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Introduction

Partie | : hématopoiese normale

I- Généralités

L’'hématopoiése est un processus finement régulé qui est a I'origine de la fabrication de
I’ensemble des cellules sanguines. C'est un phénomene physiologique, dynamique et continu
qui assure la production quotidienne de plusieurs milliards de cellules sanguines et permet le
maintien de I'"homéostasie du tissu sanguin. Les cellules souches hématopoiétiques (CSH) se
situent au sommet de I’'hématopoiese et sont a I'origine de toutes les cellules qui constituent
notre systéeme hématopoiétique. Les CSH se trouvent au sein de la moelle osseuse, le siege de
I'hématopoiése. La moelle osseuse est un organe complexe composé de cellules
hématopoiétiques interconnectées par un réseau vasculaire et innervé 1. Elle se trouve dans
les os plats (sternum, os iliaques, vertebres, crane) et principalement dans la partie proximale
des os longs. Elle se divise en moelle jaune (adipeuse) et en moelle rouge lieu de
I’lhématopoiése 1. Outre la moelle osseuse et le sang, le systétme hématopoiétique se compose

de différents organes comme le thymus, la rate, les ganglions, etc.

Le terme « cellules souches » a été utilisé pour la premiére fois en 1868 par Ernst Haeckel, ce
terme fGt utilisé pour parler d’organisme unicellulaire dont serait issu I'ensemble des
organismes multicellulaires. Mais c’est en 1961 que les cellules souches ont été caractérisées
par James Till et Ernest McCulloch d’apres des études sur les effets des rayonnements sur la
moelle osseuse de souris 2. L'injection de cellules de moelle osseuse entraine la formation de
colonies dans la rate de souris, constituées de différents types de cellules sanguines. La
poursuite de leurs travaux 3 a permis de définir les CSH comme ayant des propriétés d’auto-
renouvellement, de multipotence et de différenciation. En effet les CSH, grace a leurs
propriétés de multipotence, sont capables de donner toutes les cellules matures du sang mais

également de maintenir un pool de cellules souches.

En effet les cellules qui composent notre sang ont une durée de vie limitée ; un a trois jours
pour les granulocytes, une semaine pour les plaquettes, quatre mois pour les hématies,

guelgues mois pour les monocytes et quelques mois a plusieurs années pour les lymphocytes
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T et B. La production continue de cellules sanguines est nécessaire pour permettre le
renouvellement du systeme hématopoiétique. Il est donc essentiel de maintenir un pool de
CSH capable de renouveler de fagon permanente toutes les cellules de notre systéme sanguin.
Les CSH se situent dans un environnement protégé appelé « niche », ce micro-environnement
permet le maintien des cellules souches. Ce terme a été évoqué pour la premiere fois en 1978
par Schofield 4. Cette derniére permet le maintien d’un pool de cellules dans un état de
quiescence, non différencié et multipotent. Ces cellules ont une capacité d’auto-
renouvellement mais également de différenciation. L’hématopoiése est un processus régulé
afin de maintenir un équilibre entre I'auto-renouvellement des CSH et I'engagement de ces
cellules en différenciation pour produire tous les différents types de cellules sanguines. Les
CSH vont se diviser de maniére symétrique et/ou asymétrique en produisant une cellule
souche qui permet le maintien du pool de CSH et une cellule qui va pouvoir proliférer et se
différencier en différents types cellulaires. Cet équilibre est primordial et permet la pérennité

de I'lhématopoiése °.

II- Organisation de la niche hématopoiétique

La niche hématopoiétique reste encore un vaste débat, mais plusieurs études décrivent
I’existence de deux niches hématopoiétiques : une niche endostéale et une niche vasculaire.

La niche des CSH peut étre définie comme une structure spatiale .

La niche endostéale se situe a proximité de la muqueuse endo-osseuse. On retrouve un pool
de CSH dormantes avec un potentiel d’auto-renouvellement illimité. Les CSH dormantes sont
le sommet de I’hématopoiése et représentent une réserve de cellules souches au repos qui
pourra étre sollicitée sous l'effet d’'un stress, d’une lésion, ou encore pour maintenir
I’'homéostasie. Les CSH dormantes sont en contact avec les ostéoblastes qui tapissent la
surface endostéale de I'os (revétement cellulaire interne des cavités osseuses), et également
en contact avec des cellules mésenchymateuses, des cellules réticulaires abondantes (CAR) en
CXCL-12 (C-X-C Ligand 12 ou SDF-1 (stromal cell derived factor 1)), des fibroblastes stromaux
et potentiellement d’autres cellules comme des ostéoclastes. Ce micro-environnement
maintien I’état souche des cellules et par conséquent une dormance a long terme. Cet état
souche est aussi favorisé grace a un environnement en hypoxie et une matrice extracellulaire
dense. En réponse a un stress ou pour maintenir ’homéostasie, les CSH dormantes pourraient

sortir de leur niche pour rejoindre la niche vasculaire. Fait intéressant, une fois que les cellules
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souches ont joué leurs roles, les CSH reviennent a la dormance, cela suggere que les CSH
passent de manieres réversibles de la dormance a l'auto-renouvellement une fois
I’homéostasie rétablie 7. De plus I’état de repos des cellules souches permet de préserver le

potentiel d’auto-renouvellement afin de prévenir I’épuisement des cellules souches &°,

La niche vasculaire est la deuxieme niche décrite qui est en contact étroit avec I’endothélium
des sinusoides. Au sein de cette niche on retrouve des CSH qui vont étre activées, c’est-a-dire
des cellules avec des capacités d’auto-renouvellement plus limitées mais capables de se
différencier pour donner naissance aux progéniteurs multipotents (MPP). Au sein de cette
niche, on retrouve des cellules CAR périvasculaires pres des sinusoides formant la niche
vasculaire et également des cellules endothéliales. Ces cellules rejoindront la circulation a

travers I’'endothélium fenestré (vaisseaux de basse pression).

I1l- Auto-renouvellement et multipotence : caractéristiques des CSH

Les CSH se caractérisent par leur capacité a générer un large spectre de cellules sanguines
tout en donnant naissance a de nouvelles CSH apreés division cellulaire grace a un processus
appelé auto-renouvellement 19, Les CSH sont capables de s’auto-renouveler indéfiniment soit
par division symétrique ou asymétrique afin de conserver un pool de CSH constant. Par leurs
capacités a se diviser les cellules donnent naissance a des cellules identiques avec les mémes
potentiels de développement. La division symétrique génere deux cellules filles identiques,

avec soit deux CSH ou alors deux progéniteurs qui pourront se différencier en cellules matures.

Il est communément admis qu’une cellule souche individuelle peut également donner
naissance a deux cellules filles non identiques, on parle alors de division asymétrique. Ce
mécanisme permet au CSH de donner une cellule fille souche et un progéniteur (MPP) qui se
différenciera en tous les types de cellules sanguines. Il existe deux mécanismes par lesquels

cette division va se produire >.

- Asymétrie divisionnaire : division de la cellule en deux cellules filles non identiques par
polarisation de la cellule, 'une conserve les déterminants d’une cellule souche alors

que l'autre va entrer en différenciation 12,

- Asymétrie environnementale : division symétrique en deux cellules filles, le destin de

ces cellules est d au microenvironnement, une des cellules filles conserve son destin
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de cellule souche en restant dans un environnement de niche alors que la deuxieme
cellule fille va entrer en contact avec un environnement permettant d’initier la

différenciation 12.

Une autre caractéristique qui définit les CSH est la multipotence. Il s’agit de la capacité des
cellules a se différencier en tous les types de cellules qui constituent notre systeme

hématopoiétique.

IV- Les étapes clés de I’lhématopoiése :

1) Schéma « classique » de I'arbre hématopoiétique

L’'hématopoiése est classiqguement représentée sous forme d’un arbre, ou se trouve au
sommet les cellules les plus indifférenciées aux propriétés multipotentes. Ces cellules
proliférent, se divisent, perdent en multipotence et se différencient en cellules matures et

fonctionnelles.

Les CSH sont le commencement de I’hématopoiése 3. On distingue deux sous types de cellules

souches : les LT-HSC et les ST-HSC 1415,

Les Long-term hematopoietic stem cell (LT-HSC) : ce sont des CSH de « long terme » c’est-a-
dire des cellules quiescentes avec un faible pouvoir prolifératif mais un fort potentiel d’auto-
renouvellement illimité. Lorsque ces cellules sortent de leur état de quiescence, elles vont
s’auto-renouveler afin de maintenir un pool de cellules souches multipotentes et/ou donner
des ST-CSH capables, elles, de produire toutes les cellules hématopoiétiques matures qui

composent notre sang.

Les short term hematopoietic stem cell (ST-HSC) possédent des capacités prolifératives
élevées mais perdent leurs capacités d’auto-renouvellement. Ces cellules acquierent des
capacités prolifératives plus importantes mais perdent en auto-renouvellement. Ces cellules
se différencient en progéniteurs multipotents (MPP). Les progéniteurs conservent leurs
propriétés de multipotence, ce qui leur permet de se différencier en plusieurs types cellulaires

mais leurs capacités a s’auto-renouveler s’amenuisent au cours de la différenciation.
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Les MPP vont eux donner soit des progéniteurs myéloides communs (CMP) 1 soit des
progéniteurs lymphoides communs (CLP) . Les CLP sont a I'origine des lymphocytes T et B
ainsi que des cellules Natural Killer (NK). Alors que les CMP se différencient en progéniteur
commun granulocyte-monocyte (GMP) et en progéniteur mégacaryocyte érythrocyte (MEP).
Les GMP donneront les granulocytes (basophiles, neutrophiles et éosinophiles) et les
monocytes qui sont a I'origine des macrophages et cellules dendritiques (Figure 1). Les MEP
sont a l'origine des érythrocytes (globules rouges) et des mégacaryocytes qui donneront par
la suite les plaquettes. Les globules blancs ou leucocytes représentent les cellules
immunitaires et sont en charge de I'immunité innée et adaptative de notre corps, les
érythrocytes permettent le transport de I'oxygéne et les plaguettes sont a l'origine de la

coagulation du sang et la cicatrisation des tissus.

IT-CsH Figure 1 : Schéma « classique » de
I’lhématopoiése normale

ST-CSH

[ Progéniteur multipotent 1

(MPP)

Progéniteur Commun Lymphoide Progéniteur Commun Myéloide
(CLP) (CMP)
/ ) \ Progéniteur Granulocyte Monocyte Progéniteur Mégacaryocyte Erythrocyte
f (GMP) / (MEP) \
Lymphocyte Lymphocyte Natural '_J L_. e
T B Killer
Granulocyte / Monocyte \ Erythrocyte Mégacaryocyte
Basophile Eosinophile Neutrophile Macrophage Cellule dendritique Plaguette

Le modele dit « classique » de I’hématopoiese repose sur un modele arborescent et
hiérarchique avec au sommet les CSH multipotentes donnant naissance a leurs progéniteurs
puis aux cellules matures a travers une série d’étapes ordonnées. Le destin cellulaire est

déterminé a chaque étape et suggere des sous-populations homogeénes.
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2) Du schéma classique de I’lhématopoiése vers un continuum progressif

Bien que ce modele classique soit encore utilisé aujourd’hui, de nouvelles données de « cellule
unique » ont mis en évidence un nouveau modele de I'hématopoiese définit comme un
continuum progressif 1819 (Figure 2). Ce modéle de différenciation continue démontre une
population de CSH ainsi que des sous-populations de progéniteurs hétérogénes (MPP) avec
une différenciation progressive. La séparation entre chaque sous-population est moins nette
et se caractérise par des états transitoires plutot que des points de ramification bien définis.
Ce nouveau modele se définit par I'acquisition d’'un programme d’expression génique
impliqué dans la différenciation progressive et continue des cellules 2°. De plus, il semblerait
qgue le destin cellulaire puisse étre défini dés les premiers stades de la différenciation
hématopoiétique. En effet, une équipe a mis en évidence que les mégacaryocytes pourraient
provenir directement des CSH 2. Cela suggére que le destin cellulaire est dicté trés tot dans le

processus hématopoiétique.

Figure 2 : Schéma de I’hématopoiése normale : un continuum progressif
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Grace a I'aveénement des nouvelles technologies, des précisions sont apportées concernant
I'arbre hématopoiétique. Ainsi, chez la souris quatre sous-populations de MPP sont
identifiées ; de MPP1 a MPP4 72223, Les MPP1 sont phénotypiquement et fonctionnellement
proches des CSH et semblent étre un sous-ensemble métaboliquement actif de CSH. Les MPP2
et MPP3 sont orientés dans le lighage myéloide alors que les MPP4 sont engagés dans le
lignage lymphoide. La production de MPP a tendance myéloide est rare et se fait de maniéere
transitoire afin de régénérer le tissu hématopoiétique. De plus, les MPP4 peuvent subir une
reprogrammation et étre redirigés vers la lignée myéloide en fonction des besoins et des
stimuli comme avec I'lL-6 par exemple 23. Ce modéle dynamique de I’"hématopoiése permet
de s’adapter rapidement afin de répondre aux besoins de I'organisme. Les sous-ensembles de
MPP sont produits par les CSH de facon indépendante et avec des cinétiques différentes en
fonction des besoins. L'existence de quatre sous populations de MPP a été mise en évidence
chez la souris mais chez 'homme il semblerait donc que les MPP soit une population

hétérogene.
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3) Caractérisation phénotypique des cellules hématopoiétiques

L’ensemble des cellules hématopoiétiques (murines et humaines) peut étre caractérisé grace
a la présence de marqueurs a la surface des cellules 7?32427(Figure 3). Au fil des années, de
nouveaux marqueurs sont mis en lumiére chez la souris et également chez ’lhomme. Nous
ferons un inventaire non exhaustif des marqueurs de surface, en ne citant que les plus
communs. L’antigeéne de différenciation lin est exprimé au cours de la différenciation des
cellules murines et humaines. Le phénotype murin LSK correspond a Lin-Scal+cKit+. Les CSH
murines sont identifiées grace a la présence du marqueur CD150 et I’absence de CD48 28, Chez
I’'homme tous les progéniteurs possedent le marqueur CD34 et n’expriment pas I'antigene de
différenciation Lin. Le marqueur CD38 est absent des progéniteurs les plus immatures et est
exprimé au cours de la différenciation cellulaire. Le marqueur CD45RA est exprimé par la
lignée lymphoide mais par les cellules myéloides. Les marqueurs CD11b et CD14 sont utilisés

pour identifier la différenciation des cellules en monocytes.

Figure 3 : Caractérisation phénotypique des cellules hématopoiétiques murines et
humaines
Sous-type cellulaire Phénotype murin Légende :

LT-CSH Lin- Scal+ kit+ (LSK) Lin- : absence de différenciation
CD34-/CD150+/CD48- /CD135- SCA-1 : stem cell antigen 1

ST-CSH Lin- Scal+ kit+ (LSK) cKit : récepteur tyrosine kinase
CD34-/CD150+/CD48- /CD135+ DC135 : FLT3

MPP1 Lin- Scal+ kit+ (LSK) CDA49f : intégrine a6
CD34+/CD150+/CD48- /CD135- CD90 : THY1.1 (thymocyte differentiation

MPP2 Lin- Scal+ kit+ (LSK) antigen 1)
CD34+/CD150+/CD48+/CD135-

MPP3 Lin- Scal+ kit+ (LSK)
CD34+/CD150-/CD48+ /CD135-

MPP4 Lin- Scal+ kit+ (LSK)
CD34+/CD150-/CD48+/CD135+

Sous-type cellulaire Phénotype humain

LT-CSH Lin-/CD34+/CD38-/CD45RA-/CD49f+/CDI0+
ST-CSH Lin-/CD34+/CD38-/CD45RA-/CDA9f+/CDI0+

MPP Lin-/CD34+/CD38-/CDA5RA-/CD49f-/CDI0-/CD10-/CD7-

MLP Lin-/CD34+/CD38-/CD45RA+/CD10+/CD7-

cLp Lin-/CD34+/CD38+/CDA5RA+/CD10+

CMP Lin-/CD34+/CD38+/CD45RA-/CD10-/CD7-

MEP Lin-/CD34+/CD38+/CD45RA-/CD10-/CD7-

GMP Lin-/CD34+/CD38+/CD45RA+/CD10-/CD7-
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V- Le passage d’un état de repos vers une activation des CSH

1) Dormance et activation des CSH

La quiescence des cellules est un état de cycle cellulaire et de repos métabolique qui protege
les CSH de I'épuisement. Le terme d’épuisement du systéme hématopoiétique est utilisé
lorsque le nombre ou la fonction des CSH est compromis en raison d’un renouvellement
exacerbé, résultant d’'une forte demande de reconstitution en cas de stress par exemple. La
quiescence des cellules permet de protéger le pool de cellules souches établies, contrdle
I'’épuisement de ce pool de cellules et permet donc la production des cellules
hématopoiétiques tout au long de la vie 7. Des perturbations de la quiescence des cellules
souches induisent une prolifération aberrante des CSH et conduisent a I'épuisement du
compartiment des CSH. L’état de repos des cellules (en phase GO) permet de lutter contre
I'instabilité génomique, les dommages a I’ADN et également contre le stress métabolique et
réplicatif 2°. Les CSH utilisent différents mécanismes pour faire face aux différents stress
intrinséques et environnementaux afin de lutter contre I'accumulation de dommage a I’ADN.
Une bonne exécution des mécanismes de réparation de I'ADN est essentielle au
fonctionnement normal des CSH. Dans des conditions d'état d'équilibre, les CSH constituent
une population cellulaire en grande partie calme, a cycle lent, qui, en réponse a des signaux
environnementaux, est capable d'une expansion afin d’assurer un remplacement
homéostatique approprié des cellules sanguines. Il est identifié des CSH profondément
dormantes capables de transiter de facon progressive vers des CSH actives. Les CSH dormantes
et actives sont toutes deux dans un état quiescent, cependant les CSH actives sont prétes a
rentrer en cycle cellulaire de facon rapide. Des régulateurs majeurs sont exprimés de maniéres
différentielles dans les cellules dormantes et actives. lls participent soit au maintien de la

dormance soit a I'engagement des cellules souches dans le cycle cellulaire.

En fonction des besoins de I'organisme, |'état de repos et |'activation des CSH sont régulés par
un ensemble de signaux intrinseques et extrinseques. Par exemple, en réponse a un stress
(inflammation, perte de sang par exemple) ou pour maintenir I’homéostasie, les CSH au repos
(en phase GO) peuvent étre activées et entrer en cycle cellulaire pour s’autorenouveler ou se
différencier. L’activation des CSH est essentielle pour le maintien du tissu hématopoiétique.
Les CSH transitent de facon progressive d’un état de dormance vers un état activé 3. La

synthese protéique, les changements métaboliques ainsi que I'augmentation des composants
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liée au cycle cellulaire définit le passage progressif de I’état de dormance vers |'état actif. Bien
gue ces CSH s’activent, elles ne sont pas encore entrées en cycle cellulaire et sont considérées
comme au repos ou cellules quiescentes. Les cellules souches dans un état actif sont prétes
pour rentrer en cycle cellulaire rapidement, en revanche les cellules dormantes sont dans un
état de quiescence profonde avec une faible activité biosynthétique. Les cellules dormantes
mettront beaucoup plus de temps que les CSH dans un état actif a rentrer en cycle cellulaire
et de ce fait les cellules dormantes ont un potentiel de reconstitution a long terme le plus
élevé. La majorité des CSH adultes se trouve en phase GO du cycle cellulaire c’est-a-dire dans
un état de repos. En effet, deux tiers des LT-CSH ont été identifiées comme étant dans un état

de repos 3%,

Pour résumer, I'activation des CSH est caractérisée par un changement progressif, a travers
une série d’état cellulaire intermédiaire afin de préparer les cellules a I'entrée en cycle
cellulaire. Afin de quitter I’état de repos, toutes les machineries du métabolisme et du cycle
cellulaire doivent étre réactivées. L’activation des cellules est dictée par I'expression de

régulateurs favorisant I’entrée en cycle, la prolifération et la différenciation des cellules.

2) Lerdle important du métabolisme des CSH

Les CSH dormantes se retrouvent dans une niche hypoxique a proximité de I’endoste
nécessitant une adaptation métabolique des cellules. Le métabolisme des CSH au repos
dépend de la glycolyse anaérobie 3 essentiellement, de 'autophagie et d’une faible activité
des mitochondries. Cet état métabolique favorise I'état de repos des CSH, maintient la
capacité d’auto-renouvellement et évite I'épuisement des CSH. En revanche I'activation des
CSH se caractérise par une activation du métabolisme dépendant de la phosphorylation
oxydative mitochondriale (OXPHQOS). Les CSH au repos possédent un niveau élevé de
mitochondries mais peu actives, cela garantit un engagement rapide de la phosphorylation
oxydative mitochondriale pour répondre aux besoins énergétiques. De plus, I'autophagie
régule et contréle le métabolisme au repos des CSH. En effet I'autophagie bloque la
phosphorylation oxydative des CSH en éliminant les mitochondries actives et saines afin de
maintenir la quiescence et préserve la capacité d’auto-renouvellement des cellules 33,
L’altération de I'autophagie 3* est associée a une accumulation de mitochondries et un état
métabolique activé de facon exacerbé provoquant la différenciation cellulaire et une perte

des capacités d’auto-renouvellement.
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La protéine tyrosine phosphatase mitochondriale 1 (PTPMT1) 3> est un composant principal
de la machinerie OXPHOS et est essentielle pour la différenciation des cellules. Le passage
d’un état de repos (glycolyse anaérobie) a un état d’activation des CSH (OXPHOS) est essentiel
et permet la régénération du systeme hématopoiétique. Ce changement métabolique est
essentiel pour la prolifération et la différenciation des cellules et marquent I’activation des
CSH. L’activation des CSH et les changements métaboliques sont essentiels pour fournir
I’énergie nécessaire a la prolifération et a la différenciation des CSH. Ces mécanismes se
produiraient dans une niche vasculaire ou I'oxygene est disponible pour soutenir le
métabolisme. Ces processus jouent un rble dans le remodelage épigénétique comme la
méthylation de I'ADN (méthyltransférase), la modification des histones (acétylation), le
remodelage de la chromatine et participe également a l'activation de programmes de
transcriptions spécifiques pour chaque lignée impliquée dans I'’engagement en différenciation

des CSH 2236,

Lors de la respiration mitochondriale (OXPHOS), les espéces réactives de I'oxygéne (ROS) sont
produites, la production de ROS (sous-produit d’OXPHQOS) est normale pour tous les
organismes vivant en aérobie. Afin de contréler la présence des ROS, la cellule dispose de
différents complexes de détoxification des ROS. La réponse antioxydante peut se faire par des
oxydoréductases, des molécules antioxydantes qui piegent et inactivent les radicaux libres.
Certains facteurs de transcription comme FOXO sont des régulateurs clés de la réponse
antioxydante et participent a I’élimination des ROS. L’accumulation de ROS entraine une sortie
de quiescence des CSH et active la voie de signalisation des MAPK (p38). L’activation de la voie
p38-MAPK 37 en réponse a des niveaux croissants de ROS favorise la prolifération cellulaire,
inhibe la quiescence des cellules et réduit les capacités d’auto-renouvellement des CSH. Un
déséquilibre entre la production de ROS et les capacités antioxydantes des cellules engendre
un stress oxydatif. Les systéemes de protection et d’élimination des ROS sont alors submergés,
et la quantité importante de ROS devient alors pathologique. De plus, les ROS provoquent
I’oxydation des nucléotides et des dommages a ’ADN qui sont réparés grace a différents
systemes de réparation de I'ADN. Les capacités de réparation de 'ADN peuvent étre
dépassées et conduire a 'accumulation de dommage a I’ADN 32, Les voies de réparation de
I’ADN sont également essentielles pour préserver l'intégrité de I’ADN, lors des processus

réplicatifs en condition physiologique mais également lors d’un stress cellulaire.
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3) Régulateurs impliqués dans I’activation des CSH

Outre le changement métabolique, I'activation des CSH et I'entrée en cycle cellulaire sont
dictées par I’expression de certains régulateurs. L’expression différentielle de certains acteurs
controle la sortie de dormance et I’activation des CSH. La dormance des cellules est également
maintenue par de faibles taux de traduction, de prolifération et en limitant 'augmentation
des ROS, et I'expression de la protéine c-myc. En revanche, I'entrée en cycle cellulaire passe
par une diminution des niveaux de p57 et une augmentation de I'expression des cyclines 4 et
6 (CDK4 et CDK6). De plus I'expression de c-myc et de ses génes cibles est régulée
positivement lorsque les cellules passent d’un état de dormance profonde a un état activé .
L'expression de la cycline D6 est liée a un état cellulaire au repos, mais prét pour I'entrée en
cycle cellulaire de fagon rapide. L'expression de la cycline D6 augmente progressivement dans

les cellules activées et elle est également retrouvée dans les progéniteurs multipotents °.

De facon générale, la synthése des protéines et les composants liés au cycle cellulaire
augmentent lorsque les CSH sortent de la dormance et se dirigent vers I'état actif. Bien que
les CSH ne soient pas encore entrées dans le cycle cellulaire et soient donc toujours
considérées comme au repos, elles sont déja préparées a s'orienter vers des voies

métaboliques liées au cycle cellulaire plus actives.

Pour résumer, les CSH au repos (dormantes) dépendent de la glycolyse anaérobie.
L'environnement hypoxique permet de renforcer la quiescence des CSH et limite
I’engagement des cellules dans un métabolisme actif, limite la respiration mitochondriale et
la génération de ROS. En revanche lors de |'activation des CSH, le métabolisme cellulaire passe
a la phosphorylation oxydative mitochondriale. L’activation des CSH est marquée par une
augmentation du métabolisme cellulaire et par la régulation d’acteurs favorisant la
prolifération et la différenciation 4°. Le métabolisme joue le réle d’un interrupteur ON/OFF
permettant de faire passer les CSH d’un état au repos a un état activé capable de générer
I’ensemble du systeme hématopoiétique. L’activation des CSH est essentielle, elle permet de
maintenir I'homéostasie du tissu hématopoiétique. Par la suite différents facteurs
extrinséques ou intrinseques viendront guider le devenir de chaque cellule afin de produire

I’ensemble des cellules du systéme sanguin.
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VI- Contrdle de la niche des CSH par différents facteurs extrinséques

1) Maintien de I'état de repos des CSH

L’hématopoiése est un processus finement contrélé. Il est essentiel de maintenir un équilibre
afin de préserver un pool de CSH tout en induisant la différenciation des CSH en cellules

matures et fonctionnelles.

L’équilibre entre auto-renouvellement et différenciation des CSH dépend des interactions
entre les CSH et des constituants de la niche hématopoiétique ®. Cet équilibre est finement
régulé par de nombreux facteurs. La niche et les cellules qui la composent fournissent des
signaux qui soutiennent les propriétés des CSH ou au contraire des signaux permettant
d’orienter la différenciation des cellules. Nous allons ici exposer seulement les régulateurs les

plus importants.

Divers types de cellules de la moelle osseuse sont impliqués dans la régulation de la niche
hématopoiétique et des CSH. On retrouve des cellules souches mésenchymateuses, des
ostéoblastes, des cellules endothéliales, les cellules réticulaires (progéniteurs
mésenchymateux), des adipocytes, des cellules gliales, des neurones %, De plus
I’environnement hypoxique de la niche renforce I'état de repos des CSH et favorise I'auto-

renouvellement.

Les progéniteurs mésenchymateux, les ostéoblastes et les cellules endothéliales expriment le
ligand périvasculaire de la chimiokine CXC-12 (CXCL-12 ou SDF-1) et produisent le facteur des
cellules souches (SCF ou Kit-ligand) %2, composants cellulaires clés de la niche des CSH. Les
cellules mésenchymateuses qui régulent I'expression de CXCL-12 sont principalement des

cellules réticulaires abondantes en CXCL-12 (progéniteur mésenchymateux nommeés CAR).

Le facteur des cellules souches se fixe sur son récepteur c-Kit (CD 117), un récepteur a tyrosine

kinase, au niveau des CSH et est impliqué dans la quiescence des CSH.

Le principal récepteur de CXCL-12 est CXCR4 et la signalisation qui en découle est nécessaire
pour le maintien d’un pool de CSH “3. Il agit comme inhibiteur du statut cyclique des CSH afin
de maintenir un pool de cellules quiescentes. Il joue un réle crucial car il est impliqué dans la

rétention, la quiescence et I'activité d’auto-renouvellement des CSH dans la moelle osseuse

44
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Les CSH sont maintenues dans un état de repos et indifférenciées grace a des interactions avec
la niche. Les cellules mésenchymateuses (cellules stromales) de la moelle osseuse expriment
JAM-B, une molécule d’adhésion jonctionnelle. Cette derniéere interagit avec JAM-C exprimée

sur les CSH. L'interaction entre JAM-B/JAM-C participe au maintien du pool des LT-CSH 447,

Les cellules mésenchymateuses vont également produire de I'angiopoiétine (Ang-1) et les CSH
expriment le récepteur tyrosine kinase Tie2 #8. La signalisation ang-1-Tie2 est impliquée dans
le maintien des CSH dans un état de repos dans la niche endostéale. Cette signalisation
favorise I'adhésion des CSH aux ostéoblastes présents dans la niche et maintient I'activité

d’auto-renouvellement.

Les cellules gliales et plus particulierement les cellules de Schwann non myélinisantes sont
impliquées dans la régulation des CSH par production du facteur de croissance transformant
(TGF-B) #9°0, Ce facteur est aussi un acteur important puisqu’il participe au maintien de la

quiescence des CSH.

Tous ces facteurs vont réguler directement ou indirectement un programme d’expression de
genes permettant le maintien au repos des CSH ou au contraire un programme concurrent

afin d’orienter la différenciation des cellules.

2) Les facteurs de la niche orientent la différenciation des progéniteurs

hématopoiétiques

Les ostéoblastes régulent également la myélopoiése normale, ils vont produire le facteur de
stimulation des colonies de granulocytes (G-CSF) dans la moelle osseuse °. La production de
ce facteur permet d’orienter la différenciation des progéniteurs myéloides présents au sein
de la niche en granulocytes. Les cellules de la niche sont impliquées dans I'activation des CSH
en réponse a une agression physiologique importante. Par exemple, en réponse a un
pathogene, les cellules endothéliales sécrétent des cytokines pro-inflammatoires telles que le

G-CSF afin de piloter ’lhématopoiése d’urgence > pour répondre aux besoins de I'organisme.

Il a également été mis en évidence que les progéniteurs des granulocytes/macrophages sont
régulés par des facteurs comme l'interleukine-3 (IL-3) et le GM-CSF (facteur de stimulation des
colonies de granulocytes et de macrophages), facteurs produits par des cellules du micro-

environnement de la moelle osseuse 3.
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L'interleukine 7 (IL-7) est une cytokine sécrétée par les cellules stromales essentielle a la
lymphopoiése >*. Les précurseurs des lymphocytes vont acquérir au cours de leur maturation
le récepteur a I'lL-7, permettant une régulation sélective de ces cellules, en effet les CSH ne

présentent pas ce récepteur >>°°,

Il s’agit de quelques exemples non exhaustifs des facteurs impliqués dans le contrdle de la

niche hématopoiétique et qui vont influencer le destin des progéniteurs.

La régulation des progéniteurs hématopoiétiques et leurs différenciations en différents types
cellulaires dépendent de ces régulations extrinseques citées précédemment mais également
de l'activation de programmes d’expression génique spécifiques de chaque sous-type

cellulaire, régulés par des facteurs de transcription >’.

VIlI- Auto-renouvellement des CSH et différenciation par les facteurs de transcription

1) Régulation du pool des cellules souches hématopoiétiques

Le maintien dans un état de repos indifférencié des CSH est également régulé par des facteurs
de transcription qui vont controler positivement ou négativement I'expression des génes. Le
facteur de transcription FOXO3 joue un réle central dans le maintien du pool de CSH. Une
étude a mis en évidence que FOXO3 régule I'expression de p21, p27et p57 %, régulateurs clés
du cycle cellulaire. Une inhibition de ce facteur réduit I'expression de régulateurs négatifs du
cycle cellulaire entrainant un défaut de quiescence des CSH. Le facteur de transcription FOXO3
est également un régulateur clé de la réponse antioxydante. Les cellules déficientes en FOX03
présentent une augmentation importante des ROS et engendrent une perte de leur
quiescence ainsi qu’un défaut de la capacité d’auto-renouvellement réduite >0,
L'augmentation des ROS engendre une activation accrue de la voie de signalisation des MAPK
(p38) favorisant la prolifération et différenciation cellulaire. FOXO3 pilote également un
programme favorisant I'autophagie des CSH, processus essentiel au maintien de l'auto-

renouvellement des CSH 1.

Le facteur de transcription 1a (HIF1-a) est stabilisé dans les CSH par une faible teneur en
oxygene (hypoxie). Il régule le métabolisme des CSH (LT-CSH) au repos grace a I'utilisation de

la glycolyse anaérobie 32
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2) Différenciation des progéniteurs myéloides : GMP ou MEP ?

Le facteur PU-1 est un facteur essentiel dans la différenciation myéloide. Alors que le facteur
GATA-1 est lui essentiel dans la différenciation des mégacaryocytes et érythrocytes. Ces deux
facteurs de transcription vont réguler |'expression des génes au niveau des CMP. En fonction

de I'expression des genes, les progéniteurs se différencieront en GMP ou MEP.

GATA-1 est un facteur de transcription a doigt de zinc, c’est un médiateur central de
I'expression de genes permettant la différenciation des cellules en érythroides et
mégacaryocytes. Autre fait intéressant, GATA-1 et PU-1 s’antagonisent l'un et |'autre, c’est-a-
dire que, par exemple, quand PU-1 est exprimé, il réprime GATA-1 et inversement®. La
surexpression de Pu-1 bloque la maturation des érythrocytes en bloquant la fixation de GATA-
1 a 'ADN et est a l'origine du développement d’érythroleucémies. Cela s’explique par
I’antagonisme croisé de PU-1 et GATA-1.U 3. Un knockdown (KO) de GATA-1 chez la souris est
létal et entraine une anémie sévere avec un arrét de la maturation des
érythroides/mégacaryocytes. Au niveau des progéniteurs myéloides communs, I'antagonisme

Pu-1/GATA-1 oriente la différenciation en GMP ou en MEP.

3) Différenciation des GMP : granulocytes ou monocytes ?

Le facteur de transcription C/EPB-a est nécessaire a la formation de granulocytes alors que
Pu-1 favorise la différenciation monocytaire. PU-1 est un facteur important car il régule

I’expression de nombreux genes.

La régulation de I'hématopoiése est une balance, I'expression plus forte d’un facteur de
transcription par rapport a un autre va orienter le devenir de la cellule, et cela peut également

étre soutenu par I'expression dans le micro-environnement de cytokines.

Des expériences ont été réalisées pour évaluer le role de PU-1 et de C/EBP-q, les résultats ont
démontré que la concentration de PU-1 ou de C/EBP-a régule le destin des cellules. En effet
une expression plus faible de PU-1 favorise une différenciation granulocytaire alors qu’une
forte expression de PU-1 oriente les cellules vers une différenciation monocytaire. La balance
entre PU-1 et C/EBP-a oriente le destin des cellules en favorisant I'expression des génes
spécifiques. De fortes concentrations en C/EBP-a bloquent la capacité de PU-1 a se fixer sur
des promoteurs permettant la différenciation monocytaire alors qu’une concentration élevée
de PU-1 par rapport a C/EBP-a permet de surmonter I'inhibition de ce dernier. Il a aussi été
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mis en évidence que la cytokine G-CSF participe a la régulation positive de C/EBP-a, facteur
impliqué dans la myélopoiése et plus précisément dans la différenciation des cellules en
granulocyte. Ces données démontrent que le G-CSF peut diriger la différenciation des
granulocytes en induisant C/EBPa, qui a son tour active les génes cibles des granulocytes et
réprime la différenciation des macrophages induite par PU-1 4, En effet, par ses domaines de
transactivation, C/EBP-a régule I'expression du gene CSF3R (colony stimulating factor 3

receptor) qui code pour le récepteur au G-CSF.

Il a également été montré que PU-1 régule I'expression des récepteurs du GM-CSF, M-CSF et
du G-CSF sur les cellules myéloides >, Le facteur PU-1 se fixe au niveau du promoteur du
récepteur M-CSF afin de réguler positivement |’expression du récepteur dans les macrophages
et au contraire inhiber son expression dans les autres cellules ¢’. PU-1 régule également
I’expression de CD11b (ou ITGAM Integrin alpha M), un marqueur membranaire exprimé par

les cellules myéloides ©8.

Un autre facteur de transcription est impliqué dans la régulation de I’'hématopoiese, il s’agit
de GATA-2. Ce dernier est impliqué également dans la régulation des granulocytes avec le
facteur C/EBPa. Si C/EBPa est exprimé en premier puis suivi de I'expression de GATA-2 alors
on obtient des granulocytes éosinophiles. Si I'expression est inversée avec en premier une
expression forte de GATA-2 alors on obtient des granulocytes basophiles. L’expression des
facteurs de transcription peut également étre séquentielle, ce qui oriente la différenciation

des cellules 3.

4) Différenciation des MEP : érythrocytes ou mégacaryocytes ?

Les MEP se divisent en deux sous-populations de cellules matures ; les érythrocytes ou les
mégacaryocytes. Ces deux populations expriment chacune le facteur GATA-1. L’'engagement
dans la voie mégacaryocytaire est marqué par I'expression de GATA-2 . Ce dernier inhibe la
différenciation érythrocytaire et controle I'expression de génes impliqués dans la
différenciation des mégacaryocytes. Un autre facteur de transcription, c-MYB, est impliqué
dans I'engagement des cellules vers la différenciation érythrocytaire 7%7, Il a également été
montré I'antagonisme entre deux autres facteurs de transcription EKLF/FLI1 dans les MEP, ce

qui oriente la différenciation des cellules en érythrocytes (EKLF) ou en mégacaryocytes (FLI-1)

72
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Figure 4 : Régulation de la différenciation myéloide par des
facteurs de transcription essentiels
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VIlI- Régulation post-transcriptionnelle et traductionnelle de I’expression génique

Outre la régulation par des facteurs de transcription '3, il existe une régulation post
transcriptionnelle, traductionnelle et de modification de protéines. La quantité de facteurs de
transcription actifs dépend des variations traductionnelles et de modification de protéines.
C/EBP-a présente deux isoformes protéiques, en raison de codons d’initiation de la traduction
(AUG) alternatifs donnant une forme longue (42 kDa) et une forme tronquée en N-terminal
(30 kDa) 73. La forme courte perd un domaine de transactivation et présente une liaison
diminuée a I’ADN alors que la forme longue de la protéine est transcriptionnellement active
avec une forte affinité de liaison pour I’ADN. La régulation de l'initiation de la traduction est
une étape clé modulée par les facteurs elF2a/elF4E (eukaryotic translation initiation factor 2a/
eukaryotic translation initiation factor 4E) et contrdolant I'équilibre entre les 2 formes. Ainsi, la
fonction d’un facteur de transcription peut dépendre de I’endroit ou démarre la traduction de

son ARNm.

La traduction est |'étape finale de I'expression des genes et permet de contrdler le niveau
d’expression des protéines. En effet la concentration de certains facteurs en quantité plus ou

moins importante dicte le destin des cellules. Certaines mutations décrites dans la LAM
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suractivent des voies de signalisation qui peuvent étre impliqguées dans la régulation du
complexe d’initiation de la traduction. Nous détaillerons les mécanismes de la traduction dans

une autre partie.
En résumé :

L’hématopoiése est un processus finement régulé impliquant la coopération de nombreux
acteurs. La moindre dérégulation peut conduire a un déséquilibre de la niche, des CSH et de
la production des cellules sanguines matures. La régulation de I'hématopoiese permet de
produire toutes les cellules du systéme sanguin tout en régulant et maintenant un pool de

CSH. Cette balance est importante pour le maintien de ’lhoméostasie hématopoiétique.

L’'hématopoiése nécessite une régulation fine du micro-environnement de la niche et de
I'expression des genes a chaque étape du développement. Le maintien de I’"homéostasie
cellulaire est essentiel pour prévenir le développement de nombreuses maladies. L'expression
génique est le résultat de nombreuses étapes passant de la transcription a la traduction des
ARNm en protéines. Une dérégulation d’'un des maillons de I’hématopoiése peut induire une
perturbation de la différenciation de certains types de cellules et ainsi engendrer différentes
maladies allant d’'une simple anémie au développement d’hémopathies malignes telles que
les leucémies 74. Dans ce travail nous allons décrire plus particulierement les leucémies aigués

myéloides.
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Partie Il : Les leucémies aigués myéloides (LAM)

I- Définition :

Les leucémies sont des hémopathies malignes caractérisées par une dérégulation de
I’hématopoiése. Les altérations (translocations chromosomiques et/ou mutations) conduisent
a un blocage de la différenciation cellulaire, une prolifération clonale accrue et une
accumulation de blastes dans la moelle osseuse et le sang. Il en résulte une absence de cellules

matures et fonctionnelles permettant I’équilibre du tissu hématopoiétique 74,

Les leucémies se définissent en fonction de I'origine du précurseur atteint. On distingue alors
les leucémies myéloides et les leucémies lymphoides. Pour chacune de ces leucémies, il existe
une forme chronique et une forme aiglie. La leucémie chronique est une forme a évolution
lente et touche des cellules a des stades de différenciation tardifs créant une accumulation de
cellules matures anormales. En revanche les leucémies aiglies sont d’évolution rapide, les

cellules sont bloquées a des stades précoces de maturation.

Nous parlerons ici des leucémies aigués myéloides ou LAM. Cette hémopathie se caractérise
par un blocage de la différenciation cellulaire au niveau des progéniteurs myéloides et une
multiplication incontrélée des blastes myéloides qui vont envahir la moelle et le sang °. La
transformation des cellules hématopoiétiques en cellules leucémiques va altérer la production
de cellules sanguines normales. Le blocage de la différenciation des progéniteurs myéloides
va se faire a des stades différents au cours de I’hématopoiése caractérisant les différents sous-

types de LAM.

II- Epidémiologie :

La LAM est le cancer du sang le plus courant de I'adulte mais cette hémopathie est définie
comme une maladie rare. En effet selon Santé Publique France et I'institut national du cancer,
le nombre de nouveaux cas en 2018 en France est estimé a 3428. Le taux d’incidence des LAM
sur la population mondiale représente 3.1/100 000 personnes chez 'homme et de 2.1/100

000 chez la femme, et représente 1% des cancers.

L’age médian de survenue des LAM est de 69 ans chez ’lhomme et de 72 ans chez la femme
76, Ce sont des hémopathies rares chez I'adulte de moins de 40 ans et chez les enfants mais

elles surviennent en général avant 2 ans ou apres 15 ans. Le taux de LAM est plus élevé dans
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les pays développés, la France se situe a la 17¢™¢ position 7. Les LAM dans leur ensemble sont

de pronostic défavorable, avec une survie a 1 an estimée a 50% et a 27% a 5 ans ’® (Figure 5).

Figure 5 : Taux d’incidence selon la classe d’age en France en 2018

Incidence, Homme

4~ Incidence, Femme

Taux

T T T T T T T T
[20;24] [30;34] [40;44] [50;54] [60:64] [70:74] [80;84] (90:84]

Classe d'age

Ill- Facteurs de risques :

Dans la majorité des cas, les LAM se développent sans cause ou facteurs connus comme étant
impliqués dans le développement de cette pathologie. Cependant certains facteurs de risques

ont tout de méme été mis en évidence.

Des facteurs environnementaux comme une exposition a des rayonnements ionisants, a des
produits chimiques comme le benzéne, les solvants industriels ou les hydrocarbures peuvent

8tre impliqués dans le développement des LAM 7°.

Certaines anomalies génétiques favorisent le développement des LAM comme la trisomie 21,

la maladie de Fanconi, ou encore la neurofibromatose de type | (maladie de Recklinghausen).

Les LAM peuvent se développer suite a des maladies hématologiques préexistantes telles que
des syndromes myélodysplasiques (trouble de I’lhématopoiése conduisant a des cytopénies
sanguines) 8 et des néoplasies myéloprolifératives (production en excés de cellules

sanguines).
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Cette hémopathie peut également se développer chez des personnes ayant eu recourt a un
traitement par chimiothérapie (agents alkylants, inhibiteurs de topoisomérase Il) et/ ou par
radiothérapie pour traiter une pathologie antérieure. On parlera alors de LAM secondaires

lorsqu’elles font suite a une autre pathologie 3182,

IV- Symptomes et diagnostic

Il n’existe pas de signes cliniques spécifiques des LAM, elles se développent rapidement, et
peuvent parfois rester silencieuses. Certains symptémes peuvent cependant alerter tels que
des saignements, une altération de |'état général, une paleur, des hématomes, de nombreuses

infections ou bien encore des douleurs osseuses.

D’autres signes moins fréquents peuvent apparaitre comme une augmentation des ganglions,
et plus rarement un amas de cellules cancéreuses appelé sarcome granulocytaire qui peut étre

confondu avec une tumeur solide.

Afin d’identifier la pathologie, une numération de la formule sanguine (NFS) est alors réalisée
par prise de sang. La mise en évidence d’une cytopénie peut étre révélatrice d’une leucémie.
Une cytopénie se caractérise par une diminution de globules rouges (anémie), du taux de
plaquette (thrombopénie) et/ou du nombre de globules blancs matures (leucopénie) dans le

sang.

Un myélogramme est I'examen clé permettant de poser un diagnostic de LAM. Il consiste a
analyser la morphologie des cellules de la moelle osseuse. Le prélevement s’effectue par
ponction au niveau du sternum ou de I'épine iliaque. Le diagnostic est confirmé si I'analyse de
la moelle montre plus de 20% de cellules immatures (blastes). La ponction de la moelle
osseuse permettra également une analyse plus approfondie. Une caractérisation
immunophénotypique (marqueurs de surface), moléculaire (mise en évidence de mutations)
et cytogénétique (analyse du caryotype) permettra de définir le sous-type de LAM et un

diagnostic précis de la maladie.

V- Classification des LAM :

La LAM est une hémopathie tres hétérogene, cependant le blocage des blastes a différents
stades de maturation permet une caractérisation des cellules leucémiques et de proposer une

classification des LAM. La premiere classification qui a été proposée est la Classification FAB
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(Franco-Américain Britannique) en 1976 8, puis révisée en 1985 84 Cette classification est
basée sur la morphologie des blastes et permet de déterminer le sous-type de LAM. Elle

subdivise les LAM en 8 sous-types.

Grace a différentes approches de coloration (MGG, Soudan Noir etc..), il est possible de
caractériser les cellules et de différencier les blastes des cellules normales. En effet les blastes
présentent notamment des granulations cytoplasmiques prenant un aspect de baténnets
(corps d’Auer). La présence de myélopéroxydase (MPO) par coloration cytochimique met aussi
en évidence la nature myéloide de la leucémie (taux de blaste MPO-positif supérieur a 3%).

Ces analyses morphologiques permettent de définir le sous-type de LAM.

Le premier sous-type MO est caractérisé par un blocage précoce de la différenciation, avec la
présence de blastes myéloblastiques indifférenciés. La leucémie myéloblastique sans
maturation de sous-type M1 présente une prédominance de myéloblastes avec moins de 10%
de différenciation granulocytaire et monocytaire. Le sous-type M2 ou leucémie
myéloblastique avec maturation se caractérise par plus de 30% de myéloblastes, au moins

10% de différenciation granulocytaire et moins de 20% de différenciation monocytaire.

Le sous-type M3 ou leucémie aigué promyélocytaire (LAP) est une entité particuliere
caractérisée par la translocation t(15;17)(922 ;q12). Cette derniere est a |'origine de la
protéine de fusion PML-RARa. Ce sous-type particulier se définit par la présence de

promyélocytes anormaux avec de nombreuses granulations.

Le sous-type M4 ou leucémie myélomonocytaire présente entre 30% et 80% de myéloblastes,
et au moins 20% de cellules différenciées en monocytes. La leucémie monocytaire de sous-
type M5 se caractérise par au moins 80% de monoblastes, de pro-monocytes ou de
monocytes. La deuxieme classification a permis de distinguer deux sous-types M5. Le sous-
type Mb5a se définit par la présence d’au moins 80% de monoblastes alors que dans le sous-

type M5b, moins de 80% des cellules monocytaires sont des monoblastes.

La leucémie érythrocytaire ou M6 possede plus de 50% d’érythroblastes et plus de 30% de
myéloblastes. Le dernier sous-type M7 ou leucémie mégacaryocytaire se caractérise par la

présence de blastes bloqués empéchant la différenciation des cellules en mégacaryocytes 8.

La classification FAB (Figure 6) permet de caractériser les LAM uniquement par une étude
morphologique mais ne prend pas en compte la présence d’anomalies génétiques (mutation,
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translocation chromosomique...). Il est donc essentiel de ne pas seulement utiliser cette

classification pour caractériser la LAM.

®

LT-CSH Figure 6 : Les différents sous-types de LAM d‘aprés
l la classification FAB
@
ST-CSH

R

LAM MO

Progéniteur multipotent 1
(MPP)

Progéniteur Commun Myéloide
tamm | (EMP)

woe [ _ @

Progéniteur Granulocyte Monocyte Progéniteur Mégacaryocyte Erythrocyte

(GMP) (MEP)
LAM M6 LAM M7
/\ LAM M3 / \
K\f‘@/'/ LAM M4 ’
Granulocyte LAM M5 / Monocyte Erythrocyte Mégaciryocyte
Basophile  Eosinophile NE;trOPhile Macrophage Cellule dendritique Plaquette
Sous-type de LAM Caractéristiques

MO Blocage le plus précoce : blastes indifférenciés

M1 Leucémie myéloblastique sans maturation

M2 Leucémie myéloblastique avec maturation

M3 Leucémie aigué promyélocytaire (LAP)

M4 Leucémie myélomonocytaire

M5 Leucémie monocytaire

M6 Erythroleucémie

M7 Leucémie mégacaryocytaire
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L’European LeukemiaNet (ELN) 828 publie un rapport permettant de caractériser les LAM en
fonction des différentes anomalies génétiques (mutations, aberrations chromosomiques). Ces
recommandations de I'ELN sont utilisées pour le diagnostic et la prise en charge des patients
atteints de LAM. Afin de toujours mieux caractériser et soigner cette hémopathie, les rapports
sont actualisés régulierement en fonction des différentes découvertes et avancées

thérapeutiques.

L’ELN présente dans son rapport 2022 les principaux marqueurs de surface (Figure 7) utilisés

pour classifier et caractériser les LAM 28,

Figure 7 : Principaux marqueurs de surface utilisés pour la caractérisation des sous-types
de LAM d’apres I’'ELN 2022

Marqueurs de surface

Précurseurs CD34, CD117, HLA-DR
Cellules myéloides CD33,CD13
Cellules myéloides (mature) CD11B, CD15, CD64, CD65
Monocytes CD14, CD36, CD64, CD4, CD38, CD11c
Mégacaryocytes CD41 (glycoprotéine lIb), CD61 (glycoprotéine Illa), CD36
Erythrocytes CD235a, CD71, CD36

Les populations de cellules sont isolables grace a I'identification de marqueurs cellulaires
caractéristiques de chaque population. Au cours du temps et grace aux différentes
technologies, différents marqueurs de surface permettant de distinguer chaque sous-type
cellulaire ont été mis en évidence. Nous décrirons ici seulement les marqueurs les plus
communs. Ces marqueurs sont utiles pour le diagnostic des leucémies et définir quel

progéniteur est atteint.
Quelques mots sur les principaux marqueurs de surface des LAM 8°:

= Le marqueur CD34 (cluster of differentiation 34) est le marqueur par excellence de
caractéristiques des CSH.

= Le marqueur CD38 (cluster of differentiation 38) est absent des progéniteurs les plus
immatures mais il sera exprimé au cours de la maturation des progéniteurs.

= Les progéniteurs n’expriment aucun antigene de différenciation (Lin-).

38



= (CD11b et CD14 (cluster of differentiation 14) sont deux marqueurs membranaires

permettant d’identifier les cellules monocytaires.

L'ELN propose également une classification en fonction du pronostic des patients afin
d’améliorer la prise en charge thérapeutique des LAM (Figure 8). En se basant sur les
anomalies génétiques, le patient sera classé en 3 catégories de risques différentes : favorable,

intermédiaire ou défavorable.

Figure 8 : Classification des LAM selon les recommandations de I’ELN 2022 d’apreés les

anomalies génétiques en différents groupes de pronostics

Classification Anomalies génétiques
Favorable = £(8;21)(922;922.1) ; RUNX1 - RUNX1T1
= inv(16)(p13.1922) ou t(16;16)(p13.1;922) ; CBFB - MYH11
= NPM1 muté sans FLT3 -ITD
= bZIP muté CEBPA (mono ou biallélique)

Intermédiaire * NPM1muté avec FLT3 -ITD
® = NPM1 de type sauvage avec FLT3 -ITD (sans |ésions génétiques a risque
§ indésirable)

» £(9;11)(p21.3;923.3) ; MLLT3 - KMT2A
= Anomalies cytogénétiques et/ou moléculaires non classées comme favorables ou
indésirables
Défavorable = t(6:9)(p23.3;934.1) ; DEK - NUP214

= t(v;11q23.3) ; KMT2A - réarrangé
= £(9;22)(q34.1;q11.2 ) ; BCR - ABL1

® = (8;16)(p11.2;p13.3) ; KAT6A - CREBBP
* inv(3)(g21.3926.2) ou t(3;3)(921.3 ;q26.2) ; GATA2 , MECOM (EVI1)
= t(3926.2;v) ; MECOM ( EVI1) - réarrangé
= -5ou del(5q);-7; -17/abn(17p)
= Caryotype complexe ou caryotype monosomal

= Muté ASXL1, BCOR, EZH2, RUNX1, SF3B1, SRSF2, STAG2, U2AF1 ou ZRSR2

= TP53 muté

Une autre classification mondiale est mise a disposition afin d’établir un diagnostic des
différentes hémopathies. La classification de I'Organisation mondiale de la Santé (OMS) réunit
toutes les informations disponibles afin de caractériser, diagnostiquer et traiter au mieux les
hémopathies malignes °°93. Cette classification tient compte de critéres morphologiques

(cytologie et histologie), immunophénotypiques, moléculaires et cytogénétiques ainsi que des
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recommandations cliniques. L’'OMS reprend également dans son rapport la classification FAB.

La classification des LAM se fera d’aprés les anomalies génétiques identifiées (Figure 9).

Figure 9 : Classification des LAM selon les recommandations de I’'OMS 2022

Classification Caractéristiques

Avec anomalies génétiques
» t(8;21)(q22;022.1) ; RUNX1 - RUNX1T1
* inv(16)(p13.1922) ou t(16;16)(p13.1;q22) ; CBFB - MYH11
= Fusion PML-RARA
= KMT2A : réarrangement avec 80 partenaires de fusion

= NUP98:réarrangement
LAM avec anomalies

génétiques récurrentes * MECOM: réarrangement
= (6;9)(p23;q34.1); DEK-NUP214
= t(1;22)(p13.3;913.3); RBM15-MRTFA (anciennement RBM15-MKL1)
= t(9;22)(g34.1;q11.2 ) ; BCR - ABL1
= RUNX1 muté
= NPM1 muté

= CEBPA muté (bialléliqgue ou mutation unique dans le domaine bZIP)

LAM liée a la myélodysplasie ® Anomalies cytogénétiques et/ou moléculaires (mutations basées sur I'ensemble
de 8 génes : SRSF2, SF3B1, U2AF1, ZRSR2, ASXL1, EZH2, BCOR, STAG2) associées a
la myélodysplasie.

LAM avec d'autres altérations
génétiques définies = AML avec des fusions génétiques rares

Sans anomalies génétiques
= Leucémie myéloide aigué a différenciation minimale

= Leucémie myéloide aigué sans maturation

LAM sans définition des -
anomalies génétiques,

caractérisationbaséesurla " Leucémieaigué basophile

différenciation .

Leucémie myéloide aigué avec maturation

Leucémie myélomonocytaire aigué
= |Leucémie monocytaire aigué

= Leucémie érythroide aigué

= Leucémie aigué mégacaryoblastique
Sarcome myéloide

Sarcome myéloide » Manifestation tissulaire (tumeur solide rare)

Quelques précisions concernant la classification de I’'OMS 2022 :

= La caractérisation d’une LAM peut se faire méme si le nombre de blastes est inférieur
a 20% en fonction de la mutation et des signes cliniques du patient. Par exemple avec

un réarrangement impliquant KMT2A, MECOM et NUP98, le diagnostic d’'une LAM
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peut étre fait méme si le nombre de blastes est inférieur a 20% et que les
caractéristiques cliniques sont semblables a ceux d’un patient présentant un nombre
de blastes plus élevés.

Le terme «AML avec réarrangement KMT2A » remplace la terminologie
t(9;11)(p22;923) ; KMT2A-MLLT3 dans la classification. En effet il a été décrit 80
partenaires de fusion possibles de KMT2A. Les partenaire MLLT3, AFDN, ELL et MLLT10
sont les plus courants. Cependant définir le partenaire de fusion n’est pas obligatoire
mais souhaitable pour définir le pronostic et la surveillance des patients atteints de
LAM. De plus chez les enfants en particulier, le réarrangement de KMT2A avec MLLT3
ou MLLT10 présente une différenciation mégacaryoblastique.

La mutation CEBPA est décrite comme ayant un pronostic favorable chez les enfants
et adultes jusqu’a 70 ans.

La LAM avec la mutation somatique RUNX1 n’est plus reconnue comme un sous-type
de maladie distinct dans la nouvelle classification.

La LAM érythroide aigué se caractérise par un arrét de différenciation des cellules
érythroides et présente une prévalence élevée d’altération biallélique de TP53.

Le syndrome de Down peut étre associé au développement des leucémies
mégacaryoblastiques aigués.

Le sarcome myéloide est une tumeur maligne rare qui se définit comme une tumeur

extra-médullaire composée de blastes myéloides 4.

Ces classifications se complétent et sont devenues essentielles pour caractériser et classifier

les LAM. Cela permet de définir des recommandations « universelles » pour chaque sous-type

de leucémies afin de définir la meilleure stratégie thérapeutique.

VI- Les altérations génétigues

Comme pour les cancers, I'accumulation d’altérations génétiques est a l'origine du

développement de différentes pathologies malignes. L’acquisition progressive d’aberrations

génétiques reprogramme et transforme le systéme hématopoiétique sain et est responsable

du développement des LAM. Les leucémies se développent a partir de I'acquisition en série

de mutations dans les cellules souches et les progéniteurs hématopoiétiques °°. Ces mutations

vont conduire a une dérégulation de I’hématopoiése et a la propagation de clones
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leucémiques appelés blastes tumoraux, aux propriétés de prolifération et différenciation

anormales 697,98,

Bien que I'acquisition de plusieurs mutations soit responsable du développement de cancers,
il a été mis en évidence que les LAM présentent un nombre de mutations plus faible que la
plupart des autres cancers %1%, || est montré une moyenne d’environ 13 génes mutés dont 5
de maniéres récurrentes chez les patients atteints de LAM. Une étude réalisée a partir des
cohortes du TCGA (The Cancer Genome Atlas) a permis de classer les anomalies génétiques

en 9 groupes °® partageant des fonctions biologiques similaires dans la pathogenése de la LAM.
Classification des mutations et réarrangements chromosomiques (Figure 10) :

= Le géne codant pour la nucléophosmine (NPM1) : 30%

= Les genes des voies de signalisation : 59%

= Les mutations de génes de facteurs de transcription myéloide : 30%
= La fusion de facteurs de transcription : 18%

= Les génes suppresseurs de tumeurs : 16%

= Les genes liés a la méthylation de I’ADN : 44%

= Des mutations de génes modifiant la chromatine : 30%

= Les genes du complexe de la cohésine : 13%

= Les génes du complexe du spliceosome : 14%
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Figure 10 : Classification des altérations génétiques en 9 groupes

d’apres les cohortes du TCGA

Mutation
NPM1
Signalisation . )
cellulaire Méthylation ADN
Kinase : FLT3, KIT DNMT3A, TET2,
Phosphatase : PTEN 30% IDH1/2
KRAS,NRAS
59 % 44 %

Modification de
la chromatine
30% \ASXL1, EZH2 (Mutation
KMT2A-X (fusion)

Classification:
9 groupes d’altérations géniques

5

Facteur de

transcription
myéloide

CEBPA - RUNX1

22%

14 %
18 % Composant du
splicéosome
SF3B, SRSF2,

U2AF1, ZRSR2

Géne de fusion
PLM-RARA,
MYH11-CBFB,
RUNX1-RUNX1T1

13 %
16 %

. Complexe de la
Géne suppresseur

de tumeur
TP53 - WT1
PHF6

Cohésine
STAG2, RAD21

Les aberrations génétiques de chaque groupe partagent des fonctions biologiques communes.
Les mutations ou réarrangements de génes sont a |'origine de la dérégulation de I’expression
génique et par conséquent leurs fonctions biologiques en sont altérées 191, Les aberrations
génétiques peuvent étre mutuellement exclusives, survenir simultanément ou bien de facon
progressive chez les patients atteints de LAM #’. Par exemple les mutations DNMT3A, NPM1,
C/EPB-a, IDH1/2 et RUNX1 s’excluent des fusions de génes de facteurs de transcription.
Certaines altérations génétiques peuvent étre initiatrices et induire une accumulation
progressive d’aberrations conduisant au développement des cancers 12, Le développement
de LAM peut étre dii a des anomalies chromosomiques a I'origine d’un caryotype anomal, ou
seulement a des mutations et on parlera de LAM a caryotype normal. Certaines mutations
comme DNMT3A, TET2, ASXL,1, IDH1/2 semblent étre des mutations précoces de la
leucémogenese alors que d’autres mutations comme FLT3 ou NRAS apparaissent plus

tardivement et sont généralement des événements secondaires %,
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La mutation de la protéine nucléolaire nucléophosmine 1 (NPM1), touche d’environ 30% des
patients et est la plus fréquente mutation des LAM. Il s’agit d’un évenement tardif dans la
leucémogenése. Elle peut également étre associée avec d’autres mutations ®8. La mutation

NPM1 est associée a un bon pronostic avec une survie a 5 ans favorable 1%

mais qui peut varier
selon avec quelle autre mutation elle est exprimée comme par exemple avec la mutation FLT3-

ITD ou le pronostic et la réponse au traitement diminuent %4 (Figure 11).

Figure 11 : La mutation NPM1 associée avec d’autres altérations

génétiques dans la LAM

Altération Génétique Association avec d’autres anomalies

DNMT3A : 50%

FLT3-IDH : 40%

Gene de la cohésine (RAD21, SMC1A, SMC3) : 20%
NPM1 (30%) NRAS : 20%

IDH1 : 20% - IDH2R140 ; 15%

PTPN11: 15%

TET2: 15%

La mutation NPM1 s’exclue mutuellement avec les mutations RUNX1, C/EBP-a et TP53. La
mutation FLT3-TKD (mutation dans le domaine tyrosine kinase) ne semble ne pas non plus
étre associée avec la mutation NPM1 ainsi qu’avec les réarrangements chromosomiques
comme PLM-RARa ou MYH11-CBFB. La protéine NPM1 est impliquée dans de nombreuses
fonctions cellulaires comme la réparation de I’ADN, la régulation du cycle cellulaire et de
I’apoptose ainsi que la biogenése des ribosomes 1%, Les signaux d’import et d’export nucléaire
en font une protéine navette entre le noyau et le cytoplasme. La mutation hétérozygote de
NPM1 entraine la perte d’un signal de localisation nucléaire et crée a la place un signal
d’exportation, ce qui entraine une localisation aberrante de la protéine dans le cytoplasme de

la cellule 1% perturbant ainsi les fonctions biologiques de NPM1.

Les mutations dans les génes régulant les voies de signalisation ont une forte incidence (59%).
Ces mutations activatrices des voies de signalisation conféerent un avantage prolifératif aux
cellules et par conséquent une prolifération des cellules leucémiques ainsi qu’une résistance

a l'apoptose 1°! (Figure 12).
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Figure 12 : La mutation FLT3 associée avec d’autres altérations

génétiques dans la LAM

Altération Génétique Association avec d’autres anomalies

FLT3 ITD (20%) NPM1 (40%)
t(15;17) : PLM-RARA (35%)
t(6;9) : DEK-NUP214 (70%)
FLT3 TKD (8%) Inv(16)/t(16;16) : CBFC-MYH11 (20%)
t(15;17) : PLM-RARA (15%)
NPM?1 (15%)

La mutation FLT3 (fms-like tyrosine kinase 3) fait partie des mutations les plus fréquentes dans
les LAM. FLT3 est un récepteur a tyrosine kinase agissant comme récepteur de cytokine pour
le ligand FLT3. On distingue les duplications internes en tandem de FLT3 (FLT3-ITD ; 20%) et la
mutation dans la boucle d’activation du domaine tyrosine kinase de FLT3 (FLT3-TKD; 5 a 10
%). Le pronostic des patients dépend de la présence ou non d’autres mutations ainsi que de
I’age des patients 19, La mutation FLT3 est fréquemment associée avec la mutation NPM1.
Une étude a montré que la mutation NPM1 précéde la mutation FLT3 dans les LAM 1% dans
la plupart des cas. Ce récepteur FLT3 lorsqu’il est activé va réguler de nombreuses voies de
signalisation impliquées dans la prolifération et la différenciation des cellules et régule aussi
I’'hématopoiése normale. La mutation de FLT3 provoque une dimérisation et une
phosphorylation constitutive du domaine tyrosine kinase. Cela va conduire a une activation
exacerbée des voies de signalisation comme les MAPK (Mitogen-activated protein kinases),
RAS/RAF ou encore JAK/STAT (STATS : signal transducer and activator of transcription 5) 107
favorisant par exemple la prolifération cellulaire. Ces voies sont impliquées dans les cascades

de signalisation de I'interleukine 3 % ou du GM-CSF par exemple.

Les mutations dans les génes NRAS ou KIT engendrent une dérégulation des voies de
signalisation a l'origine d’une survie et prolifération cellulaire exacerbée (Figure 13). Les
protéines de la famille RAS sont des GTPase activées par les récepteurs membranaires aux
facteurs de croissances et agissent sur plusieurs voies de signalisation. La signalisation
hyperactive des voies PI3K-Akt ou RAF/MEK/ERK est au coeur de la transformation maligne 1%,
Le géne KIT (CD117) code pour un récepteur a activité tyrosine kinase exprimé a la surface des
cellules et qui se lie au facteur des cellules souches (FCS). Il est impliqué dans la régulation des
voies de signalisation PI3K/Akt, JAK/STAT ou encore des MAPK. Les mutations NRAS ou KIT
peuvent étre associées avec d’autres anomalies génétiques influencant le diagnostic et la prise
en charge thérapeutique des patients.
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Figure 13 : Les mutations NRAS et KIT associées avec d’autres

altérations génétiques dans la LAM

Altération Génétique Association avec d’autres anomalies

NRAS (15%) NPM1 (20%)
CEBP-a (biallélique; 30%)
Inv(16)/t(16;16) : CBFC-MYH11
t(v;11923,3) — X-KMT2A

KIT (<5%) t(8;21) : RUNX1-RUNX1T1 (mauvais pronostic)
Inv(16)/t(16;16) : CBFC-MYH11

Les facteurs de transcription contrélent I'expression génique et régulent notamment
I’'hématopoiese. Les réarrangements chromosomiques ou les mutations au niveau des génes
de facteurs de transcription sont impliqués dans la dérégulation de ’lhoméostasie cellulaire et
vont par conséquent induire des blocages de la différenciation des cellules hématopoiétiques.
Il existe de nombreuses aberrations génétiques impliquant les facteurs de transcription et

responsables du développement de cancers (Figure 14).

Figure 14 : Les mutations CEBP-a et RUNX1 associées avec d’autres

altérations génétiques dans la LAM

Altération Génétique Association avec d’autres anomalies
CEBP-a (1 4 5%) GATA2 (30%)
(biallélique) NRAS (30%)
WT1 (20%)

CSF3R (20%)

RUNX1 (53 20%)  SRSF2 (25%)
ASXL1 (20%)
KMT2A (15%)
IDH2 (12%)

C/EBP-a (CCAAT/enhancer-binding protein-a) est un facteur de transcription crucial pour le
développement et la maturation des progéniteurs myéloides (Figure 14). Une mutation au
niveau de lI'extrémité N-terminal et/ou C-terminale modifie la protéine et diminue son
interaction avec I’ADN 119111 | es mutations N-terminales ont pour conséquence la formation

de protéines tronquées de 30KDa. La présence de cette forme tronquée chez les patients
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atteints de LAM est retrouvée en quantité bien plus importante que la normale. La forme
courte par la perte de son domaine transactivateur et d’affinité pour I’ADN va agir comme un
régulateur dominant négatif de la forme longue de la protéine 2. La forme courte est
impliquée dans la croissance cellulaire, la présence exacerbée de cette forme va accroitre la
prolifération des cellules tumorales alors que la forme longue régule le cycle cellulaire et
favorise la différenciation des cellules myéloides 3. Par son contrble négatif de la
prolifération cellulaire via la répression de genes comme E2F, la forme longue joue le role de
suppresseur de tumeurs. Les mutations dans le domaine C-terminal (domaine de fermeture a
glissiere leucine) vont impacter les fonctions des 2 isoformes de CEBP-a et notamment de la
forme longue. Ces mutations ont pour conséquences une prolifération cellulaire exacerbée et

un blocage de la différenciation des cellules.

Le facteur de transcription RUNX1 (Runt-related transcription factor 1) joue un réle majeur
dans ’hématopoiése et peut étre affecté dans la LAM par des mutations mais également par
un réarrangement chromosomique (Figure 14). Les mutations sont associées a un mauvais
pronostic alors que la fusion des genes impliquant RUNX1 présente un pronostic favorable. Ce
facteur agit comme activateur ou répresseur de I'expression de nombreux genes
hématopoiétiques essentiels comme les facteurs de croissance (GM-CSF, IL-3) ou encore des
récepteurs de surface (récepteur M-CSF), des molécules de la signalisation et des activateurs

de transcription (STAT3) 114,

Les genes de fusion proviennent des réarrangements chromosomiques de deux génes et
notamment de facteurs de transcription impliqués dans la régulation et le controle de
I’'hématopoiése. Lorsque I'on retrouve plus de trois anomalies chromosomiques on parlera de
LAM a caryotype complexe conférant une survie médiocre pour le patient. On retrouve
environ 10 a 15% de caryotype complexe chez les patients atteints de LAM et souvent des
patients agés. Nous décrirons ici quelques exemples des principaux réarrangements

chromosomiques (RUNX1, RARa, CBFp..etc) (Figure 15).
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Figure 15 : Les fusions de génes associées avec d’autres altérations
génétiques dans la LAM
Altération Génétique Association avec d’autres anomalies

PML-RARA (13%) : FLT3-ITD (35 %)

t(15;17)(q22;921) FLT3-TKD (15 %)
WT1 (15 %)

RUNX1 - RUNX1T1 (6%) : KIT (25%)

t(8:21)(q22;022.1) NRAS (20 %)
Géne de la cohésine (20%) : RAD21, SMC1A, SMC3
ASXL2 (20%)
ASXL1 (10%)
ZBTB7A (20%)
EZH2 (5%)
KDMGA (5%)
MGA (5%)
DHX15 (5%)

CBFB - MYH11 (6%) : NRAS 40%
inv(16)(p13.1922) ou t(16;16)(p13.1;922) KIT 35%

FLT3-TKD 20%
KRAS 15%

La perturbation des fonctions de RUNX1 peut étre également le résultat de translocation
chromosomique. Il a été démontré que la translocation t(8 ;21)(q22 ;22) implique le géne
RUNX1T1 anciennement nommé ETO. La translocation de RUNX1 avec RUNX1T1 est assez
fréquente et présente un pronostic favorable. Le domaine de transactivation de RUNX1 est
remplacé par la quasi-totalité du gene RUNX1T1. Ce réarrangement chromosomique

fonctionne comme un répresseur transcriptionnel des génes normalement activés par RUNX1

114

La fusion du gene PLM (Promyelocytic Leukemia) avec le gene codant pour le récepteur a de
I'acide rétinoique (RARa) est la résultante de la translocation chromosomique
t(15;17)(924 ;921) : PLM-RARa. Cette altération chromosomique est responsable du
développement de la leucémie aigué promyélocytaire (LAP), sous type M3 de la LAM. Le géne
PLM code pour une protéine agissant comme suppresseur de tumeurs et prévient la
croissance cellulaire incontrélée. Le récepteur a I'acide rétinoique appartient a la famille des
récepteurs/facteurs de transcription nucléaire et contrble I'expression de génes impliqués
dans la différenciation des cellules et plus précisément des granulocytes. La protéine de fusion
ne remplit aucune de ces fonctions et est responsable du blocage de la différenciation des
cellules en granulocytes et de I’accumulation de blastes '1°. Cependant cette fusion confére

un bon pronostic aux patients atteints de ce sous-type de LAM.
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CBFpB (Core Binding Factor subunit beta) est un facteur de transcription régulant des génes
spécifiques de ’lhématopoiése. Il fait partie du complexe transcriptionnel contenant RUNX1
(ou CBFa). Le géne MYH11 code pour la chaine lourde de la myosine 11 du muscle lisse et
participe a I'hydrolyse de I'ATP. Le réarrangement chromosomique inv(16)(p13.1922) ou
t(16;16)(p13.1;q22) code pour la protéine de fusion CBFB-MYH11 116,

Les genes suppresseurs de tumeurs régulent I'homéostasie cellulaire et empéchent le
développement de cancers. Une dérégulation par des mutations inactivatrices par exemple
est a 'origine d’une prolifération anarchique et de la progression tumorale. TP53 est un
suppresseur de tumeur des plus connus régulant le cycle cellulaire, 'apoptose ou encore la
réparation de 'ADN. Des mutations de TP53 (Figure 16) provoquent une inactivation de son
réle de suppresseur de tumeurs provoquant le développement de LAM. Les mutations de TP53
dans les LAM sont plus rares et étroitement liées a un caryotype complexe et plus fréquentes

chez les patients 4gés avec une survie globale faible 7.

Figure 16 : La mutation TP53 associée avec d’autres altérations

génétiques dans la LAM

Altération Génétique Association avec d’autres anomalies

TP53 (52 20%) Associé avec des fusions de genes et/ou un caryotype
complexe (plus de 3 réarrangements).

La méthylation de I’ADN est un processus épigénétique essentiel controlant I'expression des
genes. Les mutations DNMT3A, IDH et TET2 représentent les trois principales mutations de
génes régulant la méthylation de I'’ADN (Figure 17). Elles sont impliquées dans le
développement des LAM. Ces mutations peuvent également étre associées a d’autres
anomalies des LAM. Les mutations IDH1 et 2 s’excluent mutuellement ainsi qu’avec la

mutation TET2.
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Figure 17 : Les mutations DNMT3, IDH et TET2 associée avec d’autres

altérations génétiques dans la LAM

Altération Génétique Association avec d’autres anomalies

DNMT3A (15 a 30%) NPM1

FLT3-ITD
IDH %
IDH1 (6 310%) NPM1
IDH2R140 (5 3 15%) NPM1
IDH2R72 (1 a 4%) Mutuellement exclusive avec NPM1
TET2 (5 3 25%) NPM1

Mutuellement exclusive avec IDH1/2

Le géne DNMT3A code pour des ADN méthyltransférases, ce sont des régulateurs
épigénétiques impliqués dans la méthylation de I’ADN (Figure 17). Ces enzymes catalysent
I'ajout d’un groupe méthyl sur les résidus cytosines au niveau des ilots CpG. Une méthylation
accrue au niveau des ilots CpG est souvent associée a une expression réduite du gene situé en
aval 8, Les mutations sont a 'origine d’une dérégulation de la méthylation des génes. Dans
les LAM, la mutation du gene de la méthyltransférase 3A la plus fréquente se situe au niveau
du domaine C-terminal avec un enrichissement de mutations au niveau de I'arginine 882
(Mutation R882). Cette mutation est a [I'origine d’'une diminution de [Iactivité
méthyltransférase et par conséquent d’'une hypométhylation de certains genes. De ce fait
I’expression de ces génes peut étre exacerbée et favorise ainsi le développement des LAM. De
plus le mutant exerce un effet dominant négatif sur la protéine sauvage. Il n’est pas rare
d’avoir des mutations qui vont au contraire étre a l'origine d’hyperméthylation des
promoteurs notamment au niveau des génes suppresseurs de tumeurs. Les cellules mutées
pour ce géne démontrent un potentiel de résistance et de survie a la chimiothérapie. La
mutation DNMT3A semble étre d’apparition précoce dans les CSH *°. Il semblerait que la

mutation NPM1 soit secondaire a la mutation DNMT3 120,

L'isocitrate déshydrogénase 1 (IDH1) et 2 (IDH2) sont des enzymes du cycle du citrate
dépendante du NADP (nicotinamide adénine dinucléotide phosphate), cofacteurs essentiels
dans le maintien de I'homéostasie oxydo-réductive (Figure 17). Ces deux enzymes

convertissent l'isocitrate en a-cétoglutarate et possédent des fonctions métaboliques
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similaires mais IDH1 se trouve dans le cytosol alors que IDH2 dans la mitochondrie. L'a-
cétoglutarate joue un role central dans différentes voies métaboliques comme le cycle de
Krebs. Les mutations IDH1 (R132) et IDH2 (R140 et R172) orchestrent une réaction
consommatrice de l'a-cétoglutarate et induisent sa transformation en un métabolite
oncogeéne le 2-hydroxyglutarate 2%, ’accumulation de ce dernier engendre une inhibition de
TET2 conférant une hyperméthylation des génes. Il inhibe également des facteurs permettant
la déméthylation des histones. Ces mutations favorisent une hyperméthylation globale de
plusieurs genes impliqués dans |'hématopoiese et désorganisent la différenciation

hématopoiétique 122,

TET2 (ten-eleven translocation 2) est une méthylcytosine dioxygénase qui catalyse la
conversion de la méthylcytosine en 5-hydroxyméthylcytosine (base dérivée de la cytosine qui
a subi une méthylation puis une hydroxylation) et joue un réle d’interrupteur qui permet
d’activer ou d’inactiver différents genes régulant ’hématopoiése. L’hydroxyméthylation est
une étape intermédiaire a la déméthylation de ’ADN. Des mutations de TET2 pourrait donc
compromettre le contréle de I'expression génique et favoriser la leucémogenése causée par
une méthylation accrue de promoteurs 3. Il semblerait que cette mutation soit un

évenement précoce dans le développement des LAM.

Les génes de la cohésine contrélent la séparation des chromatines et participent a la
régulation transcriptionnelle de la différenciation cellulaire. Les mutations sont responsables
de la perte de fonction de plusieurs facteurs comme STAG2, RAD21, SMC1A ou encore SMC3.
Les mutations qui touchent les facteurs du complexe du spliceosome sont a I'origine d’une
dérégulation de I'épissage des ARN. Enfin les mutations ou fusions de genes impliqués dans la
modification de la chromatine engendrent des dérégulations de I'expression des genes. Par
exemple le gene ASXL1 module la chromatine et de ce fait joue son role de régulateur
transcriptionnel. Le gene KMT2A (lysine N-méthyltransférase 2A) est impliqué dans la
méthylation des histones notamment de I’histone 3 lysine 4 (H3K4), processus essentiel qui
régule de facon positive ou négative la transcription des genes. La duplication partielle en
tandem de KMT2A (KMT2A-PTD) contribue a la leucémogeneése par I’hyperméthylation de
I’ADN. Les translocations impliquant ce géne entrainent la formation d’une protéine perdant

son role de méthyltransférase favorisant ainsi la transformation maligne des cellules. Il existe
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de nombreux partenaires de fusion avec KMT2A (environ 80), une des principales fusions est

MLLT3-KMT2A 2* (Figure 18).

Figure 18 : La fusion MLLT3-KMT2A et la mutation KMT2A associées

avec d’autres altérations génétiques dans la LAM

Altération Génétique Association avec d’autres anomalies
MLLT3-KMT2A t(9;11)(p21,3;923,3) (1%) NRAS 20%
FLT3 TKD 10%

FLT3 ITD 5%
MECOM (40%)

KMT2A-PTD (5%) Caryotype normal
Trisomie 11
RUNX1

L’'ensemble de ces aberrations génétiques ne représente qu’une partie des anomalies
responsables du développement des LAM. Mais il est essentiel de mettre en évidence et de
caractériser ces aberrations afin de diagnostiquer les LAM et de proposer la meilleure
stratégie thérapeutique. Les différentes classification et recommandations (FAB, ELN, OMS)

permettent de mettre en place des stratégies communes dans le traitement des LAM.

VII- Les stratégies thérapeutiques de la LAM

1) Le traitement de référence :

De par I’évolution rapide de la maladie, la vie des patients est ainsi mise en jeu a court terme
en absence de traitement. Un traitement de référence est ainsi proposé aux patients atteints
de LAM (Figure 19). Il repose sur une chimiothérapie intensive caractérisée par plusieurs
étapes. Ce traitement provoque des effets secondaires importants, avec une forte réponse

inflammatoire, de la fiévre, des douleurs osseuses pouvant aller jusqu’a des malaises 2°.

La premiere étape correspond a une thérapie d’induction visant a obtenir une rémission
compléte chez les patients afin de restaurer une hématopoiése normale. Cette premiére ligne
de traitement se base sur le schéma thérapeutique communément appelé « 7+3 ». Le
traitement consiste en la combinaison d’'une anthracycline pendant 3 jours et 7 jours de
cytarabine (AraC) en perfusion continue 8788, Les anthracyclines sont une famille de molécules
s'intercalant dans les paires de bases azotées de I’ADN et inhibent I'activité de la
topoisomérase Il. La cytarabine est un antimétabolite, analogue nucléosidique de la cytosine,

qui va s’intercaler au niveau de I’ADN pour inhiber sa synthese.
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Figure 19 : Schéma de la thérapie d’induction dans le traitement des LAM

Thérapie d’induction « 7+3 »

Anthracycline Cytarabine
3 jours (3 possibilités) 7 jours

Perfusion continue
100-200 mg/m 2

Mitoxantrone
12 mg/m”’

Suite a la premiere phase d’induction, la rémission compléte (proportion de blastes résiduels
dans la moelle osseuse <5%) des patients est obtenue chez 60 a 80% des jeunes adultes et
chez 40 a 60% des personnes de 60 ans ou plus. Le schéma thérapeutique « 7+3 » sera adapté
en fonction de la réponse du patient a la cure d’induction. Par exemple si ce dernier ne répond
pas a I'anthracycline, un deuxiéme cycle d’induction pourra étre proposé ainsi que des doses

plus importantes de cytarabine.

La deuxiéme partie du traitement est suivie par une thérapie de consolidation (Figure 20) afin
de maximiser les effets de la thérapie. Cette derniére sera définie en fonction de I’age du
patient et dépendra de la classification de la LAM (risque favorable, intermédiaire et

indésirable).
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Figure 20 : Schéma de la thérapie de consolidation dans le traitement des LAM

Thérapie de consolidation

Patients jeunes (entre 18 et 60/65 ans)

Génétique a risque favorable
= 234 cycles de doses intermédiaires d’AraC (IDAC
110003 1500 mg/m 2 IV pendant 3h toutes les
12 heures, jours 13 3;

Patients plus dgés (>60/65 ans)

Génétique a risque favorable
= 2-3 cycles d'IDAC (500-1000 mg/m2 IV pendant
3h- 12h, 1-3J ; ou 500-1000 mg/m2 IV pendant
3h,J1aJ50ul6)

= Qu10003a1500mg/m?IV pendant 3 heures de
11415 0ul6)

. . . T Génétique a risque intermédiaire/défavorable
Génétique a risque intermédiaire

» Greffe allogénique de cellules hématopoiétiques o - Pas’ de’ thérapie de consolidation intensive
provenant d'un donneur apparenté ou non § envisagee
apparenté

=  Envisager une greffe allogénique de cellules

= 2 a4 cycles d'IDAC (1 000 a 1 500 mg/m? IV hématopoiétiques chez les patients présentant

pendant 3h toutes les 12 heures, jours 13 3 ; ou O un faible indice de comorbidité
1000 a 1500 mg/m?2 IV pendant 3 heures a jours
1a5oub) = un traitement expérimental

= Thérapie a haute dose et greffe autologue de
cellules hématopoiétiques

Génétique a risque indésirable
= Greffe allogénique de cellules hématopoiétiques

provenant d'un donneur apparenté ou non
apparenté

Les patients peuvent également recevoir le traitement de référence sous une autre forme. Ce
composé est le CPX-351, une formulation liposomale qui encapsule la cytarabine et la
daunorubicine 1?6, Cette amélioration du traitement conventionnel permet d’obtenir une
meilleure absorption du composé thérapeutique avec moins d’effets indésirables. Il a été
démontré que le CPX-351 s’accumule dans la moelle et est préférentiellement absorbé par les

cellules leucémiques que par les cellules saines 1?7,

Les greffes de cellules hématopoiétiques sont un choix thérapeutique essentiel et sont
proposées a des patients présentant un risque pronostic défavorable et également
intermédiaire. Les greffes sont aussi proposées en thérapie de consolidation notamment pour
les patients en rémission compléte mais présentant un risque de rechute estimé entre 35 et
40% 1?8, |’évaluation de la maladie résiduelle mesurable (MRD) oriente le choix thérapeutique
en faveur d’une greffe. La maladie résiduelle mesurable est la quantification des cellules
leucémiques apres traitement. Il existe des greffes de cellules hématopoiétiques autologues

ou allogéniques. Bien que la greffe autologue reste peu utilisée, elle offre une option
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thérapeutique chez les patients ne pouvant recevoir une greffe allogénique. Les greffes
offrent de meilleures chances de guérison chez les patients qui rechutent aprés une

chimiothérapie initiale et chez les patients avec une maladie primaire réfractaire 1%°.

Il existe une derniére étape, la thérapie d’entretien. Cependant il n’existe pas de définition
précise pour cette phase de traitement. L'objectif de cette étape selon la Food and Drug
Administration (FDA) est de délivrer un traitement peu toxique capable de réduire le risque
de rechute chez les patients atteints de LAM. Généralement le traitement d’entretien est
donné aux patients ayant obtenu une rémission compléete a la suite d’'une chimiothérapie
intensive. Une étude a montré le bénéfice d’un traitement d’entretien avec de I’Azacitidine
chez les patients atteints de LAM sans mutation FLT3, il est montré une meilleure survie par
rapport aux patients n’ayant pas regu une cure d’entretien 13°, Les patients ayant recu de la
Midostaurine durant les phases d’induction et de consolidation peuvent continuer a utiliser

cette molécule pour le traitement d’entretien notamment pour les patients mutés pour FLT3

131

Les LAM sont des cancers d’évolution rapide 132, Il est donc fréquent que les patients soient
traités immédiatement avec le traitement de référence afin de ralentir la progression de la
maladie. Les analyses complémentaires pour identifier la présence d’anomalies génétiques
prennent souvent plusieurs jours. Le traitement pourra étre ensuite adapté en fonction des
résultats des analyses génétiques. La réponse au traitement est également évaluée
rapidement, souvent dés le premier cycle de traitement (entre 14 et 21 jours). Cela permet de
vérifier la réponse au traitement des patients et de pouvoir adapter ce dernier en cas d’échec

thérapeutique ou d’évolution de la maladie.

2) « Schéma de sauvetage »

Le traitement de « sauvetage » (Figure 21) est proposé pour des patients pouvant subir un
traitement intensif mais présentant une rechute de la maladie ou n’ayant pas répondu a 2
cycles de traitement intensif (patients réfractaires). Pour cela un « schéma de sauvetage » est
proposé pour les patients réfractaires au traitement ou en rechute. La maladie récidivante se
définit avec un taux de blastes leucémiques dans la moelle 25% et une réapparition de blastes

dans le sang périphérique.
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a) Candidat a un traitement intensif

Chez les patients pouvant subir une nouvelle cure de traitement intensif, plusieurs options
thérapeutiques seront proposées, avec souvent une combinaison de plusieurs molécules. Il
sera alors possible de proposer un deuxiéme cycle de traitement avec des doses

intermédiaires de cytarabine avec ou sans anthracycline.

Un autre traitement sera proposé aux patients, il s’agit du FLAG- IDA. Ce traitement est une
combinaison de plusieurs molécules : le fludarabine, la cytarabine a haute dose, du G-CSF et
de I'idarubicine. Ce traitement est une combinaison de plusieurs molécules de chimiothérapie
dont la fludarabine, c’est un antinéoplasique puissant pouvant avoir des effets indésirables
importants. Le MEC est une autre possibilité, c’est une combinaison de mitoxantrone
(anthracycline), de cytarabine et d’étoposide qui est un inhibiteur de la topoisomérase II,
inhibant I'entrée des cellules en mitose. Le CLAG-M est un traitement avec de la cladribine

(analogue de I'adénosine), de la cytarabine, de la mitoxantrone (anthracycline) et du G-CSF.

Il pourra étre envisagé de réaliser des greffes de cellules hématopoiétiques chez les patients
réfractaires aux traitements (LAM primaire), chez les patients en deuxieme rémission
compléte ou bien chez les patients présentant un nombre de blastes réduits mais avec une

maladie toujours active aprés un « traitement de sauvetage ».
b) Non candidat a un traitement intensif

Certains patients ne peuvent subir une autre cure de traitement intensif. Il faudra alors mettre
en place des alternatives thérapeutiques. Par exemple chez les patients présentant des
mutations mais ne pouvant subir un traitement avec de la chimiothérapie intensive,

I'utilisation de la thérapie ciblée sera alors une des meilleures options thérapeutiques.
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Figure 21 : Schéma de « sauvetage » dans le traitement des LAM

« Schéma de sauvetage »
Patient réfractaire ou en rechute

Candidat a un Non candidat a un
traitement intensif traitement intensif

Greffe de Cel!:‘:: s G\\té\"\t'm'\b -
: et !
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3) Alternative au traitement de référence (chimiothérapie intensive) :

Cependant certains patients ne sont pas éligibles a une chimiothérapie intensive. En effet des
patients plus dgés, en mauvais état de santé et/ou présentant des comorbidités ne sont pas
éligibles a une chimiothérapie intensive. De plus certaines patients supportent mal le
traitement (malgré une rémission compléte de la maladie) et ont un risque de mortalité lié au
traitement élevé 133, Pour les patients non candidats a une chimiothérapie intensive, plusieurs
choix thérapeutiques moins invasifs seront proposés et sont approuvés par l'agence
européenne des médicaments (EMA) et/ou par la Food and Drug Administration (FDA).
L’option thérapeutique (Figure 22) se tourne vers des chimiothérapies moins intensives ainsi
gue des agents hypométhylants. Une cure avec de I’Azacitidine ou de |a Décitabine peut étre
proposée en cure de plusieurs jours a renouveler toutes les 4 semaines. L’Azacitidine est un
analogue de la cytidine, qui va inhiber la synthése de I'ADN et de I’ARN, et bloquer la
prolifération cellulaire. L'incorporation dans 'ADN entraine également l'inactivation de
méthyltransférases ce qui engendre une hypomeéthylation de I’ADN. La Décitabine est un
agent hypométhylant qui inhibe I'action des méthyltransférases. Des cures de cytarabine a

faible dose (20mg toutes les 12h pendant 1 a 10 jours, renouvelable toutes les 4 semaines)
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sont également proposées. Ce traitement n’est cependant pas recommandé chez les patients
a risque défavorable. Ces molécules thérapeutiques peuvent étre proposées en combinaison
avec du Vénétoclax. Cette molécule est un puissant inhibiteur de la protéine anti-apoptotique
BCL-2 (B-cell lymphoma 2). La combinaison de I’Azacitidine ou de la Décitabine avec du
Vénétoclax a amélioré la réponse clinique des patients 34 Pour les patients ne pouvant
recevoir un traitement hypométhylant, la cytrabine a faible dose avec du Vénétoclax semble
étre une alternative intéressante >, Il pourra également étre proposé des soins d’entretiens
avec de I’hydroxyurée pour les patients ne pouvant tolérer aucun traitement ou simplement

pour ceux non désireux de subir un traitement.

Figure 22 : Alternative au traitement de référence des LAM
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La recherche de nouveaux traitements et de nouvelles combinaisons de molécules est cruciale
pour l'amélioration thérapeutique des patients atteints de LAM. L'utilisation d’autres
traitements que la chimiothérapie de référence est donc essentielle. L’avancée technologique
comme le séquencage permet de mieux caractériser les LAM afin d’utiliser par exemple les
mutations comme cibles thérapeutiques. De nombreux essais cliniques ont permis de

développer d’autres traitements comme les thérapies ciblées ou encore I'immunothérapie.

58



4) Les thérapies ciblées

Avec ['évolution des technologies comme le séquencage, de nombreuses mutations
impliquées dans le développement des LAM ont été mis en évidence. De nouveaux
traitements ciblés ont donc été développés. Il est également essentiel d’avoir une

caractérisation rapide du sous type de LAM pour prescrire le traitement le plus adapté 36,

Les Inhibiteurs de FLT3 :

La mutation du gene FLT3 est parmi la plus courante dans les LAM. Le traitement des LAM
mutantes pour FLT3 repose sur un traitement d’induction et de consolidation classique avec
ajout d’une autre molécule deés I'étape d’induction. La midostaurine est le premier inhibiteur
de FLT3 a étre approuvé pour le traitement des LAM. La midostaurine posséde une activité
inhibitrice multi-kinase et peut étre utilisée pour d’autres mutations comme KIT, PKC, VEGF.
L'utilisation de Midostaurine dés la phase d’induction en complément du traitement de
référence a amélioré la survie globale des patients de 7.1% chez les patients de 18 a 59 ans
131, De plus, un traitement d’entretien en monothérapie avec de la Midostaurine pendant 1
an permet de réduire le nombre de rechutes chez les patients atteints de LAM mutée FLT3 137,
Deux autres essais cliniques ont mis en évidence le bénéfice de deux autres inhibiteurs de
FLT3 de deuxiéme génération : le giltéritinib et le quizartinib (FLT3-ITD uniquement) 38, Chez
les patients mutés FLT3 mais ne pouvant pas avoir de chimiothérapie intensive ou ayant déja
eu un premier cycle de chimiothérapie intensive sans succés ou en rechute, il sera plus

judicieux d’utiliser le giltéritinib.

D’autres phases de tests sont actuellement en cours afin d’identifier le potentiel
thérapeutique d’autres molécules comme par exemple les agents hypométhylants avec
I’Azacitidine 13° et le vénétoclax (référence essais clinique : NCT05520567) 1%. Ces agents
seraient utilisés en association avec des traitements existants (inhibiteurs de kinase et/ou

anthracycline et/ou cytarabine).

Il existe d’autres inhibiteurs de FLT3 comme le sorafénib qui peuvent étre utilisés en
combinaison avec d’autres inhibiteurs comme la midostaurine, le giltéritinib ou avec des
hypométhylants comme I'azacitidine mais également aprés une greffe de cellules souches. En

effet les patients présentant des mutations FLT3-ITD sont généralement de bons candidats
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pour une greffe allogénique. Cet inhibiteur multi-kinase (sorafénib) a démontré un bénéfice

en traitement d’entretien et réduirait le risque de rechute 14°,

Les Inhibiteurs IDH 1 et IDH 2 :

Les mutations IDH1R32 et IDH2R40 / |IDH2 R72 sont fréquentes dans les LAM et souvent
associées a un caryotype normal. Ces mutations perturbent le métabolisme cellulaire et la
régulation épigénétique contribuant a l'oncogenése via la surproduction d’un onco-
métabolite (2-hydroxyglutarate). L'émergence des thérapies ciblées a permis le
développement des inhibiteurs sélectifs des enzymes IDH. L’ivosidenib est un inhibiteur
puissant de I'IDH1 mutant. Cet inhibiteur est utilisé en monothérapie chez les patients ne

1411l pourra également étre proposé en

pouvant recevoir une chimiothérapie intensive
deuxieéme intention chez les patients réfractaires au traitement intensif ou en rechute et ne
pouvant subir a nouveau une thérapie intensive. Une étude récente a démontré le potentiel
thérapeutique de l'ivosidenib en combinaison avec de |’Azacitidine par rapport au patient
traité uniquement avec l'inhibiteur 42, Cette option thérapeutique semble augmenter la

rémission compléte des patients et prolonge la survie globale des patients atteints de LAM

mutée pour IDH1 (référence essais clinique : NCT03173248).

Un autre inhibiteur de IDH1 a été approuvé en décembre 2022 par la FDA, il s’agit de
I'olutasidenib 3. Cet inhibiteur pourra étre utilisé chez les patients atteints de LAM en

rechute ou réfractaire aux traitements.

L’énasidenib est un inhibiteur du mutant IDH2, utilisé en monothérapie chez les patients
réfractaires aux thérapies intensives ou en rechute et ne pouvant pas bénéficier d’un
traitement intensif 144, Des essais sont en cours afin de montrer le bénéfice d’associer de
I'azacitidine avec I'énasidenib. La rémission compléte des patients est augmentée par la

combinaison de ces 2 molécules.

L’association des inhibiteurs IDH1 et IDH2 avec une chimiothérapie intensive chez les patients
en bonne forme physique est actuellement en cours d’évaluation dans un essai clinique de

phase 3 (NCT03839771).
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Les Inhibiteurs de I’apoptose :

Le Vénétoclax est un inhibiteur de BCL-2 approuvé en 2018. La protéine anti-apoptotique BCL-
2 est surexprimée dans les LAM notamment dans les cellules souches leucémiques

145 || est préconisé chez les patients

responsables de la chimiorésistance et des rechutes
inaptes a recevoir un traitement d’induction standard (comorbidités) et/ou dgés. Cet agent en
monothérapie ne semble pas avoir d’efficacité en revanche lorsqu’il est associé a des agents
hypométhylants ou a de la cytarabine a faible dose, le taux de rémission compléte augmente
135 11 a également été mis en évidence que le taux de rémission compléte est supérieur a 70%
chez les patients présentant la mutation IDH1/2 et traités avec de I'Azacitidine et du
Vénétoclax. Des résultats préliminaires semblent montrer un bénéfice thérapeutique lorsque
qgue I'on associe en plus de l'ivosidenib. Ainsi la combinaison thérapeutique devient une
nouvelle norme chez les patients atteints de LAM. Au-dela d’une population de patients
inaptes aux traitements intensifs, des études en cours laissent penser que le Vénétoclax est

susceptible de devenir un traitement de choix combiné a d’autres molécules dans le

traitement de nombreuses LAM 146147,

5) Limmunothérapie

L'immunothérapie est utilisée pour traiter de nombreuses maladies comme par exemple les
lymphomes. De nouvelles technologies sont développées pour traiter les LAM en utilisant des
anticorps monoclonaux ciblant les antigenes de surface exprimés par les cellules leucémiques,
ciblant les points de contréle immunitaire ou bien encore des anticorps bispécifiques ou

conjugués a des molécules thérapeutiques 148149,

Inhibiteurs des points de controle immunitaire :

Plusieurs inhibiteurs des points de contréle immunitaire ont montré leur efficacité dans le
traitement des LAM comme par exemple inhibiteur anti-CD47 ou anti CTLA-4 (cytotoxic T-
lymphocyte-associated protein 4). L’antigene CD47 est exprimé par les cellules tumorales et
inhibe la phagocytose par les macrophages **°. Le magrolimab est un anticorps anti CD47 et
est efficace dans le traitement des LAM seules ou en combinaison avec des agents
hypométhylants comme I'azacitidine. L’'utilisation de cet anticorps va bloquer I'activité du
CDA47 afin d’induire la phagocytose des cellules tumorales. Des essais cliniques ont montré le

bénéfice de cette thérapie chez les patients réfractaires ou en rechute ! (NCT03248479).
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CTLA-4 (CD152) est un récepteur présent sur les lymphocytes T qui inhibe les réponses
immunitaires. L'utilisation d’inhibiteurs de CTLA-4 comme l'ipilimumab permet d’activer les
lymphocytes T et aide le systeme immunitaire a lutter contre la progression tumorale. Des
études sont actuellement en cours pour évaluer la meilleure dose a utiliser et il est également
utilisé en combinaison avec de la décitabine chez les patients en rechute ou réfractaires

(NCT02890329).

Les Anticorps conjugués a un médicament :

CD33 est un antigene de différenciation myéloide et est exprimé dans 90% des cellules
leucémiques. Le Gemtuzumab ozogamicine est un anticorps monoclonal anti CD33 lié a la
calicheamicine, un agent cytotoxique provoquant la cassure double brin de ’ADN **2, || est
préconisé pour les patients atteints de LAM-CD33 positive avec un risque cytogénétique
favorable ou intermédiaire. Cette molécule est utilisée en association avec le traitement de
référence dés le 1" cycle de traitement et également pour les patients réfractaires ou en
rechute. La FDA a étendu son utilisation aux enfants atteints de LAM a partir de I'age de 1

mois.

Un autre anticorps ciblant le CD33 est le vadastuximab talirine, I'anticorps CD33 est attaché
a un dimére de pyrrolobenzodiazépine, un agent de liaison a I'ADN trés puissant®®3,
L'utilisation de cet agent seul ou en combinaison avec la chimiothérapie intensive a montré

une efficacité prometteuse (essai clinique NCT02326584).

Les Anticorps bispécifiques :

Des anticorps bispécifiques (BIiTE) sont également développés *°4, il s’agit d’anticorps se fixant
simultanément a un antigéne tumoral comme par exemple le CD33 et au récepteur CD3 a la
surface des cellules T afin d’activer les lymphocytes T et d’entrainer la lyse des cellules
tumorales. Actuellement des essais cliniques en phase | sont en cours pour développer des
anticorps BiTE CD33/CD3 tel que AMG 330, GEM333 ou encore AMG 673 (NCT02520427,
NCT03516760, NCT03224819).
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Les cellules CAR-T :

La technologie des cellules CAR-T (Chimeric Antigenic Receptor-T) consiste a modifier les
lymphocytes T issus du patient afin de leur faire exprimer des récepteurs chimériques ciblant
un antigene cible. Ces cellules seront ensuite réinjectées chez les patients afin d’éliminer les
cellules exprimant I'antigéne cible *°. Cependant cette technologie a ses limites car de
nombreux antigénes sont exprimés par les cellules saines. Mais plusieurs études sont
actuellement en cours avec des cellules CAR T ciblant des antigénes comme le CD33 °¢, CD38,

CD7 157, CLL-1 %8, CD56, CD123 1.
Les vaccins :

Actuellement des recherches sont en cours pour développer de nouvelles stratégies
thérapeutiques et plus particulierement le développement de vaccins. Un des objectifs était
de développer un vaccin peptidique, c’est-a-dire diriger contre les antigénes tumoraux pour
induire une réponse immunitaire. Des études sont menées sur les vaccins a peptides WT1
(Wilms 1) 10, facteur de transcription impliqué dans la prolifération tumorale %%, Cependant
malgré des résultats intéressants, le bénéfice des vaccins dans le traitement des LAM n’est
pas approuvé. De nombreuses recherches sont en cours pour comprendre et développer les

vaccins dans le but de traiter les patients atteints de LAM.

6) Les agents différenciants

L’acide tout trans-rétinoique (ATRA) :

Un sous-type particulier de LAM (sous-type M3 ou LAP) est traité en utilisant une
chimiothérapie intensive associée avec un agent différenciant I'acide tout trans-rétinoique
(ATRA) et de I'arsenic tri oxyde (ATO). Pour rappel la LAP est caractérisée par la translocation
chromosomique t(15 ; 17) qui fusionne les genes PML et RARa aboutissant a la synthese de

I'oncoprotéine PML-RARa qui bloque les cellules au stade de promyélocyte.

L’ATRA est un métabolite de la vitamine A contrélant des fonctions physiologiques essentielles
de nombreux processus comme la vision, la reproduction, la croissance et la différenciation
de tissus et des cellules hématopoiétiques. Elle est impliquée dans la différenciation terminale

des progéniteurs myéloides.
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Une fois dans la cellule, ’ATRA se fixe sur les récepteurs a I’acide rétinoique (RAR) 162, || existe
plusieurs isoformes de ce récepteur (a, B, y). Le récepteur RAR s’hétérodimérise avec le
récepteur X aux rétinoides (RXR) et se lient sur des séquences d’ADN RARE (Retinoic Acid
Response Element) au niveau de promoteur/amplificateur de génes cibles. En présence du
ligand (ATRA), un changement de conformation de I’hétérodimere RAR-RXR va permettre le
recrutement de complexes coactivateurs comme les histones acétyltransférases (HAT)
agissant sur la décondensation de la chromatine et permettant une activation
transcriptionnelle des génes. En absence d’ATRA, I'hétérodimere va recruter des complexes
répresseurs ainsi que des histones désacétylases (HDAC) inhibant I'expression des génes 63,
La protéine de fusion PLM-RARa va recruter des corépresseurs transcriptionnels au niveau des
promoteurs ainsi que des histones désacétylases et des enzymes responsables de
I’hyperméthylation de ’ADN. Tout cela conduit a une répression de la transcription de génes

cibles de ’ATRA essentielle a la différenciation myéloide 164,

Il a été mis en évidence que I'utilisation de doses élevées d’ATRA permet la dissociation des
corépresseurs, le recrutement de coactivateurs transcriptionnels mais également la
dégradation de la protéine de fusion PLM-RARa. Il y a 50 ans la LAP était considérée comme
le sous-type de LAM le plus mortel mais aujourd’hui l'utilisation d’ATRA pour traiter la LAP
entraine une différenciation terminale des cellules et conduit a une rémission compléte avec
un taux de survie d’environ 90% a deux ans . L'utilisation de trioxyde d’arsenic dans le
traitement des LAP semble prévenir la récidive et prolonger la survie des patients . Ces

avancées ont permis a la LAP de devenir la forme la plus curable.

Cependant une thérapie de différenciation dans les LAM non LAP donne des résultats mitigés,
suggérant que les patients présentent une sensibilité a la vitamine A plus ou moins
importante. Il a également été montré que les LAM avec des mutations NPM1 ou IDH2
présentaient une sensibilité a ’ATRA 67, Actuellement le bénéfice d’un traitement avec de
I’ATRA des LAM non LAP n’est pas suffisamment clair pour l'inclure dans une stratégie
thérapeutique des LAM. D’autres recherches devront confirmer ou non le potentiel

thérapeutique de I’ATRA pour d’autres sous-types de LAM.
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La vitamine D :

La vitamine D3 est liposoluble, on la retrouve dans I'alimentation et dans I'organisme sous
forme de cholestérol. Au niveau de la peau les rayonnements ultraviolets permettent la
synthése de la pré-vitamine D3 a partir de dérivé du cholestérol (le 7-déshydrocholestérol)

168 Ce composé va étre isomérisé en vitamine D3 (ou

présent dans I'organisme
cholécalciférol). La vitamine D3 (alimentation ou dérivé du cholestérol) sera hydroxylé par le
foie en 25-hydroxyvitamine D3 (25(0OH)D3 ; forme de réserve de la vitamine D3). Ce dernier
sera hydrolysé par les reins en 1,25-dihydroxyvitamine D3 (1,25(0H)2D3), la forme active de

la vitamine D3.

La forme biologiquement active de la vitamine D3 va se fixer au récepteur a la vitamine D
(VDR). Le VDR est un récepteur nucléaire jouant le réle de facteur de transcription. En
présence de son ligand (la vitamine D3). Le VDR s’hétérodimérise avec le récepteur X aux
rétinoides (RXR) afin d’induire I'expression de genes cibles. Cet hétérodimére va se fixer au
niveau des éléments de réponse a la vitamine D (VDRE) dans les régions promotrices des
génes. Le complexe VDR-RXR recrute des complexes protéiques activateurs (dont HAT) ou
répresseurs (dont HDAC). Cela va favoriser la décondensation ou condensation de la

chromatine conduisant a la régulation de I'expression génique.

Il existe une action non génomique de la vitamines D3 impliquant une forme membranaire du
récepteur a la vitamine D (VDR), a I'origine d’une régulation rapide de voies de signalisation
comme la voie des MAPK ou PI3K-Akt. Par la régulation des voies de signalisation, la vitamine

contréle indirectement la transcription de certains génes 62,

La vitamine D3 intervient dans I’absorption du calcium et du phosphore au niveau de I'intestin.
Elle est également nécessaire pour la minéralisation osseuse, et le développement chez
I’enfant. De nombreuses recherches ont mis en évidence un large spectre d’action de la
vitamine D3 incluant la régulation de la prolifération, de la différenciation et de I'apoptose. Le
role de la vitamine D dans l'induction de la différenciation des progéniteurs myéloides en

monocytes est connu depuis longtemps 170171,

Une étude récente vient de mettre en évidence le bénéfice d’'une supplémentation en
vitamine C et D chez les patients subissant une chimiothérapie intensive. Depuis 2018 les deux

vitamines sont ajoutées aux soins de soutien. Pendant le traitement les patients ont un taux
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plus faible d’infection bactérienne ou d’hémorragie par rapport a ceux n’ayant pas de
supplémentation. La survie globale est améliorée chez les patients supplémentés en vitamines

C et D et présentant la mutation NPM1 172,

Des recherches ont récemment mis en évidence que I'azacitidine augmente I'expression du
VDR dans les cellules LAM, en effet I'expression de VDR est régulée négativement par la
méthylation de ’ADN. L'expression du VDR est associée a la différenciation des monocytes.
L’association de I'azacitidine (hypométhylant) et de la vitamine D augmente la différenciation
des blastes. L'utilisation d’hypométhylants pourrait améliorer |'efficacité de la vitamine D3
chez les patients atteints de LAM '73 et pourrait peut-&tre devenir une stratégie

thérapeutique.

Figure 23 : Les différentes stratégies thérapeutiques alternatives au

traitement de référence dans les LAM
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Cependant malgré toutes les possibilités de traitements, les LAM présentent de nombreuses
rechutes et une survie globale a 5 ans relativement faible. Les traitements des LAM font I'objet
de nombreuses recherches permettant I'amélioration continue de la prise en charge des
patients. Nous avons décrit ici qu’une partie des thérapies proposées. De nombreux essais
cliniques sont en cours pour améliorer la survie globale des patients. Il existe énormément de
cibles thérapeutiques qui sont en expérimentation comme les inhibiteurs des voies de
signalisation avec par exemple le glasdegib un inhibiteur de la voie Hedgehog, ou la
rapamycine pour la voie PI3K/AKT 74, En effet les patients atteints de LAM ont un faible taux
de survie globale avec de nombreuses rechutes. Un réservoir de cellules leucémiques peut
expliquer les rechutes des patients atteints de LAM. Plus de 50% des patients en rémission
compléte finissent par rechuter en raison de la maladie résiduelle. En effet un petit nombre
de cellules leucémiques résistent aux traitements a l|'origine des rechutes. En effet
I'organisation hiérarchique de ’"hématopoiése est maintenue dans les LAM, il semble que les
cellules souches leucémiques (CSL) soient un réservoir de cellules impliquées dans la
résistance aux chimiothérapies et responsables des rechutes. En effet, il est retrouvé peu de
cellules souches leucémiques au sommet de I'hématopoiése 7> mais ces cellules ont des
capacités d’auto-renouvellement illimitées ainsi que des propriétés réversibles de
prolifération, de différenciation et aussi de quiescence °>178, Cela peut expliquer I'inefficacité
des traitements, le faible taux de survie a 5 ans, et les nombreuses rechutes des patients

atteints de LAM 177,

VIll- Transformation malighe et développement des LAM

L’acquisition progressive d’aberrations génétiques et épigénétiques au sein des cellules
souches et les progéniteurs hématopoiétiques reprogramme et transforme le systéeme
hématopoiétique sain 178, favorisant ainsi le développement des leucémies. La transformation
maligne provoque une dérégulation de I'auto-renouvellement favorisant un épuisement du
compartiment des cellules souches et progénitrices immatures, ainsi qu’un blocage de la
différenciation des cellules entrainant l'accumulation de progéniteurs leucémiques
dysfonctionnels dans la moelle osseuse ou dans d’autres organes hématopoiétiques. La
malignité résulte de I'accumulation de mutations qui dérégulent I'auto-renouvellement,

inhibent la différenciation et activent la prolifération des cellules. Les mutations dérégulent
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I'auto-renouvellement des CSH entre en synergie avec des mutations qui entrainent la

prolifération et font basculer les systémes hématopoiétiques a un état de malignité©.

L'acquisition des mutations peut commencer treés té6t dans I'évolution de I'état pré-
leucémique mais les mutations leucémiques peuvent également apparaitre au sein de clones
plus engagés en différenciation. L’évolution clonale des blastes leucémiques est basée sur
I'acquisition de plusieurs mutations dans les CSH et les progéniteurs conduisant a un état pré-
leucémiquel’”® puis leucémique (Figure 24). L’acquisition d’une mutation (DNMT3, TET2,
ASXL1, SF3B1) dans une seule CSH entraine un avantage prolifératif d’'un clone, ainsi toute la
descendance hérite de la méme mutation. On parlera alors d’un état pré-leucémique. Les CSH
pré-leucémiques conservent leur capacité de différenciation et peuvent donner naissance a
des cellules matures. En revanche, des mutations supplémentaires (par exemple NPM1, FLT3,
IDH1/2, RUNX1, C/EPBa) au sein de ce clone vont transformer les CSH ou progéniteurs pré-
leucémiques en cellules leucémiques 29, Ce clone leucémique va proliférer et pourra acquérir
de nouvelles mutations générant des sous-clones a l'origine d’'une hétérogénéité intra-
tumorale. De plus lI'environnement cellulaire et les modifications épigénétiques vont
contribuer a I’hétérogénéité des sous-clones leucémiques. Il existe également des LAM avec
réarrangement chromosomique 8%, des translocations uniques ne sont probablement pas
suffisantes pour piloter a elles seules la leucémogenése. Des événements mutationnels

supplémentaires seront a l'origine du développement de la leucémie.

L’ensemble de ces mutations/réarrangements chromosomiques crée un déséquilibre a la fois

au niveau de I'auto-renouvellement, de la prolifération et de la différenciation des cellules.

Par exemple la mutation IDH1 joue sur le métabolisme, or ce dernier a un role important dans
I'activation des CSH mais également dans le maintien de la quiescence. En effet, les ROS
peuvent également étre produits de facon accrue suite a une dérégulation du métabolisme
des CSH ou bien suite a une exposition a des rayonnements, aux UV, a certains médicaments
ou encore a I'exposition a des produits chimiques. La présence de ROS de facon importante
favorise les dommages a I’ADN et cela peut induire de nouvelles mutations, des aberrations
chromosomiques ou bien une transformation cellulaire. La réparation défectueuse de I’ADN
est associée a des troubles du systeme hématopoiétique. Tout cela participe a la

transformation maligne des cellules.
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Le systéme hématopoiétique devient vulnérable avec I’age 82, Avec le vieillissement, le stress
réplicatif, les dommages a I’ADN sont plus fréquents et cela conduit les CSH a accumuler des
mutations. L’hématopoiése clonale liée a I'age (ARCH) se définit comme [|’expansion
disproportionnée de clones uniques de CSH par rapport a d’autres et conduit a des cytopénies
associées aux syndromes myélodysplasique (SMD). Il est mis en évidence une corrélation
entre le vieillissement et le développement d’hémopathie maligne. Cela se retrouve

également avec I'incidence des LAM qui augmente avec I’age.

Fait important, I'organisation hiérarchique du systeme hématopoiétique est conservée dans
les leucémies. Les cellules souches leucémiques (CSL) sont au sommet de I’hématopoiése et
présentent également une capacité d’auto-renouvellement illimitée alimentant les LAM 175,
Les CSL possedent les mémes capacités que les CSH et peuvent entrer dans un état réversible
de dormance/quiescence. En effet la capacité de dormance/quiescence des CSL leur permet
d’échapper a la chimiothérapie, ciblant plutot les cellules proliférantes. De plus, la présence
des CSL au sein de niches semble les protéger également des traitements 83, Cela forme un
réservoir de cellules souches leucémique a 'origine de la résistance aux chimiothérapies et
impliqué dans la rechute de la maladie. En effet, seulement quelques cellules cancéreuses
sont capables de régénérer une tumeur par clonage aprés une thérapie 6. La rechute des
patients provient de quelques cellules leucémiques résistantes au traitement appelées

maladie résiduelle minimale (MRD).

De plus, les leucémies possédent une hétérogénéité intra-tumorale de par la présence de
différents sous-clones au c6té du clone dominant au sein de la tumeur. Cet ensemble cellulaire
hétérogene, avec des capacités de prolifération différentes, travaille ensemble pour maintenir
la croissance tumorale. L’hétérogénéité clonale et la présence de CSL soulévent des
problématiques essentielles quant aux traitements des LAM et participent aux nombreuses
rechutes des patients atteints de LAM 84, De plus, I’hétérogénéité tumorale rend le traitement
compliqué par la présence de plusieurs mutations. Les différents traitements peuvent
également engendrer ['apparition de nouvelles mutations ou réarrangements

chromosomiques.
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Figure 24 : La transformation du systéme hématopoiétique sain vers la

malignité et le développement des LAM.
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Partie lll : Controle de l'initiation de la traduction

I- Généralités

La régulation de I'expression génique passe par de nombreuses étapes finement régulées. La
premiere est la transcription, c’est un processus permettant de transformer notre ADN en
ARN en fonction des différents stimuli ou régulation cellulaire (les cytokines, les facteurs de
croissance, facteurs de transcription etc...). Le produit de la transcription est un pré-ARN qui
subira différentes étapes de maturation pour pouvoir étre pris en charge par la machinerie de
traduction. La synthése des protéines est I'étape finale et le reflet de I'expression des génes.
C’est un processus qui implique une machinerie complexe et finement régulée. Le contréle
traductionnel permet d’adapter le niveau des protéines nécessaire a la cellule pour réguler

ces fonctions biologiques comme par exemple la prolifération et la différenciation cellulaire.

Le pré-ARNm subit trois modifications post-transcriptionnelles essentielles pour pouvoir étre
traduit : I'ajout d’une coiffe a I'extrémité 5’, une queue poly-A a I'extrémité 3’ et I'épissage.
L’ARNm sera alors prét pour étre traduit dans le cytoplasme. La sous-unité 43S du ribosome
scanne ’ARNm en partant de I'extrémité 5 afin de trouver le codon d’initiation de la
traduction AUG. Une fois le codon trouvé la sous-unité 60S s’associe a la sous-unité 40S pour
former le ribosome au complet. L’élongation peut alors commencer, elle consiste en la lecture
du code génétique par le ribosome et en I'ajout d’acides aminés pour former la chaine
polypeptidique. La terminaison est caractérisée par la reconnaissance du codon stop, la
dissociation des deux sous-unités ribosomales et la libération de I’ARNm. Les sous-unités

ribosomales seront recyclées en vue d’une nouvelle initiation de la traduction.

La plupart des ARNm sont traduits par un mécanisme dépendant de la coiffe, il existe
cependant d’autres traductions alternatives dépendantes de séquences IRES (Internal

ribosome entry site).

II- Modifications post-transcriptionnelles

Les modifications post-transcriptionnelles de IARNm représentent |'ensemble des
modifications qu’un ARNm doit subir apres la transcription pour étre mature. Ces
modifications sont essentielles pour assurer par la suite une bonne traduction des ARNm en

protéines. On ne parlera ici que des principales modifications post-transcriptionnelles.
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1) L’épissage de I’ARN :

L’ARN doit étre épissé dans le noyau de la cellule pour donner un ARNm mature prét a étre
traduit en protéine. L'épissage est catalysé par un ensemble de complexes
ribonucléoprotéiques appelé splicéosome. Il consiste a éliminer des introns de I’ARN pour ne

conserver que les exons. L’ARN mature pourra ensuite étre transporté par le cytoplasme.
2) La coiffe

La plupart des ARNm eucaryotes sont pourvus d’une coiffe appelée m’G-cap, c’est un
nucléotide modifié que I'on trouve a I'extrémité 5’ de ’ARNm 18 (Figure 25). Le pré-ARNm
possede un nucléotide 5’ triphosphate qui sera clivé pour libérer un phosphate. Une
guanylyltransférase va modifier I'extrémité 5’ de 'ARNm par l'addition d’'un groupement
guanosyl-monophosphate. Puis un groupe méthyl sera ajouté sur la guanine en position N’
par l'action d’'une méthyltransférase 8. On obtient donc un 7-méthyl-guanosine sur le
premier nucléotide de I’ARNm. La coiffe a plusieurs fonctions, elle est reconnue par un
complexe de fixation de la coiffe (CBC ou cap binding complex) qui contribue a I'export de
I’ARNm vers le cytoplasme. Elle protége également des dégradations par les exonucléases et
permet apres le transport de ’ARNm dans le cytoplasme, le recrutement des ribosomes et de

la machinerie de traduction.

Figure 25 : Représentation de la coiffe m’GTP a I’extrémité 5’ de TARNm
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3) La polyadénylation :

Le pré-ARNm est clivé suite a la reconnaissance d’un site consensus de polyadénylation

(AAUAAA). Il y aura ensuite un ajout de 50 a 300 nucléotides au niveau du site de clivage. La
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gueue poly-A est un enchainement de ribonucléotides de type Adénosine au niveau de
I'extrémité 3 “ de ’ARNm. Elle joue un role essentiel dans la stabilité de I’ARNm en empéchant
sa dégradation par des exonucléases, le transport de 'ARNm vers le cytoplasme et la
traduction. Une fois dans le cytoplasme, la queue poly-A va interagir avec une protéine la PABP

(poly(A)-binding-protein).

I1l- Traduction IRES dépendante

Il existe un autre mode d’initiation de la traduction, indépendant de la coiffe et qui va fait
intervenir le recrutement direct des ribosomes a proximité du site d’initiation de la traduction.
Les IRES (internal ribosome entry site) viraux ont été les premiers découverts, suivis par
I'identification des IRES cellulaires. On estime a environ 10% la proportion d’ARNm pouvant
contenir des séquences IRES qui permettraient d’initier la traduction cap-indépendante &7,
Les IRES sont des séquences de tailles variables formant des structures secondaires. Cette
traduction est activée dans des situations physiologiques particuliéres souvent lorsque la
traduction cap-dépendante est inhibée. En effet la traduction est un processus énergivore, par
conséquent dans des conditions de stress cellulaire, la traduction cap-dépendante est régulée
négativement. Cette traduction peut avoir lieu lors d’une infection virale, lors de la mitose ou
bien encore lors de I'apoptose 8. Par exemple lors d’une infection par le poliovirus, le
complexe de reconnaissance de la coiffe est inactivé ce qui inhibe la traduction cap-
dépendante ', La traduction cap dépendante est également réduite au cours de la mitose.
En effet une diminution de l'interaction entre le complexe d’initiation de la traduction et la
coiffe est observable 1%, La traduction dite IRES prend alors le relais pour assurer la traduction
des ARNm. Les séquences IRES permettent un recrutement direct des ribosomes. Un IRES
interagit avec le complexe de pré-initiation 43S et scanne I’/ARNm jusqu’au niveau du codon
d’initiation de la traduction AUG. Certains facteurs d’initiation de la traduction seront

également recrutés.

IV- La traduction cap-dépendante

La traduction de I’ARNm est |'étape la plus énergivore de I'expression des genes et hautement
régulée 1192 |e contrdle de la traduction fournit une réponse rapide aux signaux

environnementaux afin d’enclencher la synthése protéique et de maintenir I'homéostasie
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dans la cellule. La traduction chez les eucaryotes comprend trois étapes: l'initiation,

I’élongation et la terminaison %3,

L’initiation de la traduction commence par la fixation du complexe elF4F (eukaryotic initiation
factor 4F) au niveau de la coiffe 194, Ce complexe se compose de plusieurs protéines elF4E
(eukaryotic translation initiation factor 4E), elF4G (eukaryotic translation initiation factor 4G)
et elF4A (eukaryotic translational initiation factor-4A). La protéine de liaison a la queue poly-
A (PABP) s’associe au complexe elF4F (eukaryotic initiation factor 4F) via la protéine
d’échafaudage elF4G. Cela va induire la circularisation de I’ARNm, ce qui améliore la
traduction. La protéine elFAG interagit aussi avec un elF3 (eukaryotic initiation factor 3), un
complexe multi-protéique responsable du recrutement de la sous-unité ribosomale 40S a
I'extrémité 5’ de I’ARNm sous la forme d’un complexe de pré-initiation 43S. Ce dernier résulte
de I'association de la sous-unité 40S avec un complexe dit ternaire (facteur d’initiation elF2,
ARNti-Met, GTP). Le complexe multi-protéique étant formé, la traduction peut ainsi débuter

au niveau du codon d’initiation AUG de la traduction (Figure 26).

L’étape d’élongation de la traduction correspond a la lecture du code génétique, elle identifie
pour chaque codon I'acide aminé correspondant. Elle doit maintenir le cadre de lecture afin
de ne pas créer de décalage, sélectionner et délivrer les bons acides aminés grace aux ARNm
de transfert (ARNt). Les ribosomes se déplacent de codon en codon le long de ’ARNm, les
acides aminés seront ajoutés les uns a la suite des autres par des liaisons peptidiques. Deux
facteurs sont essentiels pour I'élongation, il s’agit de eEF1A (eukaryotic elongation factor 1A),
qui participe a I'apport des ARNt chargé avec un acide aminé au niveau du ribosome et de

eEF2 (eukaryotic elongation factor 2) qui favorise I"avancée du ribosome le long de ’ARNm®®>,

La terminaison est la derniére étape de la traduction, elle est médiée par le facteur de
libération eRF1, il reconnait I'un des trois codons d'arrét (UAA, UAG et UGA). Suite a la
reconnaissance du codon stop, le facteur eRF1 (eukaryotic translation termination factor 1)
mime un ARNt et se lie au ribosome a la place de ce dernier. Cet événement, ainsi que la liaison
de eRF3 (eukaryotic translation termination factor 3) avec le facteur eRF1, stimule I'hydrolyse

du GTP et la libération de la chaine peptidique néosynthétisée 196197,

Apres cette étape de terminaison, les sous-unités ribosomales ainsi que tous les composants

de la machinerie de traduction sont recyclés pour participer a un nouveau cycle de traduction.
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Figure 26 : Schéma général de la traduction cap-dépendante
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1) Laformation du complexe de pré-initiation 43S

La premiere étape de la traduction est la formation du complexe de pré-initiation 43S (PIC). Il
résulte de I'association de la sous-unité ribosomale 40S avec un complexe appelé complexe

ternaire 198,

Le complexe de pré-initiation 43S balaye I’ARNm jusqu’a ce que I’anticodon
(ARNti-Met) s’apparie avec le codon initiateur AUG. L’interaction induit I'arrét du balayage par
le complexe PIC, ’hydrolyse du GTP, la dissociation de certains facteurs d’initiation ainsi que
la jonction de la sous-unité ribosomale 60S avec la sous-unité 40S. Cela va former un complexe

80S compétant pour entrer dans la phase d’élongation de la synthése protéique °2.

Complexe ternaire et de pré-initiation 43S

Le complexe ternaire est composé d’ARNt initiateur porteur d’'une méthionine (ARNti-Met),
du facteur d’initiation elF2 (eucaryotic translation initiation factor 2) et du GTP **°, Avant la
formation du complexe ternaire, le facteur elF2-GDP est activé en elF2-GTP par elF2B. il se fixe
ensuite a I’ARNti-Met afin de former le complexe ternaire. Ce complexe ternaire (elF2, ARNti-
Met, GTP) se lie a la petite sous-unité 40S du ribosome avec, elF3 (eucaryotic translation
initiation factor 3), elF1 (eucaryotic translation initiation factor 1) et elF1A (eucaryotic
translation initiation factor 1A) pour former le complexe PIC 209201, |es facteurs elF1 et elF1A
se lient aux sites A et P du ribosome et le complexe elF3 (composé de 13 sous-unités) va lui
interagir avec le facteur elF4G. Le complexe elF4F recrute le complexe de pré-initiation 43S au
niveau de I'extrémité 5’ de ’'ARNm grace a l'interaction entre elF3 et elF4G. Cette fixation a
ARNm va former le complexe 48S. Ce complexe scanne 'ARNm pour trouver le codon
d’initiation AUG (Figure 23). Lors de la reconnaissance du codon, |'appariement des bases de
I’anti codon (ARNti-met) avec le codon d’initiation se fait au niveau du site P du ribosome. Le
premier codon initiateur rencontré est en général celui qui initie la traduction. En effet, pour
gu’un codon soit initiateur le contexte nucléotidique qui I'entoure est important et
notamment les nucléotides -1 a -6 précédents ce codon, il s’agit d’'une séquence consensus
appelée séquence de Kozak. Si cette séquence n’est pas présente alors il est possible que le
codon initiateur de la synthése protéique ne soit pas le premier AUG 22, La reconnaissance de
I’AUG induit I’hydrolyse du GTP qui est liée a elF2 par les facteurs elF5 (eucaryotic translation
initiation factor 5) et elF5B (eucaryotic translation initiation factor 5B). La reconnaissance du
codon AUG induit le déplacement de elF1, favorisant un changement de conformation d’elF2

permettant la libération du phosphate lors de I’hydrolyse du GTP. Cela induit la dissociation
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du complexe 48S et permet la liaison de la sous-unité 40S avec la sous-unité 60S afin de former
I"'unité ribosomale 80S. La formation du ribosome 80S donne le point de départ de I'étape
d’élongation. Les constituants du complexe pourront étre recyclés pour un prochain cycle de

traduction 203,

Le facteur elF2 :

Le facteur elF2 est composé de trois sous-unités, a, B et y. La sous-unité y possede une activité
GTPasique et contient le site de liaison au GTP et a I’ARNti-Met. Lorsque elF2 est en complexe
avec du GDP, il est sous sa forme stable et inactive 2°*. L’échange du GDP par du GTP est
possible grace au facteur elF2B qui possede une activité GEF (Guanosine Exchange Factor).
Cet échange est nécessaire pour la formation du complexe ternaire. L’ARNti-Met a une affinité
plus élevée pour elF2 quand il est lié au GTP plutot qu’au GDP. Lors de la fin du cycle, elF2
reprend sa forme inactive par I’hydrolyse du GTP en GDP. Cela entraine un changement de
conformation d’elF2 et une perte d’affinité pour I’ARNti-Met. Le décrochage de ce facteur

permettra le recyclage d’elF2.

La sous-unité a est la sous-unité régulatrice d’elF2. Cette sous-unité est phosphorylable sur la
sérine 51 par plusieurs kinases. En condition de stress, la phosphorylation d’elF2a inhibe
I'activité de d’elF2B en empéchant I’hydrolyse du GTP en GDP. Celaimpose un contréle négatif

de l'initiation de la traduction et met un frein a la synthése protéique 2%,

2) Le complexe d’initiation de la traduction

Le complexe elF4F :

Le processus commence par la reconnaissance de la coiffe m’GTP de I’ARNm par le complexe
du facteur d’initiation de la traduction 4F (elF4F) 206207 Cela facilite le recrutement de la petite
sous-unité ribosomale 40S au niveau de I’ARNm. Le complexe elF4F (Figure 27) est composé
de trois protéines : elF4E, elFAG et elF4A. Chaque protéine joue un réle précis et essentiel
dans la régulation de l'initiation de la traduction. La surface concave du facteur d’initiation de
la traduction 4E (elF4E) se lie a la coiffe 298 et sa surface convexe interagit avec elF4G, une
protéine d’échafaudage. Cette derniere recrute elF4A, une ARN hélicase ATP dépendante qui
dénature les structures secondaires de ’ARNm. L'abondance de ces facteurs et notamment

elF4E régule l'initiation de la traduction.
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Figure 27 : Le complexe elF4F

elF4G :

Le facteur elF4G est une protéine d’échafaudage qui présente plusieurs sites de fixation pour
I’ARNm mais également de nombreuses protéines impliquées dans linitiation de la
traduction. Ce facteur possede des domaines de liaison a ’ARNm (2 dans son domaine central)
et également a différents facteurs de la machinerie de la traduction. Il interagit également

avec la kinase MINK.

Le complexe elF3 interagit avec le domaine central de la protéine elF4G, alors que elF4E et
PABP (Poly(A) Binding Protein) se lient au domaine N-terminal de la protéine. elF4G présente
deux domaines de liaison (central et C-terminal) pour elF4A 2%, Le domaine C-terminal permet

également l'interaction avec la kinase MNK 2%° (Figure 28).

L'interaction entre elF4G et elF4E implique un motif conservé sur elF4G formé par la séquence
consensus suivante : Tyr-X-X-X-X-Leu-¢ (X est variable et ¢ est un acide aminé hydrophobe).
elF4G lie elFAE sur sa face convexe, a I'opposé du site de liaison a la coiffe. Il est démontré que

cette interaction augmente fortement la liaison de elF4E pour la coiffe 212,

Ce facteur permet la circularisation de I’ARNm par sa liaison avec PABP permettant de
rapprocher I'extrémité 3’ de la 5’. La circularisation des ARNm est essentielle pour la
traduction 2'2. La PABP interagit avec des acteurs du complexe d’initiation de la traduction, ce
qui va circulariser ’ARNm et potentialiser sa traduction?!3. La liaison de la PABP avec un autre
facteur elF4G permet la circularisation de I’ARNm, cette liaison entre ces deux facteurs permet

de rapprocher I'extrémité 3’ de ’ARNm a la 5’ 2'4, La circularisation des ARNm est essentielle
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pour la traduction mais également pour le recyclage des ribosomes de la région 3’ du codon

stop vers la région 5’ de 'ARNm 215,

Figure 28 : Structure générale d’elF4G et les sites d’interactions avec les
autres facteurs d’initiation

elF4G
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elF4A :

Le facteur elF4A est une ARN hélicase appartenant a la famille des hélicases a ARN DEAD-box
parmi les mieux caractérisés 2%¢. C'est le facteur d’initiation le plus abondant chez les
mammiféres. C'est une enzyme qui déroule les structures secondaires de 'ARNm par un
mécanisme dépendant de I’ATP 27, Cela permet de faciliter le recrutement du complexe de
pré-initiation 43S (PIC) au niveau de ’ARNm a proximité de la coiffe ainsi que I’élongation de
I’ARNm 218, A elle seule, I'activité hélicase est faible et non processive mais son activité est
stimulée par la liaison a deux cofacteurs elF4B et elF4H et agit alors comme une hélicase

processive 219220,

3) Le facteur d’initiation de la traduction elF4E

Le facteur d’initiation de la traduction (elF4E) est un élément central de l'initiation de la
traduction dans les cellules eucaryotes. De par son interaction avec la coiffe des ARNm, il
permet le recrutement de toute la machinerie nécessaire a I'étape d’initiation de Ia
traduction. Des études ont permis d’identifier et de caractériser trois membres différents de
la famille d’elF4E appelés elF4E1, elFAE2 et elF4E3 221222 | a structure d’elF4E a été hautement
conservée au cours de I'évolution chez les eucaryotes. Ces trois homologues possedent une

grande identité au niveau de leur région centrale de la liaison a la coiffe.
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a) Le facteur d’initiation elF4E1

Généralités et fonctions du facteur elF4E1

Le facteur elF4E1 est une protéine cytoplasmique qui présente une structure particuliere avec
une face concave et 'autre convexe. Cette protéine de liaison a la coiffe est la mieux
caractérisée par rapport a ses deux homologues. elF4E1 joue un réle central dans la traduction
et dans I'expression des genes. Mais il est considéré comme le facteur le moins abondant et
donc limitant pour la liaison des ribosomes a 'ARNm 223, Ce facteur est donc la cible de
nombreuses régulations. Il est controlé par des voies de signalisation responsables de sa
phosphorylation par exemple, ou encore son géne est la cible de facteurs de transcription
comme c-myc 2?4, Le facteur elF4E1 est impliqué dans la traduction d’ARNm régulant de
nombreuses fonctions biologiques comme la prolifération (cycline D1), la croissance, la survie
cellulaire. Linitiation de la traduction est un processus finement régulé qui peut en cas de

disfonctionnement conduire au développement de cancers.

L'initiation de la traduction commence par la formation du complexe elF4F et plus
précisément par la fixation d’elF4E1 au niveau de la coiffe des ARNm (Figure 29). La fixation
du facteur d’initiation elF4E1 sur la coiffe résulte d’'un processus électrostatique reposant sur
la charge positive de la coiffe et sur le nuage d’électrons négatifs des résidus aromatiques ()
présents sur protéine liant la coiffe. Le facteur elF4E1 posséde deux résidus aromatiques
tryptophanes (Trp 56 et Trp 102) situés dans la face concave de la protéine 22°. Un troisiéme
tryptophane (Trp 166) sur la protéine elF4E1 reconnait, grace a des liaisons hydrogénes, le
résidu N7-méthylé de la coiffe. Par ces interactions la coiffe est prise en « sandwich » dans la

face concave de la protéine elF4E1 208221,

Figure 29 : Structure cristallographique d’elF4E1
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Régulation d’elF4E1 par sa phosphorylation

Le facteur elF4E1 est phosphorylé sur la serine 209 2?6, par la kinase MNK. Il a été mis en
évidence que cette phosphorylation augmente I'affinité de liaison de ce facteur pour la coiffe
227 et participe donc a I'efficacité de la traduction. La kinase MNK est une sérine/thréonine
kinase qui ne se lie pas directement a elF4E1. En effet MNK est recruté via le domaine C-
terminal du facteur elF4G 219222 _ pour rappel elF4E1 interagit avec elFAG grace a sa face
dorsale convexe. Le facteur elF4E1 a sur sa face dorsale une partie hydrophobe ou se trouve
le site de reconnaissance des facteurs elF4G et 4E-BP. Ce site de reconnaissance est une
séquence conservée du consensus (S/T) VXXFW, qui est similaire a celle des facteurs elF4G et
4E-BP?%. || a également été montré que certains acides aminés (His37, Pro38, GIn40, Val69,
Trp73, Leul31, Glul32 et Leul35) participent a la liaison avec elF4G et 4E-BP et jouent le réle
de point d’ancrage, dont parmi eux deux acides aminés appartenant a la séquence du
consensus (Val69 et Trp73). En effet une inhibition de la liaison entre elF4E1 et elF4G diminue
la phosphorylation d’elF4E1. L'interaction entre les deux facteurs permet le rapprochement
entre la kinase MNK et le facteur elF4E1, ce qui suggére que elF4E1 est phosphorylé

uniguement quand il appartient au complexe elF4F.

Il existe cependant des études controversées concernant le réle de la phosphorylation
d’elF4E1l. En effet des expérimentations ont révélé que la phosphorylation d’elF4E1
diminuerait I'affinité pour I'ARNm 230, Les premiéres données suggérent que la
phosphorylation de la sérine 209 permet la formation d’un pont salin avec la lysine 159 qui
fixe le facteur elF4E1 sur la coiffe et augmente donc son affinité avec 'ARNm. Or d’autres
études suggérent que la ser209 et la lys159 sont trop loin pour former une telle structure et
gue au contraire, la phosphorylation diminuerait I'affinité. Une étude a comparé I'efficacité
de la synthése protéique entre une protéine elF4E1 sauvage phosphorylable et une protéine
mutée sur la ser209 non phosphorylable. Ces données montrent qu’il n’y a pas de différence
dans la synthése protéique %31, Malgré ces divergences, la communauté scientifique s’accorde
sur le fait gu’une traduction exacerbée, dépendante d’elF4E1 et de sa phosphorylation, est

associée au développement oncogénique.
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Régulation négative d’elF4E1 :

L'activité d’elF4E1 est régulée par des protéines de liaison a elF4E1 appelées 4E-BP (elF4E-
Binding Proteins). Il existe trois isoformes 4E-BP1, 4E-BP2 et 4E-BP3 2327234, |e facteur 4E-BP
contient une séquence consensus Tyr-XXXX-Leu-®, (ou @ est n'importe quel acide aminé
hydrophobe) qui permet la liaison avec elF4E1l. Les facteurs elF4G et 4E-BP sont en
compétition pour se fixer au niveau d’un méme site de liaison sur le dos convexe d’elF4E1 233,
Ces deux protéines conservent un méme site de reconnaissance pour elF4El. Les trois
protéines sont capables d’interagir avec elF4E1 et d’inhiber sa fonction. L’interaction de 4E-
BP avec elF4E1 dépend de I'état de phosphorylation de 4E-BP 23>, En effet 4E-BP1 posséde 7
sites de phosphorylation, alors que 4E-BP2/3 en ont que 5. La phosphorylation est sous la
dépense de voies de signalisations dépendante de kinases. La phosphorylation de 4E-BP réduit
considérablement son affinité pour elF4E1. Lorsque 4E-BP est hypophosphorylé, il séquestre
elF4E1, 'empéchant d’interagir avec elF4G et bloquant ainsi la formation du complexe elF4F.
Cela aura pour conséquence un blocage de la traduction cap-dépendante. La fonction et
I'expression des différents membres de la famille 4E-BP indiquent qu'il existe une redondance

dans ce mécanisme de contréle de la traduction, soulignant son importance.

Régulation d’elFAE1 par les voies de signalisation

La régulation du complexe d’initiation de la traduction et des différents facteurs est sous la
dépendance de plusieurs voies de signalisation comme la voie PI3K/ Akt / mTor (Phosphatidyl
Inositol 3-Kinase-Akt-Mammalian target of rapamycin) et la voie des MAPK (Mitogen-
activated protein kinases) 236, L’activation de ces voies par des mitogénes ou des facteurs de
croissance entraine une cascade de phosphorylations successives de différents facteurs
aboutissants a la traduction de génes impliqués dans la survie et la prolifération cellulaire. Le

contréle de ces voies de signalisation est essentiel pour maintenir I’lhoméostasie cellulaire 237,

La voie PI3K/ Akt

La voie PI3K/mTOR (Phosphatidyl Inositol 3-Kinase-Akt-Mammalian target of rapamycin)
intégre des signaux extra et intracellulaires pour controler la traduction en régulant
I'association d’elF4E1 avec ses partenaires inhibiteurs (4E-BP)(Figure 30). En effet la
disponibilité d’elF4E1 et la formation du complexe de traduction dépend du facteur elF4E-

Binding Proteins (4E-BP 1/2) 238, En effet ce dernier présente une forte affinité de liaison pour
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elF4E1 sous sa forme déphosphorylée. L'activation de la voie de signalisation PI3K-Akt conduit
a la phosphorylation d’4E-BP1/2 par la kinase mTOR. Cette phosphorylation libére le facteur
elF4E1, qui peut ainsi interagir avec elF4G. Lorsque 4E-BP est hypophosphorylé il bloque
I'assemblage du complexe elF4F, il est en concurrence avec elF4G pour un site de liaison

commun sur elF4E. La formation du complexe elF4F active la traduction cap-dépendante 23.

L’activation de la voie PI3K conduit a I'activation de PDK1 puis de AKT (3 isoformes existent :
AKT1, AKT2 et AKT3). La protéine AKT a son tour phosphoryle les facteurs TSC1/2 pour
empécher leurs dimérisations. Cela inhibe la Rheb GTPase et par conséquent permet
I'activation de mTORC1 (association de mTOR et de Raptor). Le complexe mTORC1
phosphoryle a son tour la kinase p70-S6K et le facteur 4E-BP?%°. La kinase p70-S6K ou S6K1 est
une cible en aval de la signalisation mTORC1, qui phosphoryle la protéine S6 (composant de
la sous-unité 40S) ainsi que d’autres facteurs comme elF4B. L’activation de cette voie est sous
le contréle de la phosphatase PTEN (Phosphatase and TENsin homolog) qui permet d’éviter

une suractivation de la signalisation dépendante de PI3k.

La voie des MAPK

La voie de signalisation des MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase) régule les kinases
MNK1/2 lesquelles phosphorylent elF4E1 sur la sérine 209 240 (Figure 30). Les kinases MNK1
et MNK2 sont des sérines/thréonines protéines kinases qui sont elles-mémes activées par une
cascade de signalisations dépendantes des kinases RAS/MEK/ ERK et p38. MNK1 est le
principal acteur de la phosphorylation de elF4E1 dans la cellule, alors que MINK2 phosphoryle
elFAE1 mais dans une moindre mesure car la régulation de MNK2 ne dépend pas de p38 21
Une fois activées, les kinase MNK sont recrutées au niveau du complexe elF4F par

I'intermédiaire d’elFAG et phosphorylent ainsi le facteur elF4E1.
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Figure 30 : La régulation du complexe d’initiation de la traduction elF4F

par les voies de signalisation des MAPK et de PI3K-AKT

Voie de signalisation
PI3K-Akt

Voie de signalisation

des MAPK

84



Les fonctions nucléaires d’elF4E1 :

Les facteurs d’initiation de la traduction sont classiquement retrouvés dans le cytoplasme et
contrélent la synthése protéique. Un nombre croissant d’études ont démontré qu’elF4E1 avait
une autre localisation dans la cellule. Il se retrouve également dans des structures nucléaires
appelées corps nucléaires d’ou il favorise le transport d’ARNm sélectifs vers le cytoplasme.
Cela a pu étre mis en évidence grace a des expériences d'immunofluorescence ou il a été
démontré qu’une fraction de ce facteur se trouve dans le noyau 242243, || favorise le transport

d’ARNm régulant la croissance cellulaire comme la cycline D1.
b) Le facteur d’initiation elF4E2

elF4E2 (4E-LP ou 4EHP auparavant) est une protéine homologue a elF4E1 qui partage environ
28% d’identité avec son homologue elF4E1 %44, Elle est également 5 a 10 fois moins abondante
que elF4EL. elF4E2 présente une substitution au niveau du Trp 56 chez elF4E1. Ce tryptophane
est remplacé par une tyrosine (Tyr), cependant cela n’empéche pas la fixation de ce facteur a
la coiffe de ’ARNm. Ces modifications sont a I'origine d’'une moins bonne affinité de liaison
pour la coiffe. elF4E2 n’interagir pas avec elF4G en revanche il est capable de se lier aux trois
formes de 4E-BP mais se lie préférentiellement a 4E-BP2 et 4E-BP3. Ce facteur est également
décrit comme étant essentiel au développement périnatal, un KO pour ce géne est |étal au
cours du développement. En effet ce facteur est impliqué dans la traduction d’un sous-groupe
d’ARNm au cours du développement embryonnaire 2#°. Il est également recruté en condition
de stress hypoxique dans un complexe particulier dépendant du facteur HIF-2a (Hypoxia
inducible factor 2) se fixant a la coiffe afin de traduire des ARNm cibles particuliers permettant

de faire face a ce stress 2%6.
c) Le facteur d’initiation elF4E3 :

Généralités du facteur elF4E3

Peu d’études se sont concentrées sur le facteur d’initiation elF4E3, il possede donc de
nombreuses zones d’ombre. Présentant 25% d’homologie structurelle et 50% de similarité,
elFAE1 et elF4E3 semblent pourtant posséder des réles distincts au sein de la cellule 221, En
effet les premiéres études sur ce facteur ont mis en évidence la fixation atypique d’elF4E3 au
niveau de la coiffe (mGTP). Des études utilisant une approche biophysique ont permis de
mettre en évidence ce mode de fixation différent. Un des deux tryptophanes d’elF4E1 (Trp56)
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est remplacé par un acide aminé non aromatique, la cystéine 52. La reconnaissance de la coiffe
se fait grace a la combinaison de la Cys52 et du Trp98 (Figure 31). Cependant on retrouve
I’équivalent du résidus Trp166 d’elF4E1 au niveau d’elF4E3, permettant I'interaction avec le
résidu N7-méthylé de la coiffe grace a des interactions de van der Waals. Le facteur elF4E3
utilise une stratégie inhabituelle mais il se lie tout de méme spécifiquement au niveau de la
coiffe des ARNm. elF4E3 rentre donc en compétition avec elF4E1 pour la fixation a la coiffe.
Cependant la fixation d’elF4E3 au niveau de la coiffe est entre 10 a 40 fois moins efficace que

celle d’elF4E1 247.

Figure 31 : Structure cristallographique d’elF4E3
(Adaptée de Osborne et al, 2013)

Interaction avec
elF4G

Les premiéres analyses ont également montré qu’elF4E3 ne peux interagir avec aucune des
trois formes du facteur 4E-BP empéchant ainsi la régulation par les 4E-BPs. A l'inverse
d’elF4E2, le facteur elF4E3 interagit avec le facteur elF4G, mais avec une moins bonne affinité
gu’elF4E1. Cela peut donner lieu a une compétition entre elF4E3 et elF4E1 pour la fixation a
elF4G. Cependant l'interaction avec elF4G suggere I'implication d’elF4E3 dans la traduction
cap-dépendante et la synthése protéique. Mains les fonctions biologiques d’elF4E3 ainsi que
sa régulation ne sont pas connues. Fait intéressant, le site de phosphorylation présent sur
elFAE1 (ser209) n’est pas conservé, suggérant qu’elF4E3 échappe aussi a la régulation par la

kinase MINK.

La localisation d’elF4E3 a été étudiée : une localisation nucléaire et cytosolique a été mise en
évidence comme pour son homologue elF4E1. Cela suggere que ce facteur peut donc jouer un

role a la fois dans I'exportation et la traduction de I'ARNm.
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Afin d’en apprendre un peu plus sur la régulation de ce facteur, I'expression d’elF4E3 a été
regardée dans plusieurs tissus. En effet I'expression endogene d’elF4E3 differe au sein des
tissus, par exemple elle est absente dans les fibroblastes mais présente au sein de cellules

hématopoiétiques. L’expression d’elF4E3 semble étre donc tissus dépendante %47,

Les fonctions du facteur elF4E3

Actuellement peu de travaux refletent le role du facteur d’initiation elF4E3. Son mode de
fonctionnement ainsi que sa fonction biologique restent encore peu connus. Pour autant, de
nouvelles recherches s’intéressent a ce facteur. D’ailleurs chez la drosophile, le role d’elF4E3
a été démontré comme étant essentiel pour la spermatogeneése et notamment pour la méiose
des spermatozoides. En effet les males dépourvus de ce facteur sont stériles. Ce facteur forme
également le complexe elF4F et interagit avec les facteurs elF4G 28, Cet exemple suggére

gu’elF4E3 contrble une traduction spécifique de certains génes chez la drosophile.

Une autre étude a observé la fonction du facteur elF4E3 en condition de stress 24°. Pour induire
ce stress, un inhibiteur de mTor ou de la PI3K a été utilisé. Pour rappel la voie de signalisation
PI3K/AKT permet la phosphorylation du facteur 4E-BP via mTor. Lorsque cette voie est inhibée,
elF4E1 est alors séquestré par 4E-BP1. Cette étude a mis en évidence que lors d’un stress, c’est
elF4E3 qui forme un complexe elF4F actif. Dans des conditions de prolifération normale, la
traduction est plutét dépendante du facteur elF4E1. Lors d’un stress (ici induit par des
inhibiteurs), elF4E3 remplace le facteur elF4E1 dans le complexe elF4F, lorsque ce dernier est

séquestré par 4EBP1 hypophosphorylé.

Ces premiéres études ont permis de caractériser le facteur d’initiation elF4E3 en démontrant
ses capacités de fixation a la coiffe et au facteur elF4G. Cependant ce dernier semble échapper
a la régulation directe par les voies de signalisation des MAPK/MNK ou la voie PI3K/Akt-mTOR.
A ce jour nous ne connaissons pas les mécanismes de régulation ce facteur, ni les ARNm dont
la traduction pourrait étre spécifique d’elF4E3. Mais il semblerait que la traduction
dépendante de ce facteur soit initiée dans des conditions précises et ne participe pas a la

traduction globale comme son homologue elF4E1.
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Pour résumer :

Ces trois facteurs ont donc une capacité de se fixer a la coiffe avec une plus ou moins grande
affinité mais ne peuvent subir les mémes régulations, du fait de leurs absences de liaison avec
certains facteurs. De plus, des études sur les trois homologues ont permis de montrer la
distribution tissulaire de ces facteurs. Les facteurs elF4E1 et elF4E2 sont exprimés de maniére
omniprésente dans de nombreux tissus avec un niveau plus élevé dans les gonades. Alors que
le facteur elF4E3 est retrouvé essentiellement dans le coeur, les muscles squelettiques, les
poumons et la rate 2%1. Une telle distribution (homogéne) suggére que ces facteurs sont des
régulateurs globaux de la traduction, a I'inverse on peut supposer qu’elF4E3 controle une
traduction plus spécifique. Cependant elF4E2 lie la coiffe mais ne peut fixer a elF4G, il est donc
peu probable que ce facteur participe a la traduction cap-dépendante (Figure 32). elF4E-2 et
elF4E-3 contiennent tous deux le méme motif (S/T) VXXFW (résidus 68 a 73) qu’elF4E-1, le
résidu Trp est requis pour l'interaction avec les facteurs elF4G et 4E-BP. D'autres résidus qui
entrent en contact avec elF4G et 4E-BP dans elF4E-1 sont conservés a la fois dans elF4E-2 et
elF4E-3 a quelques exceptions prés. Les résidus d’elF4E1 (His37, GIn40, leu131) permettant
I'interaction avec elF4G sont remplacés par des résidus Val30, His33 et Lys123 respectivement
pour elF4E3. De plus, elF4E2 possede tous les résidus nécessaires a I'interaction avec elF4G a
I’exception de la Leu131 et de la Glu132 qui sont remplacées par des résidus Glu et Asn. Or la
Leul131 est également substituée pour le facteur elF4E3, qui lui peut se lier au facteur elF4G.
De plus elF4E2 peut se fixer a 4E-BP, par la liaison d’elF4E2 avec 4E-BP, ce complexe pourrait
réguler la traduction, en empéchant 4E-BP de se lier a elF4E1. |l semblerait donc que ce soit
I’enchainement des résidus dans un ordre bien précis qui conditionne l'interaction de ces
facteurs avec elF4G et/ou 4E-BP 2°°, l’interaction d’elF4E3 avec la coiffe ainsi qu’avec le
facteur elFAG suggéere que ce facteur peut jouer le réle de facteur d’initiation dans la

traduction cap-dépendante.
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Figure 32 : Les différentes interactions des facteurs d’initiation de la traduction

(A) Interaction des facteurs d’initiation de la traduction, (B) Structure générale d’elF4G et 4E-BP et
interactions avec les autres facteurs d’initiation, (C) Séquence des membres de la famille elF4E et
leurs interactions avec la coiffe et les autres facteurs d’initiation (Adaptée de Osborne et al, 2013).
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4) Traduction et cancer

L'implication d’elF4E1 dans le cancer

La dérégulation de la traduction et des facteurs d’initiation est associée a un large éventail de
cancer 251252 |a traduction est un processus contrdlé par une grande variété de facteurs
extracellulaires et intracellulaires. Ces dérégulations engendrent une prolifération et une
croissance cellulaire exacerbée 2°3. ’activité accrue du complexe d’initiation de la traduction

aura pour conséquence une synthése protéique dérégulée qui participe a 'oncogenese 2°4,

La premiere preuve que la dérégulation de la traduction des ARNm est impliquée dans le
développement d’'un cancer remonte a 1896. La surexpression des différents acteurs
impliqués dans le contréle traductionnel est omniprésente chez les patients atteints de
cancer. De nombreuses mutations liées au cancer se trouvent dans les voies qui alimentent la
machinerie de la traduction. On retrouve de nombreuses mutations d’oncogenes comme Myc,
Ras ou des mutations de suppresseurs de tumeur comme TP53 ou bien PTEN. La surexpression
des facteurs d’initiation de la traduction comme par exemple elF4E1, elF4G ou elF4A est

retrouvée dans de nombreux cancers 2°°.

Outre ces dérégulations qui favorisent 'oncogenése, la structure des ARNm joue un réle
essentiel dans le processus de traduction. Le facteur elF4E1 est le facteur d’initiation le moins
abondant, les ARNm sont donc « en compétition » pour des quantités limitées de ce facteur.
Il est décrit que la surexpression d’elF4E1 améliore la traduction des ARNm avec un long 5’UTR
256 Ces ARNm longs ont de nombreuses structures secondaires qui nécessitent I'activité de
I’ARN hélicase (elF4A) et donc I'assemblage du complexe elF4F au niveau de la coiffe 2°’. La
traduction de ces ARNm est donc stimulée par la disponibilité et la phosphorylation d’elF4E1.
Cependant les ARNm avec un long et structurés 5'UTR codent généralement pour des
protéines impliquées dans la survie, la prolifération et la croissance cellulaire. Différentes
dérégulations sont a I'origine d’une augmentation de la disponibilité et de la phosphorylation
d’elF4E1. Cela stimule la traduction d’ARNm spécifiques (5 UTR long), contribue a la

prolifération et a la survie cellulaire exacerbée, et favorise I'oncogenése 2%,

Dérégulation des voies de signalisation

La traduction est contrélée par des voies de signalisation qui détectent divers stimuli comme
un stress (UV), les hormones ou facteurs de croissance ou la disponibilité en nutriments ou en
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acides aminés 2°°

. La dérégulation des voies de signalisation est un phénomeéne courant a
I’origine du développement des cancers 2°° L’activation exacerbée de la voie PI3K-AKT a pour
conséquence une hyper phosphorylation du facteur 4E-BP. Sa capacité a inhiber la traduction
en séquestrant elF4E1 est alors altérée. Il en résulte une suractivation du complexe d’initiation
de la traduction et par conséquent de la synthese protéique favorisant la croissance et la

235 Des mutations de protéines impliquées dans la

prolifération cellulaire tumorale
signalisation des MAPK comme Ras %%%ont pour conséquences une hyperactivation de la kinase
MNK et donc une hyper phosphorylation d’elF4E1l. La dérégulation de ces voies de
signalisation a différents niveaux compromet I’homéostasie cellulaire et favorise la

tumorigenése 261,

Dérégulation de facteurs de transcription

L'expression accrue de facteurs de transcription peut également étre a l'origine du
développement de cancers. En effet par leur capacité a réguler I'expression des génes, leur
dérégulation peut conduire a la transcription exacerbée des genes cibles. Le facteur
d’initiation de la traduction elF4E1 est surexprimé dans de nombreux cancers (environ 30%

des cancers) et également dans les LAM 262,

Nous pouvons donner pour exemple le facteur de transcription myc muté dans de nombreux
cancers y compris dans les LAM. Les membres de la famille de c-myc se lient a ’ADN, au niveau
de séquences E-box et modulent I'expression transcriptionnelle de génes jouant un réle dans
la croissance et la prolifération cellulaire. Le facteur de transcription c-myc est induit par des
mitogenes et régule de nombreux processus cellulaires. Des altérations de c-myc conduisent
a une expression dérégulée contribuant a la tumorigeneése. Différents facteurs d’initiation de
la traduction comme elF4E, elFAG, elF4A ou encore elF4B ont été identifiés comme des cibles
de c-myc %3, Par exemple, elF4E est une cible bien caractérisée de c-Myc, et la transactivation
est médiée par la présence de deux motifs E-box dans le promoteur elF4E 224, Les niveaux
d’elF4F augmentent lors de I’activation de c-myc (par des mitogenes), il a également été
montré que le complexe elF4F régule a son tour positivement I'expression de c-myc. Cela
suggere une boucle de rétroaction entre c-myc et elF4F qui participe au développement de

cancers quand cette derniére est dérégulée 254,
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Un autre facteur de transcription NF-kB est impliqué dans la régulation de I’expression
d’elF4E1. U'activation constitutive de ce facteur a notamment été montrée chez les patients
atteints de LAM 285, Ce facteur joue un rdle central dans la régulation de croissance ou de la
prolifération et il a été montré que ce facteur régulait de maniére aberrante elF4E1 dans les
LAM. Le facteur elF4E1 est une cible transcriptionnelle directe de NF-kB notamment dans les
cellules hématopoiétiques. Chez les patients atteints de LAM, NF-kB s’associe beaucoup plus
au promoteur d’elF4E1 par rapport a des donneurs sains 26, Ces découvertes mettent en

évidence les dérégulations de la machinerie de la traduction qui conduisent a la tumorigeneése.

Role nucléaire d’elF4E1 dans le cancer

La surexpression de facteurs d’initiation de la traduction peut déréguler la fonction nucléaire
de facteurs comme elF4E1. La surexpression d’elF4E1 induit la dérégulation du transport des
ARNm du noyau vers le cytoplasme et serait impliquée dans la leucémogenése?®?. La fraction
nucléaire d’elF4E1 assure le transport d’un sous-ensemble de transcrits comme par exemple
la cycline D1. Il a été démontré que le transport du messager la cycline D1 vers le cytoplasme
est régulé a la hausse chez les patients atteints de LAM et cela est corrélé avec la surexpression
d’elF4E1. La dérégulation du transport de I’ARNm de la cycline D1 entraine une perte de
contrble de la croissance cellulaire. De plus il a également été mis en évidence que la
surexpression elF4E1 entrave la différenciation des cellules hématopoiétiques. Pour mettre
en évidence ce role, une lignée leucémique surexprimant elF4E1 a été différenciée en
monocytes avec un agent différenciant tel que la vitamine D3. La différenciation monocytaire
des cellules surexprimant elF4E1 a alors été bloquée. La dérégulation du transport d’ARNm
dépendant d’elF4E1 du noyau vers le cytoplasme favorise la croissance cellulaire, diminue la

différenciation et est impliquée dans la leucémogeneése.

L'implication d’elF4E3 dans le cancer

Des résultats préliminaires ont permis de mettre en évidence que la surexpression d’elF4E3
diminuait I'expression d’ARNm cibles d’elF4E1 comme c-myc ou encore la cyclineD1. Cette
étude a également mis en évidence une diminution de I'expression d’elF4E3 chez les quelques
patients atteints de LAM comparée aux donneurs sains alors qu’elF4E1 est surexprimé. Ces
premieres analyses laissent penser qu’elF4E3 aurait un réle physiologique de suppresseur de

tumeur 247267 en réprimant I'expression d’oncogénes.
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Tres récemment, une corrélation a également été établie dans le cancer du sein, ou les niveaux
d’expression sont différents d’un patient a I'autre. L'expression d’elF4E3 semble favorable et

limiterait le développement des métastases 262,

L'expression d’elF4E3 est également diminuée chez les patients atteints de carcinome
hépatocellulaire par rapport aux donneurs sains 2%°. Les mémes résultats ont été mis en

évidence chez des patients atteints de carcinome épidermique de la téte et du cou 27°.

Une étude récente réalisée sur un lymphome B a étudié I'implication traductionnelle d’elF4E3
et de la signalisation MNK 271, l’inhibition de MINK favorise I'activité d’'un complexe d’initiation
de la traduction dépendant d’elF4E3. L'inhibition de MNK (avec un inhibiteur comme le CGP)
supprime la phosphorylation d’elF4E1 et réduit la fixation de ce dernier au niveau de la coiffe
au profit d’elF4E3. L'utilisation d’inhibiteur de MNK favoriserait une traduction dépendante

d’elF4E3 et potentialiserait sa fonction de suppresseur de tumeur.

D’apres ces premiéres données, elF4E3 semble dérégulé et sous-exprimé dans différents
cancers, alors qu’elF4E1 est surexprimé. Cela laisse penser qu’elF4E3 ne peut plus jouer son
réle physiologique de suppresseur de tumeur (par sa sous-expression). Alors que son
homologue (surexprimé), favorise la prolifération et la croissance tumorale. Cependant nous
ne connaissons pas les dérégulations qui conduisent a une baisse d’expression d’elF4E3. Ce
facteur commence a étre étudié et certaines corrélations sont observées. Il sera donc
nécessaire de mieux caractériser ce facteur afin de comprendre ses fonctions biologiques et

son réle physiologique dans l'initiation de la traduction cap-dépendante.

93



Contexte et objectif

Ce projet de recherche s’inscrit au sein de I'équipe dans un cadre plus large visant a évaluer
dans quelle mesure le controle de la synthése protéique joue un role dans la différenciation

myéloide et dans la LAM.

En effet les nombreuses altérations génétiques impactent et compromettent les fonctions
biologiques de I'organisme conduisant au développement de la LAM. Ces altérations
génétiques (mutations/translocations chromosomiques) peuvent concerner des facteurs de
transcriptions (RUNX1, C/EBPa..), des régulateurs épigénétiques (DNMT3A, TET2..) ou du
métabolismes (IDH1/2) ou encore des facteurs d’épissage (SRSF2, SF3B..). Il existe également
des mutations des composants des voies de signalisations (FLT3, NRAS, KRAS, KIT). Toutes ces
altérations génétiques engendrent des dérégulations de I'expression des génes et perturbent
les fonctions biologiques hématopoiétiques. Ce transcriptome oncogénique s’exprime grace
au complexe d’initiation de la traduction. La traduction est linterphase qui permet
I’expression des genes en protéines. Il n’existe pas de mutation dans les facteurs régulant la
traduction. Cependant les facteurs d’initiation de la traduction sont régulés par différents
acteurs pouvant étre mutés dans la LAM. Ces altérations génétiques se répercutent sur
I’expression génique et pourraient par conséquent impacter les facteurs d’initiation de la

traduction et leurs régulateurs.

Nous avons donc émis I’hypothése selon laquelle des facteurs d’initiation de la traduction

ainsi que leurs régulateurs pouvaient étre altérés chez les patients atteints de LAM.

Afin d’explorer cette hypothése, I'’équipe a analysé un ensemble de données d’expression
générées soit par séquencages ARN (que nous appellerons RNA-seq) soit par micro-array et
incluant des échantillons normaux et des échantillons pathologiques. Les échantillons ont été
obtenus soit localement a I'Institut Universitaire du Cancer de Toulouse en collaboration avec
les cliniciens du site, soit a partir de bases de données publiques disponibles en ligne.
L'expression de tous les facteurs régulant la synthese protéique (initiation, élongation et
terminaison de la traduction) et de tous les acteurs des voies de signalisation qui controlent
leurs activités ont été scrutés. Deux observations claires ont retenu notre attention. Elles

concernent toutes deux la voie de signalisation PI3K-AKT-mTOR aboutissant a la régulation de
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I'activité du facteur d’initiation de la traduction elF4E dont la double fonction biologique est
la reconnaissance de la coiffe des ARNm via I'assemblage du complexe elF4F et le recrutement

du ribosome en vue de stimuler leur traduction des ARNm en protéines.

1. Facteur d’initiation de la traduction elF4E1 versus elF4E3. Comme d’écrit dans
I'introduction, il existe aussi trois isoformes d’elF4E codées par trois genes distincts : elF4E
(que nous nommerons elF4E1), elF4E2, elF4E3. Nous verrons que les expressions des
isoformes elF4E1 et elF4E3 ont des tendances opposées au cours de la différenciation
myéloide et inverse dans la LAM, et que cela a des conséquences sur la différenciation
myéloide monocytaire et sur la sensibilité des cellules leucémiques aux inhibiteurs de la kinase

mTOR.

2. Facteur d’initiation de la traduction et signalisation des MAPK. La signalisation des MAPK
contrble I'initiation de la traduction via la kinase d’elF4E1, MNK. Nous déterminerons si
I'inhibition de la phosphorylation d’elF4E1 par I'utilisation d’inhibiteurs de la kinase MNK

potentialise la différenciation des cellules en monocytes.

3. Signalisation PI3K-AKT-mTOR. Chez I'homme, il existe en fait trois isoformes d’AKT codées
par trois genes distincts : AKT1, AKT2, AKT3. Nous verrons que dans le lignage myéloide
I'expression de chacune des trois isoformes n’est pas identique et que dans la LAM leurs

expressions dérégulées ont des valeurs pronostiques tres différentes.
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Résultats

I- Matériel et méthodes

Cohortes de patients

Cohortes d’exploration : Les patients atteints de LAM ont été diagnostiqués, prélevés, traités
dans notre centre médical et enregistrés dans la collection biologique HIMIP (Hémopathies
malignes de I'Inserm en Midi-Pyrénées). Pour cette étude, 40 échantillons de patients
cytogénétiqguements normaux (CN-AML) ont été analysés. Les données cliniques détaillées
relatives a ces 40 patients ont été publiées précédemment (De clara, 2017). Pour I'étude de
I’'hématopoiése normale, une cohorte de 30 donneurs sains prélevés dans notre centre

médical a été analysée.

Cohortes de validation :

http://vizome.org/aml2/10 272 - https://servers.binf.ku.dk/bloodspot/9 273

Extraction et séquencage de I'ARN

Les ARN totaux ont été extraits avec du TRIzol (Ambion). L'intégrité de I'ARN a été évaluée a
I'aide du kit RNA 6000 Nano Chip (Agilent Technologies). Seuls les extraits d'ARN présentant
des valeurs d'intégrité de I'ARN =7 ont été conservés. La déplétion des ARNr a été réalisée
avec le kit Ribo-Zero (Epicentre). Les échantillons ont été transcrits en sens inverse a l'aide du
kit de transcription inverse Superscript Il (Invitrogen), conformément au protocole du

fabricant. Le séquencage de I'ARN a été réalisé au BGI (Hong Kong).

Les ARN extraits a partir de cellules CD34+ (donneurs sains) ont été séquencés a I'lCM (Institut

du Cerveau et de la Moelle épiniére) selon un protocole de ribodéplétion.
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Culture cellulaire :

Les lignées cellulaires U937 et HL-60 ont été obtenues de I'Institut Leibniz DSMZ (DSMZ 582 -
ATCC CCl-240 respectivement). La lignée U937 a été cultivée dans un milieu RPMI 1640 (Sigma)
et la lignée HL-60 a été cultivée dans de I'lMDM (Gibco). Le milieu a été supplémenté avec
10% (v/v) (20% pour HL-60) de sérum bovin foetal (Eurobio), 2mM de L-glutamine (Sigma),

100U/ml de pénicilline et 100ug/ml de streptomycine (Sigma).

Les cellules primaires (CD34) proviennent de sang de cordon ombilical et ont été fournies par
le CRB-Cancer du CHU de Bordeaux BRIF BB-0033-00036 (membre du réseau Cancéropdle
Grand Sud-Ouest). Ces cellules ont été cultivées dans un milieu commercial supplémenté
(StemMACS HSC Expansion Media XF, 130-100-473 + StemMACS HSC Expansion Cocktail, 130-
100-843) avec de 'interleukine 3 (IL-3 1ng/ml)?74,

Toutes les cellules ont été maintenues a 37 °C dans une atmosphére humidifiée contenant 5

% de CO2.

Traitement des cellules :

Les lignées cellulaires ont été différenciées avec du DMSO (1.25%, Sigma), de la vitamine D3
(1200nM (U937) ou 50nM (HL 60), 1a, 25-Dihydroxyvitamine D3, Sigma-Aldrich,) ou du PMA
(100nM, Sigma- Aldrich).

Les CD34 ont été différenciées avec un milieu commercial (StemMACS HSC Expansion Media
XF, 130-100-473 + StemMACS HSC Expansion Cocktail 130-100-843), supplémenté avec de
I'interleukine 3 (ll-3, 10ng/ml) ainsi que du M-CSF (Human M-CSF, premium grade 130-096-
492, 100ng/ml) et de la vitamine D3 (1a, 25-Dihydroxyvitamine D3, Sigma-Aldrich, 100nM)

Les cellules ont été traitées avec des inhibiteurs de MNK avec I'EVT (10nM), inhibiteur
développé par Evotec ou le CGP57380 (C- 0993, Sigma Aldrich®), un inhibiteur multi-kinase
commercial. Les cellules sont également traitées avec de la Torinl (Sigma- Aldrich) a

différentes doses (0 a 500 nM) pendant 24 ou 48 heures.
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Cytométrie en flux

La différenciation des lignées cellulaires (HL-60 et U937) et des cellules primaires (CD34) a été
analysée par cytométrie en flux (BD LSRFortessa™ Cell) puis les données ont été étudiées avec
le logiciel BD FACSDiva. Différents anticorps ont été utilisés : CD14-PE, Biolegend, 325605 /
CD11b-PE-CF594, BD Horizon, 562399 / CD15-APC, BD Horizon, 551376/ CD33 FITC Mouse
Anti-Human CD33 555626 / CD34 BV421 Mouse Anti-Human CD34 562577 ainsi qu’un
marqueur de viabilité FVS 575 V (Fixable viability dye, BD Horyzon 565694). Les

expérimentations montrées ont été réalisées au minimum trois fois et de facon indépendante.

Transfection transitoire (siRNA) :

Les CD34 ont été transfectées avec des siRNA (ON-TARGETplus Human EIF4E3 (317649) siRNA
— SMARTpool/L-032845-01-0010 et ON-TARGETplus Non-targeting Control Pool/D-001810-
10-05, Horizon Discovery). La transfection a été effectuée avec le kit Amaxa P3 et la technique
de I’Amaxa 4D. Les CD34 ont été mis dans un milieu permettant la différenciation, directement
apres la transfection des siRNA. Les expérimentations montrées ont été réalisées au minimum

trois fois et de facon indépendante.

Transfection stable par lentivirus (shRNA)

La production lentivirale a été réalisée par le pdle technologique du CRCT (Centre de
Recherches en Cancérologie de Toulouse) a partir de différents vecteurs commerciaux (Sigma-
Aldrich, MISSION® pLKO.1-puro shCTLSHC002 ou MISSION® pLKO.1-puro sh4E3:
TRCNO0000149667 et TRCNO000147703). Ces lentivirus ont ensuite été transduits (transfection
stable) dans des lignées de LAM (HL60 et U937) par spinoculation avec de la rétronectine. La
sélection des cellules transduites a été faite avec de la puromycine (1pug/ml; ThermoFisher

Scientific).
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MTS

Les cellules ont été traitées (+/- Torinl) et ensemencées dans des plaques 96-puits avec du
milieu de culture (30 000 cellules/puits dans 100yl final). Aprés 24h ou 48h, 20ul de MTS ont
été ajoutés aux puits (CellTiter 96 AQueous One Solution Cell Proliferation Assay, Promega).
Apres 2h d’incubation, la viabilité a été mesurée par densité optique a 490nm. Les

expérimentations montrées ont été réalisées au minimum trois fois et de facon indépendante.

Extraction protéique et Western blot

Les cellules sont récoltées sur de la glace, lavées deux fois avec du PBS froid puis elles sont
lysées dans du tampon de lyse RIPA (Trizma Base 50mM, NaCl 150mM, NP40 1%, NaF 2mM,
EDTA 1mM) qui contient des inhibiteurs de phosphatases (Pierce Thermo Scientific) et des
inhibiteurs de protéases (Complet tablets, Mini, EDTA free, Roche). La concentration en
protéines a été mesurée a I'aide du kit BC Assays Protein Quantitation Kit (Interchim), d’aprés
une gamme étalon préparée avec de la BSA. La densité optique de chaque point a été mesurée
a 562nm. Les échantillons ont été préparés avec du lysat cellulaire, de I'eau distillée et du
Laemmli 4X (Tris 250mM, pH 6,8, SDS 8%, B-mercaptoéthanol 20%, glycérol 50%), et chauffés
a 95°C pendant 10min. Des quantités égales de protéines sont séparées sur gels de
polyacrylamide/bis-acrylamide (80V, 12% d’acrylamide) et transférées sur une membrane de
nitrocellulose (BioTraceTM NT Nitrocellulose, PALL) pendant 2h30 a 250mA. Les membranes
ont été lavées dans du tampon TBS - Tween 20 (TBS-T) et saturées dans du TBS-Tween/ 5 %
de lait pendant 1 heure. Puis les membranes sont incubées pendant la nuit a 4°C avec des
anticorps primaires dilués dans du TBS-T - 5 % de BSA. Les membranes sont lavées et incubées
avec de 'anticorps secondaire (dilué au 1/2000) pendant 1h a température ambiante. Le Kit
ECL (Biorad) est utilisé en quantité 1:1. La révélation se fait par le systeme d’acquisition Pxi
(Ozyme) et le logiciel d’analyse GeneSys. Les expérimentations montrées ont été réalisées au

minimum trois fois et de facon indépendante.

Anticorps primaire Référence Dilution

elF4E1 Cell Signaling Technology - 2067 | Dilution : 1/1000
elF4E1 (phospho S209) | Abcam - ab76256 Dilution : 1/1000
elF4E3 Proteintech - 17282-1-AP Dilution : 1/1000
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Actine

Sigma - A5316

Dilution : 1/5000

GAPDH

SantaCruz 32233

Dilution : 1/5000

Cap-Colonne :

Les cellules ont été lysées avec le tampon Cap-Colonne (NaCl 120mM, Hepes 50mM, EDT1

1mM, CHAPS 0,3%, GDP 0,1mM, inhibiteurs de protéases et inhibiteurs de phosphatases), le

dosage protéique et les inputs ont été réalisés comme décrits dans la partie Western Blot. La

cap-colonne nécessite 1000mg de protéines. Les lysats protéiques ont été mélangés avec 20uL

de billes (m7GTP Agarose 001A Creative Biomart) et 800uL de tampon Cap-Colonne pendant

une nuit a 4°C sur roue. Plusieurs lavages billes/lysat ont été réalisés puis les échantillons ont

été préparés avec du Laemmli 4X et utilisés selon le protocole de Western-blot. Les

expérimentations ont été réalisées au minimum trois fois.
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II- Facteur d’initiation de la traduction elF4E versus elF4E3 : Article 1

1) Résultats expérimentaux

Expression des trois isoformes d’elF4E au cours de la différenciation myéloide normale

La premiére analyse a été de regarder le niveau d’expression des trois isoformes d’elF4E au
cours de la différenciation hématopoiétique humaine normale. Pour cela, nous avons analysé
par RNA-seq des cellules issues de moelle osseuse triées a I'aide de marqueurs spécifiques de
différentes étapes de différenciation myéloide (des HSC aux monocytes (Mono)). L’expression
de marqueurs de différenciation (CD34 pour les HSC / progéniteurs, et CD11b / CD14 pour les
monocytes) a d’abord été quantifiée pour vérifier la qualité du tri cellulaire (Figure 1A, haut).
Les données ont ensuite révélé une régulation différentielle des trois isoformes d’elF4E. On
note une augmentation transitoire de I'expression d’elF4E1 dans les progéniteurs myéloides
(MPP, CMP et GMP), alors que I'expression d’elF4E3 reste stable jusqu’au stade promyélocyte
(PM) puis augmente brusquement d’un facteur ~4 dans les monocytes (Mono) (Figure 1A,

bas). L'expression d’elF4E2 reste quant a elle relativement stable (résultat non montré).

Pour vérifier si des variations similaires existent dans une série d’échantillons indépendants
des noétres, une analyse similaire a été réalisée a I'aide des données de la cohorte BloodSpot
accessible en ligne. Dans cette cohorte, les données d’expression ont été générées par micro-
array une technique distincte du RNA-seq que nous avons réalisé avec les échantillons de
donneurs locaux. Des résultats tres similaires ont été obtenus avec cependant plus
d’information entre les stades PM et Mono. En effet, dans les stades intermédiaires entre PM
et Mono (incluant les myélocytes (MY), métamyélocytes (MM) et « band cells » (BC)) ainsi que
dans les cellules a noyau polymorphe (PMN ou granulocytes), on observe un switch net entre
I'expression d’elF4E1 et celle d’elF4E3, elF4E3 étant exprimé jusqu’a ~8 fois plus qu’elF4E1
dans les cellules différenciées que sont les granulocytes (PMN) et les monocytes (Mono)
(Figure 1B). Dans cette cohorte aussi I'expression d’elF4E2 reste relativement inchangée au

cours de la différenciation myéloide (résultat non montré).

Dans les données de la cohorte bloodspot figurent aussi les progéniteurs mégacaryocytaires
et érythroides (MEP). On y observe une tendance similaire a celles des autres progéniteurs
(MPP, CMP, GMP), a savoir une expression d’elF4E1 supérieure a celle d’elF4E3, avec

cependant une différence plus marquée (I'expression d’elF4E3 y est en effet plus basse)

101



(Figure 1B). Ces données sur les MEP seront abordées plus loin, dans la discussion de cet

article.
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Figure 1. Expression des isoformes elF4E1 et elF4E3 au cours de la différenciation myéloide.

(A) Quantification par RNA-seq de I'expression des transcrits de CD34, CD11b et CD14 (haut) et
des transcrits e/F4E1 et elF4E3 (bas) dans les cellules triées a partir de moelles osseuses saines

issues de 30 donneurs prélevés dans notre institution. Chaque point représente un pool de 30
donneurs.

(B) Quantification par micro-array de l'expression des transcrits d’elF4E1 et elF4E3 dans les
cellules triées a partir de donneurs individuels de moelle osseuse saine (données issues de la
cohorte BloodSpot). Sondes pour le micro-array : 201436_at (elF4E1), 225940 at (elF4E3).
D'autres sondes donnent des tendances similaires. Barres : médianes +/- 95% Cl.
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Expression des isoformes elF4E1 et elF4E3 dans la différenciation myéloide ex vivo ?

Pour vérifier si I’expression des transcrits d’elF4E1 et elF4E3 est bien corrélée a une expression
des protéines qu’ils codent, nous avons réalisé des expériences de différenciation ex vivo a
I'aide de cellules CD34+ triées a partir de sang de cordon ombilical (CB-CD34+), et poussées
en différenciation monocytaire a I'aide d’un milieu de primo-culture contenant un cocktail de
cytokines adapté. L'efficacité de différenciation a été mesurée en cytométrie en flux a 'aide
d’anticorps spécifiques des marqueurs de différenciation granulo-monocytaire CD11b et CD14
exprimés a la surface des cellules et en monitorant par RNA-seq I’expression des transcrits de
CD34, CD11b et CD14. Les résultats sont conformes a ceux attendus pour cette expérience, a
savoir une accumulation progressive de cellules différenciées pour atteindre a 7 jours ~60%
de cellules doublement positives aux marqueurs de surface CD11b et CD14 (Q2-1 sur la figure)
(Figure 2A, haut). On observe également que I'augmentation du nombre de cellules CD11b+
(zones Q1-1 et Q2-1 sur la figure) est plus précoce que celle des cellules CD14+ (zones Q4-1 et
Q2-1). La cinétique d’induction de chacun de ces deux marqueurs de surface est corrélée
I'augmentation de leurs transcrits respectifs, au détriment de celui de CD34 (Figure 2A, bas).
L'expression d’elF41 et elF4E3 a également été mesurée par RNA-seq (Figure 2B, gauche) et
par Western-blot pour visualiser les protéines correspondantes (Figure 2B, droite). Les
données montrent une belle corrélation entre 'augmentation marquée du transcrit d’e/F4E3
et celle de sa protéine lors de la différenciation monocytaire, alors que le transcrit d’elF4E1 et

sa protéine varient beaucoup moins et de maniére inégale.
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Figure 2. Différenciation myéloide de cellules CB-CD34+ ex vivo.

(A) Quantification par cytométrie en flux a I'aide d’anticorps anti-CD11b et anti-CD14 de la
différenciation myéloide de cellules CB-CD34+ humaines cultivées en présence d’un cocktail de
cytokines (haut), et quantification de I'expression des transcrits de CD34, CD11b et CD14 par
RNA-seq (bas). Les valeurs de RPKM ont été normalisées par rapport a celles de la GAPDH
(nRPKM) puis exprimées relativement a la valeur de chaque point ND lequel a été paramétré a 1.

(B) Quantification par RNA-seq de I'expression des transcrits d’elF4E1 et elF4E3, représentation
normalisée comme en (A) (gauche). Visualisation par Western-blot de I'expression des protéines
elF4E1 et elFAE3 ; I'actine sert de contrdle de charge (droite).

ND : non différencié
13,15 et )7 :3,5 et 7 jours de différenciation.
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elF4E3 joue-t-il un réle dans la différenciation myéloide normale ?

Au vu des données d’expression présentées ci-dessus, qui restent descriptives, nous avons
supposé qu’une augmentation de I'expression d’elF4E3 pouvait étre requise pour la
différenciation myéloide normale. Pour vérifier cette hypothése nous avons répété les
expériences de différenciation de CB-CD34+ ex vivo en les combinant a une approche
expérimentale de perte de fonction. Les cellules CB-CD34+ ont été transfectées le jour du
démarrage de la différenciation avec des ARN interférant (ARNi, que nous appellerons siRNA)
ciblant elF4E3 (si4E3) ou des siRNA non spécifiques utilisés comme contrdles de transfection
(siCTL). La quantification par cytométrie a I'aide des anticorps reconnaissant les marqueurs de
surface CD11b et CD14 des cellules différenciées montre cependant qu’empécher I'induction
d’elF4E3 par siRNA ne provoque qu’un ralentissement modeste de la différenciation myéloide,
avec une diminution de ~10% du nombre de cellules doublement positives CD11b+ et CD14+
(Figure 3, haut et bas gauche). Cependant, les si4E3 testés ne sont que partiellement efficaces.
En effet, 'expression de la protéine elF4E3 est diminuée mais pas éteinte dans les cellules
sidE3 a 2 et 3 jours de différenciation (Figure. 3, bas droite). L'expression de la protéine elF4E1

reste inchangée (résultat non montré).
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Figure 3. Role d’elF4E3 dans la différenciation myéloide normale.

Quantification par cytométrie en flux a I'aide d’anticorps anti-CD11b et anti-CD14 de la
différenciation myéloide de cellules CB-CD34+ humaines cultivées en présence d’un cocktail de
cytokines et transfectées soit par un siRNA controle (siCTL) soit par un siRNA dirigé contre elF4E3
(si4E3) (haut). Représentation du nombre de cellules doublement positives CD11b+ et CD14+
(zones Q2) au cours de la différenciation des cellules siCTL et si4E3 (bas, gauche). Visualisation
par Western-blot de I'expression de la protéine elF4E3 dans les cellules siCTL a J2 et les cellules
si4E3 a J2 et J3; I'actine sert de contréle de charge (bas, droite).

ND : non différencié.
12,13 et)7:2, 3 et 7jours de différenciation.

Expression des isoformes elF4E1 et elF4E3 dans la LAM

Il existe des divergences d’expressions d'e/F4E1 et d'elF4E3 au cours de la différenciation
myéloide normale. Si ces facteurs ne sont pas altérés dans la LAM, alors leur expression
respective devrait suivre une tendance similaire dans les blastes leucémiques qui sont arrétés
a différents stades de différenciation. Concernant elF4E1 et selon ce postulat, on pouvait
s’attendre a une expression plus forte que dans les cellules myéloides matures normales.
Concernant elF4E3, on s’attendait inversement a une expression plus faible dans les

échantillons leucémiques puisque lui est plus spécifique des cellules myéloides matures
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normales. Avant de vérifier cette hypothese, nous avons tout d’abord analysé un RNA-seq
(ribo-déplété) que nous avions obtenu précédemment a partir des blastes de 40 patients
atteints de LAM, tous avec une cytogénétique normale (CN-AML) (voir article 2 pour les détails
de cette cohorte). Dans ces échantillons de LAM on observe clairement que I'amplitude entre
les valeurs extrémes d’expression est nettement plus grande pour elF4E3 que pour elF4E1

(Figure 4A).

Dans la cohorte BEAT-AML qui contient 661 échantillons de LAM, un résultat trés similaire a
été observé : 'amplitude d’expression d’e/F4E3 est nettement plus grande que celle d’elF4E1
(Figure 4B, comparer les échantillons LAM). Cette cohorte contient aussi deux types de
cellules normales de la moelle osseuse : des cellules souches/progénitrices CD34+ et des
cellules dites mononucléaires (MNC) correspondant essentiellement a des cellules matures.
La comparaison entre les blastes leucémiques et ces deux populations cellulaires saines est
tres informative. Elle montre qu’une grande partie des blastes leucémiques expriment un
niveau d’elF4E3 élevé équivalent a celui trouvé dans des cellules matures MNC (Figure 4B).
Ensuite, I'expression des deux isoformes d’elF4E dans les 661 échantillons de LAM a été
représentée en fonction du marqueur d’HSC CD34 et des deux marqueurs de différenciation
myéloide CD11b et CD14. Si I'expression relative des deux isoformes d’elF4E dans les cellules
leucémiques devait ressembler a celle observée dans la différenciation normale, on
s’attendrait a voir I'expression d’elF4E1 diminuer au profit de celle d’elF4E3 en passant de
blastes CD34+ aux blastes CD11b+ et ou CD14+. Or, méme si une tendance se dessine, ce
switch est nettement moins évident dans les blastes que lors de la différenciation normale

présentée dans la figure 1, en particulier pour elF4E3 (Figure 4C).

Ainsi, 'ensemble des données obtenues avec nos échantillons et ceux de la cohorte BEAT-AML
indiquent que I'expression d’elF4E3 est tres variable dans les échantillons de LAM. Ces
données suggerent aussi une dérégulation d’e/lF4E3 dans une fraction importante
d’échantillons de LAM (bloqués dans la différenciation). En effet son expression est plus forte

que celle retrouvée dans des cellules saines au méme stade de différenciation.
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Figure 4. Expression des isoformes elF4E1 et elF4E3 dans la LAM.

(A) Expression quantifiée par RNA-seq total (RPKM) des transcrits d’elF4E1 et elF4E3 dans les
blastes issus de 40 patients CN-AML prélevés dans notre institution. Barres : médianes + 95% CI.

(B) Expression quantifiée par RNA-seq poly(A) (RPKM en échelle log2) des transcrits d’e/F4E1 et
elF4E3 dans les blastes issus des 661 patients (AML) et dans les cellules de donneurs sains (MNC
et CD34+) de la cohorte BEAT-AML. Barres : médianes + 95% Cl.

(C) Expression quantifiée par RNA-seq poly(A) (RPKM en échelle log2) des transcrits d’elF4E1 et
elF4E3 et de CD34 (haut) ou CD11b (milieu) ou CD14 (bas) dans les blastes issus des 661 patients
LAM de la cohorte BEAT-AML. Dans ces trois graphiques, les échantillons sont classés sur I'axe
des abscisses en fonction de I’expression décroissance de CD34, ou croissante de CD11b et CD14.
Lignes pointillées : courbes de tendance pour elF4E1 et elF4E3.

Chaque point représente une valeur d’expression pour un patient.
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elF4E3 joue-t-il un réle dans la différenciation des cellules leucémiques ?

Nous avons ensuite regardé si |'expression d’elF4E3 pouvait étre requise pour la
différenciation des cellules leucémiques. Pour cela des expériences de perte de fonction ont
été réalisées a partir de lignées leucémiques établies poussées en différenciation monocytaire
a I'aide d’un milieu de culture contenant diverses molécules dont certaines sont utilisées en
clinique. Le choix des lignées leucémiques établies n’a pas été trivial. On s’est rendu compte
en effet qu’avec les molécules utilisées, il était impossible d’induire I'expression endogene
d’elF4E3 dans certaines lignées, en particulier dans celles ol I'expression basale d’elF4E3 est
excessivement basse. C’'est par exemple le cas de la lignée OCI-AML3 ou la protéine elF4E3 et
son ARNm sont quasi indétectables comparée aux lignées HL-60 ou U-937 qui elles expriment
des quantités croissantes de la protéine elF4E3 et de son transcrit (Figure 5A). Différentes
raisons pouvaient étre a I'origine de I'absence d’expression d’elF4E3 et de sa non induction
par les agents de différenciation dans certaines lignées. Parmi ces raisons, nous avons supposé
gu’un mécanisme épigénétique pouvait étre impliqué. Pour vérifier cela, nous avons exploré
les données de la cohorte CCLE (Cancer Cell Lines Encyclopedia), ou les quantifications
d’expression et de méthylation sont disponibles pour 31 lignées de LAM établies. Clairement,
I’expression d’elF4E3 est anti-corrélée a la méthylation de son locus, avec des lignées (incluant
OCI-AML3) ou les ilots CpG du promoteur d’elF4E3 sont tres fortement méthylés comparées
a d’autres (incluant HL-60) ol ce n’est pas le cas. (Figure 5B). Le locus d’elF4E3 apparait
méthylé dans la lignée U-937 qui pourtant exprime fortement e/lF4E3, mais cette lignée se
caractérise par la présence dans ses chromosomes de trois copies du gene elF4E3

(=amplification génique) pouvant peut-étre expliquer cette divergence.
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Figure 5. Expression d’elF4E1 et elF4E3 dans les lignées de LAM établies.

(A) Visualisation par Western-blot de I'expression des protéines elF4E1 et elF4E3 ; I'actine sert
de controle de charge (gauche) et quantification par RNA-seq de I'expression d’elF4E3 (droite)
dans trois lignées de LAM : OCI-AML3, HL-60 et U-937.

(B) Relation entre méthylation du locus elF4E3 et expression de son ARNm dans les 31 lignées
de LAM inclues dans la base de données CCLE. Données obtenues pour la région
EIFAE3_3_71802775_71803775 située dans les 1 Kb en amont du point +1 d’initiation de la
transcription d’elF4E3. Les trois lignées décrites en (A) sont repérées, la lignée U-937 compte
trois copies du gene elF4E3 par cellule.

Pour évaluer le role d’elF4E3 dans la différenciation des cellules leucémiques nous avons donc
réalisé des expériences de perte de fonction dans les lignées exprimant une quantité basale
d’elF4E3 détectable au niveau ARNm et protéique, a savoir les cellules HL-60 et U-937. A cette
induction d’elF4E3 altérée correspond un ralentissement de la différenciation myéloide in
vitro moins modeste que celui observé ex vivo avec les CB-HSC (voir plus haut). Le
ralentissement est mesurable dans les deux lignées traitées chacune par deux agents de
différenciation : la lignée HL-60 traitée soit par du DMSO (diméthyl sulfoxyde) (Figure 6A,
haut) soit par de la Vitamine D3 (Vit B3) (Figure 6A, bas), et la lignée U-937 traitée soit par la
Vit B3, soit par du PMA (phorbol 12-myristate 13-acétate, aussi appelé TPA) soit par une
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combinaison Vit D3 + PMA (Figure 7, haut). Dans ces deux lignées établies, les shRNA ciblant
le transcrit d’elF4E3 (sh4E3) sont efficaces puisque, comparés aux shRNA contréles (shCTL), ils

freinent I'accumulation de la protéine elF4E3 au cours du traitement (Figure 6A, bas, Figure

6B, bas et Figure 7, bas).
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Figure 6. Role d’elF4E3 dans la différenciation de la lignée leucémique HL-60.

(A) Quantification par cytométrie en flux a I'aide d’anticorps anti-CD11b et anti-CD14 de la
différenciation myéloide de la lignée HL-60 shCTL ou sh4E3 induite par la Vitamine D3
pendant 3 jours (J1 a J3) (haut), et visualisation par Western-blot de I'expression des
protéines elFAE1 et elFAE3; la GAPDH sert de contréle de charge (bas).

(B) Mémes analyses mais différenciation myéloide induite par le DMSO.
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Figure 7. Role d’elF4E3 dans la différenciation de la lignée leucémique U-937.

Quantification par cytométrie en flux a I'aide d’anticorps anti-CD11b et anti-CD14 de la
différenciation myéloide de la lignée U-937 shCTL ou sh4E3 induite par le la Vitamine D3, ou
le PMA, ou une combinaison Vitamine D3 + PMA pendant 3 jours (J1 a J3) (haut), et
visualisation de I'expression des protéines elF4E1 et elFAE3 par Western-blot ; la GAPDH sert

de controle de charge (bas).
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La protéine elF4E3 lie-t-elle bien la coiffe et elF4G dans les blastes leucémiques ?

Il a été démontré qu’elF4E3 a une affinité pour la coiffe dix fois plus faible que celle d’elF4E1.
Pour supposer qu’elF4E3 est capable de stimuler la traduction d’ARNm dans les cellules
leucémiques, il était donc important de vérifier sa capacité a lier la coiffe et aussi a lier elF4G
pour produire un complexe fonctionnel de pré-initiation de la traduction dans ces cellules
pathologiques. Pour cela, nous avons réalisé des tests biochimiques de liaison a la coiffe a
partir d’extraits protéiques des cellules HL-60 et U-937 préalablement cultivées en condition
ou non de différenciation monocytaire. Il s’agit de tests de purification des complexes
protéiques par affinité a I'aide d’une coiffe (une guanosine méthylée en position 7) liée de
maniere covalente a des billes d’agarose. C’est un test communément appelé « pull-down »
ou « cap-colonne ». Les protéines visualisées par Western-blot apres ces expériences de cap-
colonne indiquent que, dans les deux lignées, elF4E3 se lie bien a la coiffe en condition non
différenciée et que cette liaison est augmentée, au détriment de celle d’elF4E1, dans les
extraits issus de cellules différenciées (Figure 8). Ces expériences montrent également un
comportement curieux d’elF4G. La protéine semble dégradée et est donc non détectable a sa
pleine taille apres cap-colonne dans les cellules non différenciées, mais stabilisée dans les

cellules différenciées ou elle est co-purifiée avec elF4E3 et/ou elF4E1 (Figure 8).

HL-60 uU-937
Input Cap-colonne Input Cap-colonne
ND J3 ND J3 ND J3 ND 3
” —
-
-
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-
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Figure 8. Interaction d’elF41 ou elF4E3 avec la coiffe et elF4G dans des lignées
leucémiques non différenciées ou différenciées pendant 3 jours.

Visualisation par Western-blot de I'expression des protéines elFAE1, elF4E3 et elF4G
soit directement (Input) soit aprés une Cap-colonne a partir d’'une quantité équivalente
d’extrait protéique des lignées HL-60 (gauche) ou U-937 (droite) non différenciées (ND)
ou apreés 3 jours de différenciation (J3). La GAPDH sert de contrdle de charge.
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Réle d’elF4E3 dans la sensibilité des cellules leucémiques aux inhibiteurs de mTOR.

Pour rappel, en tant que substrat direct de la kinase mTOR, 4E-BP1 devient hypophosphorylée
lorsque la kinase mTOR est inhibée, et les formes hypophosphorylées de 4E-BP1 se lient alors
a elF4E1L. Il en résulte une inhibition de la synthése protéique cap- et elF4E1-dépendante.
Contrairement a elF4E1, elF4E3 ne peut pas se lier aux formes hypophoshorylées de 4E-BP1.
Il était donc légitime de supposer qu’un niveau suffisant d’elF4E3 pouvait conférer une
résistance au moins partielle aux inhibiteurs de mTOR. Cela paraissait particulierement
importante pour la LAM vu les niveaux tres variables d’expression d’elF4E3 dans les blastes

leucémiques.

Des tests de sensibilité a un inhibiteur de mTOR (la Torinl) dans les lignées leucémiques
établies shCTL et sh4E3 ont été réalisés. Nous avons tout d’abord vérifier |'effet de la Torinl
sur les protéines elF4E1 et elF4E3 a 24 et 48 heures de traitement des cellules HL-60 et U-937.
L'inhibiteur provoque bien une accumulation de la forme non phosphorylée d’elF4E-BP1
(forme o) au détriment de ses formes partiellement phosphorylée (forme f) et
hyperphosphorylée (forme y) (Figure 9A). Ensuite, les capacités d’elF4E1 et d’elF4E3 a lier la
coiffe ont été analysées par des expériences de cap-colonne. Les résultats indiquent que, dans
les cellules shCTL, la Torinl provoque une légere inhibition de la liaison d’elF4E1 a la coiffe au
profit d’'une interaction forte entre elF4E3 et la coiffe. Dans les cellules sh4E3 ou I'expression
d’elF4E3 est diminuée ce différentiel est nettement moins marqué (Figure 9B), indiquant bien
gu’elF4E1 et elF4E3 sont en compétition pour la coiffe, et que la Torinl provoque une forte
induction de l'interaction entre elF4E3 et la coiffe. Ces expériences ont également révélé que
le traitement des cellules a la Torinl induit I'expression de la protéine elF4E3 (Figure 9A et
9B). Enfin, nous avons monitoré la prolifération/survie cellulaire par tests MTS. Les résultats
suggerent bien qu’un niveau suffisant d’elF4E3 confére une certaine résistance aux inhibiteurs
de mTOR. En effet, les cellules HL-60 ou U-937 dans lesquelles I'expression d’elF4E3 a été
partiellement altérée (sh4E3) par rapport aux cellules contréles (shCTL) montrent un taux de
prolifération/survie significativement diminuée lorsqu’elles sont traitées par I'inhibiteur de

mTOR (Figure 9C).
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Figure 9. Role d’elF4E3 dans la réponse de lignées leucémiques a I'inhibition de mTOR.

(A) Expression des protéines elF4E1 et elF4E3 dans les cellules HL-60 et U-937 exprimant
(sh4E3) ou pas (shCTL) un shRNA contre elF4E3 et traitées ou non avec 250 nM de Torinl
pendant 24 ou 48 heures. 4E-BP1 est visualisé comme contréle d’efficacité de I'inhibition de
: o=4E-BP1 non phosphorylé, B=4E-BP1 partiellement phosphorylé, y=4E-BP1

mTOR

hyperphosphorylé. La GAPDH sert de contrdle de charge.

(B) Liaison a la coiffe (cap-colonne) des protéines elF4E1 ou elF4E3 dans les cellules U-937
exprimant (sh4E3) ou pas (shCTL) un shRNA contre elFAE3 et traitées ou non avec 250 nM de

Torinl pendant 24 heures.

(C) Tests de prolifération/survie (MTS) des cellules HL-60 et U-937 exprimant (sh4E3) ou pas
(shCTL), un shRNA contre elF4E3 pendant 24 et 48 heures (gauche), et traitées ou non avec

des concentrations croissantes de Torinl pendant 24 heures (droite). * : p<0,05.
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2) Discussion/Perspectives

Les différents séquencgages réalisés sur nos cohortes de donneurs ou provenant de bases de
données publiques ont mis en évidence une corrélation inverse entre les facteurs d’initiation
elF4E1 et elFAE3. En effet I'expression d’elF4E1 diminue alors que celle d’elF4E3 augmente au
cours de la différenciation myéloide, avec une expression maximale dans les monocytes. En
effet nos résultats expérimentaux sur les CD34+ ont confirmé que lI'augmentation de
I'expression du facteur d’initiation de la traduction elF4E3 est positivement corrélée a
I’'augmentation des marqueurs monocytaires CD11b/CD14 et donc a la différenciation des
cellules en monocytes. L'utilisation de siRNA pour diminuer I'expression d’elF4E3 de fagon
transitoire dans les CD34+ montre une tendance a la baisse de la différenciation des cellules
en monocytes. En condition physiologique, ces premiers résultats suggerent bien qu’elF4E3
joue un réle dans la différenciation monocytaire. Des colorations MGG (May-Griinwald
Giemsa) ont également été réalisées afin d’analyser le changement de morphologie associé a

la différenciation hématopoiétique des cellules primaires.

De plus linduction de la différenciation dans des lignées de LAM est corrélée a une
augmentation d’elF43. La diminution de I'expression d’elF4E3 (par shRNA) est corrélée avec
un ralentissement de la différenciation des cellules en monocytes. Cela apporte une preuve
supplémentaire que le facteur d’initiation de la traduction est impliqué dans la maturation des
cellules en monocytes. De plus, il s’agit d’'une diminution partielle, une perte totale

d’expression d’elF4E3 par KO devrait accentuer les effets sur la différenciation monocytaire.

Afin de compléter mes travaux, il serait intéressant de confirmer les résultats obtenus avec
des modeles « gain de fonction ». Cela permettrait de confirmer I'implication d’elF4E3 dans
I’'hématopoiese myéloide en augmentant I'expression du facteur elF4E3 et par conséquent la
différenciation monocytaire. Cela pourrait également se faire dans des modéles inductibles
afin de démontrer I'implication d’elF4E3 au cours de la maturation des cellules de facon

progressive.

Fait intéressant, I'expression d’elF4E3 est faible dans les MEP alors que I'expression d’elF4E1
est importante (Figure 1B). Cela suggere que le facteur elF4E1 semble étre important pour la
différenciation des cellules en mégacaryocytes ou en érythrocytes. D’aprées une étude récente,

le facteur elF4E1 contrble la maturation des cellules érythroides en induisant un programme
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275 et contréle la traduction de génes cibles essentiels (PTPN6 et

de traduction spécifique
d'lgf2bpl). De plus le niveau d’expression d’elF4E1 est régulé pour permettre la traduction
des ARNm cibles impliqués dans la différenciation érythroide a des moments bien précis. Il est
également montré que la surexpression d’elF4E1 au-dela d’un niveau optimal provoque une
accumulation des progéniteurs érythroides ainsi qu’un défaut du taux d’hémoglobines. Un

mauvais timing et/ou un mauvais dosage d’elF4E1 altéere donc la maturation érythroide.

Par analogie, ces données suggerent un mécanisme de régulation similaire pour elF4E3,
favorisant ainsi la traduction d’ARNm cibles et spécifiques de la différenciation monocytaire.
Un mauvais timing et/ou un mauvais dosage de I'expression de ce facteur pourrait donc
altérer la différenciation des cellules en monocytes. Si ce facteur est sous-exprimé ou
surexprimé ou bien exprimé a un moment non adéquat alors la maturation des cellules pourra
étre altérée. Cela pourrait donc expliquer I'expression hétérogéne d’elF4E3 dans les blastes
leucémiques (Figure 4). Des niveaux d’expression inappropriés d’elF4E3 conduirait a la
dérégulation de ’"hématopoiese et au blocage des progéniteurs myéloides. Cela pourrait ainsi
participer au développement des LAM comme c’est le cas pour le facteur elF4E1 dans la

différenciation érythroide.

De plus la dérégulation des facteurs elF4E1 et elF4E3 conduirait a la traduction d’ARNm de
facon inappropriée. En effet la traduction d’ARNm doit se faire au bon moment, les ARNm
traduits donnent lieu a des protéines régulant différents mécanismes biologiques. Si ces
ARNm sont traduits au mauvais moment ou dans des mauvaises quantités alors les fonctions

biologiques seront altérées.

La différenciation est un processus finement régulé comme nous I'avons évoqué durant
I'introduction. Le niveau et la cinétique d’expression des différents facteurs contrélant
I’'hématopoiese sont alors essentiels pour permettre la maturation des cellules et maintenir

I’"homéostasie cellulaire.

Il serait intéressant de déterminer les mécanismes de régulation du facteur d’initiation elF4E3.
Cela permettrait de comprendre comment son expression peut étre dérégulée et impliquée
dans le développement de cancer. En effet plusieurs études mettent en relation I'expression
d’elF4E3 et oncogenése?®®?70, Cependant, la régulation de ce dernier par sa phosphorylation

et/ou des voies de signalisation par exemple est toujours inconnue.
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L'identification des ARNm dépendant d’elF4E3 est essentielle afin de définir son role dans la
différenciation monocytaire. La fixation d’elF4E3 a la coiffe est augmentée au cours de la
différenciation monocytaire, au détriment de celle d’elF4E1. Le facteur elF4E3 semble donc
jouer un réle dans la traduction cap-dépendante. De plus, cela suggére qu’il existe un switch

traductionnel entre elF4E1 et elF4E3.

La derniére étape de mon projet est d’identifier les ARNm sélectivement traduits par les
facteurs d’initiation de la traduction elF4E1 et elF4E3 dans des conditions ou non de
différenciation. Identifier les ARNm traduits spécifiquement par le facteur elF4E3 permettra
de comprendre le réle de ce dernier et par quels mécanismes il régule la différenciation
myéloide. Cette partie de mon projet est actuellement en cours d’analyse, en effet les
données du séquencgage viennent d’étre obtenues et toute I'analyse bio-informatique doit

étre faite.

Pour réaliser cela, une méthode décrite de capCLIP ou RIP 276 (RNA immunoprecipitation) a
été adaptée et utilisée. Elle consiste en une immunoprécipitation (IP) des protéines d’intérét
(elF4E1 et elF4E3) apres un cross-link UV réalisé sur la lignée cellulaire de LAM U937. Apreés la

réalisation des IP, les ARNm cibles liés a elF4E1 ou elF4E3 ont été extraits et séquencés.

La premiere étape a été de valider la spécificité des anticorps pour I'immunoprécipitation des
deux protéines d’intérét. En effet la conformation de I’ARN et la fixation de plusieurs facteurs
d’initiation de la traduction au niveau de la coiffe peuvent créer un encombrement stérique
empéchant la fixation de I'anticorps sur le facteur d’intérét (elF4E1 ou elF4E3). L'anticorps
peut aussi se fixer préférentiellement sur le facteur libre et non lié a la coiffe des ARNm. Une
IP suivie d’un western-blot a permis de valider la technique utilisée. L’anticorps reconnait bien
elF4E1 ou elF4E3 dans les différentes conditions (différenciée ou non). Si I'analyse bio-
informatique révele des différences alors ces données nous permettront peut-étre d’identifier
et de comprendre les fonctions biologiques spécifiques du facteur d’initiation elF4E3 au

regard de celles d’elF4E1.

Il faudra ensuite valider des cibles pertinentes pour démontrer que la traduction de ces ARNm
sélectifs est bien liée a elF4E3. Les lignées obtenues « perte de fonction » seront alors tres

utiles.
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En revanche si cette méthode ne donne aucun résultat il faudra alors définir une nouvelle
stratégie pour caractériser les ARNm cibles traduits par ce facteur. Pour cela il sera judicieux

de faire différents tests de mise au point de la capCLIP ou alors utiliser une autre méthode.

L'analyse du traductome peut se faire grace a la technique du « Polysome profiling ». Il est
nécessaire d’utiliser les lignées cellulaires shCTL et sh4E3, afin de faire un traductome
différentiel pour déterminer les ARNm traduits par elF4E3. Cette technique consiste a séparer
les ARNm grace a un gradient de sucrose. Les ARNm sont séparés en fonction de leurs densités,
les ARNm en cours de traduction (polysomes, fractions lourdes) sont différenciés de ceux non
traduits (monosomes et ARN libres, fractions légeéres). Les différentes fractions sont
récupérées et explorées par séquencage ARN pour mettre en évidence les ARNm impliqués

dans la différenciation monocytaire et traduits par elF4E3.

La derniéere partie de ce projet a permis de montrer qu’elF4E3 participe a la résistance des
blastes aux inhibiteurs de mTOR. En effet I'inhibition de mTOR est associée a une induction de
la liaison d’elF4E3 a la coiffe ce qui pourra conférer une meilleure prolifération/survie des
cellules leucémiques. Ces données confirment donc I'hypothése selon laquelle le niveau
d’elF4E3 est un facteur de résistance aux inhibiteurs de mTOR. Le niveau élevé d’expression
d’elF4E3 dans beaucoup d’échantillons de LAM peut expliquer au moins en partie les réponses
cliniques mitigées obtenues avec les inhibiteurs de mTOR. En effet, dans I'étude publiée par

notre Centre, moins de la moitié des patients avait montré une réponse clinique 277,

119



Ill- Facteur d’initiation de la traduction et sighalisation des MAPK

1) Résultats expérimentaux

Introduction

La résistance au traitement constitue une préoccupation majeure afin d’améliorer la survie
des patients. De ce fait, de nombreux travaux montrent un intérét croissant dans |'utilisation
d’inhibiteurs de la kinase MNK?’8, notamment pour le traitement de la LAM. En effet la
signalisation dépendante des MAKP peut étre oncogénique comme nous l'avons décrit
précédemment. Le ciblage de la kinase MNK pourrait donc étre une stratégie prometteuse
dans le traitement des LAM. L’utilisation de ces inhibiteurs supprime la phosphorylation
d’elF4E1 sur la sérine 209 et diminue la croissance cellulaire. De nombreuses recherches
démontrent le potentiel des inhibiteurs de MNK. Lutilisation d’inhibiteurs comme le
SEL20127° (+/- azacitidine) ou le cercosporamide?®® (+/-cytarabine) semble avoir un effet anti-
leucémique en bloquant la phosphorylation d’elF4E1 et la prolifération cellulaire dans la LAM.
Une étude a comparé |'efficacité de différents inhibiteurs de MNK plus ou moins spécifiques
sur les lignées leucémiques et a mis en évidence que ces inhibiteurs avaient tous un effet

antinéoplasique sur des lignées de LAM?8%,

Une autre étude récente a rapporté que I'Ara-C active les voies de signalisation des MAPK en
induisant la phosphorylation d’Erk (facteur de la cascade de signalisation des MAPK),
augmente par conséquent la phosphorylation d’elF4E1 et améliore I'expression de protéines
anti-apoptotiques. Cela jouerait un rbéle important dans la rechute et la résistance aux
traitements. Les inhibiteurs de MNK viendraient bloquer la phosphorylation d’elF4E1 induite
par I’Ara-C. Ces inhibiteurs potentialisent I'effet de la chimiothérapie de référence en

sensibilisant les cellules leucémiques a la cytarabine?82283,

Actuellement de nombreux essais cliniques sont réalisés avec les inhibiteurs des kinases MNK
mais beaucoup n’aboutissent pas. Le Tomivosertib (eFT508, lymphome) ou le Mérestinib?8
(LY2801653, leucémie chronique et LAM) sont tous deux des inhibiteurs des kinases MNK1 et
MNK2. Le Mérestinib n’a pas été approuvé par la FDA pour le traitement des LAM, c’est un
inhibiteur multi-kinase non spécifique, il a une activité contre 11 autres kinases?®. Cependant,
seul le Tomivosertib a été validé par la FDA pour le traitement du lymphome diffus a grande

cellules et présente une haute spécificité pour la kinase MNK?8°,
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Malgré la disponibilité d’inhibiteurs de MNK, de nombreux groupes pharmaceutiques sont a
la recherche d’inhibiteurs plus puissants et plus spécifiques. En effet beaucoup d’inhibiteurs
disponibles ont une activité multi-kinase et des effets secondaires. De ce fait, en collaboration
avec une entreprise pharmaceutique Toulousaine (Evotec), nous avons mis en place des
expérimentations utilisant un inhibiteur de MNK afin de démontrer le potentiel thérapeutique

de cette molécule.

Le but de cette entreprise est le développement d’un inhibiteur spécifique de la kinase MNK,
gue nous appellerons EVT (pour des raisons de confidentialité). Cet inhibiteur peut étre utilisé
a des concentrations de I'ordre du nM, ce qui lui confére un intérét thérapeutique intéressant
et utilisable en clinique. De plus MNK est I'unique kinase d’elF4E1, en revanche elF4E3
échappe a la régulation par les MAPK par I'absence de la sérine 209. Cela permettrait de cibler
elF4E1 et de potentialiser une traduction dépendante d’elF4E3. Ce switch traductionnel a
également été mis en évidence suite a I'utilisation d’inhibiteurs de MNK dans le lymphome
diffus a grandes cellules (DLBCL). Linhibition de MNK supprime la phosphorylation et diminue
I’expression d’elF4E1 favorisant I’expression et la traduction dépendante d’elF4E3%71, De plus
nous avons mis en évidence précédemment qu’elF4E1 est surexprimé dans les blastes
leucémiques alors que l'expression d’elF4E3 augmente au cours de la différenciation
monocytaire normale. L'expression d’elF4E3 augmente également dans les lignées de LAM ou

la différenciation monocytaire est induite.

D’aprés ces données préliminaires, nous avons donc décidé d’utiliser cet inhibiteur en
combinaison avec un agent différenciant. L’hypothése était que cette combinaison induirait
la différenciation des cellules en monocytes et I'expression d’elF4E3 tout en inhibant la
phosphorylation d’elF4E1. Le but est d’induire un switch traductionnel entre elF4E1 et elF4E3

et de potentialiser la traduction dépendante d’elF4E3.
Détermination de I'effet dose et de la cinétique de 'EVT dans les lignées de LAM.

La premiere étape a été la mise au point des doses a utiliser et de définir la cinétique de la
molécule pharmaceutique. Des tests préliminaires ont été réalisés par Evotec pour définir la
spécificité de I'EVT. Cela a permis de confirmer que I'EVT cible la kinase MNK uniquement. Ces

données ne sont pas montrées pour des raisons de confidentialité.
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A partir de ces données, nous avons ensuite réalisé un effet dose afin de déterminer la dose
d’EVT qui permet de bloquer la phosphorylation d’elF4E1. Pour cela plusieurs doses ont été
testées (10 a 30nM) sur la lignée HL60. Par Western blot, nous avons analysé la
phosphorylation d’elF4E1 qui permet de valider |'efficacité de I'EVT (Figure 1A). Avec
seulement une dose de 10nM, la phosphorylation d’elF4E1 est diminuée de facon importante.
Ensuite nous avons cherché a identifier la durée de I'efficacité de I'EVT. Les cellules étant
différenciées pendant 72h il est important de définir la cinétique de I'EVT. Pour cela, nous
avons réalisé une cinétique allant de 0 a 72 heures en ne traitant les cellules avec I'EVT qu’a
JO (Figure 1B). La diminution de la phosphorylation d’elF4E1 est maintenue jusqu’a 72 heures.
Afin de démontrer l'efficacité de I'EVT, nous allons le comparer avec un inhibiteur bien
caractérisé et utilisé en recherche ; le CGP57380 (utilisé a 20uM selon les recommandations

de notre équipe).

A 20 S 9D P B EVT 10 nM

Temps (H) 0 24 48 72

p -elF4E1 | w

p -elFAE] | W-—— —

elFAE] | s e e

GAPDH GAPDH | ™ —

Figure 1 : Effet dose pendant 72 heures (A) et cinétique (10nM) (B) de I'EVT dans la lignée HL60.
Visualisation par Western-blot de I'expression des protéines d’elF4E1 et de sa phosphorylation. La
GAPDH sert de contréle de charge.

Réle des inhibiteurs de MNK dans la différenciation monocytaire.

L'utilisation d’un agent différenciant (DMSO) en combinaison avec I'EVT ou le CGP devrait
avoir un effet positif sur la différenciation des cellules en monocytes. Afin de déterminer
I'efficacité de cette combinaison de traitement sur la différenciation, les cellules ont été
analysées par cytométrie en flux. Le double marquage CD11b/CD14 permet de déterminer la
population de cellules différenciées en monocytes. L’analyse par cytométrie met en évidence
une augmentation de la différenciation monocytaire en comparaison avec la population non

différenciée (ND). L’induction de la différenciation et l'inhibition de MNK par le CGP
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potentialise la différenciation, en revanche I'EVT montre seulement une légere tendance a la
hausse (Figure 2). Concernant la phosphorylation d’elF4E1, une tendance a la baisse est
observable au cours de la différenciation et cela est accentuée par les deux inhibiteurs. Une
diminution modérée d’elF4E1 et une surexpression concomitante d’elF4E3 est observable au

cours de la différenciation monocytaire.
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Figure 2 : Quantification par cytométrie en flux a I'aide d’anticorps anti-CD11b et anti-CD14 de
la différenciation myéloide de la lignée HL-60 induite par le DMSO pendant 3 jours et
visualisation par Western-blot de I'expression des protéines (elF4E1 et elF4E3) ; la GAPDH sert
de controle de charge.

Ces mémes expériences ont été réalisées sur les HL60 avec un autre agent différenciation, la
vitamine D3. Les résultats obtenus sont similaires (données non montrées). Cependant la
différenciation des HL60 avec la vitamine D3 est plus rapide, il faudrait donc refaire la méme
expérience avec des doses de vitamine D3 plus faibles pour mieux percevoir les effets des

inhibiteurs.

Ces résultats préliminaires montrent un switch traductionnel entre elF4E1 et elF4E3 au cours
de la différenciation des cellules en monocytes. Cependant I'EVT semble avoir un moindre

effet que le CGP et ne potentialise que faiblement la différenciation.
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Afin de confirmer ces résultats, nous avons réalisé les mémes expériences sur une autre lignée
de LAM, les OCI AML 3. Fait intéressant nous obtenons les effets inverses que ceux obtenus
sur la lignée HL60. Malgré la diminution de la phosphorylation d’elF4E1, nous observons une
diminution de la différenciation monocytaire avec le co-traitement (agent différent +
inhibiteurs de MNK). L’expression protéique d’elF4E3 est quant a elle aléatoire (données non
montrées). Nous avons par la suite découvert (avec des bases de données publiques CCLE)
gue les divergences de résultats entre les deux lignées pouvaient étre di a la méthylation du
promoteur d’elF4E3 dans la lignée OCI AML 3. Cela rend donc les expérimentations sur cette

lignée compromise.

2) Discussion / Perspectives

L’objectif de ce projet était d’induire la différenciation des cellules et dans un méme temps de
bloquer la phosphorylation d’elF4E1 afin de potentialiser la traduction dépendante d’elF4E3.
Ces résultats préliminaires démontrent que le CGP et I'EVT diminuent bien la phosphorylation
d’elF4E1. Cependant seul le CGP semble potentialiser la différenciation des cellules en

monocytes.

Au vu des effets divergents entre les deux lignées, il serait intéressant de reproduire les
mémes expérimentations sur d’autres lignées ou le promoteur d’elF4E3 n’est pas méthylé

pour valider ou non les résultats obtenus.

Afin de mettre en évidence le bénéfice des inhibiteurs de MNK et de confirmer que le co-
traitement favorise une traduction dépendante du facteur elF4E3 au dépend d’elF4EL, il serait
intéressant de réaliser une cap-colonne. Cette technique permettrait par mimétisme de la
coiffe d’analyser la fixation des facteurs elF4E3 et elF4El. Lorsque les cellules sont
différenciées et traitées avec un inhibiteur de MNK, le facteur elF4E3 devrait se fixer
préférentiellement au niveau de la coiffe au dépend du facteur elF4E1. Cela favoriserait la
traduction dépendante d’elF4E3 et par conséquent potentialiserait la traduction d’ARNm
spécifiques probablement impliqués dans la différenciation des cellules en monocytes. De plus
ce switch traductionnel entre elF4E1 et elF4E3 a déja été démontré dans une autre pathologie
271 Dans le DLBCL, les inhibiteurs de MNK ont démontré un intérét biologique en régulant

I'activité d’elFAE] et elF4E3.
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De plus il est décrit dans la littérature que I’Ara-C active les voies de signalisation des MAPK,
I'utilisation d’inhibiteurs devrait alors potentialiser les effets de la chimiothérapie et améliorer
la réponse aux traitements?®” . Proposer une thérapie combinant chimiothérapie, inhibiteur
de MNK et agent différenciant pourrait avoir des effets biologiques intéressants dans le
traitement des LAM. La chimiothérapie par son action antinéoplasique bloque la prolifération
cellulaire, les inhibiteurs de MNK contrebalancent I'effet de la chimiothérapie en bloquant les
voies de signalisation des MAPK et bloquent également la phosphorylation d’elF4E1 favorisant
ainsi la traduction dépendante d’elF4E3 et I'agent différenciant va booster la différenciation
des cellules en monocytes. La combinaison de cette trithérapie pourrait montrer un bénéfice
intéressant dans le traitement des LAM 288 |l serait alors nécessaire de réaliser des
expérimentations afin de valider cette hypothése. L’analyse de la prolifération cellulaire par
un test MTS permettrait de montrer si cette combinaison thérapeutique sensibilise les cellules

a la chimiothérapie et apporte un intérét dans le traitement des LAM.

D’apres ces résultats préliminaires, la potentialisation de la différenciation des cellules est plus
importante avec le CGP qu’avec I'EVT. Or, on s’attendait a avoir de meilleurs effets étant
donné que I'EVT est spécifique de la kinase MNK. On peut alors se poser la question si les
effets sur la différenciation monocytaire sont réellement dus a linhibition de Ia
phosphorylation d’elF4E1. En effet le CGP qui semble avoir des effets plus importants sur la
différenciation est un inhibiteur multi-kinase!3. Cela peut signifier que la potentialisation de la
différenciation cellulaire n’est pas seulement due a la diminution de la phosphorylation du
facteur de traduction mais a l'inhibition d’autres kinases. Il serait judicieux d’identifier les
autres cibles du CGP afin de comprendre par quel mécanisme la différenciation des cellules
est potentialisée. On peut donc se demander quelles cibles des inhibiteurs de MNK sont a

I'origine d’un effet bénéfique dans le traitement des cancers ?
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IV- Signalisation PI3K-AKT-mTOR : Article 2

L'analyse de cellules issues de moelle osseuse triées a I'aide de marqueurs spécifiques de
différentes étapes de différenciation myéloide, allant de la cellule souche hématopoiétique
(HSC) jusqu’au monocyte (Mono), a révélé une régulation différentielle des trois isoformes
d’AKT. L'expression d’AKT1 semble suivre un profil bi-phasique, avec comme tendance une
augmentation modeste jusqu’aux monocytes. Celle d’AKT2 est constante. L'expression d’AKT3
en revanche, plus forte que celles d’AKT1 et AKT2 dans les HSC et les progéniteurs
multipotents (MPP), diminue progressivement dans les intermédiaires de différenciation
(CMP : progéniteurs myéloides communs; GMP: progéniteurs de granulocytes et
monocytes ; PM : promyélocytes) jusqu’a atteindre un niveau ~4 fois inférieur dans les

monocytes (Figure A).
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Pour confirmer (ou pas) ces
observations dans une série d’échantillons indépendants des notres, une analyse similaire a
été réalisée a I'aide des données de la cohorte bloodspot accessible en ligne. Des résultats tres
similaires ont été obtenus avec dans ces données publiques, un switch encore plus marqué
entre I'expression d’AKT3 et d’AKT1 au cours de la différenciation myéloide, AKT3 étant
préférentiellement exprimé dans les cellules souches hématopoiétiques alors qu’AKT1 I'est
dans les cellules différenciées. Ces données sont présentées dans la Figure 1 de I'article 2,

lequel a été soumis pour publication a la revue Scientific Reports.

Cet article expose également toutes les données obtenues dans les différentes cohortes
d’échantillons de LAM. Il en ressort une différence trés marquée dans le comportement de

chacun des trois AKT.
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ABSTRACT

The PI3K-AKT-mTOR pathway lies at the confluence of signaling pathways in which various
components are subjected to activating genetic alterations in acute myeloid leukemia (AML),
thus contributing to oncogenesis. Three AKT isoforms exist in humans. However, whether one
isoform predominates in AML remains unknown. This study reveals that AKT3 behaves very
distinctly than AKT1 or AKT2 in both normal myeloid differentiation and AML. In the course of
normal differentiation, a switch occurs between AKT3 and AKT1 expressions. AKT3 is
preferentially expressed in hematopoietic stem cells whilst AKT1 becomes preferentially
expressed as cells differentiate into monocytes. AKT2 expression remains unchanged. In AML,
AKT3 expression varies widely among patient samples and is counterintuitively correlated to
expression of the CD11b and CD14 genes, two monocyte markers. Furthermore, a low level of
AKT3 expression is strongly correlated to genetic alterations associated with a better outcome
(NPM1 mutations and RUNX1-RUNX1T1 translocation), whilst a high level is correlated to a
genetic alteration associated to a bad outcome (RUNX1 mutations). Neither AKT1 nor AKT2
expression associates with AML mutations or translocations. Consistently, a high AKT3
expression level appears as a very strong predictor of poor survival. Curiously, although
modestly varying among AML samples, a high AKT1 expression level shows in contrast as a
strong predictor of a better patient outcome. These data suggest that AKT3 and AKT1
expressions have strong, yet opposite, prognostic values.
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INTRODUCTION

Acute myeloid leukemia (AML) is a heterogeneous disease. It is characterized by a plethora of
genetic alterations including various chromosomal translocations and/or a wide variety of
mutations, whose nature allows a classification of patients according to their chances of
survival. One classification that has been accepted for several years is that given by the
European LeukemiaNet in 2017 (ELN-2017*) and updated in 2022 (ELN-20222). Depending on
the nature of the cytogenetic abnormalities and mutations detected at diagnosis, this
classification divides patients into three groups: the "adverse" group with a risk of poor
survival, the "favorable" group with an expected better prognosis, and an "intermediate"
group. However, even if this scoring remains a good assessment, the survival of patients in
each of these groups can be heterogeneous. The detection of genetic abnormalities at
diagnosis may also help the clinician to propose a targeted therapy, generally prescribed as a
second-line of treatment. Indeed, the majority of AML patients are first treated with intensive
chemotherapy to harness the lethal acute phase. Although some patients are refractory, many
go into remission after this induction chemotherapy. To reinforce the treatments and to delay
the relapses, patients can then benefit from a milder protocol known as consolidation
chemotherapy, and/or benefit from a targeted therapy. There are therapies specifically
targeting genetic alterations, such as inhibitors of the mutated FLT3 kinase, inhibitors of the
mutated IDH1 and IDH2 enzymes, or molecules targeting DNA methylation, as frequent
mutations affect various genes (e.g. DNMT3A, TET2) whose protein products are involved in
the regulation of DNA methylation. Targeted therapies include also BCL2 inhibitors, prescribed
mainly to unfit patients who are not eligible for intensive chemotherapy. A wide range of
molecules targeting less specific features has also been tested in pre-clinical settings as
potential therapeutics against AML. These include molecules impinging upon major signaling
pathways that are activated in leukemic cells but also in many other cancers. This is for

instance the case for compounds inhibiting the AKT protein kinase.

AKT is a serine/threonine kinase playing major roles in intracellular signaling pathways. It is
one key actor in the PI3K-AKT-mTOR pathway which senses environmental signals such as
growth factors and nutrients availability, and converts these cues into survival, growth and/or
proliferation capabilities. Of note, the PI3K-AKT-mTOR pathway controls the rate of protein

synthesis and consequent cell growth?, a pre-requisite for entering the cell cycle. Given these
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critical properties, AKT has attracted much attention from the medico-scientific community,
particularly in the cancer field, and AKT inhibitors have been designed for research purposes
and for clinical perspectives®. Although AKT itself is rarely mutated in AML, the kinase lies at
the confluence of several signaling pathways in which various components can themselves be
activated by gene mutations (e.g. FLT3, KIT, NRAS, KRAS, PIK3CB...). However, the use of AKT
inhibitors in pre-clinical settings has been disappointing, with a globally non-convincing
benefit/risk ratio. After all, AKT also plays important physiological roles in healthy cells.
Targeting AKT can therefore provoke significant adverse effects which limit the applicable
doses. Yet, there are three distinct AKT genes in human, encoding three different proteins:
AKT1, AKT2 and AKT3. Recent studies indicated that these three AKT proteins show tissue-
specific distributions and that each may exhibit different affinities for various partners and
may therefore touch more specifically one pathway than another. Indeed, although the three
human AKTs possess a relatively well conserved overall amino-acid sequence, they harbor
some sequence divergences and distinct intracellular localizations. Both of these features
might perhaps explain the fact that they can interact with and phosphorylate different
partners. However, although some AKT1 versus AKT2 substrate specificities have been
identified, much less is known about AKT3 specific targets®. In a more recent report, while
AKT1 was described as preferentially located in close proximity of the plasma membrane,
AKT2 appeared more cytosolic and AKT3 seemed anchored to the nuclear envelope, facing the
cytosol®. In the same report, AKT3 has been suspected to be constitutively activated in a series
of established cancer cells (no leukemic cells were included in this study), although the
mechanism responsible for such a permanent activation remains unknown. This observation
reinforced an earlier report saying that AKT3 is also constitutively activated in a glioma cell
line’. Unfortunately, none of the AKT inhibitors available to date exhibit an isoform specificity
strong enough to target selectively AKT3°. Thus, the development of inhibitors specific to each

AKT isoform could be of clinical interest.

In this study, we examined the expression of the three AKT isoforms in normal hematopoiesis
and in AML samples from a thousand of patients emanating from cohorts established in
different countries (France, USA, Canada). All the data clearly converge toward AKT3 as being

the bad in AML.
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MATERIAL & METHODS
Patients and tumor samples

AML exploration cohort. AML patients were diagnosed, sampled and treated in our medical
center and registered at the HIMIP (Hémopathies INSERM Midi-Pyrénées, France) collection.
For this study, 40 cytogenetically normal AML (CN-AML) samples were analyzed. Detailed

clinical data related to these 40 patients have been published earlier®.

Ethics approval. In accordance with French law, all donors and patients were informed and
the HIMIP collection has been declared to the Ministry of Higher Education and Research (DC
2008-307) and a transfer agreement has been obtained (AC 2008-129) after approbation by
local ethical committees (the “Comité de Protection des Personnes Sud-Ouest et Outremer
[I”). Clinical and biological annotations have also been declared to the CNIL (“Comité National

Informatique et Libertés”).

Normal hematopoiesis and validation AML cohorts. As cohorts for normal hematopoiesis and
for validation in AML, we used three different public sources of data available on-line:
https://servers.binf.ku.dk/bloodspot/?

http://vizome.org/aml2/°

https://data.leucegene.iric.ca/survival?lang=en
RNA extraction, ribo-depletion and reverse transcription.

Total RNAs were extracted with the TRIzol reagent (Ambion, Austin, TX, USA). RNA integrity
was evaluated using the RNA 6000 Nano Chip kit (Agilent Technologies, Massy, France). Only
RNA extracts with RNA integrity values >7 underwent further reverse transcription. rRNA
depletion was performed from total RNA with Ribo-Zero™ rRNA Removal Kits (Epicentre,
Madison, WI, USA). All samples were reverse transcribed using the Superscript Il reverse

transcription kit (Invitrogen, Beijing, China), according to the manufacturer's protocol.
RNA-seq

RNA sequencing was performed at the BGI (Hong Kong). Paired-end, strand-specific reads of
~100 nucleotides were generated on an lllumina HiSeqgTM2000. Alignment and mapping were
performed using Tophatl against the hgl9 genome and the mapped reads were assembled

by Cufflinks 2.0.22. The Cuffcompare program was used to merge the RefSeq, ENCODE and
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UCSC human known genes freeze January 2013 into one gene annotation set for comparison

with the assembled transcripts®'.
Statistical analyses

Group of samples were compared each other by using the unpaired Student t test (*: p<0.05,
**: p<0.01, ***: p<0.005, ****: p<0.001. Overall survival (OS) time was calculated from the
date of diagnosis until death or last received news. Surviving patients were censored at the

date of last follow-up.

RESULTS
Expression of the three AKTs in normal myeloid differentiation.

To generate a picture of how the three AKT genes are expressed in the different myeloid
lineages, analyses of micro array data from the public Bloodspot-HemaExplorer® cohort were
performed on bone marrow cells sorted by FACS with the help of specific markers
distinguishing different steps of myeloid differentiation, staging from the hematopoietic stem
cell (HSC) to the monocyte. The data revealed that AKT1 expression shows a bi-phasic but
significant increase along myeloid differentiation, AKT2 expression remains constant, while
the initial higher expression of AKT3 detected in HSCs decreases gradually but strongly as cells

progress toward the terminal monocyte stage (Fig. 1).
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Figure 1. Expression of the three AKT transcripts in normal hematopoiesis.
Each dot in the curves shows micro-array normalized expression of each of the three AKT transcripts
in cells sorted from individual healthy bone marrow donors of the BlooSpot-HemaExplorer pool of
samples. X axis: HSC=hematopoietic stem cell; HPC=hematopoietic progenitor cell;, CMP=common
myeloid progenitor; GMP=granulocyte monocyte progenitor; PM=promyelocyte; MY=myelocyte;
PMN=polymorphonuclear cell, Mono=monocyte. Array probes: 207163_s_at (AKT1), 225471 s_at
(AKT2), 212609_s_at (AKT3). Other probes gave similar tendencies. Bars represent means +/- SD.
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Expression of the three AKTs in AML samples.

Given the opposite variations of AKT1 and AKT3 expressions and the constant expression of
AKT2 in the course of normal myeloid differentiation, one could expect that their respective
expression should follow a similar tendency in the different types of AML samples which are
arrested at different stages of differentiation. To verify this hypothesis, we analyzed a bulk
RNA-seq we have performed earlier on the leukemic cells, also called blasts, of 40 AML
patients all with normal cytogenetics (CN-AML) 2. The results indicated first that expression of
AKT3 in blasts is globally weaker than those of AKT1 and AKT2. However, the range of AKT3
expression among samples appears much wider, with a ~120-fold difference between its level
in the sample expressing the most AKT3 as compared to its level in the one expressing the less
AKT3. In the same samples, the variations in AKT1 and AKT2 expressions are very much less
marked with an only ~3-fold amplitude for each isoform (Fig. 2A, left). Next, the expression of
each of the three AKT isoforms was plotted as a function of the two myeloid differentiation
markers CD11b and CD14. Curiously, in contrast to the clear decreasing expression of AKT3
seen during the course of normal myeloid differentiation (see above), AKT3 expression in
leukemic blasts does not follow the same tendency but seems instead to slightly go up with
expression of the myeloid differentiation marker CD11b and to a lesser extent to that of CD14,
while expression of the other two AKTs either does not change (AKT1) or tends to slightly
decrease (AKT2) (Fig. 2A, right).

To gain in significance, the expression of the three AKTs was also looked on the BEAT-AML
public data set containing 672 AML RNA-seq samples including samples with both normal and
abnormal cytogenetics'®. Similar yet much more pronounced observations were made for
AKT3 expression. Clearly, although globally weaker, AKT3 expression among AML samples is
much more variable than those of AKT1 and AKT2 (Fig. 2B, left). Furthermore, as opposed to
what was observed in normal differentiation, AKT3 expression is here nicely correlated to the
expression levels of both CD11b and CD14 myeloid differentiation markers, while in the

meantime those of both AKT1 and AKT2 slightly decrease (Fig. 2B, right).

Taken together, these data suggest that the regulatory mechanisms targeting expression of
the three AKTs in leukemic blasts are distinct than those involved in normal myeloid

differentiation.
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Figure 2. Expression of the three AKT transcripts in AML samples.
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(A) Each dot shows expression of each the three AKTs (left, bars represent medians with 95% Cl), or
expression of each the three AKT as a function of CD11b or CD14 expression (right, tendency curves
are shown as dotted lines) in 40 CN-AML samples from our institution.
(B) Each dot shows expression of each the three AKTs (left, bars represent medians with 95% Cl), or
expression of each the three AKT as a function of CD11b or CD14 expression (right, tendency curves
are shown as dotted lines) in the 676 samples of the BEAT-AML cohort.
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Expression of the three AKTs and ELN-2017.

As AKT3 expression is highly variable among AML samples, we thought it could be significantly
correlated to some clinical parameters. We first looked at the expressions of the three AKTs
as a function of the ELN-2017 score which distributes the patients into three groups of
differently predicted outcomes: adverse, intermediate or favorable. Here again, AKT3 is
clearly distinguishable from the other two AKTs. Unfortunately, in our cohort encompassing
40 AML samples, no sample is categorized as adverse, but 8 are in the favorable group and 32
are considered as intermediate. Despite the lack of an ELN-2017 adverse group, a strong
difference in AKT3 expression is visible between the intermediate and the favorable group, a
low expression of AKT3 being a clear mark of the favorable entity (Fig. 3, left). We then looked
at the BEAT-AML cohort which contains a copious number of samples in each of the three ELN-
2017 groups. Consistently with our cohort, samples of the favorable group are those
expressing very significantly the less AKT3 as compared to samples of the adverse and
intermediate groups showing a higher expression of AKT3 (Fig. 3, right). In both cohorts, a
slightly higher expression of AKT1 or AKT2 appears in contrast in the favorable group, although
the differences are much less marked than the opposite difference seen with AKT3, likely
because the expressions of both AKT1 and AKT2 are much less variable among samples than

that of AKT3 (Fig. 3).
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Figure 3. Expression of the three AKT transcripts as a function of ELN-2017 score.

Each dot shows expression of each the three AKTs as a function of ELN-2017 score in 40 CN-Normal
AML samples from our institution (left), or in the 672 samples of the BEAT-AML cohort (right). X-axes
legends: Adv=adverse; Int=intermediary; Fav=favorable. Bars represent medians with 95% Cl.
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Expression of the three AKTs and genetic status.

NPM1 mutations. Since the ELN-2017 score is based on the nature of the genetic alterations
found in AML samples and because AKT3 expression is significantly higher in the adverse group
than in the favorable and intermediate groups, it was probable that some of these genetic
abnormalities could be either correlated or anti-correlated to the level of AKT3 expression.
We therefore looked at the expressions of the three AKT isoforms as a function of the most
frequent mutations in our 40 AML samples cohort. NPM1 is the most frequently mutated gene
in AML (approximately 30% of patients). Mutations in NPM1 create a sequence frameshift
converting the nuclear localization signal located in the carboxyl-terminus of the protein into
a nuclear export signal. As a consequence, the mutant proteins are localized in the cytosol
(and are called NPM1c), while the wild-type protein (NPM1wt) shuttles between the nucleus
and the cytoplasm. Interestingly, in our 40 CN-AML cohort a lower level of AKT3 expression is
clearly visible in the 14 NPM1c AML samples as compared to the 26 NPM1wt samples (Fig.
4A).

To confirm this observation in a bigger series of samples, we repeated this analysis on the
BEAT-AML cohort which contains 174 NPM1c samples out of 667 samples for which both the
NPM1 mutational status and the RNA-seq data are available. Consistently with our modest
cohort, a strong correlation exists here between NPM1c and a low expression of AKT3 (Fig.
4B, left). We then plotted the level of expression of the three AKT isoforms as a function of
NPM1 expression in either NPM1wt or NPM1c samples. In NPM1wt samples, the expression
of AKT3 appears slightly inversely correlated to that of NPM1, while no correlation is detected
with AKT1 or AKT2 (Fig 4B, right). In NPM1c samples such anti-correlation between AKT3 and
NPM1 expressions is much more pronounced, while in contrast the expressions of both AKT1

and AKT2 tend to increase (Fig. 4B, right).

These data reveal clearly a strong downregulation of AKT3 in AML samples carrying a mutated
NPM1 gene. Furthermore, the level of AKT3 expression is inversely proportional to that of

NPM1, an anti-correlation strongly reinforced when NPM1 is mutated.
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Figure 4. Expression of the three AKT transcripts as a function of NPM1 mutational status.

(A) Each dot shows expression of each the three AKTs as a function of NPM1 mutational status in 40
CN-Normal AML samples from our institution. Bars represent medians with 95% Cl.

(B) Each dot shows expression of each the three AKTs as a function of NPM1 mutational status in the
672 samples of the BEAT-AML cohort (left, bars represent medians with 95% Cl). Expression of the
three AKTs in the BEAT-AML cohort as a function of NPM1 expression: in the two NPM1Iwt (wt) or
NPM1c (c) groups, the samples are ranked from left to right as a function of global NPM1 expression
(right, tendency curves are shown for AKT3 as dotted lines).

RUNX1 mutations & RUNX1-RUNXI1T1 translocation. No significant correlation between
expression of each of the three AKTs and any other mutation could be detected in our cohort.
However, this lack of correlation might be explained by the fact that many mutations are much
less frequent than the mutations of NPM1, and therefore do not permit statistical analyses
within a series containing 40 samples. However, correlations between the expression level of
AKT3 and the Runt-related transcription factor 1 (RUNX1) genetic alterations emerged in the
BEAT-AML cohort. Indeed, AKT3 expression appears very significantly higher in the 74 samples
harboring mutations in RUNX1, and in contrast significantly lower in the 16 samples harboring
the t(8;21) (RUNX1-RUNX1T1) chromosomal translocation (Fig. 5, left). We then plotted le
level of expression of the three AKT isoforms as a function of RUNX1 expression in either

RUNX1wt, RUNX1mut or RUNX1-RUNX1T1 samples. In RUNXIwt samples, the expression of
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AKT3 appears inversely correlated to global expression of RUNX1, while no correlation is
detected with AKT1 or AKT2. In RUNXImut and RUNXI-RUNX1T1 samples no correlation

between any of the three AKTs and global expression of RUNX1 is visible (Fig. 5, right).

These data show clearly a strong upregulation of AKT3 in AML samples carrying a mutated
RUNX1 gene, but in contrast a downregulation of AKT3 in samples harboring the RUNX1-
RUNX1T1 translocation. Furthermore, the level of AKT3 expression appears inversely
proportional to that of RUNX1 in RUNX1wt samples, a tendency no longer visible in RUNX1

genetic variant samples.
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Figure 5. Expression of the three AKT transcripts as a function of RUNX1 genetic status.

Each dot shows expression of each the three AKTs as a function of RUNX1 mutational status in the 672
samples of the BEAT-AML cohort (left, bars represent medians with 95% Cl). Expression of the three
AKTs in the BEAT-AML cohort as a function of RUNX1 expression: in the three RUNXIwt (wt),
RUNX1mut (mut) or RUNX1-RUNX1T1 (t) groups, the samples are ranked from left to right as a function
of global RUNX1 expression (right, tendency curves are shown for AKT3 as dotted lines).

Expression of the three AKTs and Overall survival.

The observations presented above argued in favor of a bad prognostic value for AKT3
expression. Indeed, the ELN-2017 favorable group expresses a lower amount of AKT3. Also,
the level of AKT3 expression is lower in leukemic blasts harboring NPM1 mutations or the
RUNX1-RUNXIT1 translocation (which are both of better prognosis), but higher in samples
harboring RUNX1 mutations (which are of bad prognosis). To visualize the prognostic impact
of expressions of the three AKTs, the patient overall survivals were first evaluated by Kaplan-
Meier curves using the BEAT-AML dataset which contains 672 AML samples. To avoid potential
bias in data interpretation, we removed here the samples that were not collected at diagnosis

but later after the first line of therapy, those presenting with a myelodysplastic syndrome
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(MDS) or a myeloproliferative neoplasm (MPN) and the samples from patients who could
benefit from a transplantation (either bone marrow or cord blood cells engraftment). The
Kaplan-Meier curves were finally plotted with such a homogeneous set of n=239 patients (Fig.
6A). Once more, AKT3 behaved distinctly. Its expression level is highly correlated to a poor
outcome (p=0.0004), while AKT2 expression cannot distinguish two groups with a significant
difference (p=0.4550). The data obtained with AKT1 were very surprising. As opposed to AKT3,

its expression level correlates significantly to a better survival (p=0.004).

Given these strong, yet opposite, predictive values of AKT1 and AKT3 expression levels, it was
important to verify whether similar counterintuitive observations could be made in another
consistent cohort. We therefore looked at the Leucegene public dataset encompassing 373
AML samples. As no clinical information can be obtained with the Leucegene cohort, were
here downloaded the Kaplan-Meier overall survival curves as they appear online. We could
not select the samples to provide information on a homogeneously treated set of patients.
Yet, the results were very similar to those obtained with the BEAT-AML cohort. High AKT3
expression appears as a powerful predictor of poor survival (p=0.0000), while in contrast AKT1
shows as a strong predictor of better survival (p=0.0012), and no significant difference can be

highlighted using AKT2 expression as a parameter (p=0.1648) (Fig. 6B).
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Figure 6. Kaplan-Meier curves showing the overall survival of AML patients as a function of
expression each of the three AKT transcripts.

(A) Data obtained from the BEAT-AML cohort (n=239).

(B) Data obtained from the Leucegene cohort (n=373).
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DISCUSSION

Prognostic values of AKT1 and AKT3.

That a higher expression of AKT3 appears as a marker of bad prognosis is not surprising for a
kinase lying in the PI3K-AKT-mTOR pathway so important for cancer cell growth and survival.
What is quite counterintuitive, is the exact opposite prognostic value of AKT1 expression. Our
search in the literature of what kind of AKT1 versus AKT3 kinase specific substrate(s) could
provide a probable explanation remained unsuccessful. The growing list of such specific
substrates will certainly help elucidating this mystery. Yet, this discrepancy highlights the need
to search for specific inhibitors capable of discriminating each of the three AKT protein
isoforms. Up to now, the vast majority of experimental works designed at describing the
function of AKT in cancer cells was performed using panAKT inhibitors. If the three AKT kinases
have distinct or even opposite effects on a biological function, as is the case for instance in
vascular tumors where AKT1 and AKT3 kinases exhibit opposite effects on endothelial cell

growth'?, this may have generated biases in data interpretation.

What could be the advantage for HSCs or leukemic blasts to express AKT3?

As said in the introduction, a recent report indicates that unlike AKT1 and AKT2, the AKT3
kinase locates at the nuclear envelope, facing the cytosol, and its protein serine/threonine
kinase activity appears constitutively activated in a panel of established cancer cells®.
Although no leukemic cell lines were included in this earlier study, one can speculate this is
also the case in proliferating blasts. Proliferating cells such as self-renewing HSCs or leukemic
blasts must consume a high level of nutrients and energy to produce a sufficient biomass
before dividing into two equally sized daughter cells. As a sensor of nutrient availability, one
important consequence of activation of the PI3K-AKT-mTOR pathway is the induction of cell
growth, and particularly induction of the rate of protein synthesis which is the most energy-
consuming cellular process, so as the mother cell attains a sufficient mass before dividing.
Another specific feature described for the AKT3 kinase is its function in mitochondrial
biogenesis'?, thereby controlling the production of cellular energy. One described mechanism
whereby AKT3 favors this process is via activation of export through the nuclear envelope
(where AKT3 protein lies) of one major regulator of mitochondrial biogenesis'*. Thus,
expressing a constitutively activated AKT3 kinase would be a serious advantage for both HSCs

and leukemic blasts.
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Relationship between AKT3 and NPM1wt or NPM1c.

A recent report showed that NPM1wt and NPM1c proteins exhibit opposite effects on AKT
kinase activation in leukemic blasts. Indeed, it was shown there that the NPM1c protein
physically associates with AKT and antagonizes the inhibitory effect of NPM1wt on AKT
phosphorylation. Interestingly, this leads to enhanced sensitivity of NPM1c leukemic blasts to
AKT inhibitors'>. However, in this report were used only anti-AKT and anti-phosphoAKT
antibodies that cannot discriminate the three AKT protein isoforms (i.e. panAKT antibodies).
Therefore, it is yet not known whether NPM1c interacts preferentially with one or another of
the AKT kinases. This would be interesting to check. Our present data show that AKT3
expression, but not that of AKT1 or AKT2, is severely downregulated in NPM1c blasts. We can
therefore speculate that, if AKT3 kinase is actually constitutively activated in leukemic cells,
the downregulation of AKT3 expression we see here in NPM1c blasts should be additive to the
inhibitory effect of NPM1c protein on global AKT activity shown earlier. Such additive
inhibitory effects may together contribute to the better survival of NPM1c patients. These
data also further support the idea that NPM1c AML could be more sensitive to AKT inhibitors.
What remains unresolved is whether and how the NPM1c protein could control the AKT3
transcript amount, or whether these two events are solely concomitant with no causal link

one to the other. This remains to be addressed experimentally.

Relationship between AKT3 and RUNX1wt, RUNX1mut or RUNX1-RUNX1T1.

Another striking observation in our study is the inverse correlations between elevated AKT3
expression and RUNXImut in one hand, and diminished AKT3 expression and RUNX1-
RUNX1T1 translocation in the other hand, as compared to RUNX1Iwt samples. Here again,
whether and how molecularly the two mutated or translocated RUNX1 variants could control
AKT3 transcript expression in opposite ways, or whether these events are solely correlated
with no causal connection, remains unknown. This merits further investigation aimed at
testing experimentally whether the RUNX1 transcription factor or its mutant or translocated
counterparts interacts with the AKT3 gene locus to directly control or not its transcription. In
a clinical perspective, the very low expression of AKT3 in RUNXI-RUNX1T1 AML suggests it
would be preferable to target AKT1 or AKT2 kinase in this leukemic entity. This is consistent
with an earlier report which indicated that RUNX1-RUNX1T1 blasts harbor an activated AKT1

kinase and are specifically sensitive to AKT1 inhibition both in vitro and in vivo settings*®.
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Discussion générale

De nombreuses altérations génétiques conduisent au développement de la LAM via la
dérégulation de I'expression génique et de I'activité de protéines clés. Cela conduit a une
altération de nombreuses fonctions biologiques et se répercute sur les facteurs d’initiation de
la traduction ainsi que sur leurs régulateurs. Nos recherches ont mis en évidence I'implication

de facteurs d’initiation de la traduction dans I’hématopoiese normale et dans la LAM.

L'expression d’elF4E3 est faible dans les cellules souches et les précurseurs hématopoiétiques.
Elle est cependant élevée dans les monocytes ce qui suggérait son implication soit dans la
différenciation monocytaire soit dans la fonction terminale des monocytes. Nos expériences
de perte de fonction (si-RNA contre elF4E3) au cours de la différentiation de cellules CD34+
(un ensemble de cellules souches et de cellules progénitrices) n’a révélé qu’'un modeste
ralentissement de la différenciation en monocytes (<10%). Ces données suggerent qu’au cours
de la différenciation normale, I'expression d’elF4E3 n’est peut-étre pas requise pour engager
la différenciation des cellules CD34+ en monocytes. On peut donc supposer qu’elF4E3

participerait plutot a la fonction biologique terminale des monocytes.

L'utilisation d’un si-RNA dés I'engagement des cellules en différenciation diminue bien
I’expression d’elF4E3, mais n’a qu’un faible impact sur la différenciation. On pourrait supposer
qgue ce facteur n’est pas « nécessaire » pour engager la différenciation des cellules en
monocytes. La diminution d’expression d’elF4E3 (si-ARN) plus tardivement au cours de la
différenciation, c’est-a-dire a un moment ou son expression est essentielle, permettrait peut-
étre de ralentir de facon plus importante la différenciation des cellules en monocytes. Afin de
vérifier si le facteur elF4E3 participe tardivement a la différenciation monocytaire, il serait

intéressant de ralentir son expression plus tard dans le processus de différenciation.

Au vu des données d’expression d’elF4E3 dans la différentiation myéloide normale, on pouvait
s’attendre a ce que I'expression d’elF4E3 soit faible dans les blastes leucémiques qui sont
bloqués a des stades intermédiaires de différenciation. L’analyse d’échantillons issus de
plusieurs centaines de patients révele que ce n’est pas le cas, avec au contraire une grande
majorité d’échantillons leucémiques exprimant elF4E3 a un niveau comparable a celui mesuré

dans les monocytes. Cette observation n’est pas en accord avec l'unique article relatant
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I’expression d’elF4E3 dans la LAM et indiquant préférentiellement une sous-expression du
facteur elF4E3 dans les blastes leucémiques 2. Cet article propose aussi qu’elF4E3 jouerait
un réle de suppresseur de tumeur. Cependant, ces conclusions ont été tirées suite a I'analyse
de seulement 3 échantillons leucémiques ?*’. Nous proposons donc une hypothése alternative
selon laquelle elF4E3 est surexprimé dans les blastes leucémiques comparés a leurs
équivalents intermédiaires de différenciation, et pourrait alors jouer un réle oncogénique aux
cotés d’elF4E1l. Le facteur elF4E1 étant en quantité limitante dans les cellules (voir
introduction), I'action synergique d’elF4E3 et d’elF4E1 pourrait alors favoriser la traduction

d’un transcriptome oncogénique.

Les expériences de perte de fonction réalisées dans les lignées leucémiques établies et
poussées en différentiation monocytaire ont révélé que la diminution artificielle de
I'expression d’elF4E3 ralentissait significativement leur différentiation monocytaire. Ce qui
n’était pas le cas pour les cellules CD34+ normales (voir ci-dessus). Cette différence de
fonction d’elF4E3 dans les cellules leucémiques comparées aux cellules normales pourrait
s’expliquer par un timing différent de I'expression d’elF4E3. En effet, eIF4E3 n’apparait que
tardivement dans la différentiation normale, seulement apres le passage des cellules par le
stade progéniteur. Dans les blastes leucémiques, la surexpression d’elF4E3 est donc plus
« précoce » qu’attendue et pourrait alors contribuer a la régulation traductionnelle des ARNm

codant des protéines requises pour leur différentiation.

De nombreuses études ont mis en évidence I'importance du facteur elF4E1 dans la régulation
de nombreuses fonctions biologiques. De plus, il est communément admis que la
surexpression d’elF4E1 est impliquée dans la prolifération et la croissance tumorale. Les
facteurs d’initiation et notamment elF4E1 sont régulés par de nombreux facteurs de
transcription, des voies de signalisation (MAPK et PI3K/AKT/mTOR) et par bien d’autres

acteurs.

Des facteurs de transcription (RUNX1, C/EBPa, c-myc..), des régulateurs épigénétiques
(DNMT3A, TET2..) ou du métabolisme (IDH1/2) ou encore des facteurs d’épissage 22° (SRSF2,
SF3B..) sont mutés dans la LAM. Les facteurs de transcription contrélent I’expression génique,
une dérégulation de ces facteurs conduit a la transcription de génes de fagon inappropriée et

altere donc différentes fonctions biologiques. Pour exemple, les facteurs de transcription c-
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myc 2%* ou encore C/EBPa 26¢ sont mutés dans la LAM et ont pour cible transcriptionnelle le

facteur elF4E1.

On peut donc émettre I'hypothése que le facteur elF4E3 est lui aussi régulé par différents
facteurs de transcription. Les mutations de ces derniers auraient donc des conséquences sur
ses niveaux d’expression et pourrait expliquer qu’il soit dérégulé chez les patients atteints de

LAM.

De plus, les voies de signalisation (MAPK et PI3K/AKT/mTOR) contrélent et régulent le
complexe d’initiation de la traduction 236, Or il est connu que les altérations de ces voies de
signalisation et par conséquent leur hyperactivité sont impliquées dans le développement de
nombreux cancer. Plusieurs mutations retrouvées dans la LAM (par exemple les mutations de
FLT3, KIT, NRAS, KRAS, PTEN...) sont a l'origine d’une activation exacerbée des voies de
signalisation. Bien que le facteur elF4E3 échappe a la régulation de la kinase MNK par
I'absence de la sérine 209, il est essentiel de comprendre comment ce facteur est régulé au
sein du complexe d’initiation de la traduction par les voies de signalisation. L'absence de
connaissance sur le facteur d’initiation elF4E3 rend d’autant plus compliqué I'identification

des mécanismes de régulation de ce dernier.

Nous avons montré qu’elF4E3 ne se liant pas aux 4E-BPs (une cible majeure de mTOR)
participe a la résistance des blastes leucémiques aux inhibiteurs de mTOR en favorisant la
survie et prolifération cellulaire. A I'heure actuelle nous ne connaissons pas par quel
mécanisme en aval, ce processus se met en place. Mais nous pouvons supposer que la
dérégulation des niveaux d’expression d’elF4E3 participe a la traduction d’ARNm de facon
inappropriée. Par analogie avec la régulation du facteur d’initiation elF4E1 27> au cours de la
différenciation érythrocytaire, il semblerait que le timing et le niveau d’expression du facteur
elF4E3 soit important pour le bon déroulement des différents processus biologiques.
Contrairement a elF4E1, elF4E3 échappe ala régulation du facteur 4E-BP. Cela facilite |a liaison
d’elF4E3 a la coiffe des ARNm, d’autant plus quand I'expression d’elF4E3 est élevée dans les
blastes leucémiques, favorisant un traductome oncogénique. Cela pourrait expliquer les

réponses cliniques mitigées obtenues dans notre centre avec les inhibiteurs de mTOR 277,

Afin de bloquer I’hyperactivation des voies de signalisation et la phosphorylation exacerbée

d’elF4E1, I'utilisation d’un inhibiteur de MNK semblait étre un bon candidat 2°9281, En effet,
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I'inhibition de la phosphorylation d’elF4E1 faciliterait une traduction cap-dépendante
d’elF4E3 %°1, Cependant les résultats obtenus avec un inhibiteur spécifique de la kinase MNK
n’a pas eu les effets attendus, a savoir une potentialisation de la différenciation cellulaire.
Pourtant de nombreuses études rapportent le potentiel thérapeutique des inhibiteurs de
MNK dans le traitement des LAM. Certaines études démontrent également un bénéfice en
utilisant simultanément des inhibiteurs de mTOR et de MNK 292 afin de limiter une
prolifération aberrante. Il est alors légitime de questionner si I'utilisation de ces inhibiteurs
est réellement une bonne stratégie, au vu de nos différences de résultats. Les inhibiteurs
développés sont-ils spécifiques seulement de la kinase MNK ou bien agissent-ils également
sur d’autres kinases et pourraient expliquer les effets divergents ? Les conditions d’utilisation
de cet inhibiteur dans nos expérimentations n’étaient peut-étre pas les bonnes. Il est
envisageable que les inhibiteurs ne potentialisent pas la différenciation monocytaire mais
limite la prolifération cellulaire. Nos résultats n’étant que préliminaires, ils mériteraient
d’autres expérimentations comme une analyse de la prolifération ou la combinaison avec
d’autres traitements (chimiothérapie, agent différenciant). D’autant plus que I'utilisation
d’agents différenciants (vitamine C et D) en association avec la chimiothérapie semble

démontrer un réel bénéfice chez les patients atteints de LAM 172,

Un autre facteur AKT, une kinase située dans la voie de signalisation PI3K-AKT-mTOR, semble
étre dérégulé dans les LAM. La signalisation qui en découle contrdle le complexe d’initiation
de la traduction et régule la croissance et la survie des cellules. La dérégulation de cette voie
de signalisation favorise la croissance tumorale 2°3. Nos premiéres données préliminaires
semblent démontrer un réle distinct entre les isoformes de AKT. En effet, une forte expression
d’AKT3 est associée a une mauvaise survie des patients. De facon surprenante, les patients
avec une forte expression d’AKT1 présentent une meilleure survie que ceux avec une faible
expression. Etant donné que I'expression de AKT1 ou de AKT3 semble avoir un impact
différent sur la survie, I'utilisation d’inhibiteurs d’AKT pourrait étre intéressante si ces
inhibiteurs sont spécifiques de chacun des isoformes. Ces données préliminaires donnent un
axe de recherche intéressant tant sur la compréhension et le réle de ces trois isoformes dans

les blastes leucémiques que sur le développement de nouvelles thérapies ciblées.

Dans I'ensemble, ces travaux mettent en évidence I'implication des facteurs d’initiation de la

traduction ainsi que de leurs régulateurs dans le développement des LAM. Le complexe
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d’initiation de la traduction est au centre de la régulation de la synthese protéique et toute

dérégulation participe aux processus oncogéniques.

148



Conclusion générale

Pour conclure, nos résultats démontrent I'implication des facteurs d’initiation de la traduction
(elFAE1 et elF4E3), ainsi que des acteurs des voies de signalisation (PI3K/AKT/mTOR et
MAPK/MNK) dans la leucémogenese.

Le facteur d’initiation de la traduction elF4E3 participe a la différenciation des cellules
hématopoiétiques en monocytes. Chez les patients atteints de LAM, son expression variable
et dérégulée semble participer aux processus oncogéniques. De plus une forte expression
d’elF4E3 participe a la résistance des blastes leucémiques aux inhibiteurs de mTOR. L’analyse
du traductome d’elF4E3 et d’elF4E1 est essentielle afin d’identifier les ARNm cibles traduits
par ces deux facteurs. Cela pourrait également suggérer des ARNm dont les protéines seraient

potentiellement impliquées dans le développement des LAM.

La kinase MNK régule le complexe d’initiation de la traduction et participe a la phosphorylation
d’elF4E1. L'utilisation d’un inhibiteur spécifique de MNK en combinaison avec un agent
différenciant ne potentialise pas la différenciation monocytaire dans les lignées de LAM.
Cependant I'utilisation d’inhibiteur multi-kinase favorise la différenciation des cellules. Cela
laisse penser que la potentialisation de la différenciation cellulaire n’est pas seulement due a
la diminution de la phosphorylation du facteur de traduction elF4E1 mais aussi a I'inhibition

d’autres kinases.

Dans I'hématopoiése normale, le facteur AKT3 est préférentiellement exprimé dans les
cellules souches hématopoiétiques alors que AKT1 s’exprime au cours de la différenciation
monocytaire. Chez les patients atteints de LAM, I'expression de AKT3 est beaucoup plus
variable que celle d’AKT1. L'expression de AKT3 dans les LAM est associée a des altérations
génétiques conférant un pronostic plus ou moins favorable. D’aprés ces données, une forte
expression d’AKT3 est associée a un mauvais pronostic et a une faible survie. Alors qu’une

expression élevée de AKT1 démontre un meilleur pronostic pour les patients.

L’'ensemble de ces résultats est un premier pas dans la compréhension et la caractérisation du

facteur d’initiation de la traduction elF4E3. Comprendre les fonctions biologiques de ce

149



facteur impliqué dans la différenciation hématopoiétique devient essentiel et pourrait

permettre une meilleure prise en charge thérapeutique des patients.

Les facteurs d’initiation de la traduction ; régulateurs clés de ’hématopoiese
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Titre : Implication du facteur d'initiation de la traduction elF4E3 dans I'hématopoiése normale et dans la leucémie aigué myéloide
Mots clés : hématopoiése, Synthése protéique, Traduction des ARNm, Leucémie aigué méyloide

Résumé : Les leucémies aigués myéloides (LAM) sont des hémopathies malignes caractérisées par une dérégulation de I'hématopoiése. Les
altérations (translocations chromosomiques et/ou mutations) conduisent a un blocage de la différenciation cellulaire, une prolifération clonale
accrue et une accumulation de blastes myéloides dans la moelle osseuse et le sang. Il en résulte une absence de cellules matures et fonctionnelles
permettant I'équilibre du tissu hématopoiétique. Afin d’identifier les acteurs pouvant étre impliqués dans le développement des LAM, un
séquencage de I'ARN incluant des échantillons normaux ainsi que des échantillons de patients atteints de LAM a été réalisé. L'expression de tous les
facteurs régulant la synthése protéique (initiation, élongation et terminaison de la traduction) et de tous les acteurs des voies de signalisation qui
contrdlent leurs activités ont été scrutés. Parmi eux, les deux facteurs elF4E1 et elF4E3 ont attiré notre attention. lls appartiennent a la famille elF4E
(eukaryotic translation initiation factor 4E) des facteurs d'initiation de la traduction qui régulent la traduction coiffe-dépendante des ARNm.
L'initiation de la traduction est régulée par les voies de signalisation des MAPK et PI3K/AKT/mTOR. elF4E1, un facteur bien connu, joue un réle dans
la survie et la prolifération des cellules normales et cancéreuses alors que elF4E3 est peu décrit. L'objectif de ce projet a été de démontrer
I'implication du facteur d'initiation elF4E3 dans I’'hématopoiése normale et dans la LAM. D'aprés nos données, le facteur d’initiation de la traduction
elFAE3 participe a la différenciation des cellules hématopoiétiques en monocytes. Chez les patients atteints de LAM, son expression variable et
dérégulée semble participer aux processus oncogéniques. De plus une forte expression d'elF4E3 participe a la résistance des blastes leucémiques aux
inhibiteurs de mTOR. En revanche, I'utilisation de différents inhibiteurs de la kinase MNK présente des effets divergents sur la différenciation
monocytaire. De plus, I'analyse du traductome d’elF4E3 et d’elF4E1 est essentielle afin d’identifier les ARNm cibles traduits par ces deux facteurs.
Cela pourrait également suggérer des ARNm dont les protéines seraient potentiellement impliquées dans le développement des LAM. L'ensemble de
ces résultats est un premier pas dans la compréhension et la caractérisation du facteur d’initiation de la traduction elF4E3. Comprendre les fonctions
de ce facteur impliqué dans la différenciation hématopoiétique devient essentiel et pourrait permettre une meilleure prise en charge thérapeutique
des patients.

Title: Implication of the translation initiation factor elF4E3 in normal haematopoiesis and acute myeloid leukemia
Key words: mRNA translation, hematopoiesis, Protein synthesis, acute myeloid leukemia

Abstract: Acute myeloid leukaemias (AML) are haematological malignancies characterised by deregulation of haematopoiesis. Alterations
(chromosomal translocations and/or mutations) lead to a block in cell differentiation, increased clonal proliferation and an accumulation of myeloid
blasts in the bone marrow and blood. The result is a lack of mature, functional cells to balance the haematopoietic tissue. In order to identify the
players that may be involved in the development of AML, RNA sequencing was carried out on normal samples and samples from patients with AML.
The expression of all the factors regulating protein synthesis (initiation, elongation and termination of translation) and of all the players in the
signalling pathways controlling their activities were examined. Among them, the two factors elF4E1 and elF4E3 caught our attention. They belong to
the elF4E (eukaryotic translation initiation factor 4E) family of translation initiation factors that regulate the cap-dependent translation of mRNAs.
Translation initiation is regulated by the MAPK and PI3K/AKT/mTOR signalling pathways. elF4E1, a well-known factor, plays a role in the survival and
proliferation of normal and cancerous cells, whereas elF4E3 is little described. The aim of this project was to demonstrate the involvement of the
elF4E3 initiation factor in normal haematopoiesis and in AML. According to our data, the translation initiation factor elF4E3 is involved in the
differentiation of haematopoietic cells into monocytes. In patients with AML, its variable and deregulated expression appears to be involved in
oncogenic processes. In addition, high expression of elF4E3 is involved in the resistance of leukaemic blasts to mTOR inhibitors. On the other hand,
the use of different MNK kinase inhibitors has divergent effects on monocyte differentiation. In addition, translational analysis of elF4E3 and elF4E1
is essential to identify the target mRNAs translated by these two factors. This could also suggest mRNAs whose proteins are potentially involved in
the development of AMLs. Taken together, these results represent a first step towards understanding and characterising the translation initiation
factor elF4E3. Understanding the functions of this factor involved in haematopoietic differentiation is becoming essential and could lead to better
therapeutic management of patients.
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