confer survival advantage to mice transplanted with IDH2WT AML cells, the cohort
transplanted with cells derived from IDH2R49Q syrvived until study termination, showing a
significant increase in the median life span (Extended Data, Fig. 4A). The survival advantage
in the IDH2R49Q AML group was accompanied with a reduction in blasts viability, assessed by
a decrease in hCD45-positive cells in BM aspirates from GSK458-treated IDH2R492 AML
recipients obtained at day 15 of treatment compared with controls and enhanced apoptosis
rates (data not shown); however in vivo imaging system (IVIS) did not evidence statistically
significant decrease in tumor burden nor tumor infiltration to organs in the IDH2/1402 AML
group compared with the control group during time course (Extended Data, Fig. 4C). At day
21, all animals from the GSK458-treated IDH2R40Q AML group were alive, a time at which we
decided to stop the follow-up to explore the potential curative effect of GSK458.
Hematoxylin-eosin-safranin (HES) staining evidenced massive intramedullar cell death and
necrosis in GSK458-treated animals, although not significantly different between the two
genotypes (Extended Data, Fig. 4B), due to the strong toxicity of GSK458 in vivo induced by

blocking multiple mechanisms of signaling circuits.

CEBPA relays the BCAT1/mTORC1 axis in myeloid progenitor differentiation

Given that leucine/BCAT1 regulates mTORC1 and that mTORC1/S6K1/MYC signaling exerts a
critical control on the differentiation of granulocyte-moncyte progenitors (GMP) 6> 6 we
next studied whether BCAT1 may directly modulate myeloid differentiation. In addition, as
mTOR controls the translation of the lineage instructing pioneering transcription factor
CEBPA through the translation initiation factors elF-4E ®’, we tested whether mTORC1
activity may be relayed by CEBPA. This factor coordinates cell fate and cell differentiation in
various cell types, including in myeloid cells. CEBPA is seemingly active in AML IDHm cells
(cell lines and PDX) ¢ although the molecular basis of this activation is unknown.

To model CEBPA-related myeloid differentiation we used the 1,25-dihydroxyvitamin D(3)
(calcitriol)-induced monocytic differentiation. Calcitriol-triggered differentiation has been

reported in an IDHIm AML established cell line, that seemingly involves CEPBA®®. We first
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confirmed that calcitriol engaged the differentiation of native PLB-985 cells as assessed by
the increased expression of CD11b and CD14 markers, concomitant with the decrease in
CD13 and CD33 staining (Extended Data, Fig. 5C-D). Calcitriol exposure affects population
doubling of native PLB985 cell-line (Extended Data, Fig. 5A) and has a limited impact on
viability (Extended Data, Fig. 5B). This differentiation was associated to a dose-dependent
increase in CEBPA mRNA levels (Fig 5A). Importantly, we observed the predominant
expression of the full-lenght CEBPA p42 isoform, which is crucial for cell differentiation, at
the expense of the truncated p30 isoform that fails to induce differentiation and increases
cell proliferation of myeloid progenitors (Fig 5B). This result shows that calcitriol modulates
the isoform ratio and appears thus as a relevant model for studying myeloid differentiation
driven by p42. Calcitriol treatment induced a decrease in both BCAT1 protein levels and
BCAT1 transcripts (Fig 5B and 5D), showing that BCAT1 downregulation is concomitant to the
increased proportion of p42/p30 (Fig. 5C). Upon calcitriol treatment, BCAT1 invalidation
(shRNA) dramatically affected the cell proliferation (Extended Data Fig. 5E) and viability
(Extended Data, Fig. 5F) of PLB-985 cell line compared to shCTRL. We found that upon
calcitriol treatment, BCAT1 invalidation, affected CEBPa protein level (Fig. 5E, Extended Data,
Fig. 51) and majored the accumulation of p42 isoform (Fig. 5G) compared to p30 isoform (Fig.
5H). Consistent with an increased p42/p30 ratio (Fig. 5F), BCAT1 invalidation upon calcitriol
exposure favored myeloid differentiation (Fig. 5G). Thus, BCAT1 activity per se participates in
the control of myeloid differentiation in a CEBPA-dependent manner. Interestingly, this
process also inhibits MYC accumulation (Fig. 5H).

Interestingly, primary IDH2m AML cells retain the expression of p30 when compared to their
IDH2wt counterparts (Fig. 51). We also observed that upon calcitriol exposure, a CEBPA
invalidation (Extended Data, Fig. 5J) affected cell proliferation (Extended data, Fig. 5K) but
not cell viability (Extended Data, Fig. 5L) of PLB-985 cell line. We found that upon calcitriol
treatment, CEBPA invalidation decreased p42 (Extended Data, Figh. M) and p30 isoforms
(Extended Data, Fig. 5N). Surprisingly, CEBPA invalidation enhanced p42/p30 ratio (Extended
Data, Fig. 50) associated with a partial myeloid differentiation (Extended Data, Fig5. P).
These results suggested that myeloid differentiation is controlled by CEBPa p42 isoform.
Since the p30 isoform has transcriptional targets independent of the p42 isoform, over-

expression of the p30 isoform may lead to activation of specific genetic programs that
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contribute to maintain AML IDH2m cells in a state of proliferation, with BCAT1/mTORC1

might play an integral role.
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DISCUSSION

We have identified BCAT1 activity as limiting for IDHm AML cell proliferation and found that
this metabolic dependency could be selectively targeted for therapeutic gain. Over time
after BCAT1 ablation, a progressive clearance of IDHm AML cells is observed in xenografted
mice, that results from a proliferation arrest and differentiation induction, a dual mechanism
that has also been observed in AML blasts upon inhibition of the dihydroorotate
dehydrogenase (DHODH) involved in de novo pyrimidine synthesis pathway ° 7°,

A growing body of evidence indicates that leukemic cells show dependency to amino acid
metabolic pathways. For instance, they exhibit increased requirement of nonessential amino
acids, as is the case for arginine or the catabolic product of BCAA, i.e. the glutamine, and
therapeutic targets in these metabolic pathways have been proposed (reviewed by 7 72 73),
Leucine has been involved in MLL-AF9 AML development and progression in a xenografted
model, as enhanced leukemic cell death induced by inhibition of the solute carrier family 1
member 5 (SLC1A5/ASCT2) responsible for taking up several amino acids is attributed to
decreased leucine influx and inhibition of mTOR 74. BCAA availability plays a role in cell cycle
regulation, through activation of the mTORC1 signaling by the CD98 heavy chain (CD98hc,
encoded by SLC3A2) 7> 76, a transmembrane protein required for adhesion and survival of
AML cells 77 and that, together with SLC7A5, forms the L-type amino acid transporter 1
(LAT1). Altered BCAA utilization has been illustrated in multiple cancers (reviewed by 78) as in
drug resistance 7° 4. The directionality of this pathway depends on key variables as the
mutational landscape or the tissue of origin that dictate the metabolic status and nutriment
demands. For instance, loss of BCAA catabolism and suppression of BCAT expression goes
with the development and progression of human hepatocellular carcinomas. On the
opposite, upregulation of BCAT1 accompanies the progression of IDHwt gliomas, where its
overexpression induces BCAA catabolism and sustains an aggressive growth phenotype .

Our data suggest that it is the /DH genetic lesion and/or the accumulation of D-2HG, that lies
at the root of this metabolic feature. Indeed, our data converge IDHm AML samples with
metabolic similarity despite their genetic heterogeneity and indicate an unexpected
directionality of the BCAT1-mediated reaction leading to leucine accumulation, that help
support mTOR activity and cellular growth. In IDHm cells, BCAA anabolism correlates to

BCAT1 overexpression, creating a selective vulnerability to pharmacological inhibition of
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BCAT1 or mTORC1/2. Identification of a metabolic flux that is amenable to therapeutic
targeting is an important observation stemming from this work. BCAT1 overexpression and
BCAA production are functionally required when BCR-ABL-driven CML evolves from a chronic
phase to blast crisis, which is characterized by the rapid expansion of myeloid

differentiation-arrested blasts 3°

. Our results, together with the above-mentioned study,
demonstrate that the overall flux of the BCAA metabolic pathway can be anabolic in AML,
suggesting that targeting BCAT1 may be a way to benefit patients with CML or IDHm AML.
BCAT1 reactivation also cooperates with NrasG12D to enhance BCKA to BCAA in HSCP,
during progression of MPN to AML in a mice model . In human IDHwt AML, BCAT1
overexpression regulates BCAA catabolism in the critical LSC population 3¢, again opening a
path to develop therapeutic strategies to selectively eradicate LSC. In line, LSC harbor a high
level of amino acids and are more sensitive to amino acid loss for oxidative phosphorylation
(OXPHOS) and survival 8 compared with AML blasts, indicating a nutrient dependency not
present in the non-LSC bulk. This LSC-specific metabolic property could explain the deep and
durable responses observed in untreated patients with AML upon treatment with the

81 82 3 situation that

selective inhibitor of BCL-2 venetoclax in combination with azacitidine
suppresses OXPHOS 82 but also decreases amino acids uptake and expression of amino acids
transporters in LSC . Likewise, our results show that BCAT1 serves as a regulatory
checkpoint for leucine availability in IDHm AML cells, suggesting that therapies that target
BCAT1 as the leucine analogue ERG240 &3 or that selectively deplete leucine, or even that
inhibit aminopeptidase as tosedostat or bestatin which results in lowering the free amino
acid levels (reviewed by %) could be useful approaches to target IDHm AML, together with
BCL-2 inhibition ?2. Our observations also highlight an underappreciated consequence of the
presence of IDH mutation in AML bulk, in creating leucine dependency and mimicking an
LSC-like metabolic activity for IDHm AML cells. Importantly, IDH mutation can be found in
the pre-leukemic HSPC that are ancestral to the dominant AML clone and from which AML
evolves 8> 8 87 8 gimjlar to LSC, these pre-malignant HSC are associated to induction
chemotherapy survival and bone marrow persistence at remission 8. Whether similar
metabolic dependency would manifest in this cellular subset remains to be determined.

Finally, BCAA metabolism contributes to hematopoietic system homeostasis. Valine and

89

leucine are required for HSCP maintenance in the bone marrow niche *° and sustained

uptake of leucine accompanies T cell differentiation °°. Bcatl is required to sustain the
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repopulation ability of HSCs in reconstitution experiment in mice, and BCAA catabolism
maintains HSC quiescence °!. Leucine dependency could impact the behavior of IDHm HSCP
that undergo clonal expansion during ageing in healthy individuals who do not develop AML,
a phenomenon referred to as age-related clonal hematopoiesis °2, or IDHm HSCP that could
expand post-chemotherapy 3. Further studies targeting BCAT1 in myeloid diseases will
improve our understanding of dietary amino acid and nutrient signal contribution to

pathological myelopoiesis.
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MATERIALS AND METHODS

Cell lines

PLB-985 and K562 cell lines were cultured in Roswell Park Memorial Institute 1640 medium
(Gibco) supplemented with 10% heat-inactivated fetal bovine serum (Gibco), L-glutamine
(2mM, Gibco) and penicillin/streptomycin (100ug/mL, Gibco). Human embryonic kidney
(HEK) 293T cells used for lentiviral production were grown in Dulbecco Modified Eagle
Medium (Gibco) supplemented with 10% heat-inactivated fetal bovine serum (Gibco), L-
glutamine (2mM, Gibco) and penicillin/streptomycin (100ug/mL, Gibco). Cell lines were

maintained at 37°C in a humidified atmosphere of 5% CO,.

Human primary samples

Peripheral blood and/or bone marrow aspirates samples were obtained at time of diagnosis
from the department of Hematology, Gustave Roussy (Villejuif, France).
Immunophenotyping and cytogenetic analyses were done locally. Bone marrow samples
were enriched in AML blast cells using Ficoll gradient density centrifugation. For AML patient
samples with less than 70% of leukemic blasts, blasts identified as CD45™/SSC'*" were sorted
using a BD FACSAria lll Cell Sorter (BD Biosciences, Imaging and Cytometry Platform, Gustave
Roussy). Cells were cultured in serum-free conditions Stemspan medium (StemCell
Technologies) in the presence of recombinant human cytokines (25ng/ml hSCF; 20ng/ml
hGCSF; 5ng/ml human hGM-CSF; 10ng/ml hFLT3-L; 10ng/ml hiL3; hIL6 10ng/ml; 1Ul/ml
hEPO and 10ng/ml hTPO), all from PeproTech France (Neuilly s/Seine, France).
Characteristics of patient samples and their applications are provided in supplemental Table

1.

Chemicals

(2R)-Octyl-a-hydroxyglutarate ester (16366, Cayman Chemical) was solubilized in
Phosphate-Buffered Saline (Gibco). Cells were plated at 1 million/mL and daily diluted in
medium supplemented with (2R)-Octyl HG. Calcitriol (SE-S1466, Euromedex) was solubilized
in dymethylsulfoxide (Merck). BCAT1 inhibitors were BCATc inhibitor 2 (Cayman Chemical,
9002002) and Gabapentin (Tokyo Chemical Industry Co.) and diluted in dymethylsulfoxide
(DMSO0). Inhibitors GSK458 (52658), PP242 (S2218) and rapamycin (S1039) were purchased

from Selleckchem.
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Western Blot analysis

Briefly, cells were placed on ice and washed twice with chilled PBS/orthovanadate 1mM.
Total proteins were extracted using NP-40 (150mM NaCl, 50mM Tris-HCIl, 2mM EDTA, 1%
Nonidet P-40) supplemented with protease (Complete EDTA-free 1X, 11873580001,
ThermoScientificc PMSF 1mM) and phosphatase (orthovanadate 1mM; 10mM NaF)
inhibitors cocktails and quantified with the Pierce™ BCA Protein Assay Kit (#23225,
ThermoScientific). 10ug (patient samples) or 20ug (cell lines) of proteins were resolved by
SDS-PAGE and transferred to a nitrocellulose 0.22um membrane (Biorad). Membranes were
blocked with 1X PBS, 0,1% Tween20, 5% non-fat milk powder or 5% BSA powder, then
incubated with primary antibody as described in (Supplemental Table 2). Horse peroxidase-
conjugated secondary antibodies (Supplemental Table 2) were used to detect proteins by
LAS4000 digital imager (GR Healthcare Life Sciences) upon incubation with enhancer
chemiluminescence kit (ThermoScientific). Stripping was performed in 1X stripping buffer

(STO10, Geba) according to manufacturer instructions.

BCAA tracings

Cells were cultured and labeled in media supplemented with either 170 uM [(U)-13C]-L-
Leucine, 30 or 170 uM [(U)-13C]- KIC sodium salt (for 13C tracer experiments; Cambridge
Isotope Laboratories). The concentrations are based on the standard RPMI-1640 media
formulation. At the time of collection (0, 30 and 60 minutes respectively), cells were washed
twice with ice-cold PBS and iced shocked in liquid azote. After thawing, insoluble particles by
centrifugation were removed by centrifugation the supernatants were collected and dried
using a SpeedVac at 30°C. The cell extracts were dissolved. Calibration samples (150-250
mM) were prepared from 98% 15N-enriched leucine (Isotec Inc.) and 13C-enriched KIC and
13C,15N-enriched leucine. All signals were identified either with authentic samples or by
reference to literature values. These analyses were realized by Pr Ottolenghi Chris (Hopital

Necker, service de biochimie analytique, Paris).

Intracellular 2HG quantification
Cells were treated during three days with indicated doses of (2R)-Octyl-a-hydroxyglutarate

ester (16366, Cayman Chemical). 300,000 cells per condition were washed twice with
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Phosphate-Buffered Saline (Gibco). D2-HG quantifications were performed following a fully
validated analytical method according to the EMA (European Medicine Agency) guideline as

described in %4

Lentiviral production and transduction

Lentiviruses expressing wild type IDH2 or IDH2R?40Q were produced and used as previously
reported®. Expressions of BCAT1 and CEBPa have been silenced using lentiviruses
expressing shRNA. Briefly, lentiviral production was performed by co-transfection of pMD2.G,
pCMV-Gag-Pol and FG12-GFP-shLuc(shCTRL), FG12 GFP shBCAT1-d 3° LT3-Gepir-GFP-
shRenilla (shCTRL) or LT3-Gepir GFPshCEBPa-3 into sub-confluent HEK293T cells using
JetprimeTM (PolyPlus). Lentiviral particles were harvested 48h post-transfection and
concentrated with ultracentrifugation at 80,000 x g for 70 min at 4 °C. Human primary bone
marrow or blood cells were transduced 48h with lentiviral particles expressing shBCAT1, or
24h with viruses expressing shRNA against CEBPa. Then, cells infected with shCEBPa-
expressing lentiviral particles were selected with puromycin (0,5ug/mL, Invivogen) for five
days and shRNA and GFP expression were induced with doxycyclin (0,5ug/mL, Sigma-Aldrich)
for 24h. GFP-positive cells were sorted on BD FACSAria lll cell sorter and GFP positivity was

checked before each experiment.

Patient derived xenograft (PDX) models and In Vivo Imaging

All animal studies were conducted with approval of the local ethics committee. For BCAT1
knockdown PDX model, human primary AML cells were transduced with either shRNACtrl or
shRNABcatld-expressing lentiviruses for 48 h. Infected cells were sorted based on GFP
expression, and 0.5-1x10° cells were injected into the femoral cavity in sublethally irradiated
(1.5 Gy) NOD SCID IL2Rgammanull (NSG) mice. After transplantation, recipient mice were
monthly evaluated by marrow biopsy to assess PDX engraftment. Mice were sacrificed when
marrow or blood infiltration reach at least 80% or at any sign of clinical deterioration. At
sacrifice, spleen and bone marrow cells were harvested and analyzed by flow cytometry and
histopathology. In vivo inhibition of AML growth by mTOR signaling inhibitor GSK428 has
been evaluated in a PDX model. First, Human primary AML samples carrying IDH1/2wt or
IDH2R140Q mutation were transduced with pFUW-Luc-mCherry lentivirus. mCherry positive

cells were sorted on FACS Aria (BD) and then transplanted in NSG recipients as previously
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described. Then, mice received a daily oral gavage of GSK428 (3mg/kg) or vehicle for a
month. Engraftment was evaluated every week post-transplantation either by flow
cytometry after red blood cell lysis to quantify levels of human circulating cells expressing
the human CD45 (hCD45*) antigen in peripheral blood or bone marrow cells, or by In Vivo
Imaging System (IVIS Spectrum, Caliper Life Sciences, Hopkinton, MA) (see below). For in
vivo imaging, mice were treated by intraperitoneal injection (150 mg/kg in PBS) of the D-
luciferin substrate (Promega). The anesthetized mice were placed onto warmed stage inside
the light tight IVIS 50 box. The IVIS 50 camera system was used to visualize bone marrow
tumors, and photon measurement was defined for the entire bodies and quantified using
Living Image software (Xenogen for Caliper Life Science SA, Villepinte, France). Data are
represented as the average fluorescence or bioluminescence intensity for eight mice at each
given time point, with error bars indicating standard error of the mean. Significance was
determined by the student t-test. After 1 month or in case of morbidity signs, mice were
sacrificed, and AML cell burden was measured by flow cytometry and sorted based on

hCD45 staining.

Cell Apoptosis/Necrosis Assay (Annexin-V-FITC and 7-AAD Staining)

To assess cell viability, Annexin-V-FITC and 7-AAD staining (BD Biosciences, San Jose, CA)
were applied according to the manufacturer's instructions. Within 1 hour of staining,
specimens were analyzed by flow cytometry on a Fortessa Flow Cytometer (BD). Cell viability
was assessed as a percentage and categorized as follows: viable (double negative), early
apoptotic (Annexin-V-FITC positive, 7AAD negative), and late apoptotic and necrotic
(Annexin-V-FITC negative/7-AAD positive or double positive, respectively). Data were

analyzed using Flowjo (BD biosciences) software.

Flow Cytometry

Conventional Flow Cytometry was used to evaluate the phenotype of human AML samples
or PLB-985 cell lines. For human AML cells, briefly, cells were washed with PBS,
supplemented with 2% SVF and Fcblocked with 0.1pl of human 1gG/10° cells for 15 min at
room temperature (Human TruStain FcX Fc Receptor Blocking Solution, BioLegend) prior to
staining. Human samples were analyzed by a five-color flow cytometry panel, including:
phycoerythrin (PE)-conjugated anti-human CD11b (BD Biosciences, clone ICRF44), FITC-

conjugated anti-human CD14 (BD Biosciences, clone 61D) APC-conjugated anti-human CD15
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(BD Biosciences, VIMC15), PerCP-Cy5-conjugated anti-human CD24 antibodies (BD
Biosciences, clone ML0O5), PeCy7-conjugated anti-human CD34 (BD Biosciences, clone 8G12).
For PLB-985 samples, cells were analysed by five- or eight-color flow cytometry panels,
enabling the measure of GFP fluorescent protein and extracellular antigens expression. The
panels included fluorochrome-conjugate antibodies, as follows, tube 1 : PE-conjugated anti-
human CD33 (ThermoFischer Scientific, 12-0339-42), BV711-conjugated anti-human CD13
(BD Biosciences, 745496), APC-conjugated anti-human CD36 (BD biosciences, 550956) ; tube
2 : PE-conjugated anti-human CD11b (Biolegend, 301306), PE-Cy7-conjugated anti-human
CD45 (BD biosciences, 557748), APC-conjugated anti-human CD15 (BD Biosciences, 551376),
APC-Cy7-conjugated anti-human CD14 (BD Biosciences, 557831), BUV395-conjugated anti-
human CD16 (BD Biosciences, 563785). All antibodies were used per recommendations of
the manufacturers. Cells were incubated with antibody cocktails for up to 1 hour on ice,
washed with PBS and stained with either Sytox or DAPI. Total events were acquired on a BD

LSRFortessa™ (BD Biosciences) analyzed using Flowjo software (BD Biosciences).

RNA extraction and quantification by real-time quantitative PCR (RT-qPCR)

The extraction and purification of total RNA was performed using either the Total RNA
Purification Plus Kit (#48300, Norgen Biotek), the RNA/DNA Purification Kit (#48700, Norgen
Biotek) or RNA/DNA Purification Micro Kit (#50300, Norgen Biotek), depending on the
number of cells or requirement of RNA and DNA. cDNA was synthesized using a SuperScript
IV Reverse Transcriptase (Invitrogen). RT-qPCR was performed and analyzed on the 7500
Fast Real-Time PCR System or Quant Studio 5 (Applied Biosystems) using SYBR™ Select
Master Mix (Applied Biosystems). Primer sequences are given in Supplemental Table 3.
mMRNA expression levels were normalized to PPIA and 62M mRNA levels by the comparative

Ct method using the 2722 formula.

gDNA Extraction and Global DNA Methylation Analysis.

gDNA was extracted using the Genomic DNA Isolation Kit (Norgen Biotek). 1,2ug of gDNA
was digested during 4 hours for cell lines and 1 hour for patient samples according to the
protocol. Global DNA methylation was measured using the EpiJet DNA Methylation Analysis
Kit (#K1441, Thermo Scientific). gPCR was performed on the 7500 Fast Real-Time PCR
System (Applied Biosystems) using home-designed oligonucleotides (primers listed in

Supplemental Table 4) and SYBR™ Select Master Mix (Applied Biosystems). Results are
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expressed as % of 5 methylcytosine.

Chromatin Immunoprecipitation (ChIP)-gPCR

ChIP was performed at the Centre de recherche en Cancérologie de Marseille (CRCM) as
previously described °°. gDNA from mutant and wild type IDH2 AML samples were obtained
from Drs Sylvain Garciaz and Estelle Duprez. gPCR was performed on the 7500 Fast Real
Time PCR System (Applied Biosystems) using home-designed oligonucleotides (primers listed
in Supplemental Table 5) and SYBR™ Select Master Mix (Applied Biosystems).
Immunoprecipitated DNA is compared to input sample by the comparative Ct method.

Immunoprecipitated DNA enrichment is expressed as % of input.

RNA-Seq library construction

RNA quality was evaluated using an Agilent Fragment Analyser apparatus as described in the
manufacturer's procedure (Agilent Technologies, Basel, Switzerland) and Invitrogen Qubit
fluorometer was used to quantify RNA. Libraries were prepared by following the SMART-Seq
v4 Ultra Low Input RNA Kit (Takara Bio USA, Mountain View, CA, USA). Nextera XT kit
(Nextera XT DNA Library Preparation Kit (Illumina, San Diego, CA) was used to make cDNA
libraries suitable for lllumina sequencing. Libraries were sequenced on Illumina HiSeq 4000
as 50 bp single end reads following lllumina's instructions. Sequencing was performed to
obtain at least 4.0 x 10’ reads for each sample. Reads were preprocessed to remove
adapter, polyA and low-quality sequences (Phred quality score below 20). After this
preprocessing, reads shorter than 40 bases were discarded for further analysis. These
preprocessing steps were performed using cutadapt®® version 1.10. Reads were mapped
onto the hgl9 assembly of Homo sapiens genome using STAR®’ version 2.5.3a. Gene
expression quantification was performed from uniquely aligned reads using htseg-count®®
version 0.6.1p1, with annotations from Ensembl version 75 and \union" mode2. Only non-
ambiguously assigned reads have been retained for further analyses. Read counts have been
normalized across samples with the median-of-ratios method proposed by Anders and

Huber®®, to make these counts comparable between samples.

RNA-seq analysis

100

TPM values were obtained using kallisto'® and gene counts were generated using the

tximport Bioconductor package'®® in R with the tx2gene option set to accomplish gene-level
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summarization. Differential analyses were performed using DeSeq2 Bioconductor package!??,
selecting genes with an adjusted p-value under 0,05 as significant for each treatment against
DMSO. Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) was performed as implemented in the fgsea
Bioconductor package!®, using KEGG%4, GSEA c6 and hallmarks®>1%, Gene Ontology©7:108

and TTRUST® databases annotations downloaded from GSEA and enrichRC websites.

Methylation and expression datasets

DNA methylation analysis were performed upon publicly available TCGA LAML dataset!!!
(Humina Infinium HumanMethylation450 beadchips) using pre-processed beta-values. RNA
expression analyses were performed using both TCGA LAML and OHSU Beat-AML!*? cohort
datasets from RNA-sequencing. Expression data were downloaded as raw counts dataset
and then normalized using the upper-quartile method.DNA methylation and RNA expression

datasets were downloaded from Viziome (http://vizome.org/aml/) and The Cancer Genome

Altas (TCGA) (http://cancergenome.nih.gov/).

Survival analysis

BEAT AML and TCGA datasets were used to assess BCAT1 expression on overall survival.
Samples were stratified according to genotype and BCAT1 expression (high, above median;
low, below median). Survival analysis used a Mantel-Cox log-rank test and a hazard-ratio

(log-rank) test using GraphPad Prism 7 software.
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LEGENDS

Figure 1 : Fate of leucine and aKIC in mutant and wild-type IDH2 AML bulks

A-B) BCAA- (A) and BCKA- (B) tracing experiments. Data were normalized to succinate values as
internal control. P-value was assessed by two-sided, unpaired t-test. C) aKIC levels in IDH2
wildtype (N= 10) and mutant (N= 21) AML samples. p-value was assessed by two-sided,
unpaired t-test.

Figure 2 : Expression and methylation status of the human BCAT1 locus in human primary AML
cells.

A) Bar plots comparing mean mRNA expression level of BCAT1 (left) and BCATZ2 (right) genes
normalized by PPIA expression across IDH2 wildtype and mutant AML samples (BCAT1 : N=8
for each genotypes ; BCAT2 : N=5 for each genotypes). Non-parametric Mann-Whitney p values
are shown. B) Violin plots of BCAT1 (left) and BCAT2 (right) gene expression across /DH2
wildtype and mutant AML samples (N=374 and N=34, respectively, Beat AML dataset).
Statistical testing was performed with ordinary one-way ANOVA. C) Western blot analysis of
BCAT1 and BCAT2 protein levels in primary IDH2 wildtype and mutant AML cells. BACTIN served
as loading control. Fold changes in protein expression levels were calculated relative to IDH2
wildtype AML samples. D) Upper panel : Schematic representation of the endogenous human
BCAT1 locus. Alternative promoters P1 and P2, and high-density CpG regions (CGI-A and CGlI-
B) are shown. Promoters are defined as regions spanning from -2 KB to +1 KB around the
corresponding transcriptional start site, TSS. Transcripts initiated from P1 or P2 are indicated.
Lower panels : Methylation status of the locus BCAT1 in IDH2m and IDH2wt blasts. From left to
right : The Orange panel represents the % of Smethylcytosine at P2 in the two genetic contexts
IDHwt samples, N=5; IDHm AML samples, N=7). Values represent the mean = SEM. The green
panels represent the methylation pattern of cytosines at CpG sites in CGI-B (left) and CGI-A
(right) in IDH2wt and IDH2m AML samples obtained from the TCGA database (N=138 and N=16,
respectively). Violin plots represent median = SEM and p-value was assessed with Welch’s t
test. The grey panels represent the methylation pattern of cytosines at CpG sites in promoter
P1and P2 across IDH2 wildtype and mutant AML samples (N=138 and N=16, respectively, TCGA
database). E) Expression of BCAT1 transcripts initiated at P1 (201) or P2 (202, 204) in primary
IDH2m (N=8) and IDH2wt (N=8) blasts. Expressions were normalized on PPIA level. F)
Expression of total BCAT1 transcripts (total) or initiated at P1 (201) or P2 (202, 204) in PLB-985
cell line following 3-day exposure to increasing doses of (2R)-Octyl-a-hydroxyglutarate ester
(Octyl(R)-2HG). Expression was measured relative to the expression of the reference gene
PPI2A. Values represent the mean £ SEM. p-value was assessed by a 2way ANOVA test. G) ChIP-
gPCR using antibodies against H3K27me3 (upper panel), H3K27ac (middle panel) and H3K4me3
(lower panel) were performed at regions around TSS1 and TSS2 in IDH2wt (N=6) and IDH2m
(N=3) AML samples. Enrichments are expressed as percentage of input (% of input). Values
represent the mean £ SEM and p-value was assessed with non-parametric Mann-Withney test.

Figure 3 : BCAT1 inhibition reduces growth and promote partial differentiation of IDH2m AML
cells

A) Establishment of PDXs. AML cells carrying IDH2 wild type or IDH2 mutant are collected from
the blood or the bone marrow of patients. Cells are then transduced with lentiviruses
expressing either shCTRL or shBCAT1. Transduced GFP+ cells were FACS-sorted and
transplanted by intrafemoral injection in immunosuppressed mice (N=5 recipients for IDH2wt



cells or N=10 recipients for IDH2m cells). Mice were followed up to 3 months and then
sacrificed. Engrafment and immunophenotype of blood or bone marrow cells were assessed
every month. B) White blood cells counts at sacrifice. Values represent the mean = SEM and p-
values were assessed with non-parametric Mann-Withney test. Each data point represents a
recipient. C) Frequency of GFP positive cells in human CD45* cells in bone marrow of engrafted
mice. D) Median Fluorescence Intensity (MFI) of CD15 in GFP* cells in bone marrow of engrafted
mice. E) Median Fluorescence Intensity (MFI) of CD14 in GFP* cells in bone marrow of engrafted
mice. F) GSEA analyses upon BCAT1 invalidation in primary AML IDH2wt (N=3) and IDH2m (N=3)
cells. Myc targets and E2F targets signature enrichment plots upon BCAT1 knockdown in IDH2
wildtype (upper panels, N=3) or mutant (lower panels, N=3) AML cells.

Figure 4 : BCAT1 functions are associated with mTORC1 activities in IDH2m AML cells

A) Western blot analysis revealing expression levels of effectors of mTORC1 (4EBP1 and S6K)
and mTORC2 (AKT) in human IDH2wt (N=4) and IDH2m (N=7) AML cells. B) Relative protein
level quantification is shown as mean £ SEM. p-values were assessed with non-parametric
Mann-Withney test. C) ICso of Rapamycin (left panel), PP242 (middle panel), GSK458 (right
panel) determined in PLB-985 cell line transduced with lentivirus expressing either IDH2R140Q
or IDH2 wildtype, or exposed to either (2R)-Octyl-a-hydroxyglutarate or PBS. Cell viability was
assessed by trypan blue exclusion after 3 days. Values were represented with SEM. D)
Population doubling of PLB-985 cell line alone or transduced with lentivirus expressing either
IDH2R140Q or IDH2R172K. Cells were incubated in control (+ Leucine) or leucine-deficient (-
Leucine) medium for 6 days. Values represent the mean = SEM. p-values were assessed with
ordinary one-way ANOVA test.

Figure 5 : BCAT1 invalidation promotes myeloid differentiation in a CEBPA-dependent manner
A) mRNA quantification of CEBPA assessed by RT-gPCR in PLB-985 cells exposed to increasing
doses of calcitriol for 5 days. Expression was normalized on PPIA mRNA level. p-values were
generated with Kruskal-Wallis tests (4 independent experiments). B) Western blot analysis of
BCAT1 and CEBPa (p30 and 42 isoforms) protein levels in PLB-985 cells exposed to increasing
doses of calcitriol for 5 days. Fold changes in protein expression levels were calculated relative
to DMSO-treated condition. C) Quantification of the p42/p30 isoforms ratio in PLB-985 cells
exposed to increasing doses of calcitriol for 5 days. Values were calculated with Kruskal-Wallis
tests (4 independent experiments). D) mRNA quantification of BCAT1 assessed by RT-qPCR in
PLB-985 cells exposed to increasing doses of calcitriol for 5 days. Expression was normalized on
PPIA° mRNA level. p-values were calculated with Kruskal-Wallis tests (4 independent
experiments). E) Western blot analysis of BCAT1, CEBPa isoforms (p30 and 42) protein levels
in PLB-985 cells transduced with lentiviruses expressing shCTRL or shBCAT1 and exposed to
increasing doses of calcitriol for 5 days. F) Quantification of the p42/p30 isoforms ratio in the
different experimental conditions. Values were calculated with Kruskal-Wallis tests (4
independent experiments). G) Frequency of differentiated CD11+/CD14+ cells in PLB-985 cells
transduced with lentiviruses expressing shCTRL or shBCAT1 and exposed to increasing doses of
calcitriol for 5 days. p-value were assessed with RM one-way ANOVA test (4 independent
experiments). H) Western blot analysis of cMYC protein levels in PLB-985 cells transduced with
lentiviruses expressing shCTRL or shBCAT1 and exposed to increasing doses of calcitriol for 5
days. Fold changes in protein expression levels were calculated relative to DMSO-treated
shCTRL condition. 1) Western blot analysis of CEBPa isoforms in primary IDH2wt and IDH2m
AML cells. BACTIN served as loading control.



Extended Figure 2 : Expression of aKG-dependent transaminases and MSI2 in human primary
AML cells.

A) mRNA expression of BCAT1 total and 201, 202 and 204 transcripts in K562 cell line
following 3-day exposure to increasing doses of (2R)-Octyl-a-hydroxyglutarate ester (Octyl(R)-
2HG). Expressions were normalized on PPIA gene. Values represent the mean £ SEM and p-
value was assessed by a 2way ANOVA test. B) Western blot analysis of BCAT1 protein levels in
K562 cell line following 3-day exposure to increasing doses of Octyl(R)-2HG. BACTIN served as
loading control. Fold changes in protein expression levels were calculated relative to PBS-
treated condition. C) BCAT1 mRNA expression measured by unstranded RNA sequencing
across 13 normal hematopoietic cell types (GSE74246 dataset). LSC = Leukemic Stem Cell,
HSC = Hematopoietic Stem Cell, MPP = Multipotent Progenitor, LMPP = Lymphoid-Myeloid
Primed Progenitor, CMP = Common Myeloid Progenitor, GMP = Granulocyte Monocyte
Progenitor, MEP = Megakaryocyte Erythrocyte Progenitor, Mono = Monocyte, NK = Natural
Killer, B = B lymphoid cell, Ery = Erythrocyte. D) Overall survival curve of AML patients with
high and low BCAT1 expression from OHSU Beat-AML database (Mantel-Cox log-rank test and
a hazard-ratio, Log-rank test). E-F) Violin plots of aKG-dependent transaminases (E) and MS/2
(F) gene expression across IDH2wt and IDH2m AML samples (N=374 and N=34, respectively,
Beat AML dataset). Statistical testing was performed with non-parametric Mann-Withney
test. G) Quantification of MSI2 mRNA in K562 cell line following 3-day exposure to increasing
doses of Octyl(R)-2HG. Values represent the mean = SEM and were normalized on PPIA gene.
p-value was assessed by a paired t test.

Extended Figure 3 : BCAT1 inhibition induces apoptosis and reduced cellular proliferation in
IDH2 mutated AML cells

A) BCAT1 mRNA expression in IDH2wt (N=5) and IDH2m (N=6) AML cells transduced with
lentiviruses expressing either shCTRL or shBCAT1. BCAT1 mRNA level was normalized on
POL2RA gene expression. Fold changes in BCAT1 mRNA expression levels were calculated
relative to shCTRL. Values represent the mean = SEM and p-values were assessed with multiple
comparisons test. B) Western blot analysis of BCAT1 protein level in PLB-985 cell line
transduced with lentivirus expressing either shCTRL or shBCAT1 for 3 days. BACTIN served as
loading control. Fold change in protein expression level were calculated relative to shCTRL
condition. C) Frequency of hCD45+ cells in the bone marrow of engrafted mice assessed by
Flow cytometry every month after transplantation. Values represent the mean * SEM. Each
data point represents a recipient. D) Percentage of Annexin V positive cells in primary IDH2wt
(N=3) and IDH2m (N=3) AML cells 3 days after in vitro BCAT1 invalidation. E) ICso of Gabapentin
(GABA, left panel) and BCAT inhibitor (BCATi, right panel) determined in PLB-985 cell-line
transduced with lentivirus expressing either IDH2R140Q or IDH2 wildtype, or exposed to either
Octyl(R)-2HG or PBS. Cell viability was assessed by trypan blue exclusion after 3 days of culture.
Values were represented with SEM. F-G) Cell concentration of human IDH2m AML cells (N=3)
treated with increasing doses of GABA (F) or BCATi (G). Fold changes in cell viability were
calculated relative to DMSO condition. Values were represented with SEM. H-J) GSEA analysis
of differentially expressed genes in IDH2wt and IDH2m AML cells following BCAT1 invalidation.
Significantly enriched KEGG pathways yielded in at least two comparisons are displayed in
bubble plots. The size of the dots represents the number of enriched genes. The X-axis
coordinate represents the P-value of enrichment analysis and the color of the dots represents
the gene ratio. (H) Top 10 among the most significantly enriched Kyoto Encyclopedia of Genes



and Genomes (KEGG) pathways. (I) Top 10 among the most significantly enriched GSEA
Hallmark pathways. (J) Top 10 among the most significantly enriched Gene Ontology (GO)
pathways.

Extended Figure 4 : mTOR pathway supports viability of AML cells

A) IDH2wt or IDH2R140Q AML cells are transduced with pFUW-Luc-mCherry lentivirus.
mCherry positive cells were FACS-sorted and transplanted by intrafemoral injection in
immunosuppressed mice (N=5 for each AML genotype). Then, mice received a daily oral gavage
of GSK428 (3mg/kg) or vehicle for a month. Engraftment was evaluated every week post-
transplantation. B) Representation of necrotic area in bone marrow in engrafted mice assessed
by immunohistochemistry. Values represent the mean = SEM and p-values were assessed with
non-parametric Mann-Withney test. C) Quantitative measurement of radiance using in vivo
imaging (IVIS). Radiance reflects the intensity of luciferase luminescence and therefore number
of luciferase-tagged cells present. Values represent the mean = SEM.

Extended Figure 5 : BCAT1 and CEBPA invalidations increase p42/p30 ratio and promote cell
differentiation following calcitriol exposure

A-B) Population doubling (A) and cell viability (B) of PLB-985 cell line exposed to increasing dose
of Calcitriol for up to 6 days. p-value was assessed with ordinary one-way ANOVA test (4
independent experiments). C) Frequency of differentiated CD11+/CD14+ cells when PLB-985
cells were exposed to increasing dose of Calcitriol for 6 days. p-value were assessed with RM
one-way ANOVA test (4 independent experiments). D) Frequency of CD13-/CD33- cells when
PLB-985 cells were exposed to increasing dose of Calcitriol for 6 days. p-value were assessed
with RM one-way ANOVA test (4 independent experiments). E-F) Cell proliferation (E) and
viability (F) of PLB-985 cell line transduced with lentiviruses expressing either shCTRL or
shBCAT1 and exposed to increasing dose of Calcitriol for up to 5 days. p-values were assessed
with unpaired t test (4 independent experiments). G-1) Protein level quantifications of CEBPa
total, p30 and 42 isoforms, in PLB-985 cells transduced with lentiviruses expressing shCTRL or
shBCAT1 and exposed 5 Days to increasing doses of calcitriol. Expressions were normalized on
BACTIN level. Values were generated with Kruskal-Wallis tests (4 independent experiments). J)
Western blot analysis of CEBPaisoforms (p30 and 42) protein levels in PLB-985 cells transduced
with lentiviruses expressing shCTRL or shCEBPA. Fold change in protein expression level were
calculated relative to shCTRL condition. K-L) Cell proliferation (K) and cviability (L) of PLB-985
cell line transduced with lentiviruses expressing either shCTRL or shCEBPA and exposed to
increasing dose of Calcitriol for 5 days. p-values were assessed with unpaired t test (4
independent experiments). M-0) Protein level quantifications of CEBPa p42 (M), P30 isoforms
(N) and p42/p30 ratio normalized on BACTIN. Values were generated with Kruskal-Wallis tests
(4 independent experiments). P) Frequency of differentiated CD11+/CD14+ cells in PLB-985
cells transduced with lentiviruses expressing shCTRL or shCEBPA and exposed to increasing
doses of calcitriol for 5 days. p-value were assessed with RM one-way ANOVA test (4
independent experiments).



SUPPLEMENTAL MATERIALS

Table 1

Antibodies
Target Host Reference Technique |Usage
4E-BP1 Rabbit Cell Signalling, 9452 WB 1:1000, O/N +4°C
AKT (pan) (11E7) Rabbit Cell Signalling, 4685 WB 1:1000, O/N +4°C
Peroxidase Anti-Mouse IgG(H+L) |Goat Jackson, 115-035-003 WB 1:40000, 1h RT
Peroxidase Anti-Rabbit IgG(H+L) |Goat Jackson, 111-035-003 WB 1:40000, 1h RT
B-Actin (AC15) Mouse Sigma-Aldrich, A5441 WB 1:1000, 1h RT
BCAT1 (OTI3F5) Mouse Origene, TA504360 WB 1:1000, O/N +4°C
BCAT?2 Rabbit Thermo Scientific, PA5-21549 | WB 1:1000, O/N +4°C
CEBPa Rabbit Cell Signalling, 2295 WB 1:1000, O/N +4°C
HSC70 (B-6) Mouse Santa Cruz, sc-7298 WB 1:1000, 1h RT
p70 S6 Kinase (49D7) Rabbit Cell Signalling, 2708 WB 1:1000, O/N +4°C
Phospho-4E-BP1 (Thr37/46) Rabbit Cell Signalling, 9459 WB 1:1000, O/N +4°C
Phospho-AKT (Ser473) (193H12) | Rabbit Cell Signalling, 4058 WB 1:1000, O/N +4°C
Phospho-p70 S6 kinase (Thr389) | Rabbit Cell Signalling, 9205 WB 1:1000, O/N +4°C

Table 2

Primers used for mRNA expression (RT-gPCR)

Gene Forward primer sequence (5'-3') Reverse primer sequence (5'-3")
201* GCTACGACCCTTGGGATCT AAGTCCCCACCACCTCTTTT

202 TGAAGGCTAAAGACCTAATAGTCAC  TTTGTCAAATACTTCCACTGCATAGT
204* TGGTTGTCTGAGCCTCCTTT AAGTCCCCACCACCTCTTTT

F2M ACTGAATTCACCCCCACTGA CCTCCATGATGCTGCTTACA
BCAT1* CAACTATGGAGAATGGTCCTAAGCT TGTCCAGTCGCTCTCTTCTCTTC
BCAT2 GCTGGGTGTCAGCCAGCCC GCCAGAGGACCTGTTCACAG
CEBPa TGTGCCTTGGAAATGCAAAC CGGGAAGGAGGCAGGAAA

MSI2 TGGAAGATGCAATGCTGATGT CTCACAGACTTTCTCCACAACA

PPIA GTCAACCCCACCGTGTTCTT CTGCTGTCTTTGGGACCTTGT

*From Tonjes et al., “BCAT1 promotes cell proliferation through amino acid catabolism in
gliomas carrying wild-type IDH1”




Table 3
Primers used for ChIP quantification (qPCR)

Regions are indicated as distance from the TSS (Transcription Starting Site) of the

corresponding gene.

Target region Forward primer sequence (5'-3')

Reverse primer sequence (5'-3")

HOXC5-TSS CTCCTACGTAGCCAATTCATTCT
HOXD4+0.4kb TGGTCTACCCCTGGATGAAG
PPIA+1kb GGGAGTAGCGAAATAGGATGTTAG
P2-BCAT1+0.6kb ~ CACAACCTAGGAACTGGGTAAC
P2-BCAT1-TSS TGAACCATTTCCTCCACCAG
P2-BCAT1-0.9kb GTCTGTCTGCAGTCGCTAAA
P2-BCAT1-1kb TCGCGAGCATCCTTGTTTAT
P2-BCAT1-1.4kb GTAGGCTCGTGATCGCAATA

P1-BCAT1-TSS
P1-BCAT1-0.7kb

ACTCGGATACGCACCCACAGT
GCTGGGATTACAGATGTGAGAC

TCTGAGGCCGATCCATAGT
TGACCTGCTCCCTCAGCTAT
CGAAGACTGCATGAGGATCAA
GCCAGAGGCTTAGTGTCTAAAG
CCGCTTCCCTGTGTCTTTAT
GAAATATCTGCGCTTGGAAAGG
AGCTGCCCTAATGTAGTTTCTC
TCCAATCCTCCTTTCCCTTTC
CGAAGATTCGGAGCCAGCG
GCCACTTGGTATGGGAGATAAA

Table 4

Primers used for Global DNA Methylation Analysis

Target region Forward primer sequence (5'-3')

Reverse primer sequence (5'-3")

P1 ACTCGGATACGCACCCACAGT
P2 AAATCTGGAGTCCCAGCCT

CGAAGATTCGGAGCCAGCG
TCAGAGCGAGTCCATAGCTA




Table 5

Patient samples and applications

::rt‘:ir: IDH status Applications
#1 IDH2wt gPCR (Fig2A,B,E) ; WB (Fig2C, FigdA) ; Methylation Assay (Fig2D) ;
PDX (Fig3A-E, extended Fig3C-F, extended FigdA-B) ; shBCAT1 (Fig3F, extended Fig3A)
#2 IDH2wt BCAA tracing (FiglA-B) ; qPCR (Fig2A,B,E) ; WB (Fig2C, FigdA) ; Methylation Assay (Fig2D)
#3 IDH2wt gPCR (Fig2A,B,E) ; WB (Fig2C, FigdA) ; Methylation Assay (Fig2D)
44 IDH2wt BCAA tracing (FiglA-B) ; qPCR (Fig2A,B,E) ; WB (Fig2C) ; Methylation Assay (Fig2D) ;
shBCAT1 (Fig3F, extended Fig3A)
#5 IDH2wt BCAA tracing (FiglA-B) ; qPCR (Fig2A,B,E) ; WB (Fig2C, FigdA) ; Methylation Assay (Fig2D)
#6 IDH2m WB (Fig2C, FigdA) ; Methylation Assay (Fig2D)
gPCR (Fig2A,B,E) ; WB (Fig2C, FigdA, Fig5H) ; Methylation Assay (Fig2D) ;
#7 IDH2 R140Q | PDX (Fig3A-E, extended Fig3C-F) ; shBCAT1 (extended Fig3A) ; IC50 (extended Fig3G) ;
BCATi inhibitor (extented Fig3l)
48 IDH2 R140Q gPCR (Fig2A,B,E) ;WET (Fig2C, FigdA) ; Methylgtion Assay (.F.igZID). ; .
shBCAT1 (extended Fig3A) ; IC50 (extended Fig3G) ; BCATi inhibitor (extented Fig3l)
49 IDH2 R140Q gziﬁi(iFniﬁiZt;Ai;(B;,rE()e;X\t/\éIr?:t(;i]g;gélli)iyA) ; Methylation Assay (Fig2D) ; IC50 (extended Fig3G) ;
BCAA tracing (FiglA-B) ; qPCR (Fig2A,B,E) ; WB (Fig2C, FigdA, Fig5H) ; Methylation Assay (Fig2D) ;
#10 IDH2 R172K | shBCAT1 (Fig3F, extended Fig3A) ; IC50 (extended Fig3G) ; PDX (extended Fig4A-B) ; GABA inhibitor
(extented Fig3H)
#11 IDH2 R172K BCAA tracing (FiglA-B) ; qPCR (Fig2A,B,E) ; WB (Fig2C, Figd4A) ; Methylation Assay (Fig2D) ; IC50 (extended
Fig3G) ; GABA inhibitor (extented Fig3H)
#12 IDH2 R140Q BCAA tracin.g (FiglA-B) ; qP;R (Fig2A,B,E) ; WB (FigZ.C, FigdA, FigS.H) ; Methylation Assfa\y (Fig2D) ;
shBCAT1 (Fig3F, extended Fig3A) ; IC50 (extended Fig3G) ; GABA inhibitor (extented Fig3H)
#13 IDH2wt WB (Fig5H) ; shBCAT1 (extended Fig3A)
#14 IDH2wt WB (Fig5H) ; shBCAT1 (extended Fig3A)
#15 IDH2wt qPCR (Fig2A,E)
#16 IDH2wt qPCR (Fig2A,E)
#17 IDH2wt gPCR (Fig2A,E) ; shBCAT1 (Fig3F, extended Fig3A)
#18 IDH2 R140Q, | qPCR (Fig2A,E) ; shBCAT1 (extended Fig3A)
#19 IDH2 R140Q, | qPCR (Fig2A,E)
#20 IDH2 R140Q, | shBCAT1 (Fig3F, extended Fig3A)
#822 IDH2wt ChIP-gPCR (Fig2G)
#916 | IDH2wt ChIP-gPCR (Fig2G)
#1733 | IDH2wt ChIP-gPCR (Fig2G)
#2589 IDH2wt ChIP-gPCR (Fig2G)
#3449 | IDH2wt ChIP-gPCR (Fig2G)
#4847 | IDH2wt ChIP-gPCR (Fig2G)
#4040 | IDH2m ChIP-gPCR (Fig2G)
#4616 | IDH2m ChIP-gPCR (Fig2G)
#6716 | IDH2m ChIP-gPCR (Fig2G)




4. Discussion et
conclusions



4.1. DISCUSSION

Au cours de ce travail, nous avons établi I'importance de I'axe leucine/BCAT1/mTORC1 dans
le controle de la croissance cellulaire des blastes ZDH2m, et nous avons identifié le facteur
de transcription CEBPA comme un relais moléculaire de mTORC1, suggérant que la
signalisation BCAT1/mTORC1/CEBPA joue un rble dans le processus de différenciation des
cellules myéloides.

Individuellement, ou collectivement, tous les acteurs de cette signalisation sont des acteurs
connus des processus néoplasiques. Les BCAA, outre leur participation a la synthése des
protéines, sont les principaux donneurs d'azote lors de la syntheése d'alanine et de
glutamine3®?. La leucine est un AA essentiel singulier dans la mesure ou elle active la voie
anaboliqgue mTOR1!443%3 (cette activation implique la Sestrin23°43%), qui est un régulateur
critique de I'activité cellulaire par le contréle que ce complexe multiprotéique exerce sur la
biogenése ribosomale, la traduction des protéines, la croissance, la prolifération cellulaire et
I'autophagie3®. Une activation constitutive de mTOR est fréquemment observée chez les
patients atteints de LAM (souvent en association avec l'inactivation de TP53 par la
surexpression du géne MDMZE%7-3%9400)  Cette activation augmente les capacités anti-
apoptotiques des cellules*®! et contribue a la chimiorésistance et la progression de la
maladie, ce qui affecte le pronostic*®?. Les implications de mTORC1 et de son substrat S6
Kinase 1 (S6K1) ont été montrées dans le développement des leucémies®*’ et des cancers
en général®®3, Dans le systtme hématopoiétique, limportance de la signalisation
BCAT1/mTOR a été illustrée a la fois dans le développement physiologique de certains
lignages (par exemple, dans les lymphocytes T CD4+%4) et dans des exemples
d’hémopathies malignes®’8. L'altération du métabolisme des BCAA est aussi directement
impliquée dans un large éventail de cancers humains®3 et la résistance aux

traitements?05:406

Les résultats obtenus au cours de cette étude ont renforcé certaines

observations.
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¢ L'inhibition de BCAT1 est une approche thérapeutique dans les gliomes et LAM IDHm

Paradoxalement, contrairement a ce que nous avons identifié dans la LAM IDH2m, dans les
gliomes IDHIm, le géne BCAT1 est moins exprimé que dans les cellules de gliome
n‘exprimant pas la mutation (/DH1wt)38. Dans ce modele, la forte expression de BCATI
contribue a la croissance des gliomes IDHIwt ; ceci est corrélé aux observations cliniques
qui signalent que les gliomes IDH1wt présentent une évolution défavorable plus rapide que
leurs homologues 7DH1m. Dans ces tumeurs, la voie BCAA reste catabolique (dégradation
de la leucine et production de glutamate), les BCAA servant de donneurs de groupement
amine dans le cycle glutamine/glutamate, cette situation crée une hyper-dépendance des
cellules a l'activité de BCAT1 pour la production de glutamate, AA essentiel au
fonctionnement des cellules neurales®?°. Il a aussi été montré que 'oncométabolite D-2HG
affecte I'activité de BCAT1 dans les cellules neurales IDH1m et qu’a forte dose, le D-2HG
réduit leur croissance3?°. Nous faisons la méme observation, d’une inhibition de I'activité de
BCAT1 par le D-2HG dans les cellules LAM IDHZm, et d'une contribution essentielle de son

activité a la croissance des blastes.

e L’activité BCAT1 est importante dans I’'hématopoiése pathologigue

Il existe peu d'études rapportant un role de BCAT1 dans les hémopathies malignes.
L'importance de son activité catabolique a été rapportée dans la leucémie myéloide
chronique (LMC) avec fusion BCR-ABL, pour laquelle BCATI est fortement surexprimé lors
de la crise blastique, étape conduisant la LMC vers la LAM378, Dans ce modéle, la réduction
de l'expression de BCAT1 par un shRNA ou son inhibition pharmacologique par la
gabapentine réduit I'activité de mTORC1 et diminue la concentration intracellulaire de
leucine (la réaction est catabolique). L'efflux de leucine et I'activité mTOR en aval sont
également requises pour le développement et la progression de la LAM induite par
I'oncogéne MLL-AF9 chez l'animal, a travers l'activité du transporteur SLC1A5/ASCT2
responsable de I'absorption de plusieurs AA dont la glutamine et la leucine*®’. Enfin, BCAT1
régule le catabolisme des BCAA dans la population des CSL3° ce qui en fait une voie
métabolique importante. En effet, les CSL présentent des taux élevés d’AA et sont plus
sensibles que les blastes (arrétés a un stade progéniteurs/précurseurs) a la perte d’AA pour

leur métabolisme mitochondrial et leur survie®>. Cette dépendance aux AA pourrait expliquer
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les réponses profondes et durables observées chez les patients atteints de LAM et naifs de
tout traitement, traités avec l'inhibiteur de BCL-2 venetoclax (en combinaison avec
I'azacitidine)®®1%1, situation qui affecte le métabolisme énergétique mitochondrial OXPHOS?®
mais diminue également I'expression des transporteurs d'AA dans les CSL*. On peut
envisager que les thérapies qui ciblent I'activité BCAT1 dans les CSL, comme I'analogue de
la leucine ERG24037* ou qui appauvrissent sélectivement le milieu en leucine, ou encore les
molécules qui inhibent les activités aminopeptidase (enzymes impliquées dans la
dégradation des protéines et le relargage des AA, ce qui entraine une baisse des niveaux
d’AA libres*®), pourraient étre des approches thérapeutiques intéressantes, au méme titre
que l'inhibition de BCL-23%, Le tosedostat, en particulier, est un inhibiteur de la leucine
aminopeptidase (LAP) et il a montré une certaine efficacité en association avec la décitabine

ou la cytarabine, chez des patients agés atteints de LAM de novd*®.

e L'expression de BCATI est soumise a régulation épigénétigue

La régulation de I'expression du gene Bcat! par le complexe PRC2 a été identifiée dans un
modéle murin de LAM induite par I'expression de 'oncogene N-Ras et la perte conjointe de
I'activité Ezh2376. Dans cet exemple, les deux promoteurs du géne Bcatl, P1 et P2, sont
sensibles a la présence de la marque H3K27me3. Nos travaux montrent des niveaux de
marque H3K27me3 sur les deux promoteurs du gene BCATI qui différent suivant que les
blastes expriment ou non I/DHZm, confirmant l'implication du complexe PRC2 dans la
régulation transcriptionnelle du géne chez I'hnomme. Une explication possible d’'une activité
PRC2/EZH2 différente en contexte /DH2m est que la lysine démethylase KDM6A/UTX qui
déméthyle la marque H3K27 et est dépendante de I'aKG, soit inhibée fonctionnellement par
le métabolite D-2HG.

Nous observons également dans les blastes primaires des deux contextes génétiques
(IDH2m et IDH2wt) des niveaux différents de méthylation sur résidus CpG au niveau des
régions P1 et P2. En effet, dans les cellules LAM IDH2m, le promoteur P2 est tres largement
méthylé comparativement au promoteur P1. Cette observation a déja été rapportée dans le
cas des gliomes humains IDH1mP® suggérant que I'hyperméthylation de P2 est liée a
I'expression des mutations /DH en général. On peut envisager que dans ces deux types
tumoraux, l'inactivation fonctionnelle des protéines TET par |'oncométabolite D-2HG affecte
préférentiellement la région promotrice P2. Les raisons de l'activité différente des deux

promoteurs ne sont pas connues. Dans le cas du locus Bcat! murin, I'activité des promoteurs
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P1 et P2 semble différente selon le statut de différenciation des cellules myéloides (CSH,
MPP, GMP), P2 semblant plus actif que P1 dans les cellules engagées GMP3® (cette
observation est liée a la présence de marques épigénétiques différentes sur ces deux régions
mais n‘a pas été commentée dans l'article). Les facteurs de transcription liant ces deux
régions n’ont pas été recherchés. Par ailleurs, les différences fonctionnelles pouvant exister
entre isoformes Bcat1 initiées a ces deux promoteurs, ne sont pas connues. L'analyse par
ChIP-gPCR de la marque H3K27me3 sur blastes primaires /DHZ2m et IDH2wt montre que les
deux régions P1 (CpG hypomethylés) et P2 (CpG hyperméthylés) sont peu soumises a
I'empreinte de cette marque en contexte /DHZ2m. Cette observation est en accord avec la
réactivation de I'activité des deux promoteurs dans les blastes 7/DH2m ; il s'agit donc d'un
mécanisme de levée de répression transcriptionnelle. Il est établi que la marque H3K27me3
est peu déposée lorsque les régions géniques sont hyperméthylées sur résidus CpG*9, ce
qui correspond a la situation que nous mettons en évidence dans les blastes IDH2m.
L'importance des deux marques épigénétiques dans le controle de I'expression génique est
complexe ; a l'instar de ce que nous observons pour le locus BCATI dans les cellules LAM
IDH2m, dans I'exemple des gliomes, c’est la marque H3K27me3 qui controle de facon
massive les programmes d’expression génique, plus que le statut de méthylation sur ilots
CpGHL,

Le géne BCATI est aussi soumis a des régulations transcriptionnelles par le biais d'autres
modifications épigénétiques dans les tumeurs solides. En particulier, la surexpression de
BCAT1 a été associée a une baisse du dépot des marques répressives H3K9me2/H3K9me3
au niveau du promoteur P1, sous controle de SUV39H1%%, Dans le cancer du sein, la
surexpression de BCATI est associée a lactivité de DOT1L*?, histone H3K79
méthyltransférase bien connue des hémopathies malignes. Enfin il a été décrit une
interaction et stabilisation du transcrit BCAT1 par la protéine liant 'ARN MUSASHI2 (MSI2)
dans les cellules de LMC378, Nous avons montré que le transcrit MSI2 est induit dans la
lignée cellulaire K562 en réponse a une exposition au D-2HG, et que les niveaux d’expression
de MSI2 dans les LAM avec mutation /DH2, et issues des bases de données publiques, sont

significativement supérieurs au contexte /DH2wt.

Nos résultats ont permis d’établir des relations fonctionnelles entre BCAT1 et

deux facteurs importants de I'hématopoiése maligne, MYC et CEBPA.
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L'identification d’un lien entre I'activité de BCAT1 et la différenciation myélo-monocytaire
nous a conduit a chercher des connexions possibles entre ces deux processus. Il existe déja
des exemples de limplication d’AA essentiels dans le blocage d'un processus de
différenciation hématopoiétique puisque une concentration intracellulaire élevée en valine
favorise I'expansion, l'auto-renouvellement et la survie des CSH372413414 A [inverse, la
diminution en valine engage la différenciation des CSH en progéniteurs hématopoiétiques*!3.
De fagon intéressante, la voie mTORC1/S6K1/MYC est un point de controle de la
différenciation myéloide. La délétion de Raptor (activateur de mTORC1) chez la souris induit
'absence de monocytes et bloque de la différenciation au stade GMP. A l'inverse, I'activation
excessive de mTORC1 par délétion du complexe tuberous sclerosis 2 (TSC2), inhibiteur de
mTOR, favorise le développement et la maturation spontanée des cellules myéloides*'>. La
différenciation monocytaire/macrophagique liée a la signalisation mTORC1, implique
I'expression des facteurs de transcription PU.1 et interferon regulatory factor 8 (IRF8) et

I'activation de MYC ; I'inhibition de MYC altére cette différenciation*®.

e Nos travaux montrent que les activités BCAT1 et MYC sont fonctionnellement liées

L'invalidation de BCATI1, dans notre modéle PDX induit un arrét de la prolifération des
cellules LAM IDHZm et une différenciation myélo-monocytaire partielle, un effet double qui
a également été rapporté dans l'exemple de linhibition de I'enzyme dihydroorotate
déshydrogénase (DHODH) qui participe a la voie de synthese de novo des pyrimidines?81.282,
Ce résultat indique que BCAT1 participe a I'équilibre étroitement controlé entre prolifération
et différenciation qui caractérise I'hnoméostasie des progéniteurs myéloides (une sortie du
cycle cellulaire est nécessaire pour la différenciation terminale).
Concernant la prolifération cellulaire, nos analyses d'expression génique et
d’enrichissements fonctionnels (GSEA) ont défini plusieurs signatures moléculaires
significatives, parmi lesquelles les signatures « HALLMARK MYC TARGETS V1 » et
« HALLMARK MYC TARGETS V2 » qui révelent un lien fonctionnel entre les activités de
BCAT1 et MYC. Nous mettons en évidence une corrélation inverse, e.g., les genes induits
par MYC sont négativement enrichis dans les blastes /DH2¢/4? alors qu'ils sont positivement
enrichis dans les cellules /DH2wt aprés invalidation de BCATI par shRNA, confirmant que
IDH2m inverse le sens de la réponse biologique liée a MYC. Cependant, nous n‘observons
pas d'effet sur 'accumulation du transcrit MYC dans les blastes IDH2?%99 en réponse a
I'invalidation de BCAT1.
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En réanalysant les données transcriptomiques obtenues en réponse a linvalidation de
BCAT1 dans 3 lignées hématopoiétiques non mutées pour /DH (HL-60, SKM-1, MOLM-13)37°,
nous mettons en avant un point important qui est que le géne MYClui-méme est également
moins induit transcriptionnellement dans des lignées cellulaires ZDH2wt apres invalidation
de BCAT1 (Figure 22). Ainsi, c'est BCAT1 qui agit comme un activateur de I'activité
intrinséque de MYC dans les cellules de LAM, une situation qui a déja été observée dans des
modeles de cancer du poumon*!, Il n‘est pas exclu que cette induction de I'activité de MYC

passe par des modifications post-traductionnelles sur le facteur MYC*18-421,

p = 0,0022
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Figure 22 : Expression de MYCdans 3 lignées hématopoiétiques invalidées pour BCAT1

Ces différents résultats confirment donc une interdépendance des activités de BCAT1 et Myc
indépendamment de la présence d'une mutation /DAH2 mais aussi qu'il est fortement
probable que les mécanismes de régulation qui contrdlent I'induction du transcrit MYC soient
différents entre les modeéles cellulaires et les blastes primaires. Nous proposons une image
synthétique de la relation qui existe entre BCAT1 et MYC dans les blastes primaires (Figure
23).
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Figure 23 : Interconnexion des activités BCAT1 et MYC dans les cellules primaires de LAM

Nos analyses GSEA indiquent également I'existence d'une signature moléculaire
« HALLMARK E2F TARGETS » qui est, a l'instar des signatures MYC, négativement enrichie

dans les blastes IDH2/#92 alors qu'elle est positivement enrichie dans les cellules JDH2wt,

Ces données indiquent que les facteurs MYC et E2F sont beaucoup plus actifs dans les
blastes IDH2?9Q 3 |'état stationnaire, que dans les blastes IDH2wt. MYC peut induire la

surexpression du gene E2F18, Nos analyses /in silico de bases de données publiques
(database Beat-AML/OHSU) montrent que le facteur E2F7 de la famille E2F est induit

transcriptionnellement dans les blastes /DH2m (Figure 24).
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Figure 24 : Expression de E2F7 dans les blastes IDH2wt et IDHZm

Il est intéressant de noter que la plupart des LAM avec mutation /DH activent MYC, (pas
forcément E2F) vraisemblablement pour contrecarrer les effets antiprolifératifs (contre-
intuitifs) du D-2HG?*?2. Cet effet pourrait étre notamment lié a l'inhibition de TET2 car une
activité accrue de MYC a été associée a la perte de fonction de TET2 dans les LAM, sans
induction transcriptionnelle de MYC dans plusieurs modeéles*?34%4, De plus, des études
récentes importantes soulignent I'interdépendance entre les anomalies /DH1 et une hausse
de I'activité de MYC dans les gliomes IDH1m conférée par la présence d’un polymorphisme
en 8qg24*»4%%, MYC participe a la reprogrammation métabolique dans les cellules
cancéreuses*?’. Sans étre systématiqguement directs, les liens fonctionnels entre MYC et le
métabolisme des AA, essentiels ou non, sont établis dans plusieurs modéles*?”4%8, Par
exemple, un circuit MYC/SLC7A5/SLC43A1 coordonne I'absorption élevée d'AA essentiels, y
compris de la leucine, et I'activation de mTORC14%8. MYC active I'expression de genes codant
pour des transporteurs d’AA (SLC7A5, SLC43A1 et également SLCIA5ASCT2) qui ne sont
pas que des transporteurs et pourraient influer sur le niveau intracellulaire d’AA**°, Par
ailleurs, le gene BCATI (initialement appelé £CA39) a été décrit comme une cible du facteur
MYC*0-432, soulignant l'interdépendance des deux activités. Dans deux modeles de tumeurs
solides, MYC se lie a la région promotrice du géne BCATI et active son expression384433,
Nous n‘avons pas recherché si MYC participe a l'induction transcriptionnelle de BCAT1 dans

notre modéle.
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Concernant la différenciation, Ianalyse GSEA indique linduction d'un programme
d’expression génique pro-différenciant (GO : 0045597), mais qu'il est difficile d’exploiter car

treés générique.

¢ Nos travaux identifient CEBPA comme un relai de I'axe BCAT1/mTORC1

Nous avons testé I'nypothése que I'activité de mTORC1, qui est partiellement controlée par
I'activité de BCAT1 via la leucine, soit relayée par le facteur de transcription CEBPA. En effet,
mTOR controle la traduction du transcrit CEBPA par l'intermédiaire des facteurs d'initiation
de la traduction eIF-4E*3* (il existe aussi une initiation de la traduction des transcrits CFBPA
par les facteurs elF-2a, relayant l'activité de la kinase AKT/protéine kinase B (PKB)).
mTORCI1 contrble également la traduction des transcrits CEBPS a travers la phosphorylation
des protéines 4E-BP*3>. Un argument fonctionnel important est qu’il existe des exemples de
résistance a I'énasidenib33 et a l'ivosidenib (nos résultats non publiés) qui sont associés a
des mutations de CEBPA, on peut donc envisager que l'activité de ce facteur participe de
facon directe a I'effet différenciant des inhibiteurs. Un autre argument justifiant I'étude de
CEBPA est que ce facteur de transcription semble « actif » en contexte LAM IDHm dans
plusieurs modeles (lignées cellulaires et PDX), sans que les bases moléculaires de cette

activation soient établies*36:437,

CEBPA est un acteur majeur de la myélopoiese normale et pathologique
Dans I'hématopoiése normale, les facteurs CEBPA sont impliqués dans la détermination des
progéniteurs hématopoiétiques3’® et sont des régulateurs majeurs de la myélopoiese*8.
L'inactivation de Cebpa dans le systeme hématopoiétique chez la souris adulte empéche la
génération des progéniteurs granulocytes/monocytes (GMP) et entraine un blocage du
développement des neutrophiles au stade CMP*¥*. Ces facteurs se lient aux promoteurs
et/ou enhancers de genes liés a la différenciation myéloide, tels que colony stimulating
factor 3 receptor (CSF3R), IL-6R, CCAAT enhancer binding protein epsilon (CEBPE), growth
factor independent 1 transcriptional repressor (GFI-1) ou Kruppel-like factor 5 (KLF5)*° ; ils
peuvent agir comme répresseurs transcriptionnels en association avec les facteurs
SPI1/PU.1 ou CEBPB*'42, TIls interagissent également physiquement avec des

modificateurs chromatiniens comme TET22°! ou DNMT3A*3, Dans ce dernier exemple, cette
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interaction inhibe I'activité méthyltransférase de DNMT3A. L'activité des facteurs CEBPA
reste cependant complexe, a limage de ce que l'on sait de l'activité des facteurs
« pionniers ». De fagon générale, les signatures moléculaires du facteur CEBPA proposées
dans la littérature sont trés variées.

Le géne CEBPA comprend un seul exon mais deux sites d'initiation de la traduction
permettant I'expression d’une protéine de 42 kDa (p42) et d’'une protéine de 30 kDa (p30)
tronquée des 117 premiers AA a l'extrémité N-terminale, région qui inclut le domaine de
transactivation 1 (TAD1); en conséquence l'isoforme p30 présente un potentiel de
transactivation plus faible. L'isoforme p30 agit comme un dominant négatif de p42 et bloque
la liaison a 'ADN de p42 et la transactivation des génes cibles de p42*#. Ces isoformes ont
des fonctions antagonistes : l'isoforme p30 inhibe la différenciation dans le systeme
hématopoiétique***, alors que l'isoforme p42 est associée a un arrét de prolifération et a

I'induction d’une différenciation*3*.

Des mutations perte de fonction de CEBPA sont présentes dans 10% des LAM%38 et sont
souvent associées aux LAM avec mutations ZDH**>. Ces mutations entrainent I'expression de
I'isoforme p30 ce qui induit une prolifération accrue et une différenciation minimale des
progéniteurs myéloides*¥¢4’  favorable au développement de la LAM. De maniére
intéressante, le géne MSI2 est une cible critique de p30*%. p30 soutient aussi la croissance
leucémique par l'induction du géne 5'-Nucleotidase Ecto (N75E)/ CD73*°. Nt5e code pour
I'ectoenzyme NT5E/CD73 qui catalyse la conversion de I'adénosine monophosphate (AMP)
en adénosine et la contribution de cette activité enzymatique a I'échappement immunitaire

des tumeurs solides a été montrée.

Pour étudier I'induction de la différenciation myéloide par la signalisation BCAT1, nous avons
utilisé la lignée cellulaire PBL-985 (dérivée de HL-60) et un composé inducteur de
différenciation, le calcitriol, qui est un métabolite de la vitamine D3 (1,25(0H)2D3). Le
calcitriol se comporte comme un agoniste du récepteur de la vitamine D (VDR), qui est,
comme les récepteurs des rétinoides RAR, un facteur de transcription inductible par son
ligand. L'expression de VDR peut étre induite par des agents hypométhylants*%41, Chez
I'nomme, le calcitriol est produit par le rein a la suite de la conversion cutanée du 7-
déhydrocholestérol en vitamine D3 sous l'action des UVB, les sources alimentaires de
vitamine D3 étant peu nombreuses. Le calcitriol controle plus de 200 génes régulant la
prolifération et la différenciation cellulaires, I'apoptose et d’autres processus. La vitamine
D3 et ses métabolites contrblent également un réseau génique important, par I'activation

de nombreux facteurs de transcription*24>3, Des arguments fonctionnels lient la
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signalisation vitamine D3/VDR et la différenciation dans les cellules myéloides U9374* et les
cellules LAM IDHn13%. Dans le contexte de LAM IDHm, l'induction de la différenciation par
le calcitriol semble impliquer CEPBA*®; les facteurs CEBPA et ETS1 ont également été

associés a l'activité de la vitamine D3 dans d'autres sytemes*24>3,

Nous montrons que le calcitriol induit une différenciation partielle des cellules PLB-985 par
I'apparition de marqueurs membranaires CD11b et CD14, conjointement a la diminution des
marqueurs membranaires CD13 et CD33. Cette différenciation s’accompagne d’une
accumulation de transcrits CEBPA et d’'une accumulation de I'isoforme p42 dont on connait
les activités pro-différenciantes (une accumulation de p42 a été rapportée dans un autre
modele de différenciation?>®), au détriment de I'isoforme p30 (la quantité totale de protéine
CEBPA augmente). Nous confirmons ainsi que le traitement des cellules PLB-985 par le
calcitriol est un bon modeéle d'étude de la différenciation myéloide impliquant CEBPA.

Nous montrons que le traitement calcitriol induit une diminution de l'accumulation des
transcrits BCAT! et de la protéine BCAT1, qui peuvent étre le reflet de 'engagement en
différenciation des cellules ; en effet I'expression du gene BCAT1 s'éteint au fur et a mesure
de I'engagement en différenciation (Figure 25). La diminution de I'activité de BCAT1 per
se (par l'usage d'un shRNA que nous avons validé et qui a été obtenu par collaboration378)
diminue conjointement la prolifération et la viabilité cellulaire /n vitro. Nous montrons
également que diminution de l'activité de BCAT1 entraine la différenciation des cellules
puisque dans cette configuration (inhibition de BCAT7I et calcitriol), I'accumulation de
I'isoforme p42 est majorée. Dans ce contexte, des populations cellulaires CD11b+CD14+
apparaissent en culture. Ces observations suggérent de plus, qu'en I'absence de BCAT1, la
différenciation pourrait étre déja amorcée dans les cellules PLB985 et favorisée par le
traitement calcitriol. L'inhibition de BCAT1 en association avec le calcitriol, entraine une
diminution de la protéine CEBPa. exprimée suggérant que l'activité de BCAT1 influe sur la
transcription et/ou la traduction des isoformes p42 et p30 de CEBPa. Cette association
entraine également une disparition de la protéine MYC, indiquant que la différenciation
myéloide BCAT1-dépendante, si elle induit CEBPA, inhibe conjointement MYC. Nous étudions
actuellement I'accumulation des transcrits MYC dans ce contexte.

L'utilisation d’'un shRNA dirigé contre CEBPA (banque MiR Zuber*®) jn vitro, diminue
significativement la prolifération cellulaire mais n’impacte pas la viabilité cellulaire. De
maniére surprenante, l'usage du shCEBPA favorise I'accumulation de lisoforme p42. La

diminution d’activité de CEBPA (par la majoration de p42) associée a une exposition au
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calcitriol, entraine la différenciation des cellules comme en atteste I'apparition de
populations cellulaires CD11b+CD14+ en culture. Nous cherchons aujourd’hui a comprendre
les modalités de traduction des isoformes p30 et p42 dans notre modeéle, puisque c'est a ce

niveau que s'opére |'activité de mTORCI1.

4.2. CONCLUSIONS

L'identification d'une voie métabolique se prétant a un ciblage thérapeutique (gabapentine
ou inhibiteurs BCAT1 plus spécifiques) dans la LAM IDHm est une observation originale de
ce travail. Nos observations mettent en évidence une dépendance a la leucine et a I'activité

de BCAT1 des blastes IDH2m qui peut évoquer I'activité métabolique des CSL3%°,

Un point intéressant est la valeur pronostic de I'expression élevée de BCAT1 chez les patients
atteints de LAM. Cette observation qui avait été établie sur de petites cohortes de patients
atteints de LAM37837% 3 été confirmée au cours de notre étude par I'analyse d'un nombre
élevé d’échantillons (travail de thése de Nicolas Poulain dans I'équipe) utilisant des bases de
données publiques notamment OHSU/Beat AML*>. Dans ces échantillons, l'activité de
BCAT1 est catabolique ; il est possible que I'activité de BCAT1 soit tout autant requise au
développement de la LAM IDHwt (bien que de facon moins exclusive que pour les LAM
IDHm qui présentent une hypoprolifération) puisque cette voie controle la prolifération
cellulaire via mTOR et répond a des besoins métaboliques induits par le contexte
moléculaire. L'association d'un inhibiteur de BCAT1 a une chimiothérapie d'induction
conventionnelle pourrait présenter un intérét thérapeutique mais cependant, il n'existe pas

encore d'inhibiteur spécifique de BCAT1 de grade clinique.

Il sera aussi intéressant d'établir si l'activité de BCAT1 participe a I'évolution des
ARCH/CHIP?4457-459:460 oy des CHIP développées post-traitement?®!, lorsque celles-ci sont
porteuses d’une anomalie /DH. Dans I'hématopoiese normale, BCAT1 est fortement exprimé
dans les CSH et diminue progressivement apres le stade progéniteurs/précurseurs, lors de
I'engagement de ces cellules en différenciation (Figure 25). L'expression de BCAT1 et son
activité semblent donc représenter une caractéristique métabolique importante de la

biologie des CSH, normales ou leucémiques.
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Figure 25 : Expression de BCAT1 dans les cellules hématopoiétiques

L'expression de BCATI est élevée dans les CSH et progéniteurs multipotents et diminue
progressivement lors de I'engagement en différenciation ; elle est également élevée dans
les cellules leucémiques (LSC et blastes) (GSE74246 dataset).

Certains points n‘ont pas été résolus :

i) De fagon intéressante, le traitement de cellules primaires de LAM IDHZm par la
gabapentine diminue significativement le taux de D-2HG (cette inhibition mime I'effet de
I'inhibiteur AG221/enasidenib) mais ce résultat n‘a pour le moment pas été plus approfondi.
On peut cependant envisager que l'inhibition par la gabapentine de I'activité de BCAT1, en
diminuant le taux d’aKG, diminue la production de D-2HG puisque I'oncométabolite en est
issu. D'autres études ont montré un lien direct entre BCAT1 et D-2HG. L'inhibition de BCAT1
par le composé ERG240 dans les macrophages humains activés réduit le pool d'aKG et le
niveau de 2-HG (principalement de L-2HG)37> ; ce qui n‘est pas attendu si I'on considére que
I'enzyme BCAT1 consomment 'aKG dans ces cellules (sens catabolique). Dans les gliomes
IDH1m, pour lesquels la voie BCAT1 est également catabolique (consommation de I'aKG),
l'inhibition de la signalisation PI3K/mTOR conduit a une diminution du D-2HG (associée a
une augmentation de la survie)*62,

La compréhension de ces mécanismes requiere de mieux comprendre le statut métabolique
de ces cellules et 'homoeostasie des métabolites aKG et 2HG dans ces différents types

cellulaires. Dans le cas des cellules de LAM IDH2m, la diminution du niveau de D-2HG

85



pourrait contribuer a l'induction de la différenciation par la réactivation de l'activité des

enzymes régulant la méthylation des histones et de I'ADN (y compris TET2), entre autres.

ii) Le niveau de méthylation des transcrits MYC et CEBPA n’a pas été étudié. Il a été établi
qu’en contexte Z/DHm, les deux transcrits MYC et CEBPA sont méthylés de fagon anormale
sur leurs résidus adenosines (AM6-methyladenosine, m6A). Cette hyperméthylation est liée a
I'inhibition fonctionnelle par le métabolite D-2HG de l'enzyme fat mass and obesity-
associated protein (FTO) responsable de la déméthylation des résidus m6A sur les
ARNs*22463464  Cette hyperméthylation diminue la stabilité et la traduction des
transcrits*®> et dans le cas de MYC, cela conduit de facon paradoxale a la réduction de la
croissance tumorale*®® (ce qui pourrait expliquer que les cellules LAM IDHm cherchent a
augmenter l'activité de MYC de facon indépendante de I'expression du gene MYC pour
soutenir la croissance). Néanmoins, dans ces conditions, la synthése des protéines et la
croissance cellulaire sont activement supportées par la signalisation mTORC1, qui de fagon
indirecte controle le cycle donneur de résidus méthyl S-Adenosyl-L-homocysteine (SAH)/ S-
adenosylmethionine (SAM)*7. Ces études complexifient singulierement la compréhension et
I'analyse de la régulation de la traduction en contexte /DHm. Ces aspects devront étre

clarifiés.
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Résumeé : La leucémie aigué myéloide (LAM) est
une hémopathie caractérisée par un blocage de
différenciation de progéniteurs/précurseurs
myéloides. Les mutations affectant les genes
[soditrate déshydrogénase 1 et 2 (IDH1/2),
présentes dans 20-25% des LAM, entrainent la
production d’'un oncométabolite, le D-2-
hydroxyglutarate (D-2HG), responsable de
perturbations épigénétiques et métaboliques.

Nous avons identifié une activité anormale de la
voie des acides aminés branchés (branched-chain
amino acid, BCAA correspondant aux acides aminés
essentiels valine, leucine, isoleucine) dans les
cellules primaires de LAM avec mutation /DHZ,
favorisant I'anabolisme de la leucine, voie
essentiellement catabolique dans les cellules
tumorales. La production de leucine est liée a la
surexpression du géne BCAT1, controlant le
métabolisme des BCAA, par perte d'un mécanisme
de répression transcriptionnelle dépendant de la

margue H3K27me3 en présence de mutations JDHZ.

L'inhibition génomique (shRNA) et
pharmacologique de BCAT1, diminue fortement la
croissance cellulaire des blastes leucémiques avec
mutation IDH2, in vitro et dans des modéles
murins PDX. Cette inhibition s"accompagne
également de I'engagement en différenciation
myéloide des cellules avec anomalie IDH2. Nous
avons aussi identifié un lien fonctionnel entre les
activités de BCAT1, du complexe mTORC1 et de la
traduction du facteur de transcritpion CEBPa, un
régulateur majeur de la différenciation myéloide.

Notre étude révele une reprogrammation
métabolique de la voie des BCAA des cellules
leucémiques avec mutation ZDHZ2, régulant les
processus de différenciation et de prolifération
cellulaire. L'inhibition de cette voie métabolique
dans les LAM avec mutation /DHZ, pourrait
constituer une stratégie thérapeutique pertinente.

Title : Metabolic and molecular characteristics of acute myeloid leukemia (AML) with isocitrate

dehydrogenase (IDH) mutations

Keywords : Acute myeloid leukemia, isocitrate dehydrogenase, differentiation, epignetic, branched chain

amino acids metabolism, BCAT1

Abstract : Acute myeloid leukemia (AML) is a
hematological disorder characterized by a
differentiation block of myeloid
progenitors/precursors. Mutations in /isocitrate
dehydrogenase 1 and 2 (IDH1/2) genes, found in
20-25% of AML, result in the production of an
oncometabolite, D-2-hydroxyglutarate (D-2HG),
responsible for epigenetic and metabolic
perturbations.

We have identified an abnormal activity of the
branched-chain amino acid (BCAA) pathway
(corresponding to the essential amino acids valine,
leucine, isoleucine) in primary AML cells with JDHZ
mutation, favoring leucine anabolism, a pathway
that is essentially catabolic in tumor cells. Leucine
production is linked to the up-regulation of BCAT1
gene, controlling BCAA metabolism, by loss of an
H3K27me3-dependent transcriptional repression
mechanism in the presence of IDH2 mutation.

Genomic (shRNA) and pharmacological inhibition
of BCAT1, strongly decreases cell growth of
leukemic blasts with ZDH2 mutation, /n vitro and
in PDX mouse models. This inhibition is also
accompanied by the commitment to myeloid
differentiation of mutant /DHZ cells. We also
identified a functional link between activities of
BCAT1, mTORC1 complex and translation of the
CEBPq transcritpion factor, a major regulator of
myeloid differentiation.

Our study reveals a metabolic reprogramming of
the BCAA pathway in leukemic cells with /DH2
mutation, regulating cell differentiation and
proliferation processes. Inhibition of this
metabolic pathway in IDH2-mutated AML could be
a relevant therapeutic strategy.
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