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INTRODUCTION 

 

1. Les leucémies aigües myéloblastiques 

1.1. Définition-Epidémiologie 

 

Les leucémies aigües myéloblastiques (LAM) constituent un groupe hétérogène 

d’hémopathies malignes caractérisées par l’expansion clonale de cellules immatures 

(blastes) appartenant à la lignée myéloïde bloquées dans leur différenciation et ayant perdu 

leur capacité à répondre aux régulateurs de la prolifération 
1
. Elles ont pour origine soit la 

transformation d’une cellule souche, soit celle d’un progéniteur hématopoïétique myéloïde 

plus ou moins engagé dans un lignage. Les LAM sont des affections rares, atteignant 3 

individus pour 100 000 par an de tous âges et des deux sexes. On observe un pic de 

fréquence en dessous de 5 ans chez l’enfant et une augmentation régulière de fréquence 

avec l’âge chez l’adulte.  

Des maladies génétiques sont reconnues comme associées à un risque élevé de développer 

une LAM chez l’enfant essentiellement : ce sont la trisomie 21, le syndrome de Bloom, 

l’anémie de Fanconi, la neurofibromatose… Certains facteurs de risque acquis favorisant la 

survenue des LAM ont également été identifiés tels que l’exposition au benzène, aux 

radiations ionisantes ou à certaines chimiothérapies. La cigarette est la cause la plus 

commune d’exposition au benzène. Fumer augmente de 1,2 à 2,3 fois le risque de 

développer une LAM ; ce risque étant particulièrement fort chez les fumeurs réguliers 
2,3

. 

Pour ce qui est des radiations ionisantes, les survivants des bombes atomiques ont un risque 

très fort d’être atteint de LAM. Ainsi, Nakanishi a montré que les anomalies des 

chromosomes 5 et 7, retrouvées fréquemment dans les blastes de LAM, sont beaucoup plus 

fréquentes chez les patients nés après 1945 que chez ceux n’ayant pas été exposés à la 

bombe atomique 
4
. Il semblerait également que le personnel de bord des avions ait un 

risque plus important de développer une LAM du fait de l’exposition aux radiations 

ionisantes 
5
. Dix à quinze pourcents des patients atteints de LAM ont reçu auparavant une 

chimiothérapie cytotoxique, le plus souvent pour traiter une tumeur solide. On distingue 

dans ce cas deux grands types de LAM secondaires : celles qui surviennent 5 à 10 ans après 

une exposition aux agents alkylants, les blastes portent alors souvent des anomalies des bras 

longs des chromosomes 5 et 7 ; et celles qui se développent 1 à 5 ans après un traitement 

utilisant des drogues interagissant avec la topoisomérase II telles que la doxorubicine ou 

l’etoposide. L’anomalie cytogénétique la plus fréquente touche alors le bras long du 

chromosome 11 où se situe le gène MLL. Dans ce type de LAM secondaire, on peut voir 

également des translocations équilibrées telles que la t(8;21) ou la t(15;17), typique de la 

leucémie aigüe promyélocytaire.  
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Le nombre de personnes exposées à l’un ou l’autre des ces facteurs favorisant excède 

largement le nombre de celles qui développent effectivement une LAM, vraisemblablement 

du fait d’une grande variabilité d’autres facteurs impliqués, intra et  interindividuels.  

 

1.2. Description clinico-biologique 

 

Les signes cliniques des LAM sont divers et non-spécifiques mais pour la plupart d’entre eux 

sont directement attribuables à l’envahissement médullaire par les blastes leucémiques. 

Non seulement ceux-ci sont incapables de produire des cellules matures fonctionnelles mais 

en plus, leur prolifération incontrôlée au niveau de la moelle osseuse empêche les 

progéniteurs sains résiduels de proliférer et maturer correctement. Ceci se traduit donc par 

une insuffisance médullaire entrainant une anémie, une neutropénie et une thrombopénie 
1
. 

Classiquement, les patients souffrent alors d’asthénie, de fièvre, d’hémorragies et sont 

susceptibles aux infections.  D’autres symptômes peuvent être attribués à l’infiltration par 

les blastes du foie, de la rate, de la peau, des ganglions, des os, des gencives, du système 

nerveux central.  Une grande hyperleucocytose (> 100 000/mm3) peut entraîner un 

phénomène de leucostase se manifestant par des troubles de la respiration, de la vue, du 

système nerveux central ou de la coagulation. Parfois, mais assez rarement au moment du 

diagnostic, on peut observer des anomalies métaboliques à type d’hyperuricémie, 

d’hyperphosphorémie ou d’hypocalcémie 
6
.  

Le diagnostic de leucémie aigüe (LA)  repose essentiellement sur la mise en évidence de 

l’accumulation médullaire de blastes myéloïdes du fait de leur incapacité à maturer. 

Historiquement, les différents types de LAM ont été décrits dans la classification FAB 

(French-American-British, figure 1) 
7
. Dans ce système, la LA est certaine lorsque la moelle 

contient au moins 30% de blastes. 
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Figure 1 : La classification FAB des LAM (d’après B. Löwenberg et al. New England Journal of 

Medicine 1999). 

 

En 2001, la classification de l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), incorporant en plus 

des données de cytogénétiques et subdivisant les LAM en 4 grandes catégories, a baissé à 

20% le pourcentage de blastes médullaires minimum pour poser le diagnostic de LAM (figure 

2). Cette nouvelle classification a ainsi inclus dans les LAM certains cas de syndromes 

myélodysplasiques de haut grade que la classification FAB ne prenait pas en compte, 

renforçant l’idée d’un chevauchement entre ces deux pathologies.  

 

FAB subtype     Common name (% of cases) 

M0   Acute myeloblastic leukemia with minimal differentiation (3%) 

M1   Acute myeloblastic leukemia without maturation (15-20%) 

M2   Acute myeloblastic leukemia with maturation (25-30%) 

M3   Acute promyelocytic leukemia (5-10%) 

M4   Acute myelomonocytic leukemia (20%) 

M4éo   Acute myelomonocytic leukemia with abnormal eosinophils (5-10%) 

M5   Acute monocytic leukemia (2-9%) 

M6   Erythroleukemia (3-5%) 

M7   Acute megakaryocytic leukemia (3-12%) 
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Figure 2 : Classification OMS 2001 des LAM (E. Estey et H. Döhner, The Lancet 2006). 

 

Une forme révisée de cette classification a été publiée en 2008 où le nombre d’entités 

leucémiques avec anomalie génétique récurrente a encore grandi du fait de l’identification 

de nouvelles anomalies cytogénétiques (figure 3). 
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Figure 3 : Aperçu de la classification OMS 2008 des LAM (D’après Weinberg et al. Blood 2009). 

 

Les blastes sont identifiés et comptés sur un frottis de moelle coloré au May-Grünwald-

Giemsa. Ce sont le plus souvent des cellules de taille moyenne, au noyau plus ou moins 

régulier à chromatine fine, avec de nombreux nucléoles. Le cytoplasme, assez peu abondant, 

est nettement basophile et contient fréquemment des granules azurophiles, parfois des 

corps d’Auer (figure 4). La cyto-morphologie de tous les lignages doit être observée 

méthodiquement de manière à identifier les cas de LAM associés ou secondaires à une 

myélodysplasie, qui sont de plus mauvais pronostic du fait d’une réponse au traitement 

médiocre. Une fois le critère d’un minimum de 20% de blastes médullaires rempli, il reste à 

confirmer leur appartenance au lignage myéloïde. Ainsi, par technique 

d’immunophénotypage, au moins 20% des blastes doivent exprimer les marqueurs de 

surface CD13 ou CD33 associés à la différenciation myéloïde.  

 



14 

 

 

Figure 4 : photographies de frottis médullaires colorés au MGG. A gauche, blastes de LAM2. A 

droite, blastes de LAM5. 

 

Ce diagnostic morphologique est toujours complété par des analyses cytogénétiques par 

caryotype et hybridation in situ fluorescente (FISH). En effet, des anomalies 

chromosomiques clonales acquises, c'est-à-dire une anomalie structurale ou une trisomie 

observée dans au moins deux cellules en métaphase, ou une monosomie observée dans au 

moins trois cellules en métaphase, sont détectées au diagnostic chez 50 à 60% des patients 

atteints de LAM de novo. Chez 10 à 20% des patients, le caryotype est complexe ; ce qui 

signifie qu’au moins trois anomalies cytogénétiques ont été décelées, tandis que chez 50 à 

60% des patients, aucune anomalie cytogénétique n’est détectée par la technique en bandes 

classique 
8
. Les analyses par FISH prennent alors toute leur importance, pour détecter les 

anomalies de la région 11q23 impliquant le gène MLL par exemple.  

Plusieurs groupes coopérateurs ont proposé une classification des LAM basée sur la 

cytogénétique définissant trois catégories pronostiques des LAM : les LAM de bon pronostic, 

les LAM de mauvais pronostic, et celles de risque intermédiaire (figure 5). Toutes les 

anomalies n’ont pas la même « valeur » selon les études, mais le risque attribué à certaines 

d’entre-elles est sans équivoque. Toutes les études sont d’accord pour dire que les patients 

présentant une translocation t(15 ;17)(q22 ;q12-21) ont un très bon pronostic, et ceux 

présentant une translocation t(8 ;21)(q22 ;q22) ou une inv(16)/t(16 ;16)(p13q22) ont un bon 

pronostic. A l’opposé, les inversions du chromosome 3 (q21q26) et les caryotypes complexes 

sont associés à un très mauvais pronostic. Il faut noter que la catégorie « caryotype 

complexe » n’inclue pas les t(15 ;17), t(8 ;21), inv(16), t(16 ;16) et t(9 ;11) car leur pronostic 

n’est généralement pas affecté de manière péjorative par la survenue d’anomalies 

supplémentaires. Dans le même ordre d’idée, les patients -5, del(7q), -17/17p-, -18 ou -20 

dont le pronostic est mauvais, ont toujours un caryotype complexe, si bien qu’il est difficile 

d’évaluer la valeur de chacune de ces anomalies individuellement 
8
.  
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Figure 5 : Groupes de risque cytogénétique dans les LAM (Weinberg et al. Blood 2009). 

 

Il faut noter toutefois que toutes ces études ont été réalisées en incluant exclusivement ou 

majoritairement des patients âgés de moins de 60 ans. D’autres études se sont intéressées à 

la valeur des anomalies cytogénétiques dans les LAM des sujets âgés, qui globalement sont 

toujours de moins bon pronostic que celle des sujets jeunes. Ces études confirment que le 

caryotype a également une valeur pronostique indépendante chez les sujets âgés, mais 

certaines anomalies n’ont plus la même valeur. Ainsi, une étude du groupe MRC (Medical 

Research Council) au Royaume-Uni montre que le devenir des patients âgés ayant moins de 

5 anomalies (à l’exclusion des anomalies du chromosome 5, du chromosome 7 et du bras 

long du chromosome 3) est comparable à celui des patients à caryotype normal ou ayant des 

anomalies de risque intermédiaire
9
. De ce fait, ils sont inclus dans le groupe de risque 

intermédiaire et seuls persistent dans le groupe de haut risque les patients ayant plus de 5 

anomalies. Une étude du groupe CALGB (Cancer And Leukemia Group B) aux Etats-Unis 

confirme la valeur péjorative des caryotypes à 5 anomalies ou plus chez les sujets âgés, 

aucun patient n’ayant survécu plus de 5 ans après le diagnostic
10

. Dans une communication 

orale récente (congrès de l’EHA à Berlin en 2009), D. Grimwade a soulevé le problème de la 

classification des anomalies génétiques rares (incidence individuelle <2%) qui concernent 

environ 10% des patients LAM et qui sont classées soit de risque intermédiaire soit de 

mauvais pronostic. L’étude de 5635 patients âgés de 16 à 59 ans inclus dans les protocoles 

du MRC montre que les patients porteurs de la translocation t(3;5) fusionnant les gènes 

NPM1 et MLF1 ont le même devenir que les patients ayant un caryotype normal alors que 

cette anomalie était considérée jusqu’à lors de mauvais pronostic. Cette analyse confirme 

l’hétérogénéité de valeur pronostique des anomalies de MLL, tout dépend en fait du gène 

partenaire. En analyse multivariée, un certain nombre d’anomalies sont associées de 

manière significative à un mauvais pronostic : ce sont les anomalies en 3q, en 17p, les 

anomalies touchant le chromosome 5, la t(6;11), la t(10;11) ou la t(9;22). Les patients qui 
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n’ont pas ces anomalies mais qui ont plus de 3 autres anomalies ont un mauvais pronostic. 

En conséquence, D. Grimwade propose de réviser la classification cytogénétique des LAM au 

sein du groupe MRC.  

Les techniques de cytogénétique sont donc désormais indispensables au bilan diagnostic des 

LAM puisqu’elles auront un impact certain sur le type de traitement administré en fonction 

des anomalies de bon ou de mauvais pronostic qui auront été identifiées. Il n’en demeure 

pas moins que la majorité des patients ont un caryotype normal et sont classés dans la 

catégorie de risque intermédiaire. Pourtant, il est apparu clairement dans plusieurs études 

que tous ces patients ne retirent pas le même bénéfice d’un même traitement du fait d’une 

grande hétérogénéité de leur maladie. Ainsi, depuis une dizaine d’années, de nombreuses 

mutations ou absence de mutations de gènes et/ou des variations d’expression de gènes 

ayant un impact pronostique ont été découvertes
11

. Leur étude a permis de mieux 

comprendre cette hétérogénéité de réponse au traitement au sein des LAM à caryotype 

normal mais a aussi largement contribué à une description beaucoup plus précise des étapes 

de la leucémogénèse.    

 

1.3. Etat actuel des connaissances sur la leucémogénèse 

 

L’étude des mécanismes de leucémogénèse a nettement progressé ces dix dernières années 

et repose désormais sur deux concepts essentiels. D’une part, il existerait dans les leucémies 

aigües, comme dans les tumeurs solides, des cellules souches leucémiques (CSL) 
12

. Les CSL 

sont caractérisées par leur propriété d’autorenouvellement et leur capacité à donner 

naissance aux progéniteurs leucémiques qui produisent eux-mêmes de grandes quantités de 

blastes. La plupart des études rapportent que les CSL sont quiescentes ou se divisent très 

lentement alors que les progéniteurs leucémiques prolifèrent très rapidement 
13

. Les 

chimiothérapies classiques permettent d’obtenir des rémissions complètes car elles 

atteignent facilement le « bulk » leucémique en prolifération, mais le taux élevé de rechute 

dans les LAM pourrait découler du fait que ces traitements ne permettent pas l’éradication 

des CSL quiescentes. D’autre part, Le processus de leucémogénèse est multi-étapes. En effet, 

plusieurs études épidémiologiques et génotypiques ont clairement montré que les cellules 

de LAM portent toujours plusieurs anomalies, que ce soit des mutations ponctuelles, des 

translocations équilibrées, ou d’autres anomalies
14

. Les modèles murins vont d’ailleurs dans 

ce sens, puisque les souris transgéniques PML-RARA (équivalent de le t(15 ;17) dans la 

leucémie aigüe promyélocytaire) ne développent une LAM qu’après une longue période de 

latence (six mois ou plus) avec une pénétrance incomplète (15 à 30%), suggérant la survenue 

nécessaire d’un second évènement
15,16

. De même, le développement d’une érythroleucémie 

murine nécessite l’enchainement de deux étapes. La première correspond à la surexpression 

du facteur de transcription Pu-1 et provoque un blocage de maturation des érythroblastes 
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tandis que la deuxième anomalie  qui est une mutation activatrice de c-kit permet l’excès de 

prolifération
17

. La transposition à l’homme de ces modèles murins doit cependant être faite 

avec prudence, notre équipe a ainsi montré que les anomalies moléculaires survenant chez 

l’homme et aboutissant à la même leucémie peuvent être différentes (ANNEXE 1). Les 

modèles murins « mono-étapes » ont tout de même l’avantage de nous avoir éclairés sur les 

conséquences de ces anomalies individuellement. Ainsi, la présence isolée de la t(8;21) ou 

de l’inv(16) aboutit à un blocage de maturation myéloïde sans développement d’une 

leucémie franche
18

, alors que l’activation constitutive de Ras ou FLT3 par mutation provoque 

le développement d’un syndrome myéloprolifératif
19

. Enfin, les travaux de Greaves ajoutent 

un argument de plus à ce modèle multi-étapes car ils ont mis en évidence la présence de 

translocations associées aux leucémies telles que la t(4 ;11) fusionnant les gènes MLL et AF4 

ou la t(12 ;21) fusionnant les gènes TEL et AML1 durant le développement dès le stade in 

utero. Ces patients n’ont développé une LAM que beaucoup plus tardivement, indiquant à 

nouveau qu’il était nécessaire que d’autres anomalies surviennent
20

. Prenant en compte 

toutes ces observations, Gilliland a proposé en 2001 un modèle de leucémogénèse en deux 

étapes, où les anomalies de classe I confèrent un avantage de prolifération et de survie aux 

blastes leucémiques tandis que les anomalies de classe II aboutissent au blocage de la 

maturation et permettent l’autorenouvellement des cellules leucémiques, ces deux groupes 

d’anomalies étant complémentaires pour le développement d’une LAM 
21

. 

Parmi les anomalies de type I, se trouvent essentiellement des mutations de gènes 

entrainant l’activation constitutive aberrante d’une voie de signalisation. L’ensemble des 

mutations classées dans cette catégorie sont retrouvées dans environ 50% des LAM mais il 

est tout à fait exceptionnel que deux de ces anomalies soient associées chez un même 

patient. Cette observation épidémiologique confirme qu’elles forment bien un groupe de 

complémentation où n’importe quelle anomalie est suffisante isolément à conférer un 

avantage de prolifération et de survie.  

- FLT3 est le gène le plus fréquemment muté dans les LAM puisque son 

activation constitutive est retrouvée dans 30 à 35% des LAM. Dans 20 à 25% 

des cas se produit une duplication en tandem de quelques uns à plus de 50 

acides aminés dans le domaine juxta-membranaire de ce récepteur à 

tyrosine kinase. Ces duplications (FLT3-ITD) sont toujours « in frame » et 

aboutiraient à la perte de fonction d’un domaine auto-inhibiteur. Des 

analyses structurales récentes sont en faveur de cette hypothèse car les 

duplications surviennent toujours dans une région où 7 acides aminés du 

domaine juxta-membranaire s’intercalent dans la boucle d’activation. La 

duplication provoquerait une modification de structure et l’activation non 

régulée de l’activité tyrosine kinase. Dans 5 à 10% des cas, des mutations 

ponctuelles touchent la boucle d’activation (FLT3-TKD)
14

. La plus fréquente 

est la mutation D835Y (50% des cas de mutation de FLT3) mais d’autres 
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mutations plus rares ont déjà été décrites touchant différents acides aminés 

telles que la Y842C, la K633Q ou la V592A. Certaines mutations surviennent 

aussi dans le domaine juxta-membranaire 
22

. Toutes ces mutations 

permettent l’accès non régulé de l’ATP et du substrat  au site catalytique du 

récepteur. Les deux types de mutations (FLT3-ITD et TKD) sont très 

rarement associés sur le même allèle. La plupart des études des LAM 

adultes et pédiatriques associent les duplications de FLT3 à un mauvais 

pronostic
23

. La valeur pronostique des mutations ponctuelles reste 

controversée
24,25

. Comme le montrent les modèles murins, ces mutations 

confèrent uniquement un avantage de prolifération et de survie. Isolément, 

elles provoquent un syndrome myéloprolifératif qui n’est pas transplantable 

dans des receveurs secondaires. Ceci indique que l’activation constitutive de 

FLT3 ne suffit pas au développement d’une LAM et ne donne pas la capacité 

d’autorenouvellement. Elle doit donc toujours être associée à une autre 

anomalie permettant le blocage de maturation et l’autorenouvellement
14

.  

- C-Kit est un récepteur à tyrosine kinase dont le ligand est le stem cell factor 

(SCF). 80% des blastes de patients expriment le récepteur c-Kit. Dans 20 à 

30% des cas des LAM dites « à core binding factor », c'est-à-dire portant la 

t(8 ;21) ou l’inv(16), l’exon 8 situé dans la  partie extra-cellulaire du 

récepteur, ou le codon 816, situé dans la boucle d’activation du domaine 

catalyique, sont mutés. Les mutations du domaine extracellulaire 

provoquent la dimérisation spontanée du récepteur, son hyperactivation et 

l’activation des voies de signalisation situées en aval telles que les 

MAPkinases et la voie PI3kinase. La mutation D816V entraîne l’activation 

constitutive de STAT3 et l’up-régulation de cibles de STAT3 telles que BCLXL 

et MYC. De plus, cette mutation active aussi la voie PI3kinase/AKT sans 

activer la voie RAS. La survenue de mutations dans l’exon 8 de c-Kit 

augmente le risque de rechute chez les patients t(8 ;21) et inv(16) mais 

cette mutation est sensible à l’imatinib (GLIVEC®). En revanche, les 

mutations D816V et D816Y sont hautement résistantes à cet inhibiteur de 

tyrosine kinase. Elles resteraient sensibles in vitro au PKC412, un inhibiteur 

de tyrosine kinase dérivé de la staurosporine 
26

, au dasatinib, un inhibiteur 

de tyrosine kinase de deuxième génération
27

 et à la rapamycine, inhibant 

mTOR
28

. 

-  K-Ras, N-Ras et H-Ras constituent une famille de petites protéines G. La 

stimulation de nombreux récepteurs à cytokine aboutit à l’activation des 

protéines RAS leur conférant un rôle important dans la prolifération des 

progéniteurs hématopoïétiques. Les mutations des oncogènes N-Ras et K-

Ras surviennent dans 25% et 15% des LAM respectivement. Elles touchent 
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essentiellement les codons 12, 13 et 61 et abrogent l’activité GTPase 

intrinsèque de ces petites molécules entraînant leur activation constitutive. 

En l’absence de mutations, l’activation de la voie Ras peut résulter de 

mutations gain-de-fonction au niveau des récepteurs FLT3 ou c-KIT situés en 

amont provoquant de la même manière l’accumulation de Ras-GTP. La 

valeur pronostique des mutations de Ras dans les LAM n’est toujours pas 

très clairement établie. Cette voie semble toutefois être une cible 

thérapeutique potentielle car l’activité de Ras nécessite sa translocation à la 

membrane plasmique via une étape de farnésylation et des inhibiteurs de 

farnésyl-transférase sont actuellement testés cliniquement 
26

. 

L’administration de tipifarnib ou de lonafarnib chez des patients naïfs de 

tout traitement et atteints de LAM, de myélodysplasie ou de leucémie 

myélomonocytaire chronique a produit des résultats plutôt encourageants 

alors qu’ils étaient décevants chez les patients atteints de LAM  réfractaire 

ou en rechute 
29

. Pour exemple, dans un essai de phase II réalisé chez 14 

patient atteints de myélodysplasie (MDS) ou de LAM secondaire à une MDS, 

le lonafarnib a eu une activité très limitée chez 2 patients et a provoqué de 

nombreux effets secondaires hématologiques et gastro-intestinaux 

nécessitant une réduction de dose chez tous les patients
30

. Les résultats 

d’un essai de phase III utilisant le tipifarnib en première ligne chez des 

patients âgés atteints de LAM ont été aussi très décevants. L’association de 

ces molécules à d’autres molécules de chimiothérapie ou à des agents 

déméthylants est à l’étude
29

. 

- Le gène PTPN11 situé sur le chromosome 12 code une tyrosine phosphatase 

appelée SHP-2. SHP-2 est fortement exprimée dans les progéniteurs 

hématopoïétiques et participe à la transduction du signal déclenché par le 

SCF, l’IL-3, l’IL-6, le GM-CSF et l’EPO. Initialement, des mutations germinales 

de PTPN11 ont été décrites dans plus de 50% des cas de syndrome de 

Noonan. Des mutations somatiques de PTPN11 sont présentes également 

dans environ 35% des cas de leucémie myélomonocytaire juvénile. Dans les 

LAM, les mutations de PTPN11 sont rares, plus fréquentes dans les cas 

pédiatriques (4,4%) que chez les adultes (2,6%). Plus de 80% des mutations 

observées dans les LAM surviennent dans l’exon 3, plus particulièrement 

(>50% des cas) au niveau des codons 72 et 76. Le rôle exact de ces 

mutations dans la leucémogénèse reste à élucider, de même que leur valeur 

pronostique. Elles ne semblent pas être associées à un sous-groupe 

cytogénétique particulier de LAM. Une étude a rapporté leur plus grande 

fréquence dans les LAM5 de la classification FAB, mais un autre travail n’a 

pas confirmé cette observation 
25

.  
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- D’autres anomalies, plus rares, peuvent également être rattachées à ce 

groupe de complémentation. Ainsi, la mutation Jak2 V617F classiquement 

retrouvée dans 90% des polyglobulies de Vaquez et 50% des 

thrombocytémies essentielles est rarement décrites dans les LAM (1,6% 

quel que soit le type), le plus souvent en association à d’autres anomalies 

caryotypiques (3,6% dans les LAM à CBF).  De rares cas de mutations du 

gène MPL codant le récepteur de la thrombopoïétine ont été rapportés 

(2%), quasiment toujours dans des LAM secondaires à une myélofibrose 

avec métaplasie myéloïde. Enfin, des mutations des ubiquitines ligases c-CBL 

et CBL-b ont été décrites récemment dans les LAM. Elles seraient 

responsables de l’augmentation d’expression de FLT3, et constitueraient 

donc un nouveau moyen de dérégulation de cette protéine. Leur prévalence 

et leur impact clinique reste à déterminer
25

. 

Les anomalies de type II provoquent un blocage de maturation ou confèrent aux cellules la 

capacité d’autorenouvellement. Elles sont typiquement représentées par les transcrits de 

fusion impliquant des facteurs de transcription ou des co-activateurs transcriptionnels 

indispensables au processus de maturation, ou par des mutations de gènes jouant un rôle 

dans la régulation du cycle cellulaire. 

- Le complexe de transcription CBF, constitué des protéines AML1 (appelé aussi 

RUNX1 ou CBFA2) et CBFbéta est indispensable à l’hématopoïèse normale 

(figure 6). Les souris déficientes pour AML1 ou CBFb n’ont pas 

d’hématopoïèse dans le foie fœtal, ce qui montre bien que ce complexe est 

essentiel pour l’hématopoïèse définitive de tous les lignages
14

. Les anomalies 

touchant ce complexe sont assez fréquentes dans les LAM et correspondent 

dans leur grande majorité à des translocations équilibrées. Ainsi, la 

t(8 ;21)(q22 ;q22), fusionnant les gènes AML1 et ETO, et 

l’inv(16)/t(16 ;16)(p13q22) fusionnant les gènes CBFb et MYH11, surviennent 

dans 7% et 8% des LAM respectivement
31

. Dans la t(8 ;21), les 5 premiers 

exons d’AML1 sont fusionnés avec la majeure partie du gène ETO. La protéine 

de fusion qui en résulte contient le domaine Runt d’AML1 lui permettant de 

se fixer au niveau des promoteurs de plusieurs gènes impliqués dans 

l’hématopoïèse, et la portion contenant ETO interagissant avec le complexe 

nucléaire répresseur. Ces interactions aboutissent à une répression 

transcriptionnelle du fait du recrutement des histones désacétylases et de la 

configuration de la chromatine en structure « fermée ». De la même manière, 

l’inv(16) fusionne la majorité de CBFb à la queue de MYH11 et cette protéine 

de fusion, par recrutement de complexes répresseurs, provoque l’extinction 

de gènes indispensables à la différenciation hématopoïétique
26

. De ce fait, ces 

LAM pourraient particulièrement bénéficier d’un traitement utilisant les 
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inhibiteurs d’histone déacétylases. La protéine de fusion CBFb-MYH11 peut 

aussi interférer avec le complexe CBF en séquestrant AML1 dans le 

cytoplasme
32

. 

De nombreuses études s’accordent à dire que les LAM à CBF sont de bon 

pronostic
9,31,33,34

. Ces patients bénéficient particulièrement d’un traitement 

de consolidation par de fortes doses de cytarabine bien que la raison de cette 

bonne réponse ne soit pas vraiment élucidée
35-37

. Outre les translocations, 

AML1 peut également être dérégulé par mutations ponctuelles et 

amplification
25

. Le dosage génique intervient donc également dans la 

dérégulation de facteur de transcription et participe à la leucémogénèse. 

Aucune de ces anomalies n’est suffisante au développement d’une LAM et 

doit toujours être associée à un autre évènement favorisant la prolifération. 

 

 

Figure 6 : Le complexe transcriptionnel CBFb-AML1. (A) Dans les cellules normales, le complexe 

CBFb-AML1 se lie à l’ADN sur la séquence TGTGGT et active la transcription des gènes cibles en 

recrutant des coactivateurs. (B) Dans les cellules de LAM, la protéine chimérique AML1-ETO 

interagit avec CBFb, ce complexe se lie à l’ADN mais recrute des corépresseurs empêchant la 

transcription. La protéine chimérique CBFb-MYH11 séquestre AML1 qui ne peut plus se lier à l’ADN 

et activer la transcription (B. Löwenberg et al. New England Journal of Medicine 1999). 
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- Parmi les transcrits de fusion impliqués dans les LAM, le transcrit PML-RARA 

résultant de la t(15 ;17) est probablement le plus connu. La leucémie aigüe 

promyélocytaire, où comme son nom l’indique, le blocage de maturation 

survient au stade de promyélocyte, est toujours associée à une translocation 

chromosomique impliquant RARA le récepteur de l’acide rétinoïque, et l’un 

des cinq partenaires connus, dont PML est le mieux étudié. Le transcrit de 

fusion PML-RARA est un dominant négatif de RARA et inhibe tous les gènes 

cibles de l’acide rétinoïque en recrutant un complexe co-répresseur, comme 

déjà décrit précédemment pour les autres transcrits de fusion. Cette 

translocation est de bon pronostic, particulièrement parce que les patients 

bénéficient d’un traitement avec de l’acide tout-trans-rétinoïque (ATRA) ou 

du trioxyde d’arsenic (As2O3) ciblant la protéine de fusion et rétablissant la 

maturation physiologique
14

. Ce sujet sera beaucoup plus largement détaillé 

dans la deuxième partie de cette introduction consacrée à la différenciation. 

- Le gène MLL localisé en 11q23 est le plus fréquemment altéré dans les LAM, 

par différents mécanismes, avec par ordre de fréquence, des translocations 

impliquant plus de 30 partenaires différents, des duplications en tandem et 

des amplifications. La protéine MLL intervient dans la régulation d’expression 

des gènes par interaction directe avec l’ADN 
38

. Elle serait également 

impliquée dans la régulation positive de cascades de signalisation kinase 

dépendante 
39

. Dans de nombreuses études, les réarrangements de MLL sont 

associés à un mauvais pronostic
40

. Cette notion mérite d’être nuancée, en 

commençant par distinguer les réarrangements de MLL et les anomalies 

cytogénétiques touchant la bande 11q23. Concernant les translocations, la 

valeur pronostique serait différente en fonction du partenaire : MLL-AF9 

serait de bon pronostic en particulier chez les enfants, tandis que les fusions 

impliquant les gènes ENL, ELL ou AF10 seraient de très mauvais pronostic
41

. 

Pour les duplications de MLL, l’impact pronostique reste discuté
42,43

. 

- CEBPA, dont le gène est localisé sur le chromosome 19, est un facteur de 

transcription majeur impliqué dans la granulopoïèse. On connait actuellement 

trois types d’anomalies dans les LAM qui convergent toutes vers l’inactivation 

de ce facteur de transcription
44

. La protéine de fusion AML1-ETO inhibe la 

transcription de CEBPA
45

, la protéine de fusion PML-RARA empêche CEBPA de 

se fixer à l’ADN (Lodie et al., abstract ASH 1999 non publié) et plus 

récemment ont été décrites des mutations ponctuelles de CEBPA
46

. Ces 

mutations touchent soit le domaine N-terminal et aboutissent à la synthèse 

d’une protéine tronquée agissant comme un dominant négatif, soit la région 

C-terminale et altèrent le domaine bZIP permettant la fixation à l’ADN et 

l’hétérodimérisation. Dans 30 à 40% des cas, les altérations sont bialléliques. 



23 

 

Elles n’auraient pas d’impact sur l’obtention de la rémission complète, mais 

seraient de bon pronostic en terme de survie sans rechute et survie sans 

évènement. On peut observer également que dans 90% des cas, les mutations 

de CEBPA sont mutuellement exclusives avec celles de FLT3 et N-Ras
25

. 

- Les mutations de NPM1, petite protéine navette nucléo-cytoplasmique codée 

sur le chromosome 5, ont été découvertes récemment dans les LAM. 

Initialement, les anomalies de NPM1 avaient été décrites dans les lymphomes 

anaplasiques où la t(2 ;5) fusionne NPM1 et ALK, ou plus exceptionnellement 

dans la LAP avec transcrit de fusion variant NPM-RARA. Les mutations 

détectées dans les LAM sont variées (environ 40) et sont toutes des insertions 

de quelques bases (4 dans >95% des cas) au niveau de l’exon 12. On les 

retrouve dans environ 50% des LAM à caryotype normal, si bien qu’elles 

représentent l’anomalie la plus fréquente dans ce sous-groupe cytogénétique. 

Elles sont de bon pronostic en terme de réponse au traitement d’induction, 

de survie sans évènement et de survie globale, à condition de ne pas être 

associées à une duplication de FLT3, anomalie à laquelle elles sont pourtant 

souvent corrélées. Les mutations de NPM1 sont rarement associées aux 

mutations de CEBPA et aux duplications de MLL
25

. 

- WT1 (Wilm’s Tumor gene) est une protéine à doigts de zinc codée en 11p13 

agissant soit comme un oncogène, soit comme un suppresseur de tumeur. 

Son rôle exact dans l’hématopoïèse n’est pas très bien connu. Son inactivation 

favoriserait la prolifération cellulaire et induirait un blocage de différenciation 
47,48

. Les mutations de WT1 sont détectées dans 10 à 15% des LAM et seraient 

associées à une moins bonne réponse au traitement d’induction
49

. L’impact 

pronostique de ces mutations est encore actuellement en cours d’évaluation. 

- D’autres gènes mutés peuvent être rattachés à ce groupe de 

complémentation. Ainsi, on dénombre environ 10% de mutations du gène 

suppresseur de tumeur p53 dans les LAM de novo
50

. Ces anomalies, le plus 

souvent des mutations ponctuelles ou des délétions, sont beaucoup plus 

fréquentes dans les LAM secondaires à un traitement par des agents 

alkylants, des sels de platine ou des inhibiteurs de topoisomérase II
51

. Elles 

sont fréquemment associées à une perte d’hétérozygotie et doivent être 

rapidement détectées car ceci se traduit par une très courte réponse à la 

chimiothérapie et doit faire envisager une allogreffe de moelle
52

. Des 

mutations de PU.1, facteur de transcription indispensable à la différenciation 

myélo-monocytaire, sont aussi détectées dans les LAM ; elles sont rares 

indiquant leur faible implication dans la leucémogénèse
53,54

. 
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Les connaissances sur la leucémogénèse ne cessent de progresser et la liste des gènes 

présentés ci-dessus est loin d’être exhaustive. Ces anomalies représentent l’essentiel de 

celles qui sont aujourd’hui utilisées en clinique car leur valeur pronostique a été clairement 

établie. On peut également mentionner les gènes EVI-1, BAALC, MN1 et ERG dont l’hyper-

expression est associée à un mauvais pronostic mais dont l’évaluation sur de larges cohortes 

est encore en cours
55-58

. L’anomalie la plus récemment décrite mais dont la valeur est encore 

peu connue est celle du gène TET2, situé en 4q24 et codant une protéine dont les fonctions 

ne sont pas encore élucidées. Des mutations de TET2 (perte d’hétérozygotie et mutations 

ponctuelles) ont été retrouvées dans 20% des patients atteints de MDS, 12% des patients 

atteints de syndrome myéloprolifératif, 22% des patients atteints de LMMC, 24% des 

patients atteints de LAM secondaires
59

 et 30% des mastocytoses
60

. Il semble donc que ces 

mutations, qui font de TET2 un nouveau gène suppresseur de tumeur, soient un évènement 

fondateur commun à toutes ces pathologies myéloïdes. Dans les LAM, la présence de 

mutations de TET2 semble associée à un mauvais pronostic 
61

. 

La technologie à haut débit ne cessant de progresser et étant de plus en plus accessible, il 

est certain que les analyses de SNP, de CGH arrays et le séquencage du génome en entier
62,63

 

identifieront de nouveaux gènes impliqués dans la leucémogénèse, qui deviendront tout 

autant de cibles à atteindre par les nouveaux traitements.      

 

1.4. Traitement classique des LAM 

 

L’objectif primaire du traitement des patients atteints de LAM est d’obtenir une rémission 

complète par un traitement d’induction et de prévenir la rechute de la leucémie par un 

traitement de consolidation.  Les critères de rémission complète sont la présence de moins 

de 5% de blastes médullaires, un taux de polynucléaires neutrophiles sanguin supérieur à 

1000/mm3 et un taux de plaquettes sanguin supérieur à 100 000/mm3.  Une fois que le 

patient a atteint la rémission complète et le reste pendant 3 ans, le risque de rechute 

devient inférieur à 10% 
1
.  

- Traitement d’induction : 

 Depuis 30 ans, le « gold standard » du traitement des LAM consiste à associer une 

anthracycline, telle que la daunorubicine ou l’idarubicine, à la cytarabine.  Cette 

combinaison, classiquement appelée « 3+7 » car la daunorubicine est administrée pendant 3 

jours et la cytarabine pendant 7 jours, permet d’obtenir une rémission complète chez 

environ 70% des patients âgés de 18 à 60 ans
64,65

 
66

.  Plusieurs essais ont été mis en place 

pour améliorer ce taux de réponse, en remplaçant la daunorubicine par l’idarubicine
67,68

, en 

administrant la cytarabine à forte dose
69,70

, en ajoutant du mitoxantrone
71,72

, d’autres agents 
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cytotoxiques (etoposide, fludarabine, topotecan)
73-77

 ou des facteurs de croissance
78,79

, mais 

tous ont globalement eu des effets minimes même si quelques uns ont prolongé la survie 

sans évènements dans certains sous-groupes. Les protocoles les plus récents semblent 

toutefois encourageants. L’augmentation de dose de la cytarabine a un peu amélioré le taux 

de RC mais s’est surtout heurté au problème majeur d’une plus grande toxicité et mortalité, 

particulièrement chez les bons répondeurs à la chimiothérapie standard (LAM avec t(8 ;21), 

inv(16) ou LAM à caryotype normal, NPM1 muté et FLT3 non dupliqué, ou à caryotype 

normal et CEBPA muté)
80

. Pourtant, il est encore nécessaire d’améliorer ce traitement 

standard, notamment pour les patients ayant des anomalies cytogénétiques de mauvais 

pronostic car plus de 50% d’entre eux ne répondent pas à ce traitement, ou pour les patients 

âgés qui n’ont pas bénéficié des progrès durant ces trente dernières années (figure 7). 
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Figure 7 : taux de survie des patients atteints de LAM traités au M.D. Anderson Center de 1973 à 

nos jours (n=3766) en fonction de leur décennie de prise en charge. (A) Taux de survie de tous les 

patients. (B) Taux de survie chez les patients âgés de moins de 60 ans. (C) Taux de survie chez les 

patients âgés de plus de 60 ans (H. Kantarjian et al. Cancer 2008). 

 

 

A 

C 
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- Traitement de consolidation : 

Une fois la rémission complète obtenue, il est essentiel de prévenir la survenue d’une 

rechute par une deuxième séquence de traitement intensif. Globalement, trois options 

s’offrent aux patients : l’allogreffe de moelle, l’autogreffe de cellules souches 

hématopoïétiques ou la chimiothérapie. Le choix de l’une de ces options dépend 

essentiellement de l’âge du patient, du type de LAM, des facteurs pronostiques biologiques 

et de l’existence d’un donneur HLA-compatible dans le cas de l’allogreffe de moelle.  

L’allogreffe de moelle osseuse est pratiquée depuis environ 15 à 20 ans et permet de guérir 

environ 60% des receveurs. C’est le traitement anti-leucémique le plus efficace puisque le 

risque de rechute d’un patient greffé en 1
ère

 RC est inférieur à 20%. Cette efficacité tient 

d’une part au conditionnement pré-greffe associant de fortes doses de chimiothérapie à une 

irradiation corporelle totale, et d’autre part à l’effet du greffon contre la leucémie (GVL). 

Malheureusement, cette approche thérapeutique est toxique et associée à de lourdes 

complications du fait de la grande immunosuppression qu’elle engendre pouvant aboutir au 

décès du patient par infection ou par réaction du greffon contre l’hôte (GVH) alors même 

qu’il est en rémission complète. Du fait de cette grande toxicité, l’allogreffe est 

habituellement restreinte aux patients de moins de 55 ans et dont la LAM comporte des 

facteurs de mauvais pronostic
6
. Chez les patients de risque intermédiaire, l’allogreffe de 

moelle n’apporte pas de bénéfice comparée à un traitement de consolidation comportant de 

fortes doses de cytarabine
81

. Chez les patients à haut risque, les résultats de l’allogreffe de 

moelle après un conditionnement classique semblent encore loin d’être satisfaisants
82

 et ces 

patients devraient bénéficier de nouvelles approches thérapeutiques. Très récemment, 

l’institut du cancer Dana Farber à Boston a réalisé une méta-analyse reprenant les résultats 

de 24 essais cliniques concernant 6007 patients LAM ayant été allogreffés en 1
ère

 RC. Il a 

montré que la greffe de moelle osseuse allogénique, comparées aux autres greffes non-

allogéniques, permet une augmentation significative de la survie globale et de la survie sans 

rechute des patients de mauvais pronostic et de risque intermédiaire sans modifier celles 

des patients de bon pronostic 
83

.  

Pourtant, en l’absence de donneur géno ou phéno-identique, l’autogreffe de cellules 

souches hématopoïétiques doit être envisagée. Plusieurs études anciennes ont montré le 

bénéfice de l’autogreffe associée à une chimiothérapie intensive comparée à un traitement 

par chimiothérapie intensive  en termes de survie sans rechute
84-86

. La survie globale est 

toutefois comparable dans les deux groupes, les patients rechutant dans le groupe 

chimiothérapie seule pouvant être rattrapés par l’autogreffe. A l’heure actuelle, l’autogreffe 

semble améliorer la survie sans maladie de manière modeste et son intérêt réside surtout 

dans la rapidité de reconstitution hématologique post-greffe et dans une moindre morbidité 

et mortalité attribuable au traitement. Il est clair que son intérêt varie aussi en fonction des 

différents groupes pronostiques
87

. Enfin, la survenue de rechute post-autogreffe pose 
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encore un problème du fait de l’absence d’effet GVL et d’une contamination du greffon par 

la maladie résiduelle leucémique
88

.  

Le traitement de consolidation le plus courant demeure la chimiothérapie utilisant de fortes 

doses de cytarabine (3g/m
2
), drogue pour laquelle il a été clairement mis en évidence un 

effet-dose, dans les limites toutefois de la toxicité. A ces doses, la molécule franchit la 

barrière hémato-encéphalique et permet la prévention des rechutes dans le système 

nerveux central. La cytarabine est en général associée à une anthracycline différente de la 

daunorubicine (idarubicine, mitoxantrone, rubidazone) ou à un autre agent intercalant 

comme l’amsacrine. Il est parfois rajouté un 3
ème

 produit comme l’étoposide. La 

chimiothérapie d’intensification permet d’obtenir un taux de RC d’environ 30 à 45% 

maintenue à 5 ans, voire même 60% chez les patients ayant des anomalies cytogénétiques 

favorables (t(8 ;21) et inv(16)). Cette phase du traitement pose toutefois un problème 

majeur pour le traitement des LAM des sujets âgés qui bien souvent cumulent des facteurs 

de mauvais pronostic avec une cytogénétique défavorable, des antécédents de 

myélodysplasie, un cœur défaillant ne pouvant pas supporter une chimiothérapie intensive. 

La médiane de survie des patients atteints de LAM et âgés de plus de 65 ans est de 9 à 12 

mois. Cette population est en général plutôt orientée vers un traitement d’entretien et 

devrait également particulièrement bénéficier des nouvelles approches thérapeutiques.   

- Traitement d’entretien : 

Cette phase du traitement fait appel à des cures de chimiothérapie à faible dose (6-

mercaptopuribe ou 6-thioguanine per os plusieurs jours par semaine et cytarabine sous-

cutanée ou méthotrexate intramusculaire une fois par semaine) avec des réinductions 

mensuelles. Les réinductions sont en général composées des mêmes produits mais à des 

doses plus faibles que celles utilisées lors de l’induction. En plus de ce type de traitement, la 

prophylaxie des atteintes du système nerveux central (SNC) est proposée, surtout pour les 

formes hyperleucocytaires au diagnostic, les LAM5 ou avec inv(16). Cette prophylaxie 

consiste en des injections intrathécales de cytarabine (40 mg) et de méthotrexate (15 mg) 

associées à la radiothérapie du SNC. Le traitement d’entretien ne semble pas augmenter la 

durée de RC chez les patients ayant reçu un traitement de consolidation intensif mais il est 

très utile chez les patients âgés non éligibles pour la chimiothérapie intensive et chez les 

patients ayant posé des problèmes toxiques ou infectieux lors de l’induction.  

- Traitements de rattrapage et des rechutes : 

Il est nécessaire d’aborder cette phase du traitement car globalement, seuls 30% des 

patients atteints de LAM auront une survie sans maladie prolongée (>5ans) et de nombreux 

patients n’atteignent pas la rémission complète après leur premier cycle de traitement.  

En cas d’échec thérapeutique, une deuxième cure de chimiothérapie peut être administrée. 

Elle comportera soit les mêmes drogues que le traitement initial, soit le plus souvent des 
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drogues différentes. Cette deuxième cure prend également en compte le degré de l’échec 

(complet ou partiel), l’âge du patient, et peut varier selon les protocoles. En tout état de 

cause, elle augmente les risques cardiaques, hépatiques et cutanés, et prolonge l’aplasie ce 

qui aggrave les risques infectieux.   

Les rechutes surviennent surtout dans les deux premières années (médiane autour de 13 

mois). Leur traitement et leur pronostic dépendent de la durée de la rémission complète, de 

l’état physique du patient et surtout du traitement initial, notamment s’il a comporté une 

allogreffe de moelle osseuse. Le pronostic des rechutes après chimiothérapie ou autogreffe 

survenant moins d’un an post-rémission complète est catastrophique et justifie le recours à 

des thérapeutiques innovantes protocolaires. Le traitement comporte en général de fortes 

doses de cytarabine (1 à 3g/m²) associées à une anthracycline ou un agent intercalant et 

parfois de l’étoposide. Une deuxième RC peut être obtenue dans 30 à 50% des cas selon les 

facteurs pronostiques initiaux et selon la durée de la 1
ère

 RC. Le traitement de consolidation 

fait appel ensuite à l’option théarapeutique qui n’a pas été utilisée : chimiothérapie si 

autogreffe et autogreffe si chimiothérapie. Quoi qu’il en soit, si la durée de 1
ère

 RC est 

inférieure à 1 an, l’allogreffe de moelle osseuse doit être envisagée en 2
ème

 RC. En l’absence 

de donneur dans la fratrie, et si le patient est jeune, l’allogreffe avec un donneur non 

apparentée peut être proposée. Au delà de 50 ans, les risques de mortalité par toxicité ou 

GVH sont trop importants.  

Dans le cas de l’allogreffe de moelle osseuse en 1
ère

 RC, les rechutes tardives à plus d’un an 

peuvent bénéficier d’une chimiothérapie pour obtenir une deuxième RC. Dans cette 

situation, les chimiothérapies sont particulièrement toxiques, provoquent une longue 

aplasie et augmentent le risque infectieux. Une seconde allogreffe est ensuite possible si 

l’état du patient le permet. La diminution de la prophylaxie contre la GVH peut être 

diminuée, si cette dernière était absente lors de la première greffe, de manière à augmenter 

l’effet GVL. La survie sans rechute reste toutefois faible. Si la rechute survient dans la 1
ère

 

année post-greffe, une nouvelle chimiothérapie ou une nouvelle greffe ne sont pas 

raisonnables en raison de la toxicité. En fonction du chimérisme lymphocytaire et 

médullaire, et de la présence ou non d’une GVH, des injections de lymphocytes du donneur 

peuvent être réalisées pour essayer de restaurer un effet GVL. Par cette technique, des 

deuxièmes rémissions durables ont été obtenues, parfois au prix d’une forte GVH et d’une 

aplasie initiale
89

.      

- Nouvelles drogues : 

Parmi les drogues actuellement testées, de grands espoirs sont fondés dans la clofarabine. 

Cet analogue nucléosidique de l’adénosine a été approuvé dans le traitement des LAL 

pédiatriques réfractaires ou en rechute et fait actuellement l’objet d’essais cliniques dans les 

LAM. Plusieurs études ont été réalisées chez les sujets âgés et toutes montrent l’efficacité de 

la clofarabine en association à de faibles doses de cytarabine 
90

, et même en monothérapie 
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(A. Burnett, abstract n°869, congrès ASH 2007). Le groupe français de traitement des LAM 

(groupe ALFA) procède actuellement à un essai randomisé multicentrique de phase II 

comparant un traitement de consolidation utilisant l’association clofarabine plus cytarabine 

à faible dose (CLARA) versus cytarabine à forte dose chez les patients LAM de 18 à 60 ans de 

pronostic intermédiaire et mauvais. L’objectif de cet essai est d’observer une amélioration 

de la survie sans maladie à 2 ans.  

Le tipifarnib est un inhibiteur de farnésyl-transférase et cible donc l’activation de la voie Ras. 

Lors d’une première étude chez des patient réfractaires ou en rechute, les résultats ont été 

décevants, le taux de rémission atteignant à peine 7% 
91

. Une autre étude a rapporté 14% de 

rémissions complètes chez des patients âgés à haut risque et non éligibles pour la 

chimiothérapie intensive
92

. D’autres essais sont actuellement en cours pour tester cette 

molécule en association avec d’autres drogues, ou seule en traitement d’entretien
29

. 

Plusieurs inhibiteurs de FLT3 font l’objet d’essais cliniques, avec pour l’instant des résultats 

modestes. Le PKC-412 et le CEP-701 ont la particularité d’inhiber d’autres récepteurs à 

tyrosine kinase (PDGF-R, kit, FMS…). Ces deux molécules se sont montrées très efficaces in 

vitro mais n’ont eu que très peu d’effets lors d’essais cliniques en monothérapie
93,94

. Ils sont 

désormais testés en association avec une chimiothérapie standard et les résultats semblent 

prometteurs
95

. Un nouvel inhibiteur de FLT3, le MLN-518, donne également des résultats 

encourageants 
96

. 

Le ciblage du récepteur c-kit semble également être une approche thérapeutique 

intéressante, surtout dans les LAM à CBF où les mutations de ce récepteur sont fréquentes. 

Le PKC-412 cité précédemment cible ce récepteur, mais également le dasatinib. L’utilisation 

de cette dernière molécule présente l’avantage d’être bien maîtrisée car elle est déjà 

largement utilisée en monothérapie dans la leucémie myéloïde chronique ou en association 

à la chimiothérapie dans les LA à chromosome Philadelphie. Elle fait actuellement l’objet 

d’essais cliniques dans les LAM à CBF en rechute (protocole dasa-CBF du groupe ALFA). 

L’immunophénotypage systématique des blastes leucémiques a permis d’identifier le 

marqueur CD33 comme un bon candidat pour un traitement ciblé dans la mesure où il est 

exprimé par quasiment tous les blastes myéloïdes (>90%) et restreint aux tissus 

hématopoïétiques. Depuis 2001, un anticorps humanisé (gemtuzumab ozogamycine, GO) 

ciblant le CD33 et couplé à un puissant agent intercalant, la calichéamicine, a fait preuve de 

son efficacité dans les LAM. Il se heurte néanmoins à un problème de toxicité et des essais 

sont toujours en cours pour améliorer son schéma d’administration de manière à réduire au 

maximum les effets secondaires tout en conservant son efficacité anti-leucémique. Cet 

anticorps est particulièrement intéressant dans la mesure où il serait également capable de 

cibler les cellules souches leucémiques (CSL). 
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Une des grandes attentes des avancées thérapeutiques réside dans l’éradication des CSL qui 

seraient responsables des rechutes car non atteintes par les traitements classiques. Depuis 

quelques années, la biologie des CSL est mieux connue et a permis de dégager quelques 

cibles thérapeutiques. Ainsi, les greffes de souris NOD/SCID ont montré que les CSL seraient 

CD34+/CD38-/CD33+ et exprimeraient aussi le CD123 (chaine alpha du récepteur de l’IL-3)
97

. 

Elles pourraient donc être atteintes par le GO ou par de l’IL-3 couplée à la toxine diphtérique 

(DR383 IL-3, en essai de phase I)
98

. Des anticorps monoclonaux dirigés contre le CD44, 

récepteur de l’acide hyaluronique fortement exprimé sur tous les blastes de LAM, seraient 

capable d’induire la différenciation terminale des blastes pour tous les sous-types de LAM et 

même d’éradiquer les cellules souches leucémiques
99,100

. Actuellement, ces anticorps ne 

sont utilisés que dans des essais pré-cliniques. D’autres équipes ont rapporté une activation 

des voies NFKappaB et mTOR dans les CSL, qui sont toutes autant de cibles dont les 

inhibiteurs sont déjà disponibles et en essais clinique ou pré-clinique. 

Le traitement des LAM repose donc classiquement sur des combinaisons de chimiothérapies 

et, depuis quelques années,  fait appel aux anticorps monoclonaux ou à des molécules 

ciblant les blastes leucémiques de manière spécifique. Malgré cette amélioration des 

traitements, le pronostic des LAM reste médiocre avec une survie globale à 5 ans pour 

seulement 30% des patients. Paradoxalement, les principales approches thérapeutiques des 

LAM qui viennent d’être décrites ont toutes pour objectif de réduire la « masse » 

leucémique » en déclenchant l’apoptose massive des blastes et idéalement celle des CSL. 

Elles ciblent donc toutes l’excès de prolifération des cellules leucémiques. Nous avons 

pourtant vu dans le modèle de Gilliland que la leucémogénèse nécessite deux évènements, 

l’un favorisant la prolifération et l’autre s’opposant à la différenciation. Ce deuxième 

évènement est rarement la cible des traitements antileucémiques. Pourtant, c’est bien en 

provoquant la disparition du transcrit PML-RARA que l’ATRA et l’As2O3 permettent 

l’obtention d’une rémission complète dans les LAP. Ces drogues sont à ce jour les seules 

capables d’induire la différenciation des blastes leucémiques et surtout d’éradiquer les 

cellules souches leucémiques
101

. Elles ont révolutionné le traitement des LAP permettant 

d’obtenir une RC durable chez plus de 80% des patients. Aucun autre sous-type de LAM ne 

bénéficie d’un tel traitement. Nous allons maintenant nous intéresser à la différenciation 

myélo-monocytaire normale et leucémique ainsi qu’aux différentes drogues qui peuvent 

modifier avec plus ou moins d’efficacité ces processus.   
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2. Le rétablissement de la différenciation myélo-monocytaire pour 

traiter les LAM 

 

2.1. Acteurs physiologiques de la différenciation myélo-monocytaire 

 

Toutes les cellules hématopoïétiques dérivent de la cellule souche hématopoïétique qui 

donne naissance à des progéniteurs qui  s’engagent dans un lignage spécifique et dont la 

différenciation produit les cellules matures fonctionnelles : érythrocytes, plaquettes et 

leucocytes.  Les granulocytes et les monocytes matures ont pour origine un progéniteur 

granulo-monocytaire commun (GMP). Ce progéniteur est à l’origine des CFU-G (granulocyte-

colony forming unit), des CFU-M (monocyte-colony forming unit) et des CFU-GM 

(granulocyte/monocyte-colony forming unit). Les cultures de progéniteurs in vitro en milieu 

semi-solide (méthylcellulose) ont montré que le facteur de croissance G-CSF (granulocyte-

colony stimulating factor) permet la formation des CFU-G, le M-CSF (macrophage-colony 

stimulating factor) permet la formation des CFU-M et l’association d’IL-3 et de GM-CSF 

permet la formation des CFU-G, CFU-M et CFU-GM. Cette origine commune étroite entre les 

granulocytes et les monocytes est renforcée par l’observation de LAM à composante 

myéloïde et monocytaire (sous-type M4 de la classification FAB)
102

. Il faut noter toutefois 

que la plasticité des cellules souches va bien au-delà de cette origine commune myélo-

monocytaire puisque des progéniteurs communs lymphoïde B/macrophages ont été mis en 

évidence dans le foie fœtal et la moelle osseuse. Dans le même ordre d’idée, les précurseurs 

monocytaires peuvent se différencier en macrophages, mais aussi en ostéoclastes, et les 

cellules dendritiques peuvent avoir pour origine soit le GMP, soit le progéniteur lymphoïde 

commun (CLP). Les relations entre tous les lignages hématopoïétiques sont donc étroites et 

la régulation de la différenciation nécessite des mécanismes complexes que nous allons voir 

plus en détails. 

La différenciation des myéloblastes (précurseurs granuleux immatures) en polynucléaires 

neutrophiles est ordonnée en plusieurs étapes cytologiquement identifiables : les 

promyélocytes sont de grandes cellules au cytoplasme basophile où des granules primaires 

commencent à apparaître. Ils se différencient en myélocytes dans lesquels on commence à 

distinguer des granules secondaires. Les cellules arrêtent de se diviser à ce stade. Elles 

donneront ensuite des métamyélocytes, dont le cytoplasme a perdu toute basophilie et le 

noyau est arqué, puis des polynucléaires neutrophiles, contenant des granules tertiaires et 

caractérisés par leur noyau polylobé. Les marqueurs précoces de la granulopoïèse sont les 

antigènes de surface CD13 et CD33 ainsi que le récepteur au G-CSF. Les neutrophiles 

matures expriment le marqueur de surface Gr-1. Les granules primaires contiennent de la 
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myélopéroxydase, de l’élastase, de la protéinase 3 et du lysozyme. Les granules secondaires 

sont constitués de lactoferrine et de gélatinase.  

La monopoïèse consiste en la différenciation des monoblastes en monocytes circulants, qui 

eux-mêmes pourront se différencier en macrophages tissulaires. Les marqueurs précoces de 

ce lignage sont le récepteur au M-CSF, le lysozyme et le récepteur Fcgamma(II/III). Sur les 

cellules matures, on retrouve plusieurs marqueurs de surface tels que le CD14, le CD11b, le 

CD18 et le récepteur scavenger. Il faut remarquer que le CD11b et le CD18 sont présents 

également sur les polynucléaires neutrophiles, et que le récepteur Fcgamma est exprimé 

aussi sur les progéniteurs myéloïdes. 

L’engagement de la cellule souche hématopoïétique vers l’un ou l’autre de ces deux lignages 

est un processus complexe où interviennent plusieurs cytokines, de nombreux facteurs de 

transcription et qui nécessite l’activation de différentes voies de signalisation (figure 8).  

 

 

 

Figure 8 : Modèle de régulation transcriptionnelle de l’engagement et de la différenciation 

granuleuse et monocytaire (A.D. Friedman, Oncogene 2007). 

 

La première étape de la différenciation myélo-monocytaire commence par l’orientation de la 

CSH vers le progéniteur commun myéloide/lymphoïde (LMP) au détriment du progéniteur 

commun érythro-mégacaryocytaire (MEP). Ce choix est dicté par le facteur de transcription 

PU-1 alors que l’orientation vers le MEP est guidé par le facteur de transcription GATA-1. Les 

LMP expriment donc PU-1 à un plus haut niveau que les MEP. Il existe une inhibition croisée 
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entre PU-1 et GATA-1 pour maintenir l’équilibre entre ces deux branches de 

différenciation
103,104

. 

PU-1 se lie à l’ADN de façon monomérique via un domaine Ets en C-terminal et active la 

transcription par sa région N-terminale riche en glutamine
105

. Son rôle dans cette première 

étape de différenciation a été clairement démontré par un modèle de souris knock-out (ko) 

qui n’ont pas de lymphocytes B ni de monocytes et ont un nombre très réduit de 

granulocytes
106

. Leur nombre de LMP et de GMP est très diminué tandis que les MEP sont 

augmentés
107

. La surexpression des récepteurs au G-CSF et au M-CSF dans les cellules de 

moelle des souris PU-1-/- ne rétablit pas leur myélopoïèse, ce qui indique que le facteur de 

transcription PU-1 est requis bien avant l’induction de ces récepteurs
108,109

. PU-1 intervient 

également dans la balance granulocytes/monocytes puisque sa réexpression à un faible 

niveau dans les cellules PU-1-/- induit la granulopoïèse alors qu’à un haut niveau 

d’expression de PU-1, c’est la monopoïèse qui est favorisée
110,111

. De plus, la délétion d’un 

enhancer distal de PU-1 (localisé à -14kb) diminue de 20% l’expression de PU-1 et entraine la 

perte de la monopoïèse alors que la granulopoïèse est conservée
112

. Ces effets pourraient 

être la conséquence d’une régulation de la sensibilité des récepteurs au G-CSF et au M-CSF 

par PU-1.  

L’engagement du LMP vers le GMP requière un fort niveau d’expression de PU-1 et surtout 

sa coopération avec le facteur de transcription C/EBPα. A cette étape de la différenciation,  il 

existe une inhibition croisée entre C/EBPα et les facteurs de transcription lymphoïdes 

NOTCH et PAX5 de manière à maintenir l’équilibre entre ces deux voies. 

La famille C/EBP (CCAAT/enhancer-binding protein) comprend plusieurs facteurs de 

transcription, C/EBPα, C/EBPβ, C/EBPδ et C/EBPε qui sont tous exprimés dans les cellules 

myéloïdes et peuvent avoir une activité redondante quand l’un d’eux est déficient. Les CEPBs 

s’homo ou s’hétéro-dimérisent via leur domaine leucine-zipper en C-terminal et se fixent à 

l’ADN, toujours sous forme de dimères, par une région basique adjacente
113

. C/EBPα est 

majoritairement exprimé dans les cellules immatures CSH, LMP et GMP mais n’est pas 

détecté dans les MEP ni dans les progéniteurs lymphoïdes communs (CLP)
114,115

. C/EBPε est 

retrouvé dans les stades plus tardifs de la granulopoïèse
116

. Les souris C/EBPα -/- n’ont ni 

neutrophiles, ni éosinophiles alors qu’elles conservent des érythrocytes, des lymphocytes et 

des myéloblastes. Elles ont des monocytes circulants mais leur nombre est réduit dans le 

foie fœtal et dans la moelle, de même que le nombre de CFU-M alors même que les cellules 

expriment le récepteur au M-CSF
117

. Le ko conditionnel de C/EBPα chez des souris adultes 

induit un blocage juste avant le stade GMP
118

. Ce défaut de myélopoïèse serait dû à une 

expression réduite des récepteurs au G-CSF et au M-CSF qui possèdent chacun un site de 

fixation pour C/EBPα au niveau de leur promoteur
119,120

. C/EBPα se lie également au 

promoteur de PU-1 et l’interaction de ces deux facteurs de transcription est capable de 

reprogrammer des cellules à orientation lymphoïde vers le lignage monocytaire
121

. De plus, 
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la greffe de souris avec des moelles transduites par C/EBPα  favorise la monopoïèse et inhibe 

l’érythropoïèse
122

. Il semblerait donc qu’au stade GMP, une forte expression de C/EBPα 

associée à une forte expression de PU-1 favorise la monopoïèse plus que la granulopoïèse. 

En outre, C/EBPα est capable d’inhiber la transition G1/S du cycle cellulaire dans de 

nombreux lignages incluant le lignage myéloïde par divers mécanismes : liaison à E2F1 ou au 

CDK (cycline-dépendante kinases) 2 et 4 ou induction de p21
123-125

. Pour ce qui est des autres 

facteurs C/EBP, les souris C/EBPβ -/- conservent tous les lignages hématopoïétiques
126

. In 

vitro, les progéniteurs C/EBPβ -/- produisent 25 à 50% moins de colonies myéloïdes par 

comparaison aux progéniteurs C/EBPβ +/- quelles que soient les conditions cytokiniques et 

les colonies sont plus petites
127,128

. Contrairement à C/EBPα , C/EBPβ est donc capable de 

stimuler la prolifération des cellules myéloïdes. Les défauts d’hématopoïèse sont mineurs 

chez les souris C/EBPδ-/-
129

. Le taux de granulocytes est normal chez les souris C/EBPε-/- 

mais les cellules ne possèdent pas de granules secondaires ce qui indique un défaut de 

maturation terminale
130,131

. 

Au stade GMP, les voies AP-1 et NF-ĸB et les protéines IRF interagissent directement avec 

C/EBPα ou PU-1 pour augmenter leur niveau d’expression et vont influencer l’orientation 

vers le lignage granuleux ou monocytaire. 

La famille AP-1 est constituée de nombreux facteurs de transcription à domaine leucine 

zipper qui, comme les C/EBP, forment des homo et des hétérodimères avant de se lier à 

l’ADN. Ainsi, les protéines Jun (JunB, c-Jun et JunD) peuvent s’hétérodimériser avec les 

protéines c-Fos, FosB, Fra1 ou Fra2
132,133

. Cette interaction requière la phosphorylation des 

protéines Jun par des Junkinases (JNK). Une redondance existe entre toutes ces protéines si 

bien que les souris c-Jun-/- et JunB-/- possédent tous les lignages hématopoïétiques
134

. En 

revanche, les souris déficientes pour JunB uniquement dans les cellules hématopoïétiques 

ont un nombre de granuleux augmenté qui serait dû à la perte de l’effet anti-prolifératif de 

JunB sur le lignage granuleux plus qu’à son effet sur l’engagement du GMP
135

. L’apport 

exogène de c-Fos ou de c-Jun dans des cellules myéloïdes induit leur différenciation 

monocytaire. L’ajout d’un inhibiteur chimique des JNK, le SP600125, à La culture de 

progéniteurs de moelle de souris en présence de M-CSF réduit leur différenciation en 

macrophages
136

. Les protéines kinases C (PKC) favoriseraient la différenciation monocytaire 

en activant les JNK soit par leur phosphorylation directe soit par l’activation des MEKK, 

kinases des JNK
137

. Enfin, même en l’absence d’un autre membre AP-1 en Cis, c-Jun 

interagirait directement avec PU-1 et augmenterait sa capacité à activer le promoteur du 

récepteur au M-CSF
138,139

. 

La famille NF-ĸB comprend cinq membres, c-Rel, RelA ou p65, RelB, NF-ĸB1 ou p50  et NF-

ĸB2 ou p52. Chacun d’entre eux possède un domaine Rel permettant leur dimérisation et 

leur liaison à l’ADN. L’hétérodimère p50-p65 prédomine dans la plupart des types cellulaires 

tandis que p52 pallie au défaut de p50 et c-Rel peut se substituer à p65
140

. NF-ĸB et C/EBPβ 
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coopèrent pour se lier aux promoteurs de l’IL-6, l’IL-8 et du G-CSF
141

. C/EBPα et NF-ĸB 

interagissent directement pour induire l’expression de plusieurs gènes nécessaires au 

développement monocytaire dans les cellules myéloïdes immatures. Aucun déficit myéloïde 

n’a été observé chez les souris p50-/- probablement du fait de la compensation par les 

autres membres de la famille NF-ĸB
142

. Dans les cellules myéloïdes plus matures, 

l’interaction de la région N-terminale de C/EBPε avec NF-ĸB permet l’activation du 

programme transcriptionnel associé à la différenciation terminale
143

.   

 La phosphorylation du domaine PEST de PU-1 permet son interaction avec les protéines 

IRF4 et 8 (interferon regulatory factor)
144,145

. La phosphorylation des tyrosines d’IRF8 

prévient son interaction directe avec l’ADN et force donc son association soit avec d’autres 

IRF soit avec PU-1 avant toute liaison à l’ADN
146

. La tyrosine phosphatase SHP-2, dont 

l’activité diminue au cours de la différenciation myéloïde, augmente l’activité d’IRF8 et 

facilite ses interactions avec PU-1
147

. Les souris IRF8-/- ont un nombre réduit de 

macrophages et un nombre augmenté de granulocytes. Leurs progéniteurs 

hématopoïétiques produisent toujours plus de CFU-G au détriment des CFU-M, qu’ils soient 

cultivés en G-CSF, en M-CSF ou GM-CSF. La réexpression d’IRF8 dans la moelle de ces souris 

restaure la monopoïèse aux dépens de la granulopoïèse par le rétablissement des 

interactions de PU-1 avec l’ADN
148,149

. Comme il a déjà été décrit que des niveaux élevés de 

PU-1 sont nécessaires à la monopoïèse, cette dernière observation suggère qu’une grande 

quantité de PU-1 facilite probablement les interactions PU-1/IRF8 qui vont réguler les gènes 

de l’engagement monocytaire. On ne sait pas actuellement si l’engagement granuleux a lieu 

uniquement quand le niveau de PU-1 est trop faible ou s’il existe des régulateurs positifs de 

cette voie qui seraient up-régulées par les signaux transduits par le récepteur du G-CSF. Des 

études anciennes avaient suggéré le rôle de STAT3 dans l’engagement vers la 

granulopoïèse
150

. Plus récemment, le rôle des protéines régulatrices Id1 dans cette voie a 

été exploré
151

.  

Les différents acteurs décrits jusqu’à lors vont orienter l’engagement du GMP vers le lignage 

granuleux ou monocytaire. Une fois que cette orientation est amorcée, d’autres facteurs de 

transcription et voies de signalisation vont intervenir pour finaliser la différenciation 

terminale. 

Les facteurs de transcription à domaine leucine zipper MafB et c-Maf sont exprimés 

exclusivement dans les monocytes et les macrophages
152

. MafB peut interagir avec c-Fos 

alors que c-Maf peut se lier à c-Jun, JunB ou c-Fos et tout ces hétérodimères peuvent se fixer 

au site consensus AP-1
153

. La surexpression de MafB ou de c-Maf dans des lignées myéloïdes 

provoque leur différenciation monocytaire tandis que la down-régulation de MafB est 

indispensable à la maturation des cellules dendritiques
154,155

. Les cellules de fois fœtal mafB-

/- produisent un nombre normal de CFU mais ces cellules sont incapables de maturer en 

macrophages. Ainsi, MafB et probablement les complexes MafB/c-Fos jouent un rôle dans la 
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différenciation terminale alors qu’ils n’interviennent pas dans le développement précoce du 

lignage monocytaire
156,157

. 

HOXA10 est un facteur de transcription exprimé préférentiellement dans les cellules 

myéloïdes immatures. La tyrosine phosphatase SHP2 agit directement sur HOXA10 

permettant sa liaison à l’ADN et la répression des promoteurs de gp91-phox et p67-phox 

(composants de la chaine oxydative exprimés pendant la différenciation granuleuse à partir 

du stade myélocytaire)
158,159

. L’apport exogène d’HOXA10 stimule la monopoïèse et bloque 

la différenciation granuleuse terminale
160,161

. La protéine CDP (CAAT displacement protein) 

inhibe la transcription par compétition avec les transactivateurs. La diminution de sa liaison 

à l’ADN au cours de la différenciation granuleuse terminale et sa capacité à réprimer le 

promoteur de gp91-phox suggèrent que la down-régulation de CDP est nécessaire à la 

différenciation neutrophile
162,163

. De plus, les souris transgéniques pour CDP développent un 

syndrome myéloprolifératif avec infiltration de la moelle et de la rate par un excès de 

neutrophiles
164

. Ainsi, la perte des activités inhibitrices d’HOXA10 et de CDP semble 

indispensable à la différenciation granuleuse.               

Le facteur de transcription Gfi-1 est exprimé dans les lignages lymphoïdes et granuleux mais 

pas dans le lignage monocytaire
165-167

. Il se fixe à l’ADN via un domaine en doigts de zinc C-

terminal et réprime la transcription grâce à un domaine N-terminal Snail/Gfi-1 (SNAG)
168

. Les 

souris Gfi1-/- ont un défaut de maturation neutrophile au-delà du stade promyélocyte où les 

cellules anormales contiennent des granules primaires sans granules secondaires ni tertiaires 

et expriment des gènes normalement restreints au lignage monocytaire
166,169

. Ces 

observations sont en accord avec la répression par Gfi-1 d’un gène inducteur de la 

monopoïèse tel que PU-1, qui lui-même doit normalement activer un inhibiteur de la 

granulopoïèse terminale. En effet, la forte expression de PU-1 active alors les gènes Egr et 

Nab-2
111

. Egr-1 et Egr-2 sont des facteurs de transcription en doigts de zinc qui peuvent soit 

activer soit inhiber l’expression de gènes
170

. Egr-1 provoque la différenciation en monocytes 

des lignées myéloïdes et celle des progéniteurs de moelle de souris au détriment du lignage 

granuleux
171,172

. Pourtant, les souris Egr-1-/- et les progéniteurs de foie fœtal Egr-2-/- 

produisent un nombre normal de macrophages. Seule l’expression d’un dominant négatif 

d’Egr dans les cellules de moelle ou l’analyse de cellules Egr-1-/- et Egr-2+/- aboutit à un 

défaut de maturation monocytaire, et uniquement lorsque ces cellules sont cultivées en 

présence de M-CSF, indiquant une possible redondance entre ces deux facteurs
111,173

. Le 

complexe Egr/Nab2 inhibe la granulopoïèse en réprimant le promoteur de Gfi-1 tandis que 

Gfi-1 réprime directement le promoteur d’Egr-2 et inhibe sa transactivation par PU-1, reflet 

de l’inhibition croisée de ces deux systèmes. 

Enfin, les récepteurs nucléaires sont également largement impliqués dans la différenciation 

terminale granuleuse et monocytaire. Les récepteurs de l’acide rétinoïque (RARα et RARγ) se 

lient à l’ADN par leur domaine en doigts de zinc et peuvent former des hétérodimères avec 
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les protéines RXR
174

. Les RARs sont exprimés de manière ubiquitaires mais RARα est 

préférentiellement retrouvé dans les cellules myéloïdes où il régule le promoteur de 

C/EBPε
175,176

. Le dominant négatif de RARα provoque un arrêt de la granulopoïèse au stade 

promyélocyte et les neutrophiles RARα-/- et RARγ-/- ne peuvent pas se différencier au-delà 

du stade myélocytaire
177

. Les RAR activent aussi le promoteur de CD18 et provoquent l’arrêt 

du cycle cellulaire dans les cellules myéloïdes en différenciation
178

. L’acide rétinoïque induit 

la différenciation des progéniteurs de moelle majoritairement en CFU-G tandis que la 

vitamine D3 (1α,25-OH2-VD3), qui provoque la formation de complexe entre VDR (Vitamin D 

receptor) et RXR, induit la formation majoritaire de CFU-M au détriment des CFU-G
179,180

. 

Ajoutés ensemble, l’acide rétinoïque et la vitamine D3 (VD3) favorisent le développement 

monocytaire car d’une part, les complexes VDR/RXR répriment les sites où se fixent les 

complexes RAR/RXR (RAR/RXR responsive element) et inhibent donc la granulopoïèse, et 

d’autres part, ils induisent la monopoïèse en se fixant sur des sites dédiés où les RAR 

n’interagissent pas
181

. Les interactions de ce système de différenciation avec celui des 

facteurs de transcription ne sont pas totalement élucidées, de même que leur régulation. 

Les modifications épigénétiques telles que la méthylation des îlots CpG et la désacétylation 

des histones sont responsables de l’extinction de l’expression des gènes et peuvent jouer un 

rôle important dans la progression des tumeurs en down-régulant l’expression de gènes 

suppresseurs de tumeur ou de facteurs de transcription gouvernant la différenciation 
182

. 

Depuis les années 1980, les agents déméthylants telles que la 5’-aza-cytidine et la 5’-aza-2’-

deoxycytidine (decitabine) ont montré leur capacité à induire la différenciation de cellules 

embryonnaires murines en cellules musculaires par inhibition de la méthylation de l’ADN. 

Ces drogues s’intègrent dans l’ADN où elles capturent les ADN méthyltransférases qui ne 

peuvent donc plus méthyler l’ADN. Plusieurs divisions cellulaires sont donc nécessaires avant 

que l’hyperméthylation d’un ADN tumoral soit transformé en ADN non méthylé. Le rôle des 

méthyltransférases dans l’inactivation du gène suppresseur de tumeurs p15 a notamment 

été montré dans la progression et le mauvais pronostic dans la LAP
183

 puis dans les 

syndromes myelodysplasiques où la decitabine apparait être un traitement efficace
184

. Des 

études du méthylome ont depuis confirmé le rôle de ces modifications dans l’oncogénèse 

des LAM et leur impact pronostique
185

. Plusieurs essais cliniques récents ont montré 

l’efficacité de la 5’-aza-cytidine dans le traitement des syndromes myélodysplasiques en 

progression et des LAM
186

. 

On connait actuellement 4 classes d’histone déacétylases (HDAC) qui ont chacune des 

fonctions spécifiques et des inhibiteurs (HDACi) sont disponibles pour chaque classe. Les 

HDACi sont en général faiblement toxiques et ont l’avantage d’être administrables par voie 

orale. L’acide suberoylanilide hydroxamique (SAHA ou vorinostat) a été découvert en 

recherchant des composés ayant les mêmes propriétés différenciantes que le 

diméthylsulfoxyde (DMSO). Ses effets antitumoraux ont d’abord été démontrés dans de 

nombreuses lignées cellulaires et dans plusieurs modèles in vivo de tumeurs solides et de 
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leucémies. Les essais de phase I ont confirmé son efficacité dans de nombreuses 

hémopathies malignes
187

 et récemment, le vorinostat a été utilisé avec succès dans le 

traitement de lymphomes T cutanés réfractaires
188

. L’acide valproïque est un agent anti-

convulsivant connu depuis longtemps dont on a découvert les propriétés d’HDACi assez 

récemment. Il agit in vitro en synergie avec l’ATRA pour induire la différenciation de lignées 

myéloïdes
189

. Une étude pilote associant les deux composés chez 8 patients ayant une LAM 

de haut risque ou réfractaire a montré un bénéfice clinique chez 7 des patients. La 

diiférenciation myélomonocytaire des blastes circulants a été associée à l’hyperacétylation 

des histones
190

. Plus récemment, une étude de phase I utilisant un HDACi oral isotype-

spécifique chez 29 patients atteints de LAM ou de MDS a permis l’obtention d’une rémission 

complète chez trois d’entre eux. Tous avaient reçu au moins une ligne de traitement par 

chimiothérapie avant d’être inclus dans cet essai très prometteur
191

.  

La levée du blocage de différenciation est une approche thérapeutique séduisante dans les 

LAM qui conduirait les blastes à s’engager soit vers la différenciation granuleuse, soit vers la 

différenciation monocytaire pour aboutir au stade terminal d’apoptose. Les agents 

déméthylants et les HDACi induisent l’allumage global de tous les gènes sans spécification de 

lignage. Leur utilisation ne peut donc être envisagée qu’en association avec des « inducteurs 

de différenciation lignage spécifique ». Sur le versant granuleux, l’ATRA a depuis longtemps 

fait ses preuves dans le traitement des LAP. Sur le versant monocytaire, les propriétés 

différenciantes de la vitamine D ont été démontrées mais n’ont toujours pas été 

complètement exploitées. Nous allons maintenant nous intéresser à ces deux approches 

thérapeutiques différenciantes lignage spécifique.    

 

2.2. Blocage de la différenciation granuleuse et rétablissement par 

traitement différenciant : le cas de la LAP 

 

La leucémie aigüe promyélocytaire (LAP) correspond au sous-type M3 dans la classification 

FAB. Elle se caractérise par un blocage de la maturation granuleuse au stade 

promyélocytaire et la présence de la translocation t(15 ;17) associée au transcrit de fusion 

PML-RARA. Il existe des transcrits de fusion variants résultant de la t(11 ;17) et de la t(5 ;17) 

qui sont détectés dans moins de 2% des patient LAP. Historiquement, la LAP a été décrite  en 

1957 chez 3 patients par Hillestad, un médecin suédois, comme étant la forme de LAM la 

plus agressive associant un envahissement sanguin par des promyélocytes et une 

prédisposition aux saignements sévères
192

. Ces hémorragies ont été attribuées par Bernard 

en 1959 à une coagulation intravasculaire disséminée et à une hyperfibrinolyse
193

. 

Jusque dans les années 1970, les seuls traitements antileucémiques reposent sur la 

chimiothérapie dont le but est de réduire la prolifération des cellules malignes. La LAP est 
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relativement assez sensible à la chimiothérapie puisque la daunorubicine seule permet 

d’obtenir une RC chez 55% des patients et son association à la cytarabine augmente le taux 

de RC à 80%
194

. Ce traitement présente toutefois l’inconvénient d’aggraver le syndrome 

hémorragique et nécessite le recours aux transfusions de plaquettes et perfusions de 

fibrinogène. En outre, la durée médiane de rémission complète reste courte (11 à 25 mois) 

et si on se base sur les critères de survie sans maladie à 5 ans, seuls 35 à 45% des patients 

sont guéris par la chimiothérapie
195

. 

Une avancée majeure a lieu en 1978 lorsque Sachs annonce que certains agents chimiques 

peuvent induire la différenciation des cellules leucémiques
196

. En 1980, Breitman démontre 

que le butyrate, le DMSO et l’acide rétinoïque sont capables d’induire la différenciation de la 

lignée leucémique HL60 dont la morphologie est proche du promyélocyte. Il décrit 

également l’efficacité de l’acide rétinoïque pour faire différencier les blastes humains de 

LAP
197,198

. La preuve de l’efficacité clinique de l’acide rétinoïque est apportée par deux 

équipes qui utilisent son isomère 13-cis (qui ne diffère de l’ATRA que par l’orientation du 

résidu COOH terminal). L’administration de ce composé aux patients améliore leur état 

clinique voire induit leur rémission complète et induit la différenciation des 

promyélocytes
199,200

. Des équipes de recherche en Chine disposent de l’ATRA et démontrent 

la supériorité de son efficacité in vitro et in vivo sur l’isomère 13-cis
201

. L’idée d’un 

traitement différenciant associant ATRA et chimiothérapie naît de leur rencontre avec L. 

Degos à l’hôpital Saint Louis, à Paris, où l’on a démontré les propriétés différenciantes de la 

cytarabine à petites doses. Ainsi, en 1985, une jeune patiente chinoise de 5 ans atteinte de 

LAP est la première à bénéficier de ce traitement. Le traitement d’induction n’est constitué 

que d’ATRA et induit la RC en seulement 3 semaines. Le traitement de consolidation alterne 

les cures d’ATRA et de cytarabine pendant 1 an. Cette patiente est actuellement toujours en 

rémission complète et en bonne santé
202

. Le succès de ce cas pilote a bien évidemment 

encouragé la mise en place d’essais cliniques qui ont tous confirmé l’efficacité de l’ATRA 

dans le traitement des LAP. L’étude du groupe européen APL 91 montre que les taux de RC 

obtenus avec l’ATRA ou la chimiothérapie sont équivalents mais le devenir à long terme des 

patients traités par ATRA est bien meilleur (survie sans évènement à 12 mois atteinte par 

79% des patients dans le groupe ATRA contre 50% dans le groupe chimiothérapie)
203

. Une 

étude américaine conforte ces résultats
204

. 

L’ATRA semble donc être le traitement miracle de la LAP : en monothérapie, il permet 

d’obtenir la RC chez 85% des patients. Pourtant, son utilisation seul pose rapidement le 

problème de l’apparition d’une résistance du fait de la diminution des taux plasmatiques due 

à une clairance plus rapide. Par conséquent, les rechutes surviennent rapidement, en 3 à 6 

mois à peine. De plus, ce traitement provoque une forte élévation du taux de leucocytes 

pouvant entraîner le décès des patients (ATRA-syndrome ou syndrome de l’acide 

rétinoïque). Au début des années 1990, de nombreux groupes engagent des études 

prospectives pour optimiser le traitement des LAP afin d’augmenter encore le taux de RC et 
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de prolonger la survie. Il en résulte que pour le traitement d’induction, l’ATRA et la 

chimiothérapie (associant classiquement une anthracycline à la cytarabine) doivent 

absolument être utilisés en association car le risque de syndrome rétinoïque est plus faible 

et les rechutes sont moins nombreuses. Un traitement de consolidation est nécessaire et 

consiste en l’administration d’une anthracycline associée à de la cytarabine à forte dose 

pendant 3 mois. Le traitement d’entretien dure deux ans et peut être différent selon les 

protocoles comprenant toujours de la chimiothérapie (anthracycline, mercaptopurine, 

methotrexate) et de l’ATRA en association ou en alternance
205-208

.  

En 1992, le deuxième traitement « miracle » de la LAP fait son apparition. L’arsenic est une 

substance naturelle qui existe sous forme organique et inorganique. Il existe trois formes 

inorganiques : l’arsenic rouge (As4S4 ou realgar), l’arsenic jaune (As2S3 ou orpiment) et 

l’arsenic blanc (As2O3 ou trioxyde d’arsenic). L’arsenic est un poison bien connu mais est 

aussi une des plus anciennes drogues de la Médecine chinoise. Au cours des 18
ème

 et 19
ème

 

siècles, il était administré sous forme de solution de Fowler en association avec du 

bicarbonate de sodium pour le traitement de la fièvre périodique, de la leucémie myéloïde 

chronique et de nombreuses autres pathologies. Son utilisation s’est perdue au 20
ème

 siècle 

du fait de sa toxicité et de l’avènement de la chimiothérapie et de la radiothérapie. Pourtant, 

de 1996 à 1997, plusieurs études chinoises confirment l’efficacité de l’As2O3 en 

monothérapie dans le traitement des LAP obtenant 73% de RC chez des patients 

nouvellement diagnostiqués et 52% chez des patients en rechute. L’As2O3 est même capable 

d’induire une RC chez des patients en rechute après avoir reçu l’association ATRA plus 

chimiothérapie
209-212

. D’autres études plus récentes ont confirmé l’efficacité de l’As2O3 dans 

le traitement des LAP où son utilisation en monothérapie permet d’obtenir une RC avec 

rémission moléculaire (transcrit PML-RARA indétectable en PCR quantitative en temps réel) 

chez 72 à 91% des patients et une survie sans maladie relativement longue
213,214

.  

L’idée d’associer ATRA, As2O3 et chimiothérapie pour augmenter encore le taux de survie 

sans maladie à 5 ans a très vite fait son émergence. Son administration à deux modèles 

murins, l’un utilisant des souris transgéniques PML-RARA, l’autre utilisant la lignée NB4, a 

montré que cette trithérapie prolonge la survie des animaux et réussit même à éradiquer la 

maladie
215,216

.  Une étude prospective de l’institut d’Hématologie de Shangaï dont les 

résultats ont été publiés en 2004 a randomisé l’utilisation de l’ATRA, de l’As2O3 ou des deux 

drogues en association à la chimiothérapie d’induction. Des taux de RC identiques (>90%) 

ont été obtenus dans les trois bras de traitement. En revanche, la durée pour l’obtention de 

la RC a été significativement plus courte dans le bras trithérapie. De plus, la diminution de la 

maladie résiduelle (objectivée par le taux de transcrit PML-RARA en PCR quantitative en 

temps réel) a été beaucoup plus rapide dans ce bras comparé au bras ATRA ou As2O3 seul. 

Cette différence a persisté après le traitement de consolidation. Enfin, les 20 patients traités 

par la trithérapie sont restés en RC (médiane de suivi de 18 mois) alors que 7 des 37 patients 

traités par ATRA ou As2O3 seul ont rechuté
217

. La supériorité du traitement associant ATRA, 
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As2O3 et chimiothérapie a depuis été confirmée par d’autres études et paraît finalement 

logique si on s’intéresse à la leucémogénèse de la LAP et aux mécanismes d’action de l’ATRA 

et de l’As2O3
218,219

. 

La translocation t(15 ;17) est détectée chez plus de 95% des patients LAP
220,221

. Le transcrit 

de fusion entre les facteurs de transcription PML et RARA qui en résulte joue un rôle 

essentiel dans la leucémogénèse des LAP contrairement au transcrit RARA-PML, absent dans 

10 à 20% des cas ayant une t(15 ;17). La protéine chimérique PML-RARA est capable de 

former des homodimères et de séquestrer les protéines RXR et PML. Ces homodimères 

peuvent aussi inhiber un ensemble de gènes indispensables à la différenciation granuleuse 

en se fixant au niveau de leurs régions régulatrices RAREs (retinoic acide response element) 

et en recrutant des co-répresseurs de PML et de RARA. De plus, des études récentes ont 

montré que PML-RARA peut aussi recruter des méthylases responsables de 

l’hyperméthylation des promoteurs des gènes en aval de l’acide rétinoïque et donc 

provoquer l’inhibition de leur transcription
222

. Enfin, les études des souris transgéniques 

pour PML-RARA ont montré que l’expression de ce transcrit de fusion dans le lignage 

myéloïde est cruciale pour le développement de la LAP, même si des évènements 

secondaires touchant FLT3 ou Ras sont nécessaires pour le développement complet du 

phénotype
223-225

. Plus rarement, on peut détecter dans les LAP un transcrit variant PLZF-

RARA résultant de la t(11 ;17). La protéine de fusion qui en résulte recrute les co-répresseurs 

de manière beaucoup plus affine que PML-RARA et inhibe donc la transcription d’une 

manière drastique
226

. 

A dose pharmacologique (10
-6

 à 10
-7

 M), l’ATRA provoque un changement conformationnel 

de la protéine PML-RARA. Par conséquent, les co-répresseurs ne peuvent plus interagir avec 

la partie RARA de la protéine chimérique et, au contraire, ce sont des co-activateurs et des 

histones acétylases qui son recrutés. La chromatine se retrouve alors en configuration 

ouverte et la répression transcriptionnelle est levée. Des analyses récentes de transcriptome 

et de protéome ont confirmé l’effet de l’ATRA dans la modulation des gènes impliqués dans 

la différenciation granuleuse tels que ceux codant les C/EBP ou les récepteurs de cytokine, 

ainsi que celle des gènes des voies de signalisation en aval
227

. D’autre part, l’ATRA induit 

aussi la dégradation de la protéine PML-RARA par deux mécanismes complémentaires : le 

clivage par les caspases et l’adressage au protéasome après ubiquitination
228-230

. Dans le cas 

des LAP avec t(11 ;17), l’exposition à une forte dose d’ATRA ne suffit pas à induire un 

changement conformationnel du transcrit PLZF-RARA permettant l’échange des co-

régulateurs. En revanche l’association de l’ATRA avec un HDACi tel que le SAHA lève non 

seulement l’inhibition transcriptionnelle mais induit aussi la différenciation terminale
223,231

. 

Les premières expériences réalisées in vitro pour étudier les effets de l’As2O3 ont révélé que 

ce composé agit selon un effet-dose sur les cellules APL : à forte concentration (1 à 2.10
-6

 M), 

l’As2O3 induit l’apoptose des cellules alors qu’à faible concentration (0,25 à 0,5.10
-6

 M) et 
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dans le cas d’un traitement à long terme, il induit leur différenciation
210

. Les études 

pharmacocinétiques, le traitement des souris PML-RARA et l’observation des moelles de 

patients traités ont montré ensuite qu’aux doses où l’As2O3 était administré,  ces deux effets 

étaient également observés in vivo et pouvaient donc expliquer l’efficacité de ce 

traitement
232

. Les propriétés pro-apoptotiques de l’As2O3 ont été étudiées par de 

nombreuses équipes et se sont révélées complexes et très variées. Ainsi, cette molécule est 

capable d’activer les caspases, la voie JNK, l’échangeur d’anion 2 et la protéine GSTP1-1
233-

236
. Elle peut aussi up-réguler les gènes impliqués dans la production d’espèces réactives de 

l’oxygène (ROS) et dans les dommages oxydatifs de l’ADN
237

. L’As2O3 inhibe l’activation de 

NF-ĸB, down-régule les gènes WT1, hTERT (human telomerase reverse transcriptase gene) et 

c-Myc
238-240

. Enfin, une voie de régulation de l’apoptose médiée par l’As2O3 impliquant ATR, 

PML, Chk2 et p53 a même était proposée récemment
241

.  

L’As2O3 agit spécifiquement sur les cellules APL alors qu’il n’a aucune efficacité dans les 

autres sous-types de LAM, ce qui indique un effet direct de cette molécule sur la protéine de 

fusion PML-RARA. Effectivement, il provoque spécifiquement la dégradation de PML-RARA, 

de PML mais pas de RARA dans ces cellules car il  induit la sumoylation de PML qui permet 

l’adressage de cette protéine au protéasome où elle est détruite, qu’elle soit sous-forme 

sauvage ou fusionnée à RARA
232

. Nous voyons ici une explication simple à la synergie de 

l’association ATRA+As2O3 : chacune de ces drogues cible l’oncoprotéine PML-RARA pour 

induire sa dégradation, mais l’ATRA agit sur la moitié RARA pendant que l’As2O3 agit sur la 

moitié PML (figure 9). Cependant, les techniques d’arrays ont largement contribué à 

décrypter les mécanismes d’action de l’ATRA et de l’As2O3 et ont mis en lumière les multiples 

autres raisons de leur effet synergique. Les études de protéome et de transcriptome ont 

montré que l’As2O3 module l’expression de nombreux gènes, dont la plupart d’ailleurs sont 

communs avec ceux modulés par l’ATRA, mais qu’il est surtout responsable de modifications 

protéiques qui sont la clé de son mécanisme d’action moléculaire. Ainsi, l’ATRA agit 

essentiellement en modulant l’expression de gènes alors que l’As2O3 agit au niveau 

protéique.  
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Figure 9 : Mécanismes d’action de l’ATRA et du trioxyde d’Arsenic (Nasr R. et al. Clinical Cancer 

Research 2009). 

 

Plusieurs exemples peuvent illustrer le mode d’action synergique entre l’ATRA et l’As2O3. 

Ainsi, la lignée NB4-LR1 est résistante à la différenciation. L’ATRA n’a qu’un effet anti-

prolifératif sur cette lignée par la down-régulation de la télomérase. En revanche, 

l’association ATRA+As2O3 réussit à induire l’apoptose de la lignée par down-régulation de la 

télomérase et raccourcissement des télomères
242,243

. Dans les cellules de LAP, l’ATRA induit 

la dégradation d’IĸB, inhibiteur de la voie NF-ĸB, alors que l’As2O3 s’oppose au catabolisme 

d’IĸB et diminue l’activité de la voie NF-ĸB
239

. L’As2O3 seul n’induit qu’une différenciation 

partielle des cellules de LAP. La différenciation terminale de ces cellules nécessite la 

présence d’AMPcyclique qui est induite par l’ATRA
244

.  On peut remarquer également que la 

combinaison ATRA+As2O3 amplifie la voie de signalisation de l’acide rétinoïque par 

l’activation croisée de nombreuses autres voies telles que celles de l’IFN, du calcium, de 

l’AMPcyclique, des MAPK/JNK/p38, du G-CSF ou du TNF. Elle active aussi la voie du 

protéasome et inhibe de nombreux gènes ou protéines impliqués dans le cycle cellulaire et 

la prolifération, notamment ceux de la voie MAPK/JNK/p38. Enfin, l’ATRA augmente 
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l’expression membranaire de l’AQP9 (arsenic channel aquaglyceroporin 9) permettant une 

meilleure pénétration de l’As2O3 à l’intérieur des cellules
245

.   

 

2.3. Induction de la différenciation monocytaire par la vitamine D et ses 

dérivés 

 

La vitamine D est une hormone stéroïde pléïotrope dont le métabolite le plus actif est le 

calcitriol (ou 1α,25(OH)2D3
246

. Le rôle physiologique majeur attribué au calcitriol est la 

régulation du métabolisme phosphocalcique et la minéralisation osseuse associée
247

. Il peut 

agir selon un mode autocrine et paracrine. La première étape de la synthèse du calcitriol 

commence au niveau de la peau où les UV transforment le 7-dehydrocholestérol en 

cholecalciférol ou vitamine D3 (Figure 10). La vitamine D3 subit ensuite une première 

hydroxylation au niveau du foie par les 25-hydroxylases mitochondriales et microsomales 

codées par le gène CYP27A1. Il en résulte le 25-hydroxycholécalciférol (25(OH)D3) qui est 

alors 1α-hydroxylé au niveau du rein par la 1α-hydroxylase codée par le gène CYP27B1 pour 

finalement aboutir au calcitriol, sécostéroïde actif. La 1α-hydroxylase est exprimée aussi 

dans d’autres tissus tels que le colon, le cerveau, le pancréas, les ganglions, la peau ou le 

placenta permettant ainsi une synthèse locale de calcitriol. La 24-OHase du cytochrome 

P450 codée par le gène CYP24A1 peut hydroxyler le 25(OH)D3 et le 1α,25(OH)2D3 et constitue 

une étape limitante du catabolisme de ces deux molécules
248

. De plus, il existe un 

rétrocontrôle négatif de la concentration de calcitriol : une augmentation de 24,25(OH)2D3 

induit la synthèse de calcitriol tandis que les ions Ca2+, le phosphore inorganique et le 

calcitriol lui-même inhibe sa synthèse. L’expression du gène CYP27B1 est induite par la 

parathormone (PTH) et inhibée par le calcitriol
249

. L’expression du gène CYP24A1 est up-

régulée directement par le calcitriol pour produire les métabolites de la vitamine D moins 

actifs qui sont le 1α,24,25(OH)3D3 et le 24,25(OH)2D3.  
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Figure 10 : Le métabolisme de la vitamine D (K. Deeb, Nature Reviews Cancer 2007). 

 

 

La fonction principale du calcitriol est de moduler la transcription de gènes cibles mais il doit 

pour cela se lier au VDR (vitamin D receptor)
250

. Le VDR appartient à la superfamille des 

récepteurs des hormones stéroïdiennes et est composé de 6 domaines (Figure 11). Un 

domaine de localisation nucléaire lui permet d’être guidé du cytoplasme vers le noyau en 

cheminant le long des microtubules jusqu’aux pores nucléaires
251

. Une fois que le calcitriol 

est attaché au VDR au niveau de son domaine de liaison, le complexe est stabilisé par 

phosphorylation de la sérine 51 par la PKC et de la sérine 208 par la caséine kinase II au 

niveau du domaine de liaison à l’ADN
252,253

. La liaison du VDR au RXR s’effectue grâce à un 

domaine de dimérisation. 
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Figure 11 : Le récepteur de la vitamine D (K. Deeb, Nature Reviews Cancer 2007). 

 

 Le complexe calcitriol-VDR-RXR peut alors exercer son activité transcriptionnelle en se fixant 

au niveau des séquences VDRE (vitamin D responsive element) présentes dans les 

promoteurs des gènes cibles (figure 12). Pour une activation transcriptionnelle, le VDR 

occupe l’extrémité 3’ et le RXR l’extrémité 5’ du VDRE. Les phosphorylations qui découlent 

de la fixation du calcitriol au VDR induisent un changement conformationnel du VDR 

responsable du relargage de co-répresseurs qui maintenaient la chromatine en structure 

fermée. Le domaine AF2 (activation function 2) d’activation du VDR est alors capable de se 

lier à des coactivateurs des récepteurs aux stéroïdes (SRC) et aux protéines SKIP (nuclear 

coactivator SKI interacting protein), CBP (CREB binding protein) et PBAF (polybromo-and 

SWI-2-related gene a associated factor) qui acétylent les histones et modifient la chromatine 

en structure ouverte
254

. Ensuite, les protéines DRIPs (vitamin D receptor interacting 

complex) se lient au domaine AF2 du VDR et peuvent alors interagir avec les divers acteurs 

de la machinerie transcriptionnelle  tels que TF2B (transcription factor 2B) et l’ARN 

polymerase II
248

. Cette importante machinerie transcriptionnelle favorise alors la 

transcription de gènes tels que CDKN1A (codant p21, inhibiteur de kinase cycline 

dépendant), CYP24A1 (codant la 24-OHase) ou SPP1 (codant l’ostéopontine). Les 

mécanismes dans le cas d’une inhibition transcriptionnelle où le VDR occupe alors 

l’extrémité 5’ du VDRE, sont moins bien connus
255,256

. Dans ce cas de la répression des gènes 

codant CYP27B1 et la PTH, le complexe calcitriol/VDR s’associe au VDIR (VDR-interacting 

repressor) et l’ensemble se fixe au niveau des séquences VDRE négatives (nVDRE) présentes 

dans les promoteurs des gènes cibles à inhiber
257

. L’association VDR/VDIR induit la 

dissociation du complexe activateur histone acétyltransférase et provoque le recrutement 

du complexe répresseur histone déacétylase. De plus, le facteur de transcription WSTF 

(Williams syndrom transcription factor) favorise la trans-répression par l’association avec le 

complexe WINAC, un complexe de remodelage de la chromatine ATP-dépendant
258

. 
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Figure 12 : Les régulations transcriptionnelles médiées par le calcitriol (K. Deeb, Nature Reviews 

Cancer 2007). 

 

Le calcitriol augmente et inhibe l’expression de nombreux proto-oncogènes et gènes 

suppresseurs de tumeurs dans les tissus sains et tumoraux. Pourtant, très peu d’entre eux 

possèdent des séquences VDRE dans leur promoteur. Il apparaît donc clairement que la 

vitamine D3 peut agir en modulant des cascades de signalisation ou par d’autres 

mécanismes non génomiques jusqu’à lors inconnus. 

Les actions non génomiques de la vitamine D sont rapides et ne dépendent pas de la 

transcription. Elles peuvent toutefois moduler des voies de signalisation qui elles-mêmes 

pourront moduler la transcription
259,260

. Il n’existe pas de consensus à propos de l’origine de 

ces mécanismes mais il semblerait qu’ils puissent débuter au niveau de la membrane 

plasmique grâce à un VDR membranaire (memVDR). Ce récepteur a notamment été mis en 



49 

 

évidence au niveau des cavéoles intestinales et permettraient l’absorption rapide des ions 

Ca
2+261

. L’interaction du calcitriol avec le memVDR activerait la voie de signalisation PKC qui 

provoquerait l’ouverture rapide des canaux calciques voltage-dépendant et l’augmentation 

du calcium intracellulaire. Cet afflux de calcium peut activer la cascade de signalisation raf-

MEK (mitogen activated protein kinase extracellular signal regulated kinase kinase)-MAPK 

(mitogen activated protein kinase)-ERK (extracellular signal regulated kinase) responsable de 

la prolifération cellulaire
262

. De plus, ERK est capable d’augmenter l’activité 

transcriptionnelle du VDR et l’activation des PKC contribue à la stabilisation du VDR
263

. Ainsi, 

les mécanismes d’action non génomiques de la vitamine D peuvent coopérer avec les 

mécanismes génomiques classiques. 

Le catabolisme de la vitamine D est perturbé dans un certain nombre de cancers. Ainsi, 

l’expression du gène CYP27B1 est augmentée dans les cancers du sein, de la prostate et au 

cours de la progression des cancers du colon à un stade précoce alors qu’elle est diminuée 

dans les carcinomes coliques différenciés
264-266

. L’augmentation de CYP27B1 pourrait 

contribuer à une synthèse locale de calcitriol à partir de 25(OH)D3 ayant un effet protecteur 

antitumoral. Seulement, l’expression de CYP24A1 est aussi augmentée dans ces tumeurs et 

peut s’opposer à cet effet protecteur en diminuant la synthèse locale de calcitriol. Une étude 

a montré que dans les cancers colorectaux de haut grade, CYP27B1 est down-régulé tandis 

que CYP24A1 est up-régulé
267

. Dans le cancer du sein, la région chromosomique 20q13.2 où 

se situe le gène CYP24A1 est amplifiée et l’expression de l’ARN messager de CYP24A1 est 

augmentée dans les cancers du poumon, du colon et de l’ovaire, ce qui suggère une 

réduction du niveau de calcitriol dans toutes ces tumeurs
268-270

. Toutes ces observations sont 

à mettre en relation avec les propriétés anti-tumorales de la vitamine D qui ont été 

démontrées dans plusieurs modèles de cancers. Ainsi, dans un modèle murin reproduisant la 

carcinogénèse de la prostate, l’administration de calcitriol retarde la survenue de néoplasies 

intra-épithéliales et ses effets antitumoraux sont plus efficaces lorsqu’il est administré à un 

stade précoce de la maladie
271

. D’autres études utilisant des modèles de cancer de l’ovaire, 

du sein, du poumon ou de carcinome à cellules squameuses ont démontré les propriétés 

anti-tumorales du calcitriol et de ses analogues. Il apparaît que tout ces effets passent par le 

VDR et régulent la prolifération, l’apoptose et l’angiogénèse
272-275

. 

L’activité anti-proliférative du calcitriol dans les cellules tumorales provient essentiellement 

d’une perturbation du cycle cellulaire. La progression dans le cycle cellulaire est régulée par 

les cyclines, les cycline-dépendantes kinases (CDK) et les inhibiteurs de CDK (CKI). 

L’expression des CKI p21 (CDKN1A) et p27 (CDKN1B) inhibe la prolifération cellulaire en 

arrêtant le cycle à la transition G0/G1. Le promoteur de CDKN1A contient un VDRE 

fonctionnel et constitue donc une cible transcriptionnelle directe du calcitriol
246

. Le 

traitement de la lignée leucémique U937 par le calcitriol induit l’expression de p21, bloque le 

cycle cellulaire et induit la différenciation  des cellules en macrophages
276

. Dans la lignée de 

cancer du sein MCF7, le calcitriol augmente l’expression de p21 et de p27 tandis qu’il 
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diminue l’expression des cyclines D1, D3, A1 et E1. Il en résulte une inhibition de l’activité 

des CDK et l’hypophosphorylation de pRb
277

. De la même manière, l’exposition des cellules 

SCC au calcitriol provoque un arrêt du cycle en G0/G1 lié à l’activation de p27 et à 

l’hypophosphorylation de pRb
278

.  Dans ce cas cependant, l’expression de p21 est diminuée 

indiquant que certaines des modifications induites par le calcitriol sont dépendantes du type 

cellulaire. D’autres gènes tels que GADD45 (impliqué dans la réponse aux dommages de 

l’ADN), les CKI de la famille INK4a (impliqués dans l’arrêt du cycle en G1), voient leur 

expression augmentée par le calcitriol dans le cas du cancer du colon, de l’ovaire ou dans les 

leucémies
279

.  A l’opposé, le proto-oncogène Myc, les gènes TYMS (thymidylate synthetase) 

et TKI (thymidylate kinase) impliqués dans la réplication de l’ADN, le gène SKP2 (S-phase 

kinase associated protein 2) et celui de l’ubiquitine ligase, qui adresse les CKI au protéasome 

sont tous down-régulés par le calcitriol
280-282

. Même s’il semble que le calcitriol provoque 

toujours un arrêt du cycle cellulaire dans les cellules tumorales, il est impossible de trouver 

un mécanisme univoque, les effets étant très variables d’un type cellulaire à l’autre.  

Dans un certain nombre de cancers, et particulièrement dans les LAM, l’arrêt du cycle 

cellulaire provoqué par le calcitriol s’accompagne de différenciation cellulaire. Depuis le 

début des années 1980, de nombreuses études ont rapporté l’induction par le calcitriol de la 

différenciation en monocytes-macrophages des lignées leucémiques HL60, U937 et THP-1 
180,283-287

. Cette différenciation attribuable à des effets VDR dépendants se traduit par des 

modifications morphologiques et cytochimiques, l’expression de marqueurs de 

différenciation tel que le CD14
288

 et de gènes spécifiques du lignage monocytaire. Les voies 

de signalisation activées n’ont été identifiées qu’assez récemment et la voie des MAPkinases 

semble jouer un rôle majeur dans ce phénomène notamment en provoquant l’up-régulation 

de pRb et de C/EBPβ
289,290

. D’autres travaux ont rapporté l’implication de la PI3kinase et de 

mécanismes non génomiques dans la réponse rapide des lignées leucémiques au calcitriol se 

traduisant par une up-régulation de leur expression du VDR
291

. La différenciation pourrait 

aussi découler de la formation de complexes entre le VDR activé et la PI3kinase
292

. Les 

travaux sur la différenciation leucémique induite par le calcitriol sont très nombreux mais le 

mécanisme exact de ce phénomène n’est toujours pas clairement élucidé. Dans les autres 

cancers, le calcitriol et ses analogues exercent également des effets différenciants. Ainsi, le 

traitement de lignées cellulaires de cancer du colon
280

 ou de la prostate
293

 provoque la 

réexpression de gènes exprimés sur la cellule différenciée d’origine. Dans le cancer du colon, 

l’induction de la différenciation est due à l’activation des voies PKC et JNK
294

. Elle régule 

également l’expression des inhibiteurs de liaison à l’ADN, ID1 et ID2, qui sont des régulateurs 

transcriptionnels de la prolifération (ID1) et de la différenciation (ID2) des cellules 

épithéliales. L’inhibition d’ID2 facilite les effets antiprolifératifs du calcitriol
295

. Enfin, Palmer 

rapporte que, dans la lignée de cancer colorectal SW480, le calcitriol induit la différenciation 

en augmentant l’expression de la E-cadhérine. Il en découle une inhibition de la croissance 

cellulaire car la β-caténine est transloquée du noyau vers le cytoplasme, n’agit plus sur la 

machinerie transcriptionnelle et laisse libre champ au VDR pour le faire
296

. Il apparait à 
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nouveau que l’induction de la différenciation par le calcitriol est loin d’être univoque et 

dépend largement du type cellulaire. 

La vitamine D exerce ses propriétés antitumorales en induisant l’apoptose, soit par 

l’inhibition des protéines anti-apoptotiques BCL2 et BCL-XL, soit par l’induction des protéines 

pro-apoptotiques BAX, BAK et BAD. Des études ont montré que le calcitriol inhibe 

l’expression de BCL2 dans les lignées MCF7 et HL60 alors qu’il augmente l’expression de BAX 

et BAK dans les cellules de cancer de la prostate, d’adénomes et de carcinomes 

colorectaux
297

. Le calcitriol peut aussi induire l’apoptose via l’activation des caspases : le 

traitement des carcinomes à cellules squameuses murins augmente l’expression du VDR et 

inhibe la phosphorylation de ERK car la kinase MEK, en amont de ERK, est clivée par 

l’activation des caspases
298

. L’interruption de cette voie pro-proliférative provoque 

l’apoptose des cellules. Plus récemment un nouveau mécanisme pro-apoptotique a été 

attribué au calcitriol : dans les cellules de cancer de l’ovaire, il déstabilise l’ARN messager de 

la télomérase reverse transcriptase (TERT) ce qui conduit au raccourcissement des télomères 

du fait de la perte de l’activité télomèrase et aboutit à la mort cellulaire
299

. Les mécanismes 

par lesquels le calcitriol induit l’apoptose sont multiples et leur description détaillée 

demeure un challenge (figure 13).  

Le calcitriol inhibe la prolifération des cellules endothéliales in vitro et réduit l’angiogénèse 

in vivo
300,301

. Dans un modèle de souris xénogreffées avec la lignée MFC7 surexprimant le 

VEGF, le calcitriol inhibe la formation des tubes cellulaires endothéliaux induite par le VEGF 

et ralentit la croissance tumorale
302

. Il up-régule l’ARNm du VEGF dans les cellules 

vasculaires des muscles lisses ainsi que celui de la thromobospondine (facteur anti-

angiogénique) dans la lignée SW480
303

. Dans les cellules SCC, il induit l’IL-8 (facteur 

angiogénique) alors qu’il interrompt la signalisation de l’IL-8 dans les cellules de cancer de la 

prostate, inhibant ainsi la migration des cellules endothéliales et la formation des 

tubes
304,305

. Dans les modèles murins de cancer de la prostate et du poumon, le calcitriol 

empêche le développement des métastases grâce, entre autres, à ses propriétés anti-

angiogéniques
272,275

. Enfin, le calcitriol induit l’arrêt du cycle cellulaire et l’apoptose des 

cellules endothéliales dérivées de tumeurs (TDEC) alors que les cellules endothéliales isolées 

de tissus sains sont résistantes à ses effets
300

. Chung a démontré récemment que cette 

différence de sensibilité pouvait être due à l’extinction par mécanisme épigénétique du gène 

CYP24A1 dans les TDEC
306

. Il demeure néanmoins que le calcitriol a des propriétés anti-

tumorales en agissant sur les cellules endothéliales, ce que démontrent plusieurs modèles 

murins. 
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Figure 13 : Voies de signalisation impliquées dans les propriétés antitumorales du calcitriol (K. 

Deeb, Nature Reviews Cancer 2007).  

 

Les propriétés antitumorales du calcitriol s’avèrent être particulièrement intéressantes 

quand cette molécule est associée à la chimiothérapie. Plusieurs essais pré-cliniques ont 

ainsi démontré une action synergique entre le calcitriol et différentes classes 
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d’anticancéreux en remarquant toutefois que cette synergie n’est observée que lorsque le 

calcitriol est administré avant ou simultanément avec la chimiothérapie. Son ajout après 

l’administration de l’agent chimiothérapeutique n’apporte aucun bénéfice
307,308

. La 

combinaison du calcitriol avec le cisplatine induit l’apoptose des cellules SCC in vitro par l’up-

régulation de MEKK1 (MAPkinase kinase kinase 1)
298

. Ce mécanisme est décrit lorsque le 

calcitriol est utilisé seul, mais est potentialisé par les sels de platine. Il semble donc que le 

traitement par le calcitriol engage les cellules vers l’apoptose et que ce signal est amplifié et 

mené à son terme par l’ajout ensuite de l’agent génotoxique.  La même observation est faite 

avec le traitement des cellules MFC7 par l’association d’un analogue de la vitamine D3 avec 

la doxorubicine ou les radiations ionisantes
309

. Dans ce modèle, l’analogue de la vitamine D3 

augmente la cytotoxicité de la doxorubicine en bloquant l’induction de p53. Le calcitriol et 

ses analogues sensibilisent également les cellules SCC et MCF7 aux effets des taxanes 

(paclitaxel et docetaxel) en diminuant de manière significative l’expression de p21
308

. Dans 

les cellules de cancer de la prostate, une synergie d’action est observée entre le calcitriol et 

le paclitaxel, mais les effets du calcitriol ont surtout été remarqués parce qu’il induit une 

down-régulation de la cyclo-oxygènase 2 (COX2)
310

. Cette inhibition entraîne une diminution 

de l’activité des prostaglandines, induit leur dégradation par la 15-OH-prostaglandine 

deshydrogènase et réduit l’expression du récepteur aux prostaglandines. Ces observations 

constituent un rationnel fort pour envisager l’introduction de calcitriol et d’anti-

inflammatoires non stéroïdiens (inhibiteurs des COX) dans le traitement du cancer de la 

prostate. L’ensemble de ces observations pré-cliniques a évidemment aboutit au 

développement d’essais cliniques utilisant le calcitriol comme anti-cancéreux dans des 

pathologies où la chimiothérapie seule apparaît insuffisamment active. 

 Le cancer de la prostate est probablement la tumeur solide ayant fait l’objet du plus grand 

nombre d’essais cliniques utilisant le calcitriol. Les résultats d’un essai clinique de phase II 

ont ainsi été publiés dès 1995 (Osborn et al., 1995). Parmi les 14 patients atteints de cancer 

réfractaire ayant reçu une dose quotidienne de calcitriol (0,5µg à 1,5µg/jour), aucune 

réponse n’a été observée et une hypercalcémie est survenue. Pourtant, d’autres essais de 

phase II ont suivi dans lesquels les associations calcitriol+carboplatine ou calcitriol+docetaxel 

étaient testées. Cette dernière combinaison a fait la preuve de son efficacité plus 

particulièrement dans les cancers de la prostate androgéno-indépendants (qui progressent 

malgré la castration androgénique) en améliorant la survie des patients et en diminuant les 

complications thrombo-emboliques
311

. Ces résultats doivent cependant être confirmés dans 

une autre étude car celle-ci n’avait pas pour objectif primaire d’étudier la survie. D’autres 

tumeurs solides avancées ont fait l’objet d’études de phase I testant les associations du 

calcitriol avec le paclitaxel ou avec le gefitinib
312,313

. La majorité de ces essais, basés sur des 

résultats pré-cliniques très encourageants, se sont pourtant heurtés à un problème majeur : 

l’hypercalcémie provoquée par le calcitriol. Il se trouve en plus que les études 

pharmacodynamiques, pharmacocinétiques et de toxicité sont plutôt rares pour la vitamine 



54 

 

D. Plusieurs compagnies ont alors développé des nouvelles formulations et des analogues du 

calcitriol ainsi que des modulateurs du VDR.  

Plusieurs analogues du calcitriol ont été développés et l’analyse de leurs propriétés a montré 

qu’ils étaient moins hypercalcémogéniques que le calcitriol. Seulement, il s’est avéré que 

leurs propriétés antitumorales étaient aussi diminuées probablement du fait d’une affinité 

plus faible pour le VDR
314

. Plusieurs essais ont ainsi testé les effets de l’EB1089 (seocalcitol : 

1α-dihydroxy-22,24-diène-24,26,27-trihomovitamine D3) chez des patients atteints de 

cancers du sein, d’hépatocarcinomes ou de cancers colorectaux
315,316

. Cet analogue n’a pas 

montré d’activité antitumorale et des hypercalcémies ont même été signalées. Les études 

précliniques ont montré que le paricalcitol (19-nor-1α,25-(OH)2D2) pouvait être actif dans le 

cancer de la prostate, du pancréas, du poumon, du sein et dans le myélome multiple
317

. Les 

essais de phase I ont débuté testant la combinaison paricalcitol+gemcitabine chez les 

patients ayant des tumeurs solides avancées, ou la combinaison paricalcitol+acide 

zolédronique dans le traitement du myélome multiple. Ces essais devaient déterminer la 

sécurité de l’administration intermittente à forte dose de ces associations. Enfin, les 

modulateurs non-sécostéroïdiens du VDR semblent posséder des propriétés antitumorales 

tout en induisant moins d’hypercalcémie que le calcitriol
315,318,319

 et constituent donc 

probablement l’approche antitumorale « vitamine D like » la plus intéressante.  

Dans les LAM, les essais précliniques in vitro et in vivo indiquaient clairement que le calcitriol 

était capable d’induire la différenciation monocytaire des lignées leucémiques et des blastes. 

De plus le succès de l’ATRA dans le traitement des LAP a largement contribué à la mise en 

place d’essais cliniques testant la capacité du calcitriol à rétablir la différenciation dans les 

LAM autres que les LAP et les syndromes myélodysplasiques (SMD). Les premiers essais 

cliniques utilisant le calcitriol en monothérapie démarrent dès le milieu des années 1980. La 

vitamine D3 induit bien une différenciation des blastes, mais celle-ci n’est que partielle et 

n’est pas observée chez tous les patients. L’impact sur la survie est modeste si bien que les 

résultats de ces essais sont globalement décevants
320,321

. De nouveaux essais sont mis en 

place pour tester l’efficacité thérapeutique du calcitriol en association avec les drogues de 

chimiothérapie classiques qui ont fait leurs preuves dans le traitement des LAM et SMD. Ils 

associent alors le calcitriol à la cytarabine, à l’acide rétinoïque ou à l’hydroxyurée
322-324

. 

Aucun de ces essais ne montre un réel bénéfice lié à l’apport du calcitriol. De nouveaux 

espoirs sont placés dans les analogues du calcitriol : une équipe a comparé les propriétés 

différenciantes de cinq analogues à celles du calcitriol sur des lignées leucémiques et des 

blastes de patients. Elle rapporte que tous les analogues ont une activité différenciante 

supérieure à celle du calcitriol. La différenciation qu’ils induisent n’est toutefois que partielle 

et nécessite leur association à d’autres drogues pour devenir terminale
325

. Dans une autre 

étude in vitro, le paricalcitol induit la différenciation de plusieurs lignées leucémiques et agit 

même en synergie avec l’As2O3, ce qui permet d’envisager son utilisation dans le traitement 
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des LAP résistantes à l’ATRA
326

. Pourtant, les résultats des essais cliniques utilisant ces 

analogues pour le traitement des LAM et des SMD sont à nouveau très décevants
327,328

.  

Malgré cet état des lieux peu glorieux, l’utilisation du calcitriol dans le traitement des LAM 

n’est pas terminée. Cette molécule possède des propriétés antitumorales indéniables et 

présente l’avantage sur la chimiothérapie de ne pas être toxique. De plus, de nombreuses 

études ont montré que son utilisation clinique aux doses antitumorales, à condition d’être 

administrée de façon intermittente, n’était pas limitée par l’hypercalcémie. Le calcitriol 

retrouve donc tout son intérêt dans le traitement des LAM si l’on s’intéresse aux patients 

non éligibles pour la chimiothérapie intensive (car trop âgés de manière générale) ou pour 

lesquels le traitement standard a échoué. Ainsi, une étude a testé l’association 

calcitriol+acide rétinoïque 13-cis+ cytarabine à faible dose chez 26 patients atteints de LAM 

et 4 patients atteints de SMD. Tous ces patients n’ont pas été traités par chimiothérapie 

intensive du fait de leur âge trop élevé, d’un état clinique trop dégradé ou par refus. Grâce à 

ce traitement, 27% des patients ont atteint la rémission complète et une réponse partielle a 

été obtenue chez 23% des patients. Compte-tenu de leur pathologie, Leur survie pouvait 

être estimée inférieure à 6 mois. Dans cet essai, la survie médiane des non-répondeurs est 

de 4 mois alors qu’elle atteint 16 mois chez les répondeurs. 34% des patients sont toujours 

en vie 2 ans après ce traitement. Les résultats de cette étude doivent évidemment être 

confirmés sur une cohorte plus grande mais sont très encourageants
329

. Une équipe 

japonaise a rapporté deux cas de patients atteints de LAM ayant rechuté après une greffe de 

sang de cordon et remis en rémission par un traitement associant le calcitriol à la cytarabine 

à faible dose
330

. L’utilisation du calcitriol pourrait aussi trouver un nouvel attrait avec 

l’avènement des nouvelles drogues efficaces dans le traitement des LAM. Ainsi, S. 

Koschmieder décrit une synergie entre le calcitriol et la décitabine, un agent déméthylant 

ayant montré récemment ses propriétés antileucémiques, pour l’induction de la 

différenciation myélo-monocytaire de la lignée U937 et de blastes de patients. Ces travaux 

pourraient être à l’origine d’un nouvel essai clinique
331

. Enfin, dans une vision plus globale 

du traitement des LAM, le calcitriol présente aussi l’avantage d’induire de manière drastique 

l’expression de la cathélicidine, un peptide antimicrobien. Le management des patients 

leucémiques traités par chimiothérapie pose de réels problèmes infectieux et le calcitriol 

apparaît comme un moyen de lutter contre les infections
332-334

. 
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3. Le ciblage de l’homéostasie du fer en cancérologie 

 

3.1. Le cycle du fer 

 

Le fer est un élément essentiel impliqué dans de nombreux processus biologiques parmi 

lesquels figurent la synthèse de l’ADN, le transport des électrons ou l’érythropoïèse. Il existe 

sous deux états d’oxydation, le fer ferreux Fe
2+

 ou Fe(II) et le fer ferrique Fe
3+ 

ou Fe(III). Sa 

capacité à passer d’un état à l’autre en donnant ou en acceptant un électron est 

fondamentale pour toutes les fonctions biologiques auxquelles il participe. Chez l’Homme, 

25 à 30% dur fer contenu dans le corps est lié à la ferritine, protéine dédiée au stockage du 

fer. Quand les besoins cellulaires en fer augmentent, la ferritine relargue le fer qui se lie 

alors à une protéine de transport sérique, la transferrine. 

La présence de fer libre est délétère pour l’organisme en raison de sa capacité à produire des 

espèces réactives de l’oxygène (ROS) pouvant interagir avec l’ADN, les protéines et les 

lipides et pouvant donc produire des mutations et des dommages cellulaires. Il faut toutefois 

noter qu’il existe une certaine confusion entre les « ROS » et le stress oxydatif
335

. En effet, 

nos cellules d’organisme aérobie utilise l’oxygène pour produire de l’énergie et cet oxygène 

sert d’’accepteur final aux électrons produits lors de ce phénomène. La réduction des 

molécules d’oxygène en eau est catalysée par la cytochrome oxydase, dernière enzyme de la 

chaine respiratoire mitochondriale. Une petite fraction de cet oxygène échappe à cette 

réduction, ce qui aboutit à la formation d’anion superoxyde (O2
.-
) et de peroxyde 

d’hydrogène (H2O2). Ces ROS relativement inactifs sont alors pris en charge par d’autres 

systèmes enzymatiques spécifiques. Le peroxyde d’hydrogène à faible concentration 

participe également à diverses voies de signalisation et favorise la prolifération 

cellulaire
336,337

. Il arrive malheureusement parfois que ces systèmes enzymatiques soient 

débordés, l’équilibre redox est rompu et la cellule se retrouve alors en situation de stress 

oxydatif. L’excès d’H2O2 est particulièrement dangereux en présence de fer puisque, selon la 

réaction de Fenton, ces deux éléments vont interagir pour produire des radicaux hydroxyl 

(
.
OH) très toxiques. 

Fe(II) + H2O2 → Fe(III) + 
.
OH + OH

-                  
(Equation de Fenton) 

Ainsi, dans l’organisme, le fer est toujours associé à des protéines qui l’empêchent de 

participer à ces réactions d’oxydo-réduction (redox) pouvant produire des ROS extrêmement  

réactifs tels que les radicaux hydroxyls. En conséquence de ces réactions, l’excès de fer est 

clairement identifié comme un facteur de risque de développer un cancer. De nombreuses 



57 

 

études ont établi une corrélation entre l’excès de fer stocké dans l’organisme et la survenue 

de cancers du colon, du foie, du rein, du poumon ou de l’estomac
338

.   

L’absorption du fer a lieu au niveau du duodénum selon deux voies différentes, l’une pour le 

fer héminique, l’autre pour le fer non héminique
339

. La capture du fer par les entérocytes 

nécessite la transformation du Fe(III) en Fe(II) par la ferriréductase Dcytb. Les souris ko pour 

cette enzyme n’ont pas de défaut d’absorption du fer alimentaire, ce qui suggère l’existence 

d’une ferriréductase alternative
340

. Le Fe(II) est ensuite pris en charge par le transporteur 

DMT1 présent au niveau du pôle apical des entérocytes et introduit dans ces cellules
341

 

(figure 14). 

 

 

Figure 14 : Transport du fer dans le entérocytes du duodénum (N.C. Andrews, Nature reviews 

Genetics 2000). 

 

 L’entrée du fer dans les entérocytes est régulée au niveau de l’ARN messager par le système 

IRP1/IRP2, régulateur-clé de l’homéostasie du fer
342

 (figure 15). Les protéines IRP1 et IRP2 

(IRP pour Iron Regulatory Protein) se fixent de manière spécifique à une séquence IRE (Iron 

Regulatory Element) hautement conservée et présente dans les régions non traduites des 

ARNm de nombreuses protéines impliquées dans le métabolisme du fer. Lorsque la 

séquence IRE est située dans la région 3’ de l’ARNm, la fixation des IRP stabilise l’ARNm et 

augmente sa traduction. En revanche, lorsque la séquence IRE est présente dans la région 5’ 

de l’ARNm, la fixation des IRP inhibe sa traduction. Les IRP se fixent aux séquences IRE quand 
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la concentration en fer est faible et perdent cette capacité quand la concentration en fer est 

élevée. L’ARNm de DMT1 comporte une séquence IRE dans sa partie 3’ de telle sorte que 

lorsque le niveau de fer est trop faible dans les entérocytes, la synthèse de DMT1 s’accroit et 

la quantité de fer capturée augmente. Il existerait au niveau du pôle apical des entérocytes 

une protéine capable de capturer le fer héminique
343

. La relevance physiologique de cette 

protéine HCP1 (haem carrier protein 1) n’a pas été clairement démontrée, d’autant qu’elle 

serait capable de transporter également les folates
344,345

. 

 

 

Figure 15 : Le système de régulation IRE/IRP (D.R. Richardson et al. Biochimica et Biophysica Acta 

2009). 

 

Le fer transporté par DMT1 vient grossir le pool de fer labile intracellulaire résultant de 

l’équilibre redox entre le Fe(II) et le Fe(III) où le fer serait lié à différents ligands de bas poids 

moléculaire, à des molécules chaperonnes ou à des organelles. La nature exacte du pool de 

fer labile demeure inconnue
346

. Le fer en est libéré lorsqu’il est exporté dans la circulation 

sanguine grâce à la ferroportine, transporteur présent au niveau de la membrane baso-

latérale des entérocytes
347

. Un autre transporteur, l’héphaestine, participe également à 

l’export sanguin du fer
348

. La ferroportine est aussi exprimée sur la membrane des 

macrophages hépatiques impliqués dans le recyclage du fer lors de l’érythrophagocytose. Le 

passage du fer dans la circulation est régulé via le contrôle de l’expression de la ferroportine 



59 

 

par deux mécanismes. D’une part, l’ARNm de la ferroportine contient une séquence IRE dans 

sa partie 5’. Quand les entérocytes manquent de fer, les IRP se fixent à cette séquence IRE, la 

traduction de la ferroportine est interrompue et le fer n’est pas relargué. Quand les 

entérocytes contiennent suffisamment de fer, les IRP se détachent de l’IRE, la synthèse de 

ferroportine reprend et le fer peut être exporté
349

. D’autre part, la ferroportine subit le 

contrôle de l’hepcidine. L’hepcidine est une hormone majeure dans l’homéostasie du fer de 

découverte assez récente
347

. Ce peptide est synthétisé essentiellement par le foie sous deux 

formes prédominantes de 20 ou 25 acides aminés. Après sécrétion par le foie, l’hepcidine 

gagne le pôle baso-latéral des entérocytes et provoque l’internalisation et la dégradation de 

la ferroportine. La sécrétion de l’hepcidine est augmentée quand le fer sérique est trop élevé 

et entraîne donc la diminution d’expression de la ferroportine qui empêche l’export du fer. 

L’hepcidine régule l’export du fer par les macrophages et les hépatocytes par le même 

mécanisme
350,351

. 

L'hémojuvéline (HJV) est une protéine qui joue un rôle majeur dans le contrôle de 

l'expression de l'hepcidine et donc dans le maintien de l'homéostasie du fer par l'impact que 

l'hepcidine exerce sur le contrôle de la biodisponibilité plasmatique du fer. Exprimée sur la 

membrane de l'hépatocyte, elle joue le rôle de corécepteur des bone morphogenetic 

proteins (BMP) et participe ainsi à la transmission du signal né de l'interaction entre les BMP 

et leurs récepteurs
352,353

. Cela entraîne une expression de l'hepcidine par les hépatocytes au 

travers de la voie de transduction du signal BMP/SMAD et des BMP-responsive éléments 

localisés dans le promoteur du gène codant l'hepcidine (figure 16). Une forme soluble de 

l'HJV, produite par les hépatocytes mais aussi par le muscle strié, second site d'expression de 

l'HJV, pourrait moduler l'efficacité biologique de la forme membranaire, par compétition 

avec le récepteur aux BMP.  
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Figure 16 : Régulation de l’expression de l’hepcidine par les BMP (C. Camaschella, Nature Genetics 

2009). 

 

Dans la circulation sanguine, le fer est instantanément pris en charge par la transferrine pour 

éviter la production de ROS par le fer libre. La transferrine (Tf) est une glycoprotéine sérique 

comportant deux sites de haute affinité pour la fixation du fer
354

. La liaison de la ferro-

transferrine au récepteur de la transferrine de type 1 (TfR1 ou TfR) est la première étape de 

capture du fer par toutes les cellules de l’organisme (figure 17). Le TfR est en effet une 

glycoprotéine transmembranaire exprimée de façon ubiquitaire par toutes les cellules 

nucléées. Après l’étape de fixation, le complexe ferro-transferrine/TfR est internalisé. Dans 

les endosomes, l’acidification par une pompe à protons entraine le relargage par la Tf des 

ions Fe(III) qui sont réduits en Fe(II) par une ferriréductase appelée steap3 (six 

transmembrane epithelial antigen of the prostate 3)
355

. Grâce au transporteur DMT1, le 

Fe(II) passe dans le cytoplasme où il rejoint le pool de fer labile. Il peut alors être soit stocké 

par liaison à la ferritine, soit consommé. Une étape d’exocytose permet le recyclage du TfR à 

la membrane et la libération de l’apo-transferrine prête à prendre en charge à nouveau du 

fer. En plus de lier la transferrine, le TfR peut lier les immunoglobulines de  classe A (IgA) et 

son interaction avec les IgA polymériques modulerait la sensibilité des érythroblastes à l’Epo dans 

des situations physiologiques et pathologiques (travail de thèse de S. Coulon, ANNEXE 3). 
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Figure 17 : Le cycle de la transferrine (N.C. Andrews, Nature Reviews Genetics, 2000). 

 

 

La capture du fer est régulée par le niveau d’expression cellulaire du TfR soumise au contrôle 

du système IRE/IRP. Les ARNm du TfR comportent une séquence IRE à leur extrémité 3’ et 

sont donc stabilisés quand les cellules sont déficientes en fer. De plus, la fixation de la 

protéine HFE sur le TfR provoque un encombrement stérique empêchant la fixation de la 

ferro-transferrine. Les mutations qui touchent HFE sont responsables de l’hémochromatose, 

maladie de surcharge en fer
356,357

. Un autre récepteur de la transferrine a été décrit il y a une 

dizaine d’années, le TfR2
358

. Ses fonctions n’ont pas toutes été élucidées mais son rôle dans 

l’homéostasie du fer semble crucial : les souris ko pour le TfR2 ont une surcharge en fer et 

des mutations de TfR2 ont été identifiées dans une forme d’hémochromatose
359,360

.   

 

3.2. Le métabolisme du fer dans les cellules cancéreuses 

 

L’anomalie touchant le métabolisme du fer la plus connue dans les cellules cancéreuses est 

la surexpression du TfR1
361

. Dès les années 1980, les travaux utilisant des anticorps bloquant 

le TfR1 ont montré  un ralentissement de la croissance tumorale et ont permis de faire le lien 

entre cette surexpression et la prolifération accrue des cellules cancéreuses
362-364

. Par la 
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suite, d’autres études ont mis en évidence le rôle indispensable du fer pour la synthèse de 

l’ADN et la surexpression du TfR est apparue comme le reflet logique de l’index mitotique 

élevé propre aux cellules tumorales
365

. L’expression du TfR est indispensable pour la capture 

du fer. D’ailleurs, chez la souris, le ko du TfR est létal au stade embryonnaire par défaut de 

développement neurologique et absence d’érythropoïèse
366

. Il semble pourtant que les 

cellules tumorales ont la capacité de capturer la ferro-transferrine sans passer par le TfR. Des 

expériences de saturation du TfR1 sur les cellules de mélanome et d’hépatome ont permis 

d’intensifier ce mécanisme qui correspond en fait à une pinocytose
367-369

.  

L’expression du TfR1 est normalement régulée par le système IRE/IRP déjà décrit. Il est 

intéressant de noter que le proto-oncogène c-Myc est capable d’augmenter l’expression du 

TfR1, mais aussi de DMT1 et d’IRP2 et de diminuer celle de la chaine lourde de la ferritine. 

L’expression de c-Myc est elle-même dérégulée dans de nombreuses tumeurs et peut donc 

tout à fait contribuer à un dérèglement de l’homéostasie du fer favorisant la 

tumorigénèse
370

. D’autres études ont montré une association entre la progression des 

cancers colorectaux et l’augmentation de l’expression des protéines nécessaires à la capture 

du fer tels que le TfR, DMT1 et Dcytb tandis que les protéines vouées à l’export du fer, la 

ferroportine et l’hephaestine sont moins exprimées
371

. De plus, l’expression forcée du TfR1 

dans les cellules tumorales leur confère un avantage prolifératif alors que son extinction 

diminue la prolifération cellulaire et altère l’expression de gènes impliqués dans le contrôle 

du cycle cellulaire tel que GADD45
370

. Très récemment, une étude a montré que dans le 

cancer du sein, l’expression du TfR est un marqueur de mauvais pronostic et peut prédire la 

résistance au tamoxifène
372

. L’ensemble de ces observations a fait du TfR1 une cible 

thérapeutique très attractive sous réserve d’une certaine non-spécificité et donc d’une 

toxicité certaine pour toutes les cellules en division. Nous reviendrons par la suite sur les 

nombreuses études utilisant cette approche thérapeutique. 

De nombreuses lignées et cellules tumorales expriment le TfR2. La transfection des cellules 

CHO (Chinese hamster ovary) avec le TfR2 les rend moins sensibles aux effets 

antiprolifératifs de la deferoxamine, un chélateur de fer. En outre, les tumeurs exprimant le 

TfR1 et TfR2 ont une croissance plus importante chez la souris nude que les tumeurs 

n’exprimant que le TfR1. Ce récepteur constitue donc pour les cellules tumorales un moyen 

supplémentaire de capturer le fer et leur confère un avantage prolifératif
373

. Dans le même 

ordre d’idée, Les cellules de mélanome expriment la mélanotransferrine, capable de se lier 

au fer exactement comme le fait la transferrine. Cette molécule est impliquée dans la 

prolifération, la migration et l’invasion des cellules mélanomateuses in vitro et dans la 

croissance tumorale in vivo
374

.  

La ferritine subit également des modifications dans les cellules cancéreuses. Dans les 

neuroblastomes, le taux de ferritine sérique est élevé dans les stades III et IV mais pas dans 

les stades I et II. Ainsi, on utilise ce taux comme un facteur pronostique, un taux élevé étant 
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associé à un mauvais pronostic
375

. Dans de nombreuses autres tumeurs, le taux de ferritine 

sérique est élevé alors même que le stockage du fer n’est pas augmenté
376,377

. Deux équipes, 

l’une travaillant sur une lignée leucémique, l’autre sur une lignée de cancer du poumon, ont 

rapporté que ces cellules tumorales secrétaient une molécule immunologiquement proche 

de la ferritine. Le traitement des cellules par un anticorps anti-ferritine a inhibé la croissance 

cellulaire indiquant clairement que cette molécule est en fait un facteur de croissance 

autocrine
378,379

. D’autres études ont mis en évidence l’expression de site de fixation de la 

ferritine par plusieurs types de tumeurs et la possibilité de capturer la ferro-ferritine par 

endocytose avec le récepteur
380

. Le rôle de la ferritine secrétée comme facteur de croissance 

tumoral reste toutefois encore à démontrer. 

Un des rôles majeurs du fer dans les cellules normales et a fortiori dans les cellules 

tumorales hautement prolifératives est son implication essentielle dans la synthèse de 

l’ADN. L’enzyme clé de la synthèse de l’ADN est la ribonucléotide réductase (RR), constituée 

de 2 sous-unités, R1 et R2. Le site actif de l’enzyme se situe sur la sous-unité R1 mais une 

série d’interactions entre les résidus cystéines de R1 et les radicaux tyrosyl de R2 sont 

nécessaires à son activité catalytique. Le fer se lie à R2 et, en réagissant avec l’oxygène, 

permet la transformation des résidus tyrosine de R2 en radicaux tyrosyl et leur transfert à la 

sous-unité R1 et est donc indispensable à l’activation de l’enzyme
365

. Une autre sous-unité 

R2 a été décrite, la p53R2. La RR utilisant cette sous-unité spécifique est activée en réponse 

à p53 pour réparer les dommages de l’ADN
381

. Les cellules mutées pour p53 peuvent 

néanmoins exprimer cette sous-unité car elle peut être aussi activée par les analogues de 

p53 tel que p73. Ainsi, l’inhibition de la RR se traduit par l’arrêt de la synthèse d’ADN et de la 

prolifération cellulaire, et l’inhibition de P53R2, empêche la réparation de l’ADN conduisant 

à un arrêt du cycle cellulaire et à l’apoptose
382

. L’activité de ces deux enzymes est 

augmentée dans les cellules tumorales, et toutes deux ont besoin de fer pour être activées.  

Le fer est aussi impliqué dans la progression dans le cycle cellulaire en modulant l’expression 

de plusieurs molécules du contrôle du cycle. La privation en fer modifie ainsi l’expression de 

p53, de GADD45, des cyclines D1, D2 et D3, de P21 et de CDK2
383

. L’effet de la privation en 

fer sur p21 est assez paradoxal puisqu’elle augmente le taux d’ARNm mais diminue 

l’expression de la protéine. Le promoteur de p21 comporterait des séquences régulatrices 

sensibles aux réactions redox expliquant l’augmentation du transcrit, mais la privation en fer 

séquestrerait les ARNm dans le noyau et provoquerait leur dégradation au niveau du 

protéasome expliquant la diminution de la protéine
384

.  Il en découle l’arrêt du cycle 

cellulaire à la transition G1/S et l’induction de l’apoptose.  L’ensemble de ces informations 

indique que le ciblage du métabolisme du fer est une approche thérapeutique anti-tumorale 

qui mérite d’être développée.    
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3.3. Propriétés antitumorales des chélateurs de fer 

 

Une approche de ciblage de l’homéostasie du fer peut être l’administration de chélateurs du 

fer. Les plus utilisés en thérapeutique sont la deferoxamine et le deferasirox. Initialement, 

ces chélateurs ont obtenu l’autorisation de mise sur le marché pour le traitement de la 

surcharge en fer dans les hémochromatoses primaires et secondaires, et les thalassémies. 

Cependant, différentes études récentes ont mis en évidence une activité anti-tumorale 

potentielle de ces chélateurs in vitro et in vivo. Nous verrons que les chélateurs d’autres 

classes chimiques possèdent aussi ces propriétés. 

- Deferoxamine : 

La deferoxamine (DFO) est un sidérophore hexadentate dont les propriétés anti-

prolifératives ont été démontrées sur un large panel de cellules tumorales (figure 18). In 

vitro, le DFO est capable d’inhiber la prolifération de la lignée mélanomateuse SK-MEL-28
385

. 

De nombreuses études ont été réalisées dans le neuroblastome. In vitro, les cellules de 

neuroblastome sont dix fois plus sensibles à la privation en fer que les cellules de moelle 

normale
386

. La même dose de DFO induit l’apoptose de 90% des cellules de deux lignées de 

neuroblastome alors qu’elle a peu d’effet sur des cellules non-neuroblastomateuses. De 

plus, lorsque le DFO est complexé au fer, on n’observe plus d’inhibition de croissance 

cellulaire ce qui indique bien que l’effet antiprolifératif du DFO est directement lié à sa 

capacité de chélation du fer
387

. In vivo, une étude réalisée chez 9 patients montre une 

réduction de 50% de l’envahissement médullaire chez 7 patients et une réduction de 48% de 

la masse tumorale chez un patient
388

. Un autre essai réalisé chez 57 patients utilisant le DFO 

en association avec plusieurs agents de chimiothérapie (cyclophosphamide, etoposide, 

carboplatine et thiotepa) rapporte une réponse complète chez 24 patients, une réponse 

partielle chez 26 patients, 3 réponses mineures et 4 absences de réponses
389

. Cependant, le 

traitement par DFO de 10 enfants en rechute n’a obtenu aucune réponse et le DFO ne 

parvient pas à inhiber la croissance tumorale chez des souris nude xénogreffées avec des 

tumeurs humaines
390,391

.  Cette inconstance de réponse peut être attribuée à la faible 

demie-vie du DFO nécessitant son administration par perfusion sous-cutanée continue pour 

maintenir une concentration efficace, et à la grande hydrophilie de cette molécule 

expliquant qu’elle ne puisse pas être administrée par voie orale et surtout son incapacité à 

franchir la membrane cellulaire. Ces considérations ont conduit au développement d’autres 

chélateurs plus lipophiles et aux propriétés anti-tumorales augmentées. 
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Figure 18 : structure chimique des chélateurs de fer (D.R. Richardson, Biochimica et biophysica Acta 

2009). 

 

- Tachpyridine : 

La tachpyridine est un chélateur hexadentate de structure cis,cis-1,3,5-triaminocyclohexane 

(figure 18). In vitro, son activité cytotoxique sur les lignées de cancer de la vessie MBT et T24 

est bien supérieure (IC50 = 4,6 µM) à celle du DFO (IC50 = 70 µM). Cette molécule est en 

outre capable de lier le Ca(II), le Mg(II), le Cu(II) et le Zn(II) en plus du Fe(II). Ses propriétés 

cytotoxiques dépendent de la chélation du fer puisque l’ajout de fer protège les cellules de 

ses effets. La tachpyridine peut chélater le Fe(III) qui est ensuite réduit en Fe(II) par 

oxydation du ligand. Cette réaction est critique pour la production de ROS
392

. Enfin, la 

tachpyridine inhibe la synthèse de la ferritine et induit l’apoptose par un mécanisme ne 

dépendant pas de p53, ce qui est très intéressant dans un contexte tumoral où la délétion et 

les muations de p53 sontt fréquentes
393

.  

- Deferasirox (ICL670A) 

Ce chélateur tridentate a été développé assez récemment par le laboratoire pharmaceutique 

Novartis
394

(figure 19). Il présente l’avantage d’être lipophile et de traverser les membranes 

cellulaires. Il peut donc chélater de manière extrêmement efficace le fer extra et 

intracellulaire. Contrairement au DFO, il peut être administré par voie orale, ce qui est 
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beaucoup moins contraignant qu’une perfusion sous-cutanée pour le traitement au long 

cours des surcharges en fer. Quelques travaux montrent que le deferasirox (DFX) a des 

propriétés anti-prolifératives in vitro mais à des concentrations beaucoup plus élevées que la 

plupart des chélateurs développés  comme anticancéreux. Il faudrait ainsi atteindre la 

concentration de 20µM pour observer l’inhibition de la synthèse de l’ADN. Cette molécule 

d’apparition récente est donc essentiellement utilisée pour ses propriétés chélatrices très 

efficaces. Son activité anti-tumorale est encore assez peu étudiée mais les résultats obtenus 

sur les hépatomes humains et de rat semblent prometteurs
395,396

. 

 

 

Figure 19 : Structure chimique du deferasirox (d’après Bruin et al. Drug metabolism and disposition 

2008). 

 

- Aroylhydrazones : 

Le chef de file de cette classe est la pyridoxal isonicotinoylhydrazone (PIH) dont les 

propriétés chélatrices ont été démontrées par Ponka dès 1979 en utilisant des réticulocytes 

marqués au 
59

Fe (figure 18)
397

. L’efficacité de ce chélateur a été démontrée dans de 

nombreux autres modèles cellulaires et est bien supérieure à celle du DFO
398,399

. Ces deux 

molécules ont toutefois quasiment la même habilité à inhiber la synthèse de l’ADN dans les 

cellules de neuroépithéliomes
400

. Cette observation suggère qu’il n’y a pas de corrélation 

entre l’efficacité de chélation et celle d’inhibition de la synthèse d’ADN et implique donc que 

les effets anti-tumoraux des chélateurs sont probablement dépendants de leur capacité à 

chélater différents pools du fer cellulaire. Plusieurs analogues de la PIH ont par la suite été 

développés à partir d’un noyau pyridoxal (série des « 100 »), d’un noyau salicylaldéhyde 

(série des « 200 ») ou d’un noyau 2-OH-1-naphtylaldéhyde (série des « 300 »). Il a alors été 

possible d’établir une relation structure activité, la série des 300 étant la plus anti-

proliférative et la série des 200 la plus chélatrice
401

. Parmi la série des 300, la molécule 311 

est la plus active parce qu’elle chélate le pool de fer nécessaire à l‘activation de la RR, ce qui 

conduit à la mort cellulaire. De plus, elle diminue l’expression de nombreuses protéines du 
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cycle cellulaire telles que CDK2 et les cyclines A, B1, D1, D2 et D3
402

. Parallèlement, le 311 

augmente l’expression des gènes p21/WAF1 et GADD45, témoins de dommages à 

l’ADN dont l’expression est augmentée par p53, et celle de Ndrg-1, codant une protéine anti-

métastatique de description récente
403

. D’autres analogues de la PIH ont été développés, les 

PKIH (di-2-pyridylketone isonicotinoylhydrazone). Ils présentent la particularité de conserver 

leurs propriétés anti-prolifératives même complexés avec le Fe(II). Les complexes Fe(II)-PKIH 

ont en effet une activité redox leur permettant de dégrader l’ADN en présence de Fe(II) et 

de H2O2. De ce fait, comme le 311, ils entrainent l’up-régulation de p21/WAF1 et de 

GADD45
404

. 

- Thiosemicarbazones : 

Ces chélateurs tridentate sont les plus anciens dont on ait décrit les propriétés anti-

tumorales (figure 18)
405

. Ils chélatent le Fe(II) mais aussi le Cu(II), le Co(II), le Ga(II), le Mn(II) 

et le Zn(II). Leur activité anti-proliférative démontrée essentiellement avec la 3-

aminopyridine-2-carboxyaldéhyde thiosemicarbazone (Triapine®) est liée à l’inhibition 

directe et indirecte de la RR
406

. La Triapine® possède une activité redox et lorsqu’elle se lie 

au Fe(III), la réaction de réduction en Fe(II) produit des ROS. Ces ROS sont capables 

d’éteindre les radicaux tyrosyl de la sous-unité R2 de la RR, ce qui provoque l’inactivation de 

cette dernière. Dans cette étude, il a même été montré que la Triapine® complexée au fer 

est plus efficace que la Triapine® libre pour inhiber la RR
407

. Cette molécule agit toutefois 

aussi sur la RR par déplétion directe des stocks de fer intracellulaire
408

. Les effets de la 

Triapine® ont été très bien caractérisés dans plusieurs études in vitro et in vivo, et depuis 

quelques années, cette molécule fait l’objet d’essais de phase I et II. L’administration de 

Triapine® chez 21 patients atteints de tumeurs solides d’origines diverses en échec de 

traitement a permis la diminution des marqueurs tumoraux et la stabilisation de la maladie 

chez 4 patients. A la dose de 120mg/m
2
/jour, la Triapine® était très bien tolérée mais une 

pancytopénie et une methémoglobinémie est apparue chez 3 des 6 patients qui recevaient 

la dose de 160mg/m
2
/jour

409
. Un autre essai a montré que la Triapine® pouvait être à 

l’origine de methémoglobinémies sévères chez les patients déficients en G6PD (glucose-6-

phosphate déshydrogénase) du fait de leur incapacité à réduire la methémoglobine en 

présence de l’activité redox de la Triapine®
410

. Plus récemment, un essai de phase I a 

rapporté l’efficacité anti-leucémique de la Triapine®. Aucune rémission complète ou partielle 

n’a été observée, mais une diminution du taux de leucocytes supérieure à 50% est survenue 

chez 76% des patients. Des effets secondaires (diarrhée, dyspnée, hypoxie et 

methémoglobinémie) n’ont été observés que chez un patient recevant la dose la plus forte 

(85mg/m
2
 administrés deux fois par jour, 5 jours sur 7)

411
. Une étude de phase II dans le 

carcinome rénal métastatique a été interrompue précocement en l’absence de réponse 

clinique. Il faut noter toutefois que du fait de la survenue de nombreux effets secondaires, 

seuls 47% des patients ont reçu au moins 90% de la dose de Triapine® prévue
412

. Dans 

l’adénocarcinome pancréatique avancé, un essai de phase II a testé l’efficacité anti-tumorale 
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de la Triapine® en association à la gemcitabine. Parmi les 25 patients inclus, 4 ont 

interrompu le traitement à cause d’effets secondaires (infection myocardique, hypertension, 

hypoxie et vomissements) et 11 ont vu une stabilisation de leur maladie. Aucune réponse 

objective n’ayant été observée, cet essai a lui aussi été interrompu. D’autres essais de phase 

II sont encore en cours mais la plupart des résultats publiés ne sont pas très 

encourageants
413

. 

- Di-2-pyridylcétone-thiosemicarbazones (DpT): 

Plusieurs chélateurs appartiennent à cette classe chimique, hybride entre la classe des PKIH 

et la série des 300 déjà décrites. Dès leur développement, ces chélateurs, dont le plus connu 

est le Dp44mT, ont été comparés au DFO et au 311, dont ils surpassent les propriétés de 

chélation du fer et d’inhibition de la prolifération cellulaire (figure 20). Ainsi l’IC50 des DpT 

sur les cellules de neuroépithéliome se situe entre 0,03 et 0,06 µM alors qu’elle est de 5 µM 

pour le DFO et de 0,3 µM pour le 311. Des résultats similaires sont obtenus avec la lignée de 

mélanome SK-MEL-28 et la lignée MFC7. Dans un modèle de souris greffées avec la lignée 

cellulaire M109 de carcinome du poumon, l’administration pendant 5 jours de Dp44mT à la 

dose de 0,4mg/kg, réduit la taille des tumeurs de 47%. La Triapine® administrée à la dose de 

6mg/kg dans ce modèle ne réduit la taille des tumeurs que de 10% et provoque de 

nombreux effets secondaires (perte de poids, anémie et diminution des leucocytes) 
414

. Dans 

une étude plus récente, Whitnall a confirmé l’efficacité anti-tumorale in vitro du Dp44mT en 

utilisant une trentaine de lignées cellulaires pour lesquelles l’IC50 du Dp44mT est de 0,03 ± 

0,01 µM alors que celle de la Triapine® est de 1,41 ± 0,37 µM et celle de DFO s’étend de 3 à 

plus de 25 µM selon la lignée testée. L’efficacité antitumorale du Dp44mT dans des modèles 

de souris nude xénogreffées par différentes lignées est démontrée dans la même étude. Il 

faut remarquer qu’à forte dose, le Dp44mT provoque une fibrose cardiaque dont le 

mécanisme n’est pas élucidé. De manière surprenante, le Dp44mT réduit la croissance 

tumorale alors que les tumeurs ne sont pas déplétées en fer. Certes, l’activité anti-tumorale 

du Dp44mT est due à sa lipohilie et à sa capacité à chélater le fer intracellulaire, mais vient 

aussi d’une activité redox produisant des ROS délétères. De plus, le Dp44mT est capable 

d’induire l’apoptose par une voie p53 indépendante et augment l’expression du suppresseur 

de métastase Ndrg-1
415

. 

- Benzoylpyridine thiosemicarbazones (BpT) : 

Ces chélateurs ont été développés dans le laboratoire de D.R. Richardson par modification 

chimique de la  série des DpT de manière à augmenter leur lipophilie, leur capacité de liaison 

au fer et donc leur activité anti-proliférative (figure 20). Les BpT ont des propriétés anti-

prolifératives supérieures aux chélateurs DpT dont ils dérivent : leur IC50 varie de 0,002 à 

0,005 µM sur la lignée de neuroépithéliome SK-N-MC. Ils sont moins efficaces que les DpT 

pour chélater le fer intracellulaire mais ont une activité redox supérieure, ce qui renforce 

l’importance de cette fonction pour le potentiel anti-tumoral des chélateurs
416

. Au cours 



69 

 

d’une étude préliminaire, un chélateur de classe BpT a montré une bonne activité anti-

tumorale dans un modèle de souris nude xénogreffées avec la lignée DMS-53 de cancer du 

poumon. Cette molécule est bien tolérée et n’a pas provoqué de fibrose cardiaque (résultats 

non publiés de Yu et Richardson). 

 

 

Figure 20 : structure chimique des chélateurs de la série DpT et BpT (D.R. Richardson, Biochimica et 

Biophysica Acta 2009). 

 

- Thiohydrazones : 

Les études de structure-activité des chélateurs indiquent que la propriété redox des 

molécules est responsable de leur activité anti-proliférative. L’équipe de Richardson a 

remarqué que les chélateurs de type PKIH ont un site donneur d’électrons de type N,N,O et 

sont de mauvais inhibiteurs de la prolifération alors que les chélateurs de type DpT ont un 

site donneur de type N,N,S est sont de très bons inhibiteurs de la prolifération
417,418

. Cette 

équipe a donc développé une nouvelle classe de chélateurs, les thiohydrazones, en 

remplaçant un atome d’oxygène par un atome de soufre dans la structure des 

aroylhydrazones. Les thiohydrazones de type O,N,S tels que le PTBH (pyridoxal 

thiobenzoylhydrazone), le STBH (salicylaldéhyde thiobenzoyl hydrazone) et le NTBH (2-OH-1-

naphtaldéhyde thiobenzoyl hydrazone) ont une faible activité redox. Leurs propriétés anti-

prolifératives sont inférieures à celles de leur molécules-mères, les O,N,O aroylhydrazones. 

Les thiohydrazones de type N,N,S tels que le PKTBH (di-2-dipyridylcétone 

thiobenzoylhydrazone) et le BPTBH (2-benzoylpyridyne thobenzoyl hydrazone) ont une 

meilleure activité anti-tumorale que leurs molécules-mères, les N,N,O aroylhydrazones 

(figure 21). Leur activité redox augmentée les rend aussi efficaces que les DpT et les BpT
419

. 
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Figure 21 : Structure chimique des chélateurs de la famille des thiohydrazones (D.R. Richardson, 

Biochimica et Biophysica Acta 2009). 

 

Les chélateurs de fer possèdent des propriétés anti-tumorales évidentes qui sont dues à leur 

capacité à diminuer le fer intracellulaire mais aussi, et surtout, à leurs propriétés redox. Leur 

cible privilégiée est la ribonucléotide réductase, dont l’inhibition empêche la synthèse de 

l’ADN et provoque la mort cellulaire. Cette approche anticancéreuse simple demeure sous-

exploitée car les études précliniques et cliniques utilisant des chélateurs efficaces sont trop 

rares et se sont souvent heurtées à des problèmes de toxicité.     

 

3.4. Les autres moyens de cibler l’homéostasie du fer 

 

Le RTf permet l'entrée cellulaire du fer associé à la transferrine via un processus 

d'endocytose. Ce processus est le principal mécanisme d’entrée du fer dans la cellule. Les 

cellules tumorales à haute capacité proliférative ont des besoins accrus en fer et expriment 

donc plus fortement le RTf pour internaliser davantage de ferro-transferrine. C'est pourquoi 

le RTf  et la transferrine constituent des cibles attractives en thérapie anti-tumorale ciblée
420

 

(figure 22). 

La transferrine peut être utilisée comme véhicule pour faire pénétrer des molécules de 

chimiothérapie, des toxines ou même des virus à l’intérieur des cellules tumorales. Comme 

indiqué dans la première partie, la doxorubicine est une drogue majeure dans le traitement 

des LAM, mais aussi dans de nombreux autres cancers. Son utilisation pose des problèmes 

de cardiotoxicité, de myélosuppression et de toxicité rénale qui sont tous attribuables à sa 

diffusion systémique. Dans un certains nombres de cas, les cellules tumorales peuvent 

également devenir résistantes à cette drogue. Le couplage chimique de la doxorubicine à la 

transferrine permet sa distribution ciblée aux cellules tumorales exprimant le TfR à un haut 



71 

 

niveau. La toxicité de ce conjugué est de 3 à 10 fois supérieure à celle de la doxorubicine 

seule selon le type de cellules tumorales étudié (HL60, HeLa, K562) ou est similaire à celle de 

la doxorubicine seule (U937, MDA-MB-468, une lignée de cancer du sein)
421-425

. Comme la 

transferrine, le conjugué est endocyté, il interfère avec la capture du fer et le recyclage du 

récepteur et sa cytotoxicité serait variable du fait d’une étape pH-dépendante. Certaines 

cellules tumorales sont résistantes à la doxorubicine car la drogue est séquestrée dans des 

vésicules cytoplasmiques. Le conjugué permet de contourner ce mécanisme de résistance 

dans les cellules MCF7 et KB (carcinome oropharyngé) en relocalisant la drogue au niveau du 

noyau où elle agit en s’intercalant dans l’ADN
426

. Son association au nitrate de Gallium (GN) 

renforce encore sa toxicité dans la mesure où le GN se lie à la transferrine à la place du fer, 

ce qui provoque en plus la privation en fer des cellules et l’inhibition de la RR. Le complexe 

GN-Tf-doxorubicine n’est pas plus cytotoxique que la doxorubicine sur les cellules qui sont 

sensibles. En revanche, il diminue de 100 fois l’IC50 de cette drogue sur les cellules 

résistantes qui redeviennent donc sensibles. Il semblerait enfin que le conjugué exerce des 

effets cytotoxiques membranaires, et donc indépendants de la doxorubicine, en inhibant les 

NAPDH deshydrogénase et oxydase localisées au niveau de la membrane plasmique
427,428

.  

 

 

 

Figure 22 : les différentes stratégies antitumorales ciblant le récepteur de la transferrine (T.R. 

daniels et al. Clinical immunology 2006). 
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La transferrine a été couplée à d’autres molécules de chimiothérapie tels que le cisplatine, le 

chlorambucil, la mytomycine C ou la gemcitabine. Le conjugué Tf-cisplatine a montré une 

grande efficacité antitumorale in vitro sur plusieurs lignées cellulaires et in vivo dans des 

modèles de mélanome murin et de carcinome mammaire chez le rat
429,430

. Sa sécurité 

d’utilisation a été démontrée dans un essai de phase I chez des patients atteints de cancer 

du sein avancé avec un taux de réponse de 36% (4 patients sur 11). Dans un autre essai dans 

la même pathologie, un traitement alternant chélateur de fer et Tf-cisplatine a permis 

d’obtenir 87% de réponses partielles (7 patients sur 8) 
431

. Le conjugué Tf-chlorambucil a 

montré des propriétés cytotoxiques supérieures au chlorambucil seul sur les lignées MFC7 et 

MOLT-4. Son administration à des souris n’a pas engendré de toxicité et a permis leur survie 

tandis que les souris traitées par la drogue seule sont toutes mortes
432

. Le couplage d’un 

autre alkylant, la mitomycine C, à la transferrine augmente ses propriétés antiprolifératives 

sur la lignée HL60 mais n’a pas plus d’effet sur la lignée HepG2 (carcinome hépatique). 

Aucune toxicité n’est observée quand des hépatocytes sains sont exposés à ce conjugué
433

. 

Enfin, le conjugué Tf-gemcitabine (antimétabolite) est 6 fois plus toxique que la drogue seule 

sur des lignées de cancer de la vessie. Il provoque la rémission partielle lorsqu’il est 

administré à des souris xénogreffées avec ces mêmes lignées
434

.  

Plusieurs équipes ont travaillé sur le couplage de la transferrine à des toxines issues de 

plantes ou de bactéries. La ricine est une toxine extraite des graines de Ricinus communis 

composée de deux chaines liées par un pont disulfure. La chaine A est responsable de 

l’activité toxique en bloquant l’activité ribosomale alors que la chaine B permet la liaison à la 

surface cellulaire. Le couplage de la chaine A de la ricine à la transferrine augmente de 

10 000 fois les propriétés toxiques de la chaine A seule
435

. Ce conjugué a démontré des 

propriétés anti-tumorales sur les lignées MFC7 et de glioblastome de rat
436

. La chaine A de la 

ricine a surtout été conjuguée à des anticorps anti-TfR augmentant leurs propriétés 

cytotoxiques mais, nous le verrons plus loin, posant aussi des problèmes de toxicité. La 

toxine diphtérique, sécrétée par Corynebacterium diphteria, bloque la synthèse protéique 

en inhibant le facteur d’élongation E2F. Couplée à la transferrine, elle exerce des propriétés 

anti-tumorales sur les lignées cellulaires de médulloblastome, de glioblastome, de 

neuroblastome, de leucémies, de cancer de l’ovaire et du sein, et sur les cellules primaires 

issues de patients atteints de médulloblastome
437,438

. L’administration de ce conjugué par 

voie intra-tumorale à des souris nude greffées avec des cellules de gliome entraine la 

régression complète de la tumeur chez 60% des souris en 30 jours sans provoquer de perte 

de poids
439

. Ce conjugué a été administré dans un essai de phase I à 18 patients atteints de 

tumeurs cérébrales réfractaires (10 glioblastomes, 5 astrocytomes anaplasiques, 1 

oligodendriogliome et 2 métastases de cancer du poumon). Une régression totale de la 

tumeur a eu lieu chez 2 patients et une diminution de 50% du volume tumoral a été 

observée chez 9 patients. Aucune toxicité locale ou systémique n’a été rapportée
440

. Le 
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succès de cet essai a permis la réalisation d’un essai de phase II dans le traitement des 

glioblastomes récurrents ou réfractaires. 44 patients ont été inclus, 31 d’entre eux recevant 

deux perfusions de conjugué Tf-toxine diphtérique, les 13 autres ne recevant qu’une seule 

perfusion. Un an après le traitement, 5 des 34 patients ayant reçu deux perfusions sont en 

rémission complète, 7 sont en rémission partielle et 9 ont vu la stabilisation de leur 

pathologie. Les 13 autres patients sont en progression. 14 patients ont développé un 

œdème cérébral traité par perfusion de mannitol
441

. Un essai de phase III comparant le 

conjugué Tf-toxine diphtérique à la chimiothérapie standard dans les glioblastomes 

récurrents ou en progression et non opérables a débuté en 2004 mais a été suspendu faute 

d’efficacité.  

Le couplage de la transferrine à des polymères  tel que le polyéthylèneimine a permis la 

distribution ciblée du composé radioactif Rhenium-188 aux cellules de lymphome de Burkitt 

xénogreffées chez des souris Nude entrainant la nécrose des tumeurs sans diffusion aux 

tissus sains voisins
442

. Conjuguée à des liposomes, la transferrine permet la distribution 

ciblée de leur contenu (gènes, chimiothérapie ou autres agents thérapeutiques) aux cellules 

tumorales. Ainsi, l’introduction d’oligonucléotides antisens ciblant BCL2 grâce aux liposomes 

couplés à la Tf dans les cellules K562 rétablit leur sensibilité à la daunorubicine
443

. Avec ce 

système, la réintroduction du gène p53 bloque la croissance tumorale de la lignée 

d’ostéosarcome  HOSM-1 xénogreffée à des souris Nude
444

. Après modification de leur 

capside, les adénovirus peuvent être couplés à la Tf et transduire toutes les cellules qui 

expriment le TfR. Une équipe a montré qu’un adénovirus modifié dont la capside porte de la 

transferrine est capable de transduire très efficacement les cellules de la lignée OVCAR3 de 

cancer de l’ovaire avec un gène rapporteur
445

. Enfin, la transferrine a également été couplée 

à des nanoparticules. Ces systèmes colloïdaux submicroniques permettent la délivrance 

systémique de drogues cytotoxiques sans toxicité. Le paclitaxel est une chimiothérapie 

couramment utilisée dans le traitement des cancers de l’ovaire, du sein, de la prostate et du 

poumon mais est responsable de nombreux effets indésirables systémiques 

hématopoïétiques et neurotoxiques. Chez des souris Nude xénogreffées avec la lignée PC3 

de cancer de la prostate, l’injection intratumorale de nanoparticules de paclitaxel couplées à 

la Tf induit la régression totale des tumeurs et une augmentation de survie comparée à celle 

des souris traitées par les nanoparticules de paclitaxel ou par le paclitaxel seul
446

.  

Les études de couplage de la transferrine sont très nombreuses mais la plupart d’entre elles 

se limitent à la description d’effets in vitro, parfois in vivo chez la souris. Les essais utilisant 

de la transferrine conjuguée chez l’homme sont rares et la plupart rapportent une efficacité 

bien inférieure à celle observé dans les études pré-cliniques. Ces essais sont en outre 

confrontés à des problèmes de toxicité, si bien que cette approche très encourageante dans 

les années 1990 a peu progressé au cours des dix dernières années.     
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Le ciblage du TfR est une approche thérapeutique à laquelle s’intéressent les scientifiques 

depuis le début des années 1980. De nombreux anticorps ont été développés, certains se 

sont montrés efficaces au cours des études précliniques mais aucun d’entre eux ne figure 

aujourd’hui dans l’arsenal thérapeutique anticancéreux.  

Les premières études de ciblage du TfR ont été faites avec des anticorps de rat dirigés contre 

le TfR murin. Ces anticorps présentaient l’avantage de pouvoir être utilisés sur les lignées 

murines et testés dans les modèles de cancers murins déjà bien établis. Leurs propriétés 

antiprolifératives in vitro ont été démontrées sur de nombreuses lignées, la plupart d’origine 

hématopoïétique
447,448

. Les anticorps anti-TfR n’empêchent pas l’internalisation du 

récepteur. Ils bloquent la prolifération des cellules en s’opposant à la capture du fer et n’ont 

pas tous la même efficacité, dépendante vraisemblablement de leur isotype. En effet, 

l’activité des anti-TfR dépend de leur capacité à réaliser un pontage entre deux TfR (cross-

linking) et de ce fait les IgM sont beaucoup plus efficaces que les IgG pour bloquer les 

récepteurs et inhiber la prolifération cellulaire
449

. Les modèles animaux confirment les 

propriétés antitumorales des anticorps, notamment dans les leucémies et les lymphomes où 

ils agissent même en synergie avec le DFO pour prévenir le développement tumoral. 

Malheureusement ces anticorps ne sont pas capables d’inhiber la croissance de ces mêmes 

tumeurs lorsqu’elles sont pré-établies
450

. 

Les expériences réalisées sur les cellules hématopoïétiques humaines normales et 

cancéreuses utilisent dans leur grande majorité des anticorps murins
451

. Comme les 

anticorps de rat dirigés contre le TfR murin, les anticorps murins ciblant le TfR humain ne 

bloquent pas l’internalisation du récepteur et leurs propriétés antiprolifératives dépendent 

de leur isotype, les IgM étant plus efficaces que les IgG. Les études avec les anticorps dirigés 

contre le TfR humain confirment la nécessité de la dimérisation du récepteur pour induire 

l’apoptose et montrent que les cellules leucémiques sont plus sensibles que les progéniteurs 

sains
452,453

. Il apparaît en outre une hétérogénéité de sensibilité aux anticorps anti-TfR parmi 

toutes les lignées hématopoïétiques sans que la raison en soit élucidée : l’IgG anti-TfR B3/25 

inhibe la croissance des CFU-GM de volontaires sains, de patients atteints de LMC, des 

lignées myéloïdes KG-1 et HL60, mais pas celle de la lignée leucémique lymphoïde T CEM
454

. 

L’IgG1 anti-TfR 128.1 n’inhibe pas la prolifération des lignées lymphoïde CEM et myéloïde 

K562
455

. De manière générale, les IgG anti-TfR ne sont cytotoxiques que lorsqu’ils sont 

utilisés en association entre eux ou avec un autre anticorps murin favorisant leur pontage. 

Une autre possibilité est de les utiliser comme vecteur et de mettre à profit leur 

internalisation avec le TfR pour introduire des agents cytotoxiques dans les cellules 

tumorales. Ainsi, l’anticorps B3/25 couplé à la toxine diphtérique ou à la ricine devient 

capable d’induire l’apoptose de la lignée CEM. Paradoxalement, dans un modèle in vivo de 

souris nude xénogreffées avec la lignée HeLa, l’anticorps B3/25 inhibe la croissance tumorale 

qu’il soit seul ou couplé à la toxine diphtérique. Les auteurs émettent l’hypothèse d’une 

instabilité in vivo du conjugué ou d’une différence de clairance
447

. Après avoir montré des 
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propriétés anti-tumorales in vitro et dans des modèles murins in vivo, l’anticorps anti-TfR 

45A12 couplé à la ricine a été administré par voie intraventriculaire à des patients atteints de 

néoplasie méningée. Malgré l’obtention d’une concentration de conjugué satisfaisante dans 

le liquide céphalo-rachidien, la clairance des cellules tumorales n’a été observée chez aucun 

patient et de nombreux effets indésirables sont survenus (maux de tête, vomissements, 

altération de la vigilance)
456

. 

L’anticorps 42/6 a montré des propriétés antitumorales particulièrement intéressantes. Cet 

anticorps est une IgA qui prive les cellules en fer par un mécanisme non compétitif bloquant 

l’accès de la transferrine à son récepteur
454

. Il a été testé sur des lymphocytes T normaux et 

sur des lignées leucémiques lymphoïdes et myéloïdes dont il bloque la prolifération. Cette 

inhibition est réversible 48h après que l’on a retiré l’anticorps du milieu de culture
451

. Les 

CFU-GM de patients atteints de leucémie myéloïde chronique sont plus sensibles que les 

CFU-GM de volontaires sains. Ces premiers résultats in vitro ont encouragé le 

développement d’un essai clinique où l’anticorps 42/6 a été administré chez 27 patients 

atteints de divers cancers réfractaires à tout traitement. Les perfusions intraveineuse de 

42/6 n’ont provoqué que très peu d’effets secondaires et ont aussi eu une efficacité 

antitumorale partielle mais chez trois patients seulement. Cet échec a été attribué d’une 

part à une clairance trop rapide de ces IgA en circulation et d’autre part au développement 

d’une réponse immunitaire contre ces IgA de souris
457

.  

Les anticorps anti-TfR de souris présentent en effet plusieurs inconvénients : leur demi-vie 

est courte, ils sont immunogènes et comme leur région constante n’est pas reconnue par les 

effecteurs du système immunitaire humain, ils ne peuvent pas déclencher de réactions de 

cytotoxicité dépendante des anticorps (ADCC pour antibody dependent cellular cytotoxicity) 

ou du complément (CDC pour complement dependent cytotoxicity). La nécessité de 

développer des anticorps anti-TfR chimériques ou humanisés est donc très vite apparue. 

Ainsi, plusieurs études ont été réalisées en utilisant des anticorps anti-TfR  murins 

chimériques avec l’avidine de poulet. Ces anticorps chimériques ont l’avantage de pouvoir 

interagir avec de nombreux agents biotinylés et ont montré des propriétés thérapeutiques 

intéressantes notamment contre les hémopathies malignes
458

. Une équipe a rapporté qu’un 

anticorps anti-TfR humain couplé à l’avidine était capable d’induire l’apoptose des cellules 

malignes par le mécanisme de cross-linking
459

. De plus, cet anticorps induit l’internalisation 

du TfR dans les compartiments lysosomaux exprimant LAMP-1 empêchant la capture 

cellulaire du fer et induit l’apoptose en activant les caspases 3, 8 et 9. Du fait de sa fusion 

avec l’avidine, cet anticorps est un vecteur universel pour toute molécule cytotoxique 

couplée à la biotine, ce qui augmente encore ses propriétés anti-tumorales. Tout 

récemment, cette même équipe a montré que les propriétés cytotoxiques de cet anticorps 

sont augmentées lors de son association à l’acide gambogique (GA)
460

. Cette xanthone issue 

de Garcinia hanburyi utilisée en Médecine traditionnelle orientale est un ligand du TfR qui 

bloque son internalisation. Ses propriétés cytotoxiques sont dues à la privation en fer qu’elle 
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provoque, mais découlent aussi de la production de ROS pro-apoptotiques. La combinaison 

anti-TfR et GA induit l’apoptose de nombreuses lignées de leucémies, de lymphomes et de 

myélome, renforçant l’idée que le ciblage du TfR est une approche thérapeutique attractive 

pour les hémopathies malignes.            

Notre équipe a caractérisé un nouvel anticorps monoclonal, A24, ciblant le RTf. A24 est une 

IgG2b,kappa murine
461

. Dans un premier temps, nous avons étudié les effets d’A24 dans la 

leucémie/ lymphome T de l'adulte liée au virus HTLV1 (ATLL)
462

. Nous avons montré qu’A24 

est capable d’inhiber la prolifération de ces cellules tumorales mais pas des cellules 

normales. De fait, A24 et la transferrine rentrent en compétition au niveau de leur fixation 

sur le RTf. Dans des conditions physiologiques, les cellules quiescentes présentent un 

nombre restreint de molécules de RTf à leur surface. Dans ces conditions, la fixation 

monovalente de la transferrine (ayant une affinité plus importante pour son récepteur que 

l’anticorps) empêche la fixation d’A24. A l’opposé, dans des cellules malignes, exprimant une 

forte densité de récepteur, A24 se  fixe de manière bivalente sur le RTf. L’affinité apparente 

(avidité) d’A24 devient alors plus importante que celle de la transferrine et empêche la 

fixation de celle-ci sur son récepteur. Nous avons également montré que la fixation d’A24 

sur le RTf induit une endocytose du récepteur vers les compartiments lysosomiaux (figure 

23). Les cellules traitées par A24 présentent ainsi une diminution drastique du nombre de 

récepteurs à la surface. Cette diminution atteint jusqu'à 90% des récepteurs en un temps 

très court (environ 5-10 minutes). En conséquence,  les cellules ont une réduction très 

importante de leur capture du fer. Cette privation semble être le mécanisme majeur 

impliqué dans l’apoptose, par la dépolarisation de la membrane de la mitochondrie des 

cellules tumorales. L’efficacité d’A24 a également été évaluée dans les ATLL en 

administration séparée ou concomitante à un anticorps dirigé contre la chaîne alpha du 

récepteur de l’IL-2 (zenapax®). A24 a montré une activité antiproliférative plus importante 

que celle du zenapax® sur les formes aigues et chronique des ATLL. En revanche, 

l’administration concomitante des deux produits n’a pas provoqué d’effet synergique 

(ANNEXE 2). 
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Figure 23 : Mécanisme d’action d’A24 (C. Callens et al. Leukemia 2008). 

 

Plus récemment, nous avons étudié l’effet in vivo d’A24 dans le lymphome du manteau
463

. 

Les cellules du lymphome du manteau expriment d’autant plus le RTf que la tumeur est 

agressive. Dans un modèle de xénogreffe chez la souris, par implantation sous-cutanée de 

cellules lymphomateuses, A24 montre une efficacité importante en prévention primaire 

puisqu’une seule injection de cet anticorps (40 mg/kg) prévient complètement l’apparition 

de la tumeur. Chez les souris présentant une tumeur préalablement installée, 

l’administration d’A24 réduit de façon drastique la croissance tumorale ce qui est associé à 

une augmentation significative de la survie des souris. A24 pourrait donc être un agent 

thérapeutique prometteur dans les ATLL et les lymphomes du manteau, seul ou associé à 

d’autres anticorps monoclonaux (daclizumab, rituximab) et/ou aux chimiothérapies 

conventionnelles. Certes, A24 est un anticorps murin et son administration à l’homme 

nécessiterait une humanisation préalable. Avant de réaliser cette étape particulièrement 

coûteuse et délicate, nous avons administré A24 à des macaques chez lesquels il n’a été 

observé aucune toxicité hématologique ni atteinte des organes vitaux (données non 

publiées). L’administration à l’homme de l’anticorps A24 humanisé semble donc 

envisageable.   

Ainsi le ciblage de l’homéostasie du fer semble être une approche thérapeutique très 

intéressante. Malgré de nombreuses études in vitro aux résultats très encourageants, peu de 

molécules ont atteints la phase des essais cliniques, qui ont donné des résultats décevants 

pour leur grande majorité. Les anticorps ciblant le récepteur de la transferrine et les 
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tranferrines modifiées se sont essentiellement heurtés à des problèmes de biodisponibilité 

et de toxicité occultant leur efficacité anti-tumorale. Les travaux les plus récents en 

oncologie se concentrent donc essentiellement sur l’utilisation des chélateurs de fer. 



79 

 

 

TRAVAIL DE THESE 

1. Contexte des recherches et introduction du travail de thèse 

 

Les leucémies aigues sont des pathologies graves où de nouvelles thérapies ciblées sont très 

attendues du fait du fort taux de rechute. L’utilisation des anticorps monoclonaux dans le 

traitement des cancers suscite un regain d’intérêt notamment avec les exemples récents de 

leur efficacité dans les lymphomes et les cancers du sein. Le RTf est une cible intéressante 

dans les proliférations tumorales, puisqu’il est surexprimé dans la plupart des tumeurs, 

particulièrement au moment des rechutes. Le ciblage de l’homéostasie du fer semble être 

une approche attractive du fait de nos résultats préliminaires avec un anticorps anti-RTf.  

Lorsque ce travail a été initié, notre laboratoire venait de démontrer les propriétés anti-

prolifératives et pro-apoptotique de l’anticorps monoclonal murin A24 ciblant le récepteur 

de la transferrine dans deux hémopathies malignes, le lymphome du manteau et l’ATLL. De 

plus, il avait été montré qu’A24 agissait en privant les cellules en fer par dégradation du RTf 

dans les lysosomes. Du fait de la prolifération incontrôlée des blastes dans les LAM, il 

paraissait logique de tester l’efficacité d’A24 dans cette pathologie. Néanmoins, conscients 

des limites de l’utilisation d’A24 chez l’homme avant que cet anticorps ne soit humanisé, 

nous avons comparé les propriétés antileucémiques d’A24 à celles de deux chélateurs de fer 

le DFO et le DFX. Ces chélateurs avaient déjà une autorisation de mise sur le marché pour le 

traitement des surcharges en fer et plusieurs études avaient montré leur activité anti-

tumorale essentiellement dans les tumeurs solides. 

Nous avons commencé par comparer les modifications du transcriptome induites par A24, la 

deferoxamine (DFO) et le deferasirox (DFX) sur la lignée leucémique promyélocytaire HL60. 

Cette étude a révélé qu’une centaine de gènes étaient modifiés de manière commune par 

A24, DFO et DFX. De façon inattendue, un certain nombre de gènes normalement exprimés 

par les monocytes et les polynucléaires neutrophiles matures se trouvaient parmi les gènes 

modulés par la privation en fer.  Cette observation nous a alors amenés à étudier le rôle du 

fer dans la différenciation myélo-monocytaire normale (dans les progéniteurs issus de sang 

de cordon) et pathologique (dans les cellules leucémiques) et à préciser le mécanisme de 

cette différenciation. 
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ABSTRACT 
 
Differentiating agents have been proposed to overcome the impaired cellular 
differentiation in acute myeloid leukemia (AML). However, this strategy has been 
successful only in AML3 by the combination of all-trans retinoic acid or arsenic 
trioxide with chemotherapy. Here we show that iron homeostasis is an effective target 
in the treatment of AML. Iron homeostasis-targeting therapy induced the 
differentiation of leukemia blasts and normal bone marrow precursors into 
monocytes/macrophages. The molecular mechanism involved the modulation of 
reactive oxygen species levels and the activation of MAPKs pathway. An analysis of 
gene expression patterns revealed that 30% of the most significant genes induced by 
iron deprivation are genes also targeted by vitamin D3 (VD), a well-known 
differentiating agent. Iron chelating agents induced expression of the VD receptor 
(VDR) and VDR phosphorylation. They act synergistically with VD signaling strikingly 
magnifying the activation of MAPK/JNK pathway and VDR targeted genes. This 
association provided the basis for a new differentiation therapy which was used in 
one AML patient refractory to chemotherapy. This resulted in reversal of 
pancytopenia, reduced blasts counts and tumor cells differentiation. We propose that 
iron availability modulates myeloid cell commitment. Targeting this new cellular 
differentiation pathway together with conventional differentiating agents provides new 
therapeutic modalities for AML.  
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INTRODUCTION 
 
Acute myeloid leukemia (AML) is a heterogeneous malignant disorder originating 
from mutations in progenitor cells that lead to the unrestrained proliferation of 
undifferentiated myeloblasts (Lowenberg et al., 1999). There is a general consensus 
that the molecular events leading to AML leukemogenesis occur as a multistep 
process (Gilliland et al., 2004; Kelly and Gilliland, 2002). Those events are broadly 
classified into two groups: gene alterations that confer a proliferative and/or survival 
advantage to hematopoietic progenitors (e.g., RAS, FLT3 or KIT mutations) and gene 
alterations/point mutations in transcription factors, or transcriptional co-activators 
(e.g., CEBPα, NPM1) that affect differentiation (Frohling et al., 2005; Renneville et 
al., 2008; Roumier et al., 2006). Transcription factors are key regulators of 
hematopoiesis (Graf and Enver, 2009; Sieweke and Graf, 1998). The most important 
ones that have been implicated in the myelomonocytic development are PU-1 for 
early myeloid commitment, C/EBP for granulocyte maturation and VDR and MafB for 
monocyte-macrophage differentiation (Friedman, 2002; Gemelli et al., 2008; Mueller 
et al., 2002; Sieweke and Graf, 1998).   
The potential of the currently available chemotherapies to treat AML might have 
reached its limit (Lowenberg et al., 1999; Ravandi et al., 2007). Moreover, the 
majority of patients with AML are 60 years of age or older. While results of new 
therapeutic strategies have improved steadily in younger adults over the last 20 
years, there have been less improvements in outcome among individuals older than 
60 (Lowenberg et al., 2009). Based on the emerging knowledge of the biology of 
AML, new targeted therapeutic approaches need to be developed to interrupt 
proliferation, induce apoptosis and/or override the differentiation block. 
The current treatment modality for the induction of a terminal differentiation program 
in AML has been only achieved in Acute Promyelocytic Leukemia (APL/AML3) by the 
use of differentiating agents combined with chemotherapy  (Chen et al., 1994; Wang 
and Chen, 2008; Zhu et al., 2001). Most of the cases APL are characterized by the 
t(15;17) translocation that encodes a fusion of the promyelocytic leukemia (PML) and 
retinoic acid receptor alpha (RARA) proteins. The use of all-trans-retinoic acid 
(ATRA) with chemotherapy was a major breakthrough in APL therapy. It dramatically 
improved the prognosis from poor to a high cure rate (approximately 90% of patients) 
(Wang and Chen, 2008). The use of arsenic trioxide (ATO) since the early 1990s 
further improved the clinical outcome of refractory or relapsed as well as newly 
diagnosed APL (Wang and Chen, 2008). Current evidences are now available to 
show that differentiation is not the only mechanism explaining the therapeutic efficacy 
of ATRA or ATO in clearing APL as retinoic acid also triggers growth arrest of 
leukemia initiating cells (Nasr et al., 2008).   
Like ATRA, vitamin D3 (VD) belongs to the steroid superfamily and plays critical role 
in regulating numerous cellular and physiological responses. VD associates with its 
cognate receptor (VDR) to form a heterodimer with the retinoid X receptor (RXR). 
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This complex then binds to the VD responsive element (VDRE) present in the 
promoter region of target genes, thereby inducing changes in gene transcription 
referred as “genomic action” (Hughes et al., 2009). VD also activates a variety of 
protein kinases such as the three families of mitogen-activated protein (MAP) kinases 
(ERK, JNK and p38), protein kinase C or Src family kinases by alternative “non-
genomic” signaling pathways which are not fully characterized (Wang et al., 2003). 
The active metabolite of VD, 1α,25(OH)2D3, known as calcitriol, has antiproliferative 
effects, can activate apoptotic pathways and inhibit angiogenesis. In the 
hematopoietic system, numerous experiences on AML blasts and leukemic cell lines 
and primary myeloid precursors showed that VD induces cell differentiation into 
monocytes(Abe et al., 1981; Bastie et al., 2004; Gemelli et al., 2008; Hmama et al., 
1999; Hughes et al., 2009; Ji and Studzinski, 2004; Koeffler et al., 1984). 
Encouraging clinical trials have suggested that VD could be effective as a 
differentiating agent in the treatment of AML and myelodysplastic syndrome, but the 
hypercalcemia that occurs as a side effect of VD treatment has limited its use (Deeb 
et al., 2007; Ferrero et al., 2004; Srivastava and Ambrus, 2004).  
Iron (Fe) is required as a cofactor for a number of critical cellular enzymes involved in 
energy metabolism and cell proliferation and therefore is essential for all living cells. 
Iron exists in two oxidation states, the ferrous (Fe2+) and the ferric (Fe3+) forms. A 
wide range of biological functions are based on the equilibrium between these two 
forms. In high levels of Fe, reactive oxygen species (ROS) are generated through the 
Fenton reaction. In this process a small amount of free cytosolic iron generates 
hydroxide anions and hydroxyl radicals from hydrogen peroxide (Fe2+ + H202 ↔ Fe3+ 
+OH- +OH•) (Fenton et al., 1964). Hydroxyl radicals are highly reactive molecules 
which can oxidize proteins, lipids and DNA leading to cellular damages (Davies, 
2005).  
The transferrin receptor (CD71/TfR1) is an evolutionarily conserved receptor that is 
essential for the uptake of iron in mammalian cells (Daniels et al., 2006b; Lim et al., 
1987; Trowbridge and Shackelford, 1986). Cancer cells overexpress TfR1 and are 
more sensitive to iron depletion than their normal counterparts most probably 
because of their high proliferative capacities (Faulk et al., 1980; Gatter et al., 1983). 
TfR1 is a validated target for anti-cancer therapy using both monoclonal antibodies 
(mAb) and drug-conjugated transferrin (Daniels et al., 2006a; Trowbridge and 
Domingo, 1981). We have previously characterized an anti-TfR1 antibody (A24) that 
exhibits potential activity as a therapeutic anti-cancer agent (Moura et al., 2001). A24 
specifically binds to TfR1high cells, competes with iron-loaded transferrin (Fe-Tf) for 
receptor binding and induces receptor endocytosis and degradation, thereby 
drastically impairing iron uptake (Callens et al., 2008; Lepelletier et al., 2007; Moura 
et al., 2004). Iron chelators have been also proposed for several years as an 
alternative anti-cancer therapy and effectively induce cell growth arrest and apoptosis 
in cancer cells in vitro and in vivo (Le and Richardson, 2004; Richardson et al., 1994; 
Richardson et al., 2008; Whitnall et al., 2006).  
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The molecular mechanisms underlying the anti-tumor effect of iron-chelating 
therapeutic approaches remain to be fully elucidated (Fu and Richardson, 2007; 
Napier et al., 2005). We aimed to characterize these mechanisms and to validate 
their potential value in AML therapy. We show both in vivo, in vitro and ex-vivo that 
targeting iron homeostasis induces blasts differentiation towards the monocyte 
lineage by the modulation of ROS levels and the activation of MAP kinases pathway. 
Importantly, iron deprivation induces VDR gene expression and VDR phosphorylation 
providing the rational for the combination of iron chelation and VD therapies. The 
synergistic effect of this association amplified the activation of MAPK/JNK pathway 
and VDR targeted genes. Finally, we provide data, in the form of a case report, 
showing the efficacy of this combination in the induction of tumor cells differentiation 
in an AML patient. This study provides the proof of concept for the use of 
combination of iron chelators and VD in AML therapy. 
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RESULTS 
 
Targeting of iron homeostasis induces AML cell diff erentiation  

To gain new insights in the molecular mechanisms involved in the anti-tumor activity 
of iron-chelating therapeutic approaches we sought to identify genes that are affected 
by both iron chelators (deferoxamine (DFO) and deferasirox (DFX)) and by 
impairment of Fe-Tf uptake by blocking TfR1 function (using the anti-TfR1 mAb A24 
(Callens et al., 2008; Lepelletier et al., 2007; Moura et al., 2004)). We hypothesized 
that following this strategy would decrease the probability to select irrelevant genes 
that could be related to off-target effects of iron-deprivation therapies. We decided to 
focus our first studies in a cell line (HL60) to avoid heterogeneity in the data related to 
the multiple genetic events that have been implicated in AML oncogenesis in 
individual patients. An analysis of the collected data revealed that 105 genes were 
similarly modulated by the three iron-deprivation agents (Figure 1a and 
supplementary table 1). Among these genes, several were related to cell 
differentiation. Markers of monocytes or activated macrophages were up-regulated 
by both iron chelators and by the anti-TfR1 antibody whereas markers of granulocyte 
differentiation were down-regulated by the iron-deprivation agents (Figure 1b). These 
results were confirmed by RQ-PCR and extended to other AML cell lines from 
different AML subtypes (supplementary figure 1a). 
We further tested the ability of iron deprivation to override the block of cell 
differentiation observed in AML cells. CD14 expression is undetectable on the 
surface of monocytic precursors and increases dramatically during their 
differentiation into monocytes (Kansas et al., 1990). CD11b, the α subunit of CR3 β2 
integrin, associates with a β2 subunit partner, CD18. CD11b-CD18 is expressed by 
mature myeloid cells and is widely used as an early monocyte differentiation marker. 
The monocytic differentiating agent VD has been shown to induce the monocytic 
markers CD14 and CD11b in primary AML cells and cell lines (Waxman, 2000). We 
followed the expression of CD14 and CD11b markers in cells after iron deprivation 
induced by treatment with A24, DFO or DFX. Both cell surface markers were induced 
by iron deprivation suggesting that cells underwent differentiation (Figure 1c) similar 
to VD treated cells (supplementary Figure 1b). Up-regulation of monocytic cell 
surface markers (initially detected in myeloblastic cells (HL60) was also observed in 
cell lines from myelo/monoblastic (OCI AML-3) and monoblastic (U937 and THP1) 
origin. Unexpectedly the promyelocytic cell line NB4 also up-regulated CD11b and 
CD14 surface markers when treated with iron chelating agents (Figure 1d).  
Induction of cell surface markers in treated cells was accompanied by the 
characteristic cytological modifications of monocytes: iron deprivation induced 
cytoplasm enlargement and the loss of both cytoplasmic basophilia and azurophilic 
granules (Figure 1e and supplementary Figure 1c). Moreover, these differentiated 
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cells acquired functional properties of monocytes such as esterase activity 
(supplementary Figure 1d).  
The up-regulation of differentiation marker expression induced by iron deprivation 
was abrogated when the cultures where supplemented with an excess of soluble iron 
(Figure 1f) but not when the differentiation was induced by ATRA and VD 
(supplementary Figure 2) confirming that monocyte differentiation is dependent on 
iron availability. We next investigated whether primary cells from AML patients could 
also be sensitive to iron deprivation therapy. Fresh AML blasts from different AML 
subtypes were isolated at the time of diagnosis (please refer to supplementary table 
2 for the complete list of AML subtypes and biological parameters for the patients 
used in this study) and were cultured in the presence of A24 and DFO. In vitro dose-
response studies showed that differentiation was accompanied by an arrest of cell 
proliferation and by the induction of apoptosis (Figures 2a and b). CD14 and CD11b 
expression was consistently up-regulated in the treated cultures, indicating that blasts 
from different AML subtypes, even if heterogeneous in the oncogenic events leading 
to their arrest in differentiation (Lowenberg et al., 1999), are susceptible to  
differentiation therapy based on iron deprivation (Figure 2C). Therefore iron 
deprivation is able to induce features of monocyte differentiation in primary AML 
blasts  and cell lines. 
 
Targeting of iron homeostasis induces primary proge nitors differentiation 
towards the monocyte lineage  

In order to verify that iron homeostasis plays a role in the differentiation of 
granulocytes and monocytes, we tested the effect of iron deprivation on primary 
hematopoietic progenitors. Primary CD34+ cells were cultured in semisolid medium 
supplemented with pluripotent cytokines in the presence or absence of iron 
deprivation agents (iron chelators or A24). Iron deprivation agents did not change the 
total number of colonies in methylcellulose plates (data not shown). As shown in 
Figure 3a, treatment with the iron chelators resulted in an increased number of bi-
potent CFU-GM colonies. It also enhanced the ratio of CFU-M to the detriment of 
CFU-G colonies, suggesting that chelating iron from hematopoietic precursors 
induces commitment toward the monocyte lineage over the granulocyte lineage 
(Figure 3b). The erythroid lineage is particularly iron dependent since iron is 
necessary for hemoglobin synthesis. As expected, the number of CFU-E colonies 
was reduced by all the iron deprivation agents (Figure 3c).  
We further induced the differentiation of CD34+ progenitors into granulocytes in liquid 
cultures (by treating cells with a cocktail of pluripotent cytokines, GM- and G-CSF for 
6 days followed by G-CSF alone). Under these conditions cord blood progenitors 
generated a majority (over than 65%) of polymorphonuclear cells in 18 days (Figure 
3d). We therefore added in these granulocyte-oriented cell cultures A24 or iron 
chelators every 3 days at concentrations which do not induce cell toxicity (data not 
shown). Under these conditions iron deprivation did not affect cord blood cell 
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proliferation (Figure 3e) but rather enhanced their commitment toward the monocyte 
lineage. Likewise, there was a consistent up-regulation of genes coding for 
transcription factors specific for the monocyte lineage, such as HOXA10, EGR1 and 
MafB (Friedman, 2007; Kelly and Gilliland, 2002; Sieweke et al., 1996; Taghon et al., 
2002) (Figure 3f). The cytological evaluation of the different cultures confirmed that 
the monocyte cell number was higher in iron-poor cultures (Figure 3g). Therefore, in 
hematopoiesis, iron availability could be an important factor in determining whether a 
hematopoietic progenitor cell differentiates into a monocyte or a granulocyte.  
 
Iron deprivation-induced cell differentiation is de pendent on the modulation of 
reactive oxygen species (ROS) levels 
 
Since iron participates to the generation of hydroxyl anion through the Fenton 
reaction (Fenton et al., 1964) iron chelators have been proposed to be anti-oxidant 
agents (Kalyanaraman, 2007). However, some iron chelators have also been shown 
to induce the generation of ROS in specific conditions (Chaston et al., 2004). We 
thus decided to investigate the implication of iron-chelating agents in the modulation 
of ROS in AML cells.  
We modulated the iron availability in cells and investigated its consequences in ROS 
levels. The utilization of calcein-AM combined to cell-permeant iron chelators have 
been shown to be a valuable method to evaluate the intracellular labile iron pools 
(LIP) (Esposito et al., 2002). Following hydrolyzation by intracellular esterases green 
fluorescent anion calcein-AM is retained in the cytoplasm in live cells. Addition of an 
excess cell-permeant iron chelators captures iron from calcein (a low affinity iron 
chelator) enhancing calcein fluorescence (Esposito et al., 2002). Therefore, the 
difference between calcein fluorescence before and after iron chelation reflects LIP 
levels. As expected, previous addition of iron deprivation agents decreased LIP 
levels and DFX (which has been selected for its cell-permeant features) was the 
fastest and most efficient agent in diminishing LIP levels in AML cells (supplementary 
Figure 3a-c). We used then DFX to evaluate how the reduction of LIP levels 
influences the production of ROS. Cells were labeled with dihydrorhodamine 123 
(DHR123) , an indicator of the degree of general oxidative stress or dihydroethidium 
(DHE), which monitors cellular superoxide production (Owusu-Ansah et al., 2008) 
and further left untreated or treated with DFX . Iron-deprivation of cells was readily 
accompagnied by ROS formation (Figure 4 a) which was found to be concentration- 
(figure 4b) and time- (figure 4c) dependent. We further confirmed the specificity of 
ROS detection by preincubation of iron-deprivated cells with the anti-oxidant N-
acetyl-l-cysteine (NAC) (Figure 4d).  
Iron chelators had opposite effects when AML cells were treated during short (1-3 
hours, Figure 4 a-d) or long (16-18 hours, supplementary Figures 4e-f) periods of 
time. In cultures treated for 16-18hr with iron-chelators, the generation of ROS by 
H202-exposed cells was abrogated (supplementary Figures 4d). Under these 
conditions, the intracellular ROS levels were reduced by iron chelators in a dose-
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dependent manner (supplementary Figures 4e). This anti-oxidant effect of a long 
treatment with iron chelators contrasted with that of phorbol myristate acetate (PMA) 
and arsenic trioxide (ATO), which are known to induce a sustained production of 
ROS (supplementary Figures 4f). 
To further clarify which, of the pro- or anti-oxidant effect of iron chelators was 
implicated in monocyte differentiation we treated iron-deprivated AML cells with or 
without the anti-oxidants NAC or pyrrolidine dithiocarbamate (PDTC). Anti-oxidants 
prevented iron deprivation-induced cell differentiation suggesting that cell 
differentiation is rather dependent on the increased ROS levels induced during the 
early course of cellular iron-deprivation (Figures 4e and 4f). Thus, iron-deprivation 
agents control cell differentiation through modulation of ROS levels.   
 
Cell differentiation induced by iron deprivation is  dependent on the activation 
of the MAPK pathway 
  
Mitogen-activated protein kinases (MAPKs) are serine/threonine protein kinases 
crucial to several biological effects such as cell proliferation and cell 
survival/apoptosis (Whitmarsh and Davis, 1999). MAPK are subdivided into three 
families (MAPK-related ERK, JNK and p38 pathways). Originally described in cell 
signaling induced in the response to hormones, peptides and growth factors, MAPK 
exert broad actions and are a critical element of stress responses including the 
response to UV irradiation, osmotic shock and reactive oxygen species. The addition 
of the specific inhibitors of ERK, JNK and p38 MAPK signaling pathways abrogated 
cell differentiation induced by iron-deprivation agents (Figure 5a). The iron-chelating 
agents induced the activation of the MAPK-related ERK and p38 and JNK pathways, 
as evidenced by the phosphorylation of their molecular effectors (Figure 5b). 
However, only inhibitors of JNK and p38, but not of ERK, prevented iron deprivation–
induced apoptosis (Figure 5c).  
 
Cell differentiation shares high similarity with th e differentiation agent vitamin 
D3 
 
Several reports have shown that vitamin D3 (VD) can induce monocyte/macrophage 
differentiation of both normal and leukemic myeloid leukemia cell lines(Abe et al., 
1981; Bastie et al., 2004; Gemelli et al., 2008; Hmama et al., 1999; Hughes et al., 
2009; Ji and Studzinski, 2004; Koeffler et al., 1984). By comparing the pattern of 
genes induced by VD and iron-chelating agents in a non-supervised analysis, we 
found a high similarity among the differentially expressed genes: of the 105 genes 
that were modulated by iron deprivation, 30 were also modulated by treatment with 
VD (Figure 6a and supplementary Table 3). This finding underscores the potential 
similarities between both differentiation approaches. Both VD and the iron-chelating 
agents up-regulated monocyte markers and down-regulated neutrophil markers 
(Figure 6b). As VDRE sequences have not been identified in the promoter regions of 
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many VD-inducible genes, including CD14, we attempted to identify an alternative 
signaling pathway. The Jun kinase pathway (JNK) is a major MAPK pathway that has 
been implicated in monocyte differentiation and has been previously shown to be 
induced by VD (Himes et al., 2006; Wang et al., 2003). Effectively, in gene chips, the 
c-Jun gene was found to be induced by both VD and iron deprivation (Figure 6c). 
Moreover, we confirmed these data by RQ-PCR since transcripts coding for c-Fos 
and c-Jun were up-regulated by both treatments (Figure 6d). These data were further 
extended in cell lines from different AML subtypes (figure 6e). 
JNK have been implicated in monocyte differentiation. JNK phosphorylation is 
induced by monocyte colony-stimulating factor (M-CSF, CSF-1) (Himes et al., 2006). 
VD signaling has been also described to be dependent on JNK activation (Buitrago et 
al., 2006). To further address the role of JNK signaling in cell differentiation induced 
by iron deprivation, cells were transfected with microRNA constructs specific for 
different members of JNK pathway (namely JNK1, JNK2 and c-Jun) (supplementary 
fig 4a and b). MicroRNA-mediated silencing of c-Jun, JNK1 and JNK2 markedly 
abrogated cell differentiation induced by iron-deprivation agents (Figure 6f). Based 
on experiments from knockout mice, JNK1 and JNK2 have been proposed to 
converge in several cell functions. However in some cases, JNK1 and JNK2 exert 
non-overlapping function (Bode and Dong, 2007). By changing the balance between 
the two JNK forms by overexpression of each one of the two proteins we observed 
that JNK1 was the most effective to induce cell differentiation of AML cells (figure 6g).  
Given the high similarities shared between VD and iron-deprivation agents to induce 
cell differentiation, we investigated whether iron deprivation of cells could induce VD 
signaling (Himes et al., 2006; Wang et al., 2003). As observed for its cognate ligand 
VD, VDR expression was induced in cells treated by iron-chelating agents (figure 6h). 
VDR phosphorylation at Ser-208 by casein kinase II has been shown to amplify VDR 
signaling (Jurutka et al., 1996). The addition of iron chelators to cells starved of 
growth factors readily induced the VDR phosphorylation (Figure 6i). These results 
indicate that iron chelating agents are able to induce cell differentiation through the 
activation of JNK pathway. Iron-deprivation also potentiates VDR signaling pathway 
through VDR expression and VDR phosphorylation. 
 
VD synergizes with iron deprivation agents through the activation of the Jun 
pathway to induce cellular differentiation 

The treatment of cells with both iron chelators and VD drastically increased the up-
regulation of monocyte markers CD11b and CD14 (Figure 7a). We consequently 
investigated whether the combination of iron-chelating agents and VD had a 
synergistic effect. Applying the combination-index (CI) isobologram method (Chou, 
2006), we evaluated the nature of DFO and VD, and A24 and VD interactions 
(supplementary fig5a-d). At the concentration inducing 50% of CD14+ cells, CI 
values for the combination of DFO and VD, and A24 and VD were less than 1 (0.87 
and 0.89 respectively) indicating a synergistic interaction. The association of both 
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drugs was accompanied by morphological changes in the treated cells (Figure 7b) 
and higher expression of VDR (figure 7c). The physiological relevance of increased 
VDR gene expression was demonstrated by the robust increase in the transcription 
of its downstream target genes, cathelicidin (1,000-fold increase) and CYP24A 
(6,000-fold increase) (Figure 7d). VD activates the MAP kinases pathway to modulate 
the transcription of genes implicated in cell differentiation. The synergy was also 
observed for the activation of the JNK pathway, because c-Fos and c-Jun expression 
was notably up-regulated by the combined treatment (Figure 7e). Moreover, the 
phosphorylation of JNK increased in response to treatment with both VD and iron 
deprivation (Figure 7f). The combined effect of VD and iron chelators was specific of 
VDR signaling since iron chelators did not potentiate the ability of ATRA to promote 
cell differentiation in NB4 cells (supplementary fig 6). Finally, we validated the 
efficacy of the combined therapy ex-vivo in primary cells from AML patients (Figure 
7g).  
 
In vivo efficacy of combined iron homeostasis and v itamin D3 treatment 
through the activation of the MAPK-JNK pathway 

Based on these observations, we postulated that the combination of iron deprivation 
and VD could intensify their anti-leukemic properties. Therefore as a first step, the 
efficacy of differentiation therapy was further evaluated in vivo in a mouse tumor 
xenograft model. A single dose of A24 completely prevented the growth of HL60 
transplanted tumors, whereas treatment with DFO increased survival and decreased 
the tumor size (Figures 8a and 8b). We did not observe a significant reduction in 
tumor growth for mice treated with VD alone (supplementary fig7a). However, the 
combination of VD with DFO significantly reduced tumor growth (Figure 8c). In OCI-
AML3 xenografts cells DFO greatly improved event-free survival (EFS) in mice 
(supplementary figure 8b). There was no significant difference in EFS between mice 
treated with DFO and DFO+VD. However, a significant reduction in tumor growth 
was obtained only in mice which received the DFO+VD association although the 
DFO-treated mice presented reduction in tumor growth compared to control which did 
not reach significance (supplementary figure 8c) The parameters of serum iron 
homeostasis, such as the serum transferrin and ferritin levels, were significantly 
modified in the treated mice, an indication of iron deprivation (Figure 8d). The 
reduced tumor growth was associated with tumor cell apoptosis, features of cellular 
differentiation and MAPK phosphorylation (ERK and JNK) (Figure 8e).  
 
Case Report  

Because both iron chelators and VD analogues are safe drugs currently used as 
therapies in the treatment of diseases other than leukemia, their effectiveness in one 
AML patient was evaluated. A 69-year-old man had a recent transformation of 
myelodysplastic syndrome (MDS) into acute myeloid leukemia. Following high-dose 
chemotherapy, the patient remained in non-blastic aplasia. Seven months after the 
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diagnosis, blasts reappeared in the blood, and treatment with an iron chelator 
(deferasirox 1 g/day) and 25-hydroxycholecalciferol (25(OH)D3) (4,000 IU/day) was 
initiated.  
Blast counts, while progressing before therapy, were decreased upon iron chelation 
and vitamin D therapy and pancytopenia was partially reversed accompanied with an 
increase in monocyte numbers (Figure 9a) without inducing hypercalcemia (Figure 
9b). Importantly, MGG blood smears revealed an increased number of differentiating 
cells towards the monocyte lineage, suggesting that they were derived from the blast 
pool (Figure 9c). Cell sorting (Figure 9d) followed by fluorescent in situ hybridization 
analysis showed that the original trisomy found in the blasts of the patient was 
segregated with the sorted mature monocyte population, but not with lymphocytes or 
NK cells (Figure 9e), confirming that the circulating monocytes were derived from the 
blast pool. In addition, the patient’s quality of life was improved since red cells and 
platelets transfusion needs were decreased. As well, the patient could control several 
microbial infections that otherwise would have been life threatening suggesting that 
patient’s immune status was partially restored. These data underscore the 
differentiating efficiency of combined therapy in humans.  
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Figure 1: Iron deprivation induces monocyte differe ntiation in AML cells 
(a) Agilent microarray unsupervised analysis of HL60 cells following 48-h exposure to 
10 µg/ml of anti-TfR1 antibody (mAb A24), 5 µM deferoxamine (DFO) or 3 µM 
deferasirox (DFX). The color intensity represents the ratio of expression in drug-
treated compared with control cells. The relative overexpression and 
underexpression compared with controls are shown in red and green, respectively 
(left). A Venn diagram of genes induced by iron deprivation (right) shows that only a 
subset of genes (105) have a shared altered expression between the different iron 
deprivation treatments in contrast to many genes (1094) that are altered by the iron 
chelators, DFO and DFX. Genes with an intensity >50 and a p value <0.001 were 
considered relevant. (b) Fold changes of genes expression in differentiated cells 
relative to untreated cells. A24 and the iron chelators up-regulated 
monocyte/macrophage-specific genes and down-regulated myelocyte specific genes. 
Up-regulation is represented on the positive scale, and down-regulation is indicated 
on the negative scale. (c) Fold increase of CD14 and CD11b expression following 
flow cytometry (MFI relative to untreated cells) in HL60 cell line treated with A24 (10 
µg/ml), DFO (5 µM) or DFX (3 µM) for 72 h (mean ± SEM, n=3). (d) Fold increase of 
CD14 and CD11b expression evaluated by flow cytometry (MFI relative to untreated 
cells) in U937 (white), THP1 (dark grey), OCI-AML3 (black) and NB4 (light grey) cell 
lines treated with A24 (10 µg/ml), DFO (5 µM) or DFX (3 µM) for 72 h (mean ± SEM, 
n=3). (e) MGG-stained cytospins of HL60 cells treated with with VD (250nM), A24 (10 
µg/ml), DFO (5 µM) or DFX (3 µM) for 72 h. The control cells show an immature 
myeloblastic phenotype: a high nucleus-to-cytoplasm ratio, a hyperbasophilic 
cytoplasm and numerous azurophilic granules. The A24- or iron chelator–treated 
cells show a decrease in the nucleus-to-cytoplasm ratio, the loss of granules and 
cytoplasmic basophilia and irregular cytoplasmic contours, all typical of mature 
monocytes. Scale bar, 10µm. Magnification: x 630. Representative photos of 3 
independent experiments are shown. (f) FACS analysis of CD14 expression in HL60 
cells treated with A24 (continuous bold green line), DFO and DFX (continuous bold 
blue line) in the presence or absence of 5 µM FeCl3 (discontinuous thin line) for 72 h. 
The filled histograms represent staining with the isotype control antibody. One 
representative experiment of three experiments is shown.   
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Figure 2. Iron deprivation inhibits proliferation and induces differentiation of 
AML blasts. 
 (a) Fresh AML blasts or HL60 cells were cultured with increasing concentrations of 
A24 (0–20 µg/ml), DFO (0–50 µM), DFX (0–10 µM) or VP16 (0–100 ng/ml) for 72 h 
followed by a 16h period of [3H]-thymidine incorporation. Thymidine incorporation (% 
over the control) was plotted as the mean ± SEM of grouped M0/M1/M2 (n=6) or 
M4/M5 (n=9) subtypes patients. (b) HL60 cells were cultured in the presence or 
absence of A24 (10µg/ml) or DFO (5µM) for 72 h. Early and late apoptosis was 
evaluated by flow cytometry using annexin V-FITC/PI labeling (mean ± SEM, n=3). 
(c) CD14 and CD11b expression in blasts from AML patients treated with A24 and 
DFO for 72 h. The expression of the differentiation markers was normalized by 
calculating the fold increase of the MFI relative to the control cells. The filled symbols 
represent the M0/M1/M2 AML subtypes, and the M4/M5 subtypes are empty 
symbols. The mean of the eight patients is shown. 
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Figure 3. Iron deprivation induces the differentiation of primary progenitors 
into monocytes.  
CD34+ cord blood progenitors were plated in methylcellulose containing a cocktail of 
cytokines (Epo, SCF, IL-3, G-CSF and GM-CSF) in the presence or in the absence of 
A24 (10 µg/ml), DFO (5 µM) or DFX (3 µM). After 14 days colonies of each lineage 
were counted (mean ± SEM, n=3). Variation of colonies were represented as: (a) 
Fold increase of CFU-GM (b) Ratio of CFU-M/CFU-G. (c) Fold decrease of CFU-E. 
(d) Schematic representation of the generation of granulocytes in liquid cultures. 
CD34+ progenitors cord blood cells were cultured for 18 days as described in 
supplementary methods. A24 (10µg/ml), DFO (5µM) or DFX (3µM) were added every 
3 days in the culture medium. (e) Cell numbers and viability measured by Trypan 
blue dye exclusion during culture. One representative experiment of three is shown. 
All counts were performed in triplicates. (f) After 48 h of culture, the mRNA 
expression of HOXA10, EGR1 and MAFB were quantified by qRT-PCR and 
normalized to the expression of GAPDH (mean ± SEM, n=3). (g) Representative 
photos taken at the end of culture (day 18) are shown. Polymorphonuclear 
neutrophils are present in the majority of the control cultures, whereas monocytes 
and macrophages are predominantly present under iron deprivation conditions. The 
histograms represent the percentage of each leukocyte population from May-
Grünwald Giemsa (MGG) colored cytospins at day 18 (mean ± SEM, three 
independent counts of 100 cells each).  
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Figure 4: Modulation of ROS levels controls monocyt e differentiation in AML 
cells 
(a) Representative flow cytometry analysis showing ROS production by NB4 cells. 
Cells were stained for 30 minutes at 37°C with 0.5 µM dihydrorhodamine 123 
(DHR123) or 1 µM dihydroethidium (DHE) and further treated with 3 µM deferasirox 
(DFX) (continuous bold line) or not (filled histograms) for 90 minutes. (b) ROS 
production in AML cell lines (HL60 and OCI-AML3 cells) is dose-dependent. Cells 
were labeled with DHR123 (as described in a) and treated with 3 µM deferasirox 
(bold continuous line) or 0.3 µM deferasirox (thin discontinuous line) for 90 minutes 
or not (filled histograms). (c) time-dependent production of ROS. NB4 cells were 
treated with 3 µM deferasirox (DFX) for 90 minutes (bold continuous line) or 150 
minutes (thin discontinuous line). ROS production was evaluated by flow cytometry. 
(d) Representative flow cytometry data showing specificity of the ROS production by 
NB4 cells. Cells were stained for 30 minutes at 37°C with 0.5 µM DHR123 and 
further treated with 3 µM deferoxamine (DFO). Abrogated ROS detection in cell 
cultures where DFO was added in the presence of the anti-oxidant N-acetyl-l-
cysteine (NAC) (discontinuous thin line) as compared to control untreated cells (filled 
histogram). (e) CD14 expression (fold change) in HL60 cells treated with A24 
(10µg/ml) and DFO (5µM) in the presence or in the absence of the anti-oxidant 
agents (NAC and PDTC) for 72 h. (f) CD14 expression in OCI-AML3 and NB4 cells 
treated with DFO in the presence or in the absence of the anti-oxidant agent NAC for 
72h. 
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Figure 5 : Cell differentiation and apoptosis are c ontrolled by MAPK activation 

(a) CD14 expression on HL60 cells cultured in the presence or absence of A24 or 
DFO (bold) and treated with a JNK inhibitor (SP600125) at 2.4 µM (black thin lines) 
or 12 µM (gray thin lines), with a p38 inhibitor (SB203580) or a ERK inhibitor 
(PD98059) at 3 µM (black thin lines) or 10 µM (gray thin lines) or mock treated for 
72h. Filled histograms represent staining with the isotype control antibody. One 
representative experiment of three experiments is shown. (b) Serum-starved HL60 
cells were incubated with A24 (10 µg/ml) or DFO (3 µM) for 30 min at 37°C. Whole-
cell extracts were analyzed by immunoblotting, demonstrating the phosphorylation of 
JNK (p-JNK), ERK (p-ERK) and p38 (p-p38). One representative experiment is 
shown. HSC70 and ERK were used as equal loading controls.  (c) Histograms 
representing early and late apoptosis/necrosis using flow cytometry with annexin V-
FITC/PI labeling. HL60 cells were cultured for 72h in the presence or absence of A24 
(10 µg/ml) or DFO (5 µM) and treated with 2 or 6 µM JNK inhibitor (SP600125, SP), 
0.5 or 1 µM p38 inhibitor (SB203580, SB), 3 or 10 µM ERK inhibitor (PD98059, PD)  
or mock treated (mean ± SEM, n=3). 
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Figure 6: Cellular differentiation induced by iron deprivation is dependent on 
the activation of the JNK and VDR signaling pathway s 
(a) Hierarchical gene clustering by unsupervised microarray analysis in HL60 cells 
treated with VD (250 nM) or iron chelating agents (10 µg/ml A24, 5 µM DFO or 3 µM 
DFX). Only genes with a fold change >4 and a p value <10-15 are shown (left) . Venn 
diagram demonstrating that among the 105 genes that were specifically induced by 
iron deprivation, 30 were modified by treatment with VD (right) . (b) Histograms 
representing the variation of expression (fold change relative to untreated cells) of 
genes found in mature monocytes (up-regulated) or neutrophils (down-regulated) that 
were previously modified by A24 and the iron chelators; these genes are similarly 
regulated by VD treatment. Up-regulation of gene transcription is represented on the 
positive scale, and down-regulation is shown on the negative scale. (c) Genechip fold 
change in c-Jun expression following treatment with VD or iron deprivation. (d) c-Fos 
and c-Jun mRNA level evaluated by quantitative RT-PCR and normalized to GAPDH 
mRNA in HL60 cells treated for 48 h with the indicated agents (VD, 250 nM; A24, 10 
µg/ml; DFO, 5 µM or DFX, 3 µM; mean ± SEM, n=4). (e) c-Jun mRNA level evaluated 
by quantitative RT-PCR and normalized to GAPDH mRNA in U937, OCI-AML3, NB4 
and THP1 cell lines treated for 48 h with the indicated agents (VD, 250 nM; A24 10 
µg/ml; DFO 5 µM or DFX 3 µM; mean ± SEM, n=4). (f) fold increase of CD14 
expression in HL60 cells transfected with the indicated micro RNA contructs: 
scrambled control miRNA, miRNA-C-Jun, miRNA-JNK1 or miRNA-JNK2. Forty-eight 
hours later each transfected cells were treated with DFO (5µM) to induce cell 
differentiation. CD14 expression was evaluated by flow cytometry gating on cells on 
the basis of their GFP expression 72h after transfection (mean ± SEM, n=3). (g) 
Percentage of differentiated cells induced in HL60 treated for 72h with DFO or 
transfected with JNK1-GFP and JNK2-GFP expression plasmids or mock 
electroporated. CD14 expression was evaluated 72h after treatments (mean ± SEM, 
n=3). (h) VDR mRNA level evaluated by quantitative RT-PCR and normalized to 
GAPDH mRNA in HL60 cells treated for 48 h with the indicated agents (A24, 10 
µg/ml or DFO, 5 µM; mean ± SEM, n=4). (i) Serum-starved HL60 and U937 cells 
were incubated with H2O2 (0,5µM), A24 (10 µg/ml) or DFO (3 µM) for 10 min at 37°C. 
Phosphorylation of VDR (P-VDR) in whole-cell extracts analyzed by immunoblotting. 
VDR was used as loading control. One representative experiment is shown.  
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Figure 7: VD synergizes with iron deprivation agent s to activate the Jun 
pathway and induce cellular differentiation.  
(a) Flow cytometric analysis of CD14 and CD11b expression on HL60 cells treated 
with 10 µg/ml A24 or 5 µM DFO (continuous thin line), with 250 nM VD 
(discontinuous thin line) or a combination of VD and iron-chelating agents 
(continuous bold line) for 72 h. The filled histograms represent staining with the 
isotype control antibody. One representative experiment of three is shown. (b) HL60 
cells were incubated with A24 (10 µg/ml) or DFO (3 µM) and treated with VD (250 
nM) or mock treated for 72 h. Cytospins for the treated cells were stained with MGG. 
Monocyte differentiation is observed with the loss of granulation and basophilia, 
vacuole appearance and cytoplasm enlargement. (c) The VDR mRNA level, 
evaluated by quantitative RT-PCR and normalized to GAPDH in HL60 cells treated 
for 6 h with the indicated agents (A24, 10 µg/ml ; DFO, 5µM; or VD, 250 nM) (mean ± 
SEM, n=4). (d) The mRNA level of Cathelicidin and CYP24A, evaluated by 
quantitative RT-PCR and normalized to GAPDH, in HL60 cells treated for 6 h with the 
indicated agents (A24, 10 µg/ml ; DFO, 5 µM; or VD, 250 nM) (mean ± SEM, n=4). 
(e) The mRNA level of c-Fos and c-Jun genes, evaluated by quantitative RT-PCR 
and normalized to GAPDH, in HL60 cells treated for 16 h with A24, DFO and VD as 
described above (mean ± SEM, n=4). (f) Serum-starved HL60 cells were incubated 
with A24 (10 µg/ml) or DFO (3 µM) and treated with VD (250 nM) or mock treated for 
30 min at 37°C. Whole-cell extracts from the treate d cells were analyzed by 
immunoblotting, demonstrating the increased phosphorylation of JNK when VD is 
combined with A24 or DFO. HSC70 and total ERK were used as loading controls. (g) 
Fold increase of CD14 and CD11b expression analyzed by flow cytometry (MFI 
relative to untreated cells) in primary blasts from two AML patients, identified as SL4 
(AML2 FAB subtype) and SL12 (AML0 FAB subtype). Cells were treated with A24 
(10 µg/ml), DFO (5 µM), DFX (3 µM) or VD (250 nM) or their association as indicated 
for 72 h (mean ± SEM, n=3).   
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Figure 8: Anti-tumor effect of iron deprivation com bined with Vitamin D in Nude 
mice. 
(a) Kaplan-Meier plot of the percentage of tumor-free mice among mice treated with 
vehicle (Control), A24 (single intravenous dose of 40 mg/kg) and DF0 (20 mg five 
times/week) after subcutaneous xenograft with HL60 cells (n=4 in each group). The p 
value was determined using the log rank test. (b) Representative photographs of 
xenografted tumors from figure 5a. The scale bars represent 10 mm. (c) The tumor 
size measured at day 25 in xenografted mice. Individual tumor sizes are plotted. The 
bars represent the mean of each group (n=12 in the control group, n=14 in the DFO 
group and n=13 in the DFO+VD group). (d) Serum ferritin and iron levels in 
xenografted mice. Twenty-five days after the engraftment, the mice were euthanized, 
and serum was collected for biochemical analysis. (e) Sections of tumors from mice 
injected with vehicle, DFO and DFO+VD were stained by TUNEL technique or 
labeled with CD11b-, p-ERK- or p-JNK-specific antibodies. The arrowheads indicate 
apoptosis. (Magnification: x 400).  
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Figure 9:  Iron chelation therapy in combination wi th VD treatment induced 
blast differentiation  in a refractory AML/MDS patient  
(a) Histograms representing the blood counts during treatment. The diagnosis and 
the beginning of the combination therapy are represented with arrowheads. (b) 
Plasma calcium concentration during the treatment. Horizontal bars represent 
minimal and maximal physiological levels of calcemia (c) MGG-stained blood 
cytosmears during treatment. At diagnosis, undifferentiated blasts were 
predominantly observed in MGG-stained blood cytosmears. One month after 
beginning treatment, the blasts started to present signs of monocyte differentiation, 
such as nuclear deformation, cytoplasm enlargement and the presence of vacuoles. 
After 3 months of treatment, undifferentiated blasts were replaced by “monocytoid” 
blasts and pro-monocytes. After 4 months, some monoblasts were still detected, but 
mature monocytes were predominantly observed. (d) The differentiation potential of 
blasts treated with combination therapy was evaluated in circulating cells after 3 
months of treatment. PBMCs were isolated, and the cell populations were sorted as 
follows: blasts (CD34+CD117+); monocytes (CD34-CD117-CD4lowCD14+); and 
lymphocytes and NK cells (CD34-CD117-CD14-). The cells were further processed for 
cytogenetic analysis. (e) FISH analysis. Representative images of chromosomes 8 
(green) and 12 (red) probed by fluorescent in situ hybridization demonstrating the 
trisomy 8 present in the monocytes. (f) Percentage of trisomy 8 positive cells in 
sorted fractions from supplementary figure 8c, demonstrating that the monocytes, but 
not the lymphocytes and NK cells, originated from the blast pool.  
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DISCUSSION 
 
We show in this report that iron homeostasis plays a key role in the control of 
monocyte differentiation in both normal and pathological situations. Comparison by 
transcriptome analysis of genes targeted by cell treatment with the anti-TfR1 mAb 
A24 (which blocks 55Fe-Tf uptake) (Moura et al., 2004) and by iron chelators (DFO 
and DFX) identified 105 genes modulated by iron deprivation. Since A24 targets TfR1 
(the major receptor involved in the iron entry in the cells) whereas iron chelators 
(besides their ability to sequester iron) can also capture several bivalent ions (e.g. 
Mn2+, Cu2+ or Zn2+) which could modulate genes irrelevant to iron homeostasis, 
identification of overlapping genes allowed to avoid off-target genes. Among these 
105 genes were several markers of monocyte/macrophage cells, confirming that 
monocytic differentiation is highly dependent on iron homeostasis. We confirmed this 
finding and showed that iron deprivation induced primary progenitors commitment 
toward monocyte lineage and reestablished differentiation in AML blasts/cell lines. 
Recent cumulated data in the literature have shown that reactive oxygen species 
(ROS) can modulate the activation of signal transduction pathways involved in 
several cellular functions such as cell proliferation and differentiation (Sattler et al., 
1999). Specifically, in the mammalian hematopoietic system, it has been recently 
reported that hematopoietic stem cells produce low levels of ROS which are 
increased in common myeloid progenitors (CMPs). This modulation in ROS levels 
seems to be important in the control ofmyeloid precursors differentiation (Tothova 
and Gilliland, 2007; Tothova et al., 2007). Owusu-Ansah and Banerjee have recently 
shown that Drosophila multipotent hematopoietic progenitors display increased levels 
of ROS which are downregulated during differentiation. Accordingly, our work 
indicates that intracellular labile iron pool (LIP) modulates ROS levels. Therefore the 
amount of labile iron could be a critical factor controlling ROS levels and thus, cell 
differentiation, in the hematopoietic system.  
Scavenging the ROS from Drosophila hematopoietic progenitors delays mature blood 
cells differentiation which is dependent on MAPK/JNK (Owusu-Ansah and Banerjee, 
2009). Consequently, MAPK/JNK seems to be the major pathway implicated in the 
differentiation of AML cells as well as hematopoietic Drosophila cells (Owusu-Ansah 
and Banerjee, 2009). In the present study, both genetic and pharmacological 
inactivation of MAPK/JNK pathway abrogated iron deprivation-induced cell 
differentiation. MAPK pathways transduction cascades frequently converge to amplify 
signal transduction (Johnson and Lapadat, 2002; Lopez-Bergami et al., 2007). In 
agreement with this signal convergence, blocking of ERK and p38 pathways also 
inhibited cell differentiation suggesting that a crosstalk between MAPK pathways 
could cooperate to regulate AML cell differentiation. Furthermore, pharmacological 
blocking of ROS production abrogated iron deprivation-induced cell differentiation 
suggesting that ROS and MAPK pathways are linked (most probably by the direct 
effect of ROS on MAPK activation (Martindale and Holbrook, 2002)).  
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In the majority of the experiments presented here TfR1-targeting by A24 mimicked 
the effect of iron chelators at least in in-vitro and ex-vivo settings. Since each of the 
iron-chelating agents has its own pharmacological (such as kinetics and half-life) and 
biochemical characteristics, the intensity of the response varied among them. For 
example, in tumor xenografts experiments, A24 monoclonal antibody totally inhibited 
tumor engraftment whereas iron chelators delayed the tumor growth, a difference 
probably involving additional effects of A24 such as antibody-dependent cellular 
cytotoxicity or complement-dependent cytotoxicity. However, both classes of iron-
deprivation agents (anti-TfR antibody and iron chelators) induced apoptosis and 
reduced tumor growth.  
The principal molecular mechanism drawn from the experiments reported here are 
that signaling pathways activated by iron deprivation and VD are highly related. Gene 
expression studies showed a high similarity (30% common genes) between genes 
modulated by VD and the list of 105 genes targeted by cell iron deprivation. In 
addition, iron deprivation induced both VDR gene expression and VDR 
phosphorylation. The phosphorylation of VDR on serine 208 by casein kinase II (CK-
II) has been shown to control activation of VDR gene transcription and VDR target 
genes expression (Jurutka et al., 1996). Therefore, iron deprivation could induce by 
itself the activation of VDR signaling pathway. Furthermore, the combination of iron 
deprivation agents and differentiating therapies acted synergistically, increasing AML 
cells differentiation.  
VD is known to induce myeloid progenitors to differentiate into monocytes. In vitro 
and ex-vivo experiments were promising but in the first clinical trials in AML and 
MDS, only partial differentiation was obtained and clinical improvements were 
modest. In addition, symptomatic hypercalcemia, which is induced by VD, limits its 
clinical application. Clinical trials using VD analogs which do not promote 
hypercalcemia, did not improve patients’ prognosis (Koeffler et al., 2005), suggesting 
VDR stimulation alone is not sufficient to promote clinical benefit. In 2004, Ferrero et 
al. reported encouraging preliminary results in 30 AML and MDS patients treated with 
the combination of low dose cytarabine with ATRA, VD and 6-thioguanine (Ferrero et 
al., 2004). Therefore, combining VD treatment with other agents with pro-
differentiation potential may be of therapeutic interest. We show here that iron 
deprivation could be one such a new therapeutic approach in AML, and likely in 
MDS, since it induced both pro-differentiating and anti-proliferative effects in 
leukemia cells from one AML patient, as described here in a case report. The 
synergy between iron chelators and VD (low dose) induced blast differentiation in this 
patient without emergence of hypercalcemia. 
Allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) is nowadays the best 
known approach to cure poor prognosis AML. In studies of patients undergoing 
allogeneic HSCT, non-transferrin bound iron (NTBI) and transferrin saturation were 
enhanced after initiation of the conditioning regimens. High level serum ferritin before 
HSCT unfavorably impacts overall survival of HSCT and this has been attributed to 
NTBI (Armand et al., 2007). These observations may emphasize a possible 
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deleterious role of NTBI for the hematopoietic reconstitution. Iron overload also 
seems to be associated with a higher risk of bacterial and fungal infections. For 
example, it has been shown that Candida albicans growth is elevated in serum from 
patients with acute leukemia which was directly correlated with an elevated NTBI 
(Caroline et al., 1969). In our case report, the patient developed multiple infectious 
episodes which were greatly reduced after the initiation of VD and iron chelation 
combined therapy. In vitro experiments showed that, in addition to its role in 
monocyte differentiation, the associated therapy promoted expression of genes 
related to antimicrobial defense such as cathelicidin. Therefore, the early use of iron 
chelators in AML therapy could act at multiple levels: by preventing red cells 
transfusion-derived secondary hemochromatosis, by avoiding defective bone marrow 
reconstitution after allogeneic HSCT, and also by improving patients’ immune status. 
Recently, a study reported that deferasirox has favorable effects on hematopoiesis in 
patients with myelodysplastic syndromes (Porter et al., 2008). The authors 
associated this benefit with the decrease of labile iron pool and the suppression of 
ROS by deferasirox. Our observations are concordant with them and we postulate 
that benefit would be best if iron chelation is associated with VD.  
Therefore, we propose that therapeutic approaches based on association of iron 
deprivation with VD could open new perspectives in the treatment of AML and MDS. 
Since AML incidence increases with age and since worldwide population is growing 
older we propose that the combined therapy would be particularly useful in elderly 
patients who are not eligible for bone marrow transplantation and for high dose 
chemotherapy. This combined therapy could be also relevant in other diseases 
involving a deregulation of BM differentiation, such as myelodysplastic syndromes. 
Additional clinical studies are needed to validate its efficacy and determine in which 
patients it will be more beneficial.  
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EXPERIMENTAL PROCEDURES 
 
Clinical samples and cell lines 
Peripheral blood cells were obtained from AML patients and healthy donors after 
obtaining their written informed consent (please refer to supplementary table 2 for 
additional information). Peripheral blood was collected at the initial diagnosis prior to 
the administration of treatment. Mononuclear cells were separated by Ficoll-hypaque 
(PAA laboratories) density centrifugation and resuspended in IMDM (Invitrogen) 
supplemented with 15% fetal calf serum (FCS; Hyclone), 100 ng/ml Stem Cell Factor 
(SCF),10 ng/ml Interleukin 3 (IL-3) and 25 ng/ml FLT3-L (all purchased from R&D 
Systems). Myelocytic (HL60 and OCI-AML3), monoblastic (THP1 and U937) and 
promyelocytic (NB4) leukemia cell lines used in the present study were kindly 
provided by J.M. Cayuela (Hôpital Saint-Louis, Paris) and P. Villarese (Hôpital 
Necker, Paris). Cells were cultured in RPMI-1640 medium (Invitrogen) supplemented 
with 5% FCS and antibiotics. 
 
Cell treatment and proliferation assays  
Deferasirox (DFX) was provided by Novartis. Etoposide (VP16), retinoic acid (ATRA), 
deferoxamine (DFO), 25-OH-VitaminD3 (25-hydroxycholecalciferol) (VD), H2O2, 
FeCl3, N-Acetylcysteine (NAC) and pyrrolidine dithiocarbamate (PDTC) were 
purchased from Sigma-Aldrich. Calcein-AM, Dihydrorhodamine 123 (DHR 123) and 
dihydroethidium (DHE) were purchased from Invitrogen. The mAb A24, was 
produced and purified as described previously (Moura et al., 2001). The inhibitors of 
JNK (SP600125), ERK (PD98059) and p38 (SB203580) were from Santa Cruz 
Biotechnology.  
For proliferation assays, the HL60 cell line was resuspended in RPMI-1640 medium 
with 5% FCS, whereas the patient blasts were resuspended in IMDM with 15% BIT 
9500 (Stem Cell Technologies). The cells were plated in triplicate at 2.5×104 cells per 
well in 96-well tissue culture plates (Falcon) in 200 µl culture medium. Proliferation 
was measured as described previously (Lepelletier et al., 2007). 
 
Calcein assay for intracellular labile iron pools ( LIP) 
LIP was evaluated according to a previously described method (Esposito et al., 2002) 
with some modifications. Briefly, cells were treated with 0.5 µM calcein-AM for 30 
minutes at 37°C. Before being subjected to flow cyt ometry analysis cells were treated 
or not with an excess of cell-permeant iron chelators. The fluorescein channel was 
employed to detect calcein fluorescence. The difference between calcein 
fluorescence before and after adding cell-permeant iron chelators indicated the 
relative amount of LIP (Esposito et al., 2002). 
 
Measurement of intracellular ROS 
Fluorescence analysis was used to determine the relative levels of ROS in response 
to various stimuli. ROS levels were detected by FACS analysis. Labeling with cell-
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permeant redox-sensitive fluorochromes was performed for 30 minutes at 37°C in the 
presence of 1µM dihydroethidium (DHE) or 0.5µM dihydrorhodamine (DHR-123) both 
diluted in 0.5% BSA in HBSS solution (Invitrogen).  
 
Overexpression and silencing of JNK1, JNK2 and c-Ju n  
For overexpression, pEGFP-C3 (Clontech) expression vectors containing cDNA 
encoding JNK1 or JNK2 between the HindIII/BamHI sites (kindly provided by T. 
Herdegen; Institute of Pharmacology, University Hospital Schleswig-Holstein, Kiel, 
Germany) were used. These proteins were expressed as a GFP fusion protein under 
the control of human CMV immediate early promoter.  
For C-Jun, JNK1 and JNK2 genes silencing, artificial miRNA constructs were 
generated. Four sets of predesigned miR RNAi sequence oligonucleotides for each 
gene were obtained using BLOCK-iT TM miR RNAi Select (Invitrogen) and checked to 
ensure the designed sequences would not target other gene transcripts to avoid any 
off-target effects. These oligonucleotides were annealed and ligated into pcDNA6.2-
GW/EmGFP-miR vector according to the manufacturer’s instructions (Invitrogen) to 
express the pre-miRNA as an EmGFP fusion under the control of human CMV 
immediate early promoter. The pcDNA 6.2-GW/EmGFP-miR-negative control 
plasmid contains a scrambled miRNA insert, which is predicted not to target any 
known vertebrate gene.  
HL60 cells were transfected with the plasmids using the Amaxa nucleofector as 
described above (usually 40% cells were transfected). DFO (5µM) was added in 
culture medium 48h after transfection and flow cytometry analysis was realized 24h 
later on the basis of the EmGFP (for miRNA) or EGFP (for protein constructs) 
expression. Validation of miRNA constructs was performed on CHO cells 
electroporated with each miRNA-containing plasmid using the Amaxa nucleofector 
and analyzed in western blotting after 24h to validate the constructs.  
 
Cytogenetic Analysis 
Fluorescence in situ hybridization (FISH) was performed using standard protocols 
with specific centromeric probes for chromosome 8 (pZ8.4) and chromosome 12 
(pBR12, kindly provided by Pr M. Rocchi, University of Bari, Italy), used as control. 
 
RNA isolation, real-time quantitative PCR and trans criptome analysis  
Total RNA was extracted using Nucleospin RNA II (Macherey-Nagel). Following 
DNAse treatment, first-strand cDNA was synthesized using SuperScript II reverse 
transcriptase (Invitrogen). Quantitative real-time PCR was performed using a 
Chromo-IV PCR System (MJ Research), and the PCR products were quantified using 
SybrGreen Technology (Jumpstart Mastermix, Sigma Aldrich). The results of the real-
time quantitative PCR were analyzed using the delta-delta Ct method (Livak and 
Schmittgen, 2001). The complete list of primer sequences is available in the table 4 
in the supplementary data section.   
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For the microarrays, the Agilent 44 K Whole Human Genome (G4112A) long (60 bp) 
oligonucleotide microarray and the dual-color analysis method were used with probes 
from the treated samples and from reference RNA that were differentially labeled with 
cyanine 5 and cyanine 3. These microarrays have 44,290 features with 41,000 
distinct oligonucleotides belonging to 33,715 sequences defined by their accession 
number. cRNA from each treated sample was labeled with cyanine 3 (Cy3)-cytidine 
triphosphate (CTP) and the untreated HL60 RNA reference pool with cyanine 5 
(Cy5)-CTP for direct comparison. Reverse transcription, linear amplification, cRNA 
labeling and cRNA purification were performed with the Agilent linear amplification kit. 
The microarray data were mainly analyzed with the Resolver software (Rosetta 
Inpharmatics). All data were filtered to eliminate low-intensity values under 50 
arbitrary units for both colors.  
 
Tumor xenografts 
For tumor establishment, 5×106 HL60 or 2.5×106 OCI-AML3 cells were mixed with 
Matrigel (1:1, V/V) and injected subcutaneously into 8 to 10 week-old female athymic 
nude mice. The mice were then injected i.p. with A24 (40 mg/kg on day 1), DFO (20 
mg/day, 5–7 times/week), VD (1 µg, twice /week), the combination of DFO and VD or 
PBS as a vehicle control. The tumor growth was measured as previously described 
(Lepelletier et al., 2007). 
 
Immunohistochemistry 
Serial sections (3 µm) in paraffin blocks were deparaffinized in xylene and hydrated 
in a graded series of alcohol. Staining was performed using the Lab Vision 
Immunohistochemical Autostainer (Lab Vision Corporation, Fremont, CA) with 
primary antibodies against CD11b (Sigma-Aldrich, 1:200), p-ERK and p-JNK (Cell 
Signaling, 1:200), biotinylated anti-Ig and streptavidin-peroxidase. The antibody 
binding was developed in PBS with DAB (0.05%) and 0.003% H2O2. Hematoxylin-
eosin (HE) stained sections were used to evaluate cytomorphology and to detect 
apoptotic cells with condensed nuclei. Apoptosis was assessed by the TUNEL 
technique following the manufacturer’s instructions (Roche). The images were 
obtained using a Leica microscope (DM-2000) equipped with a digital camera 
(DFC320, Leica) and IM50 software. 
 
Statistical analysis 
The data are expressed as the mean ± SEM. Statistical analyses were performed 
using GraphPad Prism 5 software. We used the Student's t-test or the Mann-Whitney 
test to compare two groups, and multigroup comparisons were made using a one-
way ANOVA followed by a post-hoc Bonferroni test. We used the Kruskal-Wallis test 
followed by a post-hoc Dunn test for non-parametric comparisons, where indicated. 
To compare tumor-free animal curves, the Log-rank test was used. The results were 
considered statistically significant at a p value less than 0.05 (*), less than 0.01 (**) or 
less than 0.001 (***). 
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SUPPLEMENTARY INFORMATION 
 
SUPPLEMENTARY METHODS 
 
Cord blood cell cultures and  methylcellulose colony-forming assays 
CD34+ cord blood cells were isolated by immunomagnetic separation (Miltenyi 
Biotech) and cultured in IMDM supplemented with 15% BIT 9500 (Stem Cell 
Technologies), SCF (100 ng/ml), IL-3 (10 ng/ml), granulocyte-colony stimulating 
factor (G-CSF, 25 ng/ml) and granulocyte macrophage-colony stimulating factor (GM-
CSF, 10 ng/ml) for myelomonocytic differentiation (all cytokines were purchased from 
R&D Systems). A24 (10µg/mL), DFO (5µM) or DFX (3µM) were added iteratively 
every 3 days in the culture medium. 
For colony-forming assays, 1x103 CD34+ cells were plated in quadruplicate in semi-
solid methylcellulose medium (H4434, Stem Cell Technologies) in the presence or 
absence of A24 (10 µg/ml), DFO (5 µM) or DFX (3 µM). At day 14, colonies 
containing more than 50 cells  were counted and classified as granulocyte colony 
(CFU-G), monocyte-macrophage colony (CFU-M), mixte granulocyte-monocyte 
colony (CFU-GM) or erythroid colony (CFU-E). The colonies were counted by 
standard criteria in 60-mm gridded scoring dishes with cross-marks (Stem Cell 
Technologies) under an inverted microscope. 
 
Analysis of cellular differentiation and apoptosis 
Cellular differentiation was evaluated by morphology with May Grünwald Giemsa 
(MGG) staining. Esterase activity was detected using the leucognost-est kit (Merck). 
The expression of CD11b (IM2581U, Beckman Coulter) and CD14 (A07765, 
Beckman Coulter) were evaluated by flow cytometry (FACSCalibur, Becton-
Dickinson). Cell death was evaluated by using the annexin-V/propidium iodide (PI) 
double staining kit (BD Biosciences, Pharmingen). 
 
Immunoblotting 
All experiments were made on cells after 12h of serum starvation to avoid detection 
of constitutive phosphorylations. Whole cell extracts were prepared as described 
previously (Amir-Moazami et al., 2008). Briefly, cell pellets (1x107 cells) were washed 
twice with phosphate-buffered saline (PBS) and then resuspended in 1 ml of lysis 
buffer (20 mM Tris-HCl (pH 7.4), 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1% Triton 
X-100, 2.5 mM sodium pyrophosphate, 1 mM h-glycerophosphate, 1 mM Na3VO4, 1 
mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 1 µg/ml leupeptin and 1 µg/ml aprotinin). The 
protein concentration was determined using the BCA method (Pierce) and an equal 
amount of SDS sample buffer containing 150 mM Tris-HCl (pH 6.8), 30% glycerol, 
3% SDS, 1.5 mg/ml bromphenol blue and 100 mM DTT was then added to each 
sample. For immunoblotting, 40 µg protein was separated in 4-12% SDS-PAGE and 
transferred onto a PVDF membrane. The blots were first probed with an anti-phospho 
p-ERK (Thr202/Tyr204 #4377), p-JNK (#9251), p-p38 (#4631) (all from Cell 
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Signaling, Beverly, MA or p-VDR (Ab79311, Abcam) antibody. The membranes were 
stripped, dried and probed with an antibody against total ERK (#9102 Cell Signaling), 
VDR (Ab12129, Abcam) or HSC70 (sc-71270, SantaCruz Biotechnology). The 
protein bands were visualized using a chemiluminescence system.  
 
Analysis of combined drug effects 
CD14 expression evaluated by flow cytometry was used to evaluate the combined 
efficacy of deferoxamine, vitamin D and mAb A24. In each experiment, HL60 cells 
were treated with serial dilutions of each agent individually and with a fixed ratio of 
both agents simultaneously. The results were analyzed using the median-effect/ 
combination index isobologram method of Chou and Talalay (Chou and Talalay, 
1984). F(a) is  the fraction of cells affected (i.e. CD14+) and f(u) is the fraction of cells 
unaffected (i.e. CD14-).  F is the ratio f(a)/f(u) and D is the drug concentration. Log 
(F) was plotted against log(D). The dose response is displayed as a linear regression 
line and the X-intercept correspond to the log(IC50). The combination index (CI) was 
defined as follows : CI = (D)1/(Dx)1+(D)2/(Dx)2 where (Dx)1 and (Dx)2 are the doses 
required to achieve a given effect level for each drug, i.e. a specified value of f(a). 
(D)1 and (D)2 are the doses of each drug in a given mixture which gives the same 
f(a). When CI values are 1, <1 or >1, it may be concluded that summation, synergism 
or antagonism respectively have been observed at the particular level examined. The 
CI was calculated based on the conservation assumption of mutually nonexclusive 
drug interactions. 
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Supplementary Figure 1. Iron deprivation induces morphological and phenotypical 
modifications of monocytic cells related to cellular differentiation.  
HL60 and U937 cells were cultured in the presence of A24 (10 µg/ml), DFO (5 µM), 
DFX (3 µM) or VD (250 nM) for 72 h. (a) PRTN3, NE, SERPINB8 and TREML2 
mRNA level evaluated by quantitative RT-PCR and normalized to GAPDH mRNA in 
HL60, U937, OCI-AML3, NB4 and THP1 cell lines treated for 48 h with the indicated 
agents (A24, 10 µg/ml; DFO, 5 µM or DFX, 3 µM; mean ± SEM, n=4).  (b) Flow 
cytometry analysis of the expression of CD14 and CD11b. A24-treated cells are 
represented by the continuous bold green line, whereas DFO- or DFX- and VD-
treated cells are represented by the continuous bold blue line and discontinuous thin 
line, respectively. One representative overlay of three independent experiments is 
shown. The filled histograms represent staining with the isotype control antibody. (c) 
MGG-stained cytospins. U937 cells: the control cells show an immature phenotype 
with a high nucleus-to-cytoplasm ratio and a hyperbasophilic cytoplasm. In contrast, 
A24- or iron chelator (DFO and DFX) treated cells show a decreased nucleus-to-
cytoplasm ratio, the loss of cytoplasm basophilia and irregular cytoplasmic contours, 
all characteristics that are typical of mature monocytes. These results are similar to 
the positive control (VD treatment). Scale bar, 10µm. Magnification: x 630. (d) non-
specific esterase (NSE)-stained cytospins of HL60 cell line treated for 72 with 
indicated agents (VD, 250 nM; A24, 10 µg/ml; DFO, 5 µM or DFX, 3 µM). Scale bar, 
10µm, Magnification X630.    
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Supplementary figure 2. Cellular differentiation in duced by VD and ATRA is not 
iron dependent 
(a) CD14 expression in HL60 cells treated with ATRA (continuous bold red line) or 
VD (continuous bold purple line) in the presence or absence of 5 µM FeCl3 
(discontinuous thin line) for 72 h. The filled histograms represent staining with the 
isotype control antibody. One representative experiment of three experiments is 
shown. 
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Supplementary figure 3. Detection of intracellular labile iron pool (LIP) and ROS 
in AML cells  
(a) Time-course analysis of decreased LIP in cells treated with iron chelators. HL60 
cells were labeled with calcein-AM, washed and treated or not with A24 (10µg/ml), 
DFX (3 µM)  and DFO (5 µM)  for the indicated periods of time. Increased calcein-AM 
fluorescence indicated decreasing LIP in treated cells relative to untreated cells. (b) 
Calcein-AM fluorescence intensity (mean fluorescence) of HL60 cells treated or not 
with A24 (10µg/ml), DFX (3 µM)  and DFO (5 µM) for 90 minutes. (c) Dose-response  
studies of calcein-AM labeling on HL60 cells exposed or not to the iron chelator DFX 
(3 µM). 
Long-lasting effect of iron chelators for inhibition of ROS production in HL60 cells  
(d) Time course flow cytometry analysis of ROS production. Cells were treated or not 
overnight in the presence of DFO (5 µM) or 1mM NAC. Cells were then labeled with 
DHR123 and ROS production was evaluated by exposure of cells to 5µM H202.  
Control cells (blue), NAC treated cells (brown) and DFO treated cells (red). One 
representative experiment is shown. (e) HL60 and OCI-AML3 cells were treated with 
increasing concentrations of DFO for 16h. Cells were then labeled with DHR123 for 
30 minutes at 37°C and relative ROS levels (MFI) we re evaluated by flow cytometry). 
(f) Relative ROS levels in NB4 and OCI-AML3 cells treated for 16h with ATO (5µM), 
PMA (5µM and DFX (3µM).   
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Supplementary Figure 4. Efficacy of micro RNA const ructs targeting c-JUN, 
JNK1 and JNK2.  
(a) CHO cells were transfected with miRNA scramble or miRNA targetingC-Jun as 
indicated. Three different constructs against C-Jun (a, b and c) were tested. Whole-
cell extracts were made 24h after transfection and analyzed by immunoblot, 
demonstrating decresead expression of C-Jun. HSC70 was used as loading control. 
One representative experiment is shown. (b) CHO cells were transfected with miRNA 
scramble or targeting JNK1 as indicated. Three different constructs against JNK1 (a, 
b and c) were tested. Whole-cell extracts were made 24h after transfection and 
analyzed by immunoblot, demonstrating the downregulation of JNK1. HSC70 was 
used as loading control. One representative experiment is shown.  
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Supplementary Figure 5. Determination of the Synerg ic vs additive effect of the 
combined DFO and VD, and A24 and VD therapies on ce ll differentiation.  
(a) HL60 cells were treated 72h with serial concentrations of DFO alone, VD alone or 
the combination at a fixed ratio (1:20 ratio of VD and DFO). CD14 expression was 
evaluated by flow cytometry. One representative experiment is shown. (b) The 
results are plotted by the median effect plot, i.e. log (Fa/Fu) with respect to log(D) for 
VD, DFO and the combination as described in material and methods section . The 
dose response is displayed as a linear regression line. One representative 
experiment is shown (c) HL60 cells were treated 72h with serial concentrations of 
A24 alone, VD alone or the combination at a fixed ratio (1:50 ratio of VD and A24). 
CD14 expression was  evaluated by  flow cytometry. One representative experiment 
is shown (d) The results are plotted by the median effect plot, i.e. log (Fa/Fu) with 
respect to log(D) for VD, A24 and the combination. The dose response is displayed 
as a linear regression line. One representative experiment is shown.  
 



128 

 

 

 
Supplementary figure 6. A24 and iron chelators do n ot synergize with ATRA to 
induce differentiation 
(a) Flow cytometric analysis of CD14 and CD11b expression on HL60 cells treated 
with 10 µg/ml A24, 5 µM DFO or 3µM DFX (continuous thin line), with 1µM ATRA 
(discontinuous thin line) or a combination of ATRA and iron-chelating agents 
(continuous bold line) for 72 h. The filled histograms represent staining with the 
isotype control antibody. One representative experiment of three is shown. 
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Supplementary figure 7. Anti-tumor effect of iron d eprivation combined with 
Vitamin D in Nude mice xenografted with AML cell li nes 
(a) Tumor size was measured at day 25  in HL60 xenografted mice. Individual tumor 
sizes are plotted. The bars represent the mean of each group (n=12 in the control 
group, n=14 in the DFO group and n=13 in the DFO+VD group).(b) Kaplan-Meier plot 
of the percentage of tumor-free mice among mice treated with vehicle (Control), VD 
(1µg intraperitonealy, twice per week), DF0 (20 mg/day intraperitonealy, five 
times/week) or the combination of VD+DFO after subcutaneous xenograft with OCI-
AML3 cells. The p value was determined using the log rank test. (c) Tumor size 
measured at day 24 in OCI-AML3 xenografted mice. (Mean±SD, n=8 in the control 
group, n=10 in the DFO group and n=10 in the DFO+VD group). 
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SUPPLEMENTARY TABLES  

Supplementary Table 1: List of the common genes ind uced by iron deprivation.  
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Sequence Name 
Accession 

Number 
Fold 

Change 
 

Sequence Name 
Accession 

Number 
Fold 

Change 

AF086044 AF086044 4,03 RETN NM_020415 2,07 

RGS1 NM_002922 3,91 PGDS NM_014485 2,05 

BI910665 BI910665 3,88 BF213738 BF213738 2,04 

RNASE4 NM_002937 3,84 IQCD NM_138451 1,99 

GPR34 NM_001097579 3,64 C19orf59 NM_174918 1,98 

KLHDC7B NM_138433 3,44 JAZF1 NM_175061 1,98 

RELB NM_006509 3,38 SULF2 NM_018837 1,95 

BCL3 NM_005178 3,36 CCL5 NM_002985 1,95 

ARID3B NM_006465 3,29 ANXA2 NM_001002857 1,94 

WIPI1 NM_017983 3,26 PMP22 NM_000304 1,92 

P2RX7 NM_002562 3,21 DOCK10 NM_014689 1,91 

SLC2A14 BC060766 3,16 ITGAM NM_000632 1,84 

PTX3 NM_002852 3,14 KDELC1 NM_024089 1,83 

TSHZ3 NM_020856 3,12 E2F8 NM_024680 1,82 

PSCDBP NM_004288 3,06 C18orf24 NM_001039535 1,78 

FLOT1 NM_005803 3,05 C1orf96 NM_145257 1,77 

ME1 NM_002395 3,03 TNFSF10 NM_003810 1,77 

JUN NM_002228 3,02 CD300A NM_007261 1,76 

CDRT4 NM_173622 2,92 ITGB2 NM_000211 1,61 

EMP1 NM_001423 2,83 CD74 NM_001025158 -1,75 

TREML2 NM_024807 2,82 DPY19L2P4 AK098759 -1,76 

ANKRD22 NM_144590 2,78 SLPI NM_003064 -1,87 

DDIT3 NM_004083 2,68 SESN3 NM_144665 -1,89 

CD70 NM_001252 2,67 F13A1 NM_000129 -1,94 

OSBPL11 NM_022776 2,65 LY75 NM_002349 -1,96 

CCNG2 NM_004354 2,64 AK026140 AK026140 -1,97 

CCNG2 NM_004354 2,62 UBE2E1 NM_003341 -1,98 

PPARG NM_138711 2,59 OPN3 NM_014322 -2,00 

CDKN2D NM_001800 2,58 IRF8 NM_002163 -2,03 

NFIL3 NM_005384 2,55 ALDOC NM_005165 -2,05 

PIP5K1B NM_003558 2,48 C5orf20 NM_130848 -2,07 

ARRDC3 NM_020801 2,48 AK001829 AK001829 -2,11 

RGS2 NM_002923 2,46 CSTF2T NM_015235 -2,11 

LRRC25 NM_145256 2,39 CHI3L1 NM_001276 -2,12 

FLOT1 NM_005803 2,37 GPR56 NM_201525 -2,16 

SORT1 NM_002959 2,36 AP1S3 NM_001039569 -2,18 

A_23_P57836 A_23_P57836 2,34 SLPI NM_003064 -2,23 

PIM1 NM_002648 2,34 CXorf21 NM_025159 -2,25 

CCPG1 AF011794 2,34 KIT NM_000222 -2,29 

MCTP1 AK025997 2,33 MIRHG1 BC040320 -2,38 

PCGF5 NM_032373 2,32 MS4A6A NM_152852 -2,39 

SLC26A11 NM_173626 2,32 MS4A6A NM_022349 -2,43 

TREML2 NM_024807 2,30 SLC2A5 NM_003039 -2,48 

NLRC4 NM_021209 2,27 PRG3 NM_006093 -2,62 

CCL2 NM_002982 2,25 PLD4 NM_138790 -2,65 

GAS7 NM_201433 2,24 CLC NM_001828 -2,65 

CD58 NM_001779 2,23 C20orf103 NM_012261 -2,72 

TMEM154 NM_152680 2,20 ROPN1L NM_031916 -3,14 

CD109 NM_133493 2,18 ROPN1L NM_031916 -4,22 

PPAP2A NM_176895 2,18 PRTN3 NM_002777 -4,30 

unknown A_32_P122492 2,15 DEFA3 NM_005217 -8,25 

PPP1R16B NM_015568 2,14 unknown A_32_P167111 -62,80  

TES NM_152829 2,09    
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Supplementary Table 2: Characteristics of AML patie nts in this study. 

 

 

Sex age FAB subtype  WBC (/mm3)  % blasts  Karyotype  

M 42 M4éo 6400 21 46,XY,t(16;16)(p13;q22)[17]/46,XY [3]  

M 79 M2/MDS 5000 6 
43,XY,-2,add(5)(q?31), -7,del(7)(q21), -13,-14,-16,-

17,+3 mar [11]  / 44,idem,+8 [3] / 46,XY [4] 

M 53 M1 4200 70 47, XY,+21[5]/46,XY[1 5] 

F 49 M5 160 000 77 46,XX[20] 

M 61 M1 21 000 91 46,XY,del(9)(q12q33) [16] / 46,XY [4]  

F 23 M5 200 000 98 46,XX,del(2)(q3?2),t(10;11)(p12;q23)  

F 59 M4 60 000 55 46,XX[20] 

M 36 M2 6000 55 failure  

M 51 M5 165 000 80 failure  

M 76 M2 28 000 19 46,XY[20] 

F 68 M2 112 000 90 46,XX[20] 

F 54 M2 24 000 16 46,XX[20] 

M 40 M2 9300 43 45,X,-Y,t(8;21)(q22;q22)  

M 66 M0 10 000 80 48,XY,?del(7)(q3?3q3?5),?del(20)(q1?2),+21,+21  

F 64 M1 27 400 85 81-92,XXXX[17] 
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Supplementary Table 3: List of genes controlled by both iron deprivation and 

Vitamin D. 

 

Sequence Name(s)  Accession number  

JUN NM_002228 

LRRC25 NM_145256 

RGS1 NM_002922 

SLC2A14 BC060766 

AF086044 AF086044 

ITGAM NM_000632 

PIP5K1B NM_003558 

C19orf59  NM_174918 

ANKRD22 NM_144590 

ME1 NM_002395 

ANXA2 NM_001002857 

TNFSF10 NM_003810 

SLC26A11 NM_173626 

GAS7 NM_201433 

SULF2 NM_018837 

CD300A NM_007261 

A_23_P57836 A_23_P57836 

PPARG NM_138711 

ITGB2 NM_000211 

KIT NM_000222 

F13A1 NM_000129 

LY75 NM_002349 

GPR56 NM_201525 

UBE2E1 NM_003341 

PLD4 NM_138790 

AK026140 AK026140 

MS4A6A NM_022349 

MS4A6A NM_152852 

CSTF2T NM_015235 

unknown  A_32_P167111 
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Supplementary Table 4: Sequences of the primers use d for RT-PCR. 

 

Gene Forward primer sequence  Reverse primer sequence  

HOXA10 5’- ggccccttccgagagcagca -3' 5’- tggacgctgcggctaatctc -3' 

MAFB 5’- atggagtatgtcaacgactt -3' 5’- cctcgaggtgtgtcttctgt -3' 

EGR1 5’- gagcagccctacgagcacct -3' 5’- tcatgctcactaggccactg -3' 

C-JUN 5’-cccccagcgtatctatatggaa -3' 5’-gctgtccctctccactgcaa -3' 

C-FOS 5’-atgagccttcctctgactcg -3' 5’-acgcacagataaggtcctcc -3' 

VDR 5’-ctgaccctggagactttgac-3' 5’-ttcctctgcacttcctcatc-3' 

Cathelicidin 5’- gcagtcaccagaggattgtgac -3' 5’-caccgcttcaccagccc -3' 

CYP24A 5’-tggcttcaggagaaggaaaa -3' 5’-accagggtgcctgagtgtag -3' 

PRTN3 5’-aggagctcaatgtcaccgt-3’ 5’-atgccatcacagatccaggg-3’ 

NE 5’-cgtgcagcgcatcttcgaa-3’ 5’-acgttggcgttgatggtgg-3’ 

SERPINB8 5’-cagaagttctataggcagagctgga-3’ 5’-tgcttcctgcactcttcagtgtct-3’ 

TREML2 5’-tctatgggttttggaagaagagaca-3’ 5’-tccaggtgggtcacgtgtag-3’ 
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3. Discussion des résultats et perspectives 

 

L’ensemble de ces résultats indiquent que l’homéostasie du fer intervient dans la 

différenciation myélo-monocytaire en favorisant son orientation vers le lignage monocytaire 

et agit en synergie avec la vitamine D. Les études de transcriptome sur la lignée HL60 nous 

ont orientés dans un premier temps vers l’implication de la voie de signalisation des 

MAPkinases dans ce phénomène, ce que nous avons confirmé par les expériences de 

surexpression et d’extinction de JNK. Concernant la synergie avec la vitamine D, nous avons 

montré ensuite que les chélateurs stabilisaient le VDR par sa phosphorylation et amplifiaient 

le signal médié par le VDR. Il manquait cependant un « déclencheur » commun à ces deux 

voies de signalisation, que nous avons identifié assez tardivement : les ROS. En effet, la 

plupart des expériences princeps de ce travail ont été réalisées avec la lignée HL60, dont les 

modifications du niveau de ROS sont très faibles après privation en fer, si bien que cette 

piste ne nous avait pas semblée majeure dans un premier temps. Ce n’est qu’en répétant les 

expériences sur d’autres lignées leucémiques que le rôle des ROS nous est apparu essentiel. 

Curieusement d’ailleurs, c’est la lignée leucémique promyélocytaire NB4 qui est la plus 

sensible aux variations de ROS en réponse à la privation en fer et dont nous observons, 

comme pour HL60,  la différenciation. Les leucémies promyélocytaires possédent déjà leur 

traitement différenciant dont l’efficacité n’est plus à démontrer, c’est pourquoi nous avions 

exclu dans un premier temps ce sous-type de leucémies de notre travail. Avec ces résultats, 

il nous semble désormais qu’il serait intéressant d’étudier les effets de la privation en fer sur 

les leucémies promyélocytaires. L’avantage de cette pathologie est que les modèles murins 

reproduisant la maladie humaine sont déjà bien établis et validés.  

Nous avons montré que la privation en fer agit en synergie avec la vitamine D pour induire la 

différenciation monocytaire des blastes leucémiques, ce qui permet d’utiliser la vitamine D à 

des doses où elle n’induit pas d’effets secondaires, notamment d’hypercalcémie. Ce travail 

pourrait donc remettre au goût du jour cette drogue dont les propriétés différenciantes ont 

été largement démontrées mais dont l’utilisation clinique a toujours posé problème. Nos 

résultats indiquent que la synergie entre la privation en fer et la vitamine D implique 

l’activation des MAPkinases, essentiellement JNK, et la signalisation du VDR (figure 24). 

Cependant, nous ne savons pas exactement à quelle étape a lieu la convergence de ces deux 

signaux et s’il n’existe pas une hiérarchisation temporelle de ces signaux. En effet, nous 

avons démontré que la privation en fer active les MAPkinases et augmente l’expression des 

facteurs de transcription C-Jun et C-Fos. Ces derniers forment des hétérodimères qui vont 

aller se fixer sur les sites AP1 présents dans les promoteurs des gènes codant le VDR et 

CD14. De plus, il existe dans la région promotrice du CD14 un site de fixation pour le facteur 

de transcription Sp1 avec lequel pourrait interagir la vitamine D
288,464

 (expliquant d’ailleurs 
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comment la vitamine D augmente l’expression du CD14 alors même qu’il n’y a pas de VDRE 

dans la région promotrice du gène codant CD14). La synergie d’augmentation d’expression 

du CD14 proviendrait donc de l’activation des sites AP1 et des sites Sp1. D’autre part, il a 

également été décrit un site AP1 dans la région promotrice du VDR. En activant les 

MAPkinases, la privation en fer peut donc augmenter la transcription du VDR, renforçant 

l’idée d’une synergie avec la vitamine D, d’autant plus que le VDR est ensuite stabilisé par sa 

phosphorylation, augmentée elle-aussi par la privation en fer. 

 

 

     

 

Figure 24 : Voies de signalisation impliquées dans la différentiation induite par la privation en fer 

en association avec la vitamine D (effets à court terme). Les interventions de la caséine kinase II et 

du facteur de transcription Sp1 n’ont pas été étudiées dans ce travail. 
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Il faut noter toutefois que ces effets attribués à la privation en fer résultent en fait du pic de 

ROS à court terme que provoquent les chélateurs de fer. Il semblerait au contraire que la 

vitamine D agit comme un antioxydant pour induire la différenciation
465

. A long terme, la 

privation en fer diminue le pool de fer intracellulaire et s’oppose à la formation des ROS, 

comme la vitamine D. Il nous reste donc à étudier le statut oxydatif global des cellules 

leucémiques traitées par l’association des chélateurs de fer avec la vitamine D et ses 

variations pendant la durée du traitement. Il est possible que la privation en fer, même en 

présence de vitamine D, déclenche très rapidement un pic de ROS, puis qu’elle agisse 

comme un antioxydant en diminuant le pool de fer intracellulaire et qu’elle finisse  donc par 

coopérer avec les effets antioxydants et pro-différenciants de la vitamine D. 

Une partie minoritaire de ce travail a été réalisée sur les progéniteurs issus de sang de 

cordon et nous a permis de montrer que l’homéostasie du fer jouait également un rôle dans 

la différenciation myéloïde non pathologique. Dans ces expériences, nous constatons que la 

privation en fer oriente l’engagement des progéniteurs vers le lignage monocytaire au 

détriment du lignage granuleux. Pour compléter cet aspect du travail, il nous semble 

important de déterminer à quel niveau la privation en fer, et toutes les conséquences que 

nous avons observées sur les lignées leucémiques, interviennent dans la différenciation 

hématopoïétique. En effet, nous ne savons pas si ce sont les cellules souches, les 

progéniteurs érythro-mégacaryocytaire-myéloïde commun ou les progéniteurs myélo-

monocytaires qui sont atteints par la privation en fer, ni même si toutes ces populations ne 

peuvent pas être atteintes en même temps. Nous nous demandons également si la privation 

en fer pourrait atteindre les cellules souches leucémiques. L’ampleur du travail pour 

répondre à ces questions ne nous a pas permis d’avancer sur ce sujet en même temps que 

nous étudiions la différenciation leucémique. De plus, nous nous sommes heurtés à un 

problème majeur : suite à des problèmes récurrents de contaminations virale et parasitaire 

de l’animalerie du laboratoire, tout élevage de souris immunodéficientes de type NOD/SCID 

ou NOG a été impossible. Il est évident que des modèles de xénogreffes chez ces souris sont 

nécessaires pour répondre à ces questions et nous ne désespérons pas de pouvoir 

commencer des expériences in vivo très prochainement.   
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DISCUSSION GENERALE 

 

1. Conséquences cellulaires de la perturbation de l’homéostasie du fer 

 

Du fait d’un taux de rechute important et d’une survie qui s’en trouve écourtée, 

l’amélioration des traitements contre les LAM reste un enjeu actuel majeur. La 

leucémogénèse des LAM est de mieux en mieux connue ce qui a permis la mise en œuvre de 

nombreux essais cliniques pour tester l’efficacité de nouvelles thérapeutiques ciblées. 

Pourtant, les études de transcriptome, de méthylome des LAM  et plus récemment le 

séquençage du génome entier nous montrent finalement que ce que nous connaissons de la 

biologie des LAM n’est qu’une infime partie d’un processus multi-oncogénique, si bien que 

les pistes thérapeutiques non explorées sont encore très nombreuses. 

 

1.1. Propriétés antitumorales de la privation en fer  

 

Notre travail a  permis de démontrer les propriétés anti-leucémiques de notre anticorps A24 

ciblant le RTf. Cet anticorps est donc capable d’inhiber la prolifération des cellules malignes 

dans plusieurs types d’hémopathie touchant le lignage T comme l’ATLL, le lignage B comme 

le lymphome du manteau et le lignage myéloïde comme les LAM.  Etant donné que les 

cellules tumorales expriment davantage de RTf que leurs homologues non tumorales, A24 

peut donc être considéré comme une nouvelle approche antitumorale ciblée. Cet anticorps 

est encore assez éloigné d’un usage thérapeutique mais ces résultats et ceux des études de 

sécurité d’administration réalisés chez le macaque sont tout à fait encourageants pour le 

développement d’un anticorps A24 humanisé. Il est clair qu’à l’heure actuelle, l’utilisation 

des chélateurs en thérapie anti-cancéreuse semble beaucoup plus avancée. 

Depuis les années 1990, l’équipe de Richardson avait décrit les propriétés anti-tumorales des 

chélateurs de fer dans plusieurs tumeurs solides. Ils avaient ainsi montré que ces propriétés 

n’étaient pas uniquement attribuables à la privation en fer mais plutôt étroitement reliées 

au potentiel redox de ces molécules. Depuis, ce laboratoire a développé de nombreuses 

nouvelles classes chimiques de chélateurs améliorant sans cesse leurs propriétés anti-

tumorales
466

. Il y a à peine quelques années, le chélateur de référence était encore le DFO 

dont l’administration en perfusion sous-cutanée est particulièrement contraignante. Depuis 

2005, il semble que l’arrivée sur le marché de l’EXJADE®, chélateur bien plus puissant que le 

DFO et administrable par voie orale, a donné un nouvel essor à la recherche de nouvelles 
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applications thérapeutiques des chélateurs de fer. Les essais cliniques utilisant les chélateurs 

de fer dans le cancer restent cependant pour l’instant peu nombreux. En novembre 2009, 

Novartis a débuté un essai clinique de phase III aux Etats-Unis (essai TELESTO) comparant le 

deferasirox à un placebo dans le traitement des MDS de bas grade et de grade intermédiaire 

avec surcharge en fer. L’objectif primaire de l’essai TELESTO est d’évaluer la survie sans 

évènement chez environ 700 patients. Il semble qu’il n’existe aucun essai similaire en Europe 

que ce soit dans le traitement des tumeurs solides ou des hémopathies malignes. 

Notre étude a montré que la privation en fer induite soit par A24 soit par les chélateurs 

provoque l’arrêt de prolifération et l’apoptose des cellules de LAM. En 2009, une équipe 

japonaise a publié ses résultats sur les effets du DFX sur 3 lignées leucémiques, HL60, U937 

et K562, et sur les blastes primaires issus de 4 patients
467

. De manière similaire à notre 

étude, cette équipe montre que le DFX induit l’apoptose des cellules de LAM. De plus, 

l’administration de DFX à des souris nude xénogreffées avec la lignée U937 diminue la taille 

des tumeurs mais ne prolonge pas la survie des souris de manière significative, ce qui est 

totalement en accord avec ce que nous montrons en utilisant le DFO et la lignée HL60. Dans 

cette étude, le DFX semble augmenter l’expression de REDD1, qui inhibe la phosphorylation 

de mTOR et de p70S6 kinase (S6K). La voie mTOR est activée de manière constitutive dans 

les LAM où elle favorise la prolifération. Il est donc très intéressant de constater que le DFX 

permet d’inhiber cette voie. Il faut cependant noter que dans cet article, aucune expérience 

ne prouve que l’arrêt de prolifération des cellules de LAM par le DFX est du à l’inhibition de 

mTOR. D’autre part, les résultats in vitro de cette équipe sont surprenants car obtenus à des 

concentrations de chélateur 10 fois supérieures à celles que nous utilisons.  Nous n’avons 

pas regardé dans notre modèle si A24, DFO ou DFX inhibent la phosphorylation de mTOR et 

de S6K. Plusieurs publications ont montré l’intérêt de cibler cette voie dans les LAM en 

insistant sur le fait que tout l’axe PI3K/AKT/mTOR doit être inhibé pour éviter d’activer des 

voies de signalisation alternative
468

. En effet, la rapamycine qui inhibe uniquement mTORC1 

a donné des résultats assez décevants car son effet était contrecarré, entre-autre,  par 

l’activation plus importante de PI3K par une boucle de régulation passant par IGF1
469

. 

Récemment, la même équipe a montré que la voie mTOR pouvait également être activée par 

les Pim kinases
470

. De plus, dans une publication récente, il a été montré que la vitamine D 

induit la différenciation des cellules HL60 en diminuant l’expression d’AKT et les interactions 

AKT/raf-1
471

. Il s’en suit alors l’activation de la voie de signalisation Raf/MEK/ERK/MAPK dont 

le rôle dans l’induction de la différenciation n’est plus à démontré. Il serait intéressant 

d’étudier les effets précis des chélateurs et de la vitamine D sur l’axe PI3K/AKT/mTOR pour 

renforcer l’intérêt thérapeutique de cette association dans les LAM. 
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1.2. Privation en fer et différenciation cellulaire 

 

Il y a quelques années, l’équipe de Schwarzer a montré que REDD1 est un gène de réponse 

au stress dont l’expression est fortement induite par l’hypoxie après activation de la voie 

PI3kinase (phosphatidylinositol-3-kinase)
472

. Il n’est donc pas étonnant que le DFX augmente 

l’expression de REDD1 puisque les chélateurs miment l’hypoxie. En effet, le fer est 

indispensable au bon fonctionnement des enzymes qui hydroxylent HIF-1α et l’orientent 

vers la dégradation par le protéasome. En présence de chélateur, le fonctionnement de ces 

enzymes est altéré, HIF-1α  n’est plus dégradé et donc sa concentration cellulaire augmente.  

HIF-1α est un facteur de transcription dont l’expression est étroitement régulée par 

l’oxygène. Il forme avec HIF-β, dont l’expression est constitutive, un hétérodimère qui va 

permettre aux cellules de s’adapter à l’hypoxie en régulant les gènes impliqués dans le 

métabolisme du glucose, la prolifération, le pouvoir métastasique et l’angiogénèse. Dans la 

plupart des modèles de tumeurs solides, l’expression de HIF est délétère car la voie HIF 

favorise la croissance tumorale et son inhibition provoque la suppression de la tumeur. En 

oncologie, des taux élevés de HIF chez les patients cancéreux sont d’ailleurs associés à un 

mauvais pronostic
473

. L’augmentation de HIF-1α provoquée par les chélateurs pourrait donc 

être délétère en situation tumorale. Pourtant, la plupart des études utilisant les chélateurs 

de fer montrent que leurs propriétés anti-tumorales dues à l’inhibition de la ribonucléotide 

réductase indispensable à la synthèse d’ADN l’emportent sur leurs propriétés pro-

prolifératives et pro-angiogéniques puisqu’une réduction tumorale est observée
466

.  

Dans les leucémies, L’équipe de Chen GQ, essentiellement, a réalisé plusieurs travaux 

étudiant les conséquences de l’augmentation de HIF après exposition de cellules 

leucémiques au DFO ou au chlorure de cobalt (CoCl2). Initialement, cette équipe a montré 

que ces deux drogues induisent, à forte concentration, l’apoptose des lignées leucémiques 

U937 et NB4, objectivée par la perte du potentiel transmembranaire mitochondrial, 

l’activation des caspases 3 et 8 et le clivage de la protéine anti-apoptotique Mcl-1 
474

. Cette 

même équipe a montré qu’à faible concentration le DFO induit la différenciation des lignées 

U937 et NB4. Cette différenciation est dépendante de HIF puisque la surexpression de HIF 

par transfection dans la lignée U937 augmente l’expression du CD11b et la capacité de 

réduction du bleu de nitrazolium. En 2005, ils avaient déjà observé que le DFO peut agir en 

synergie avec le trioxyde d’arsenic pour induire la différenciation de NB4 objectivée par 

l’expression de CD11b sans capacité à réduire le bleu de nitrazolium
475

. Ils remarquaient 

d’ailleurs que l’association CoCl2 et As2O3 était beaucoup plus efficace que l’association 

DFO et As2O3 pour induire la différenciation granuleuse. Ils constataient aussi que 

l’association As2O3 et DFO ou CoCl2 était incapable d’induire l’augmentation de HIF et donc 

la différenciation de la lignée U937, sauf si cette lignée était transfectée avec le transcrit de 

fusion PML-RARA. Ces observations vont toutes dans le sens d’une différenciation 

granuleuse puisque les auteurs regardent l’expression du CD11b et la réduction du bleu de 
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nitrazolium. De même, il faut remarquer que la lignée U937 ne devient sensible à la 

différenciation que lorsqu’elle exprime le transcrit PML-RARA qui va l’orienter vers la 

différenciation granuleuse. Plus récemment, ils ont montré que la surexpression de HIF par 

transfection dans les lignées NB4 et U937 permet de voir une synergie de différenciation 

avec l’ATRA
476

 mais ils n’ont pas réalisé d’expérience utilisant le DFO pour induire HIF en 

association avec l’ATRA. Dans notre étude, l’association du DFO ou du DFX avec l’ATRA 

n’induit pas de synergie de différenciation granuleuse dans la lignée HL60. Il semble au 

contraire que la privation en fer s’oppose à la différenciation granuleuse en diminuant 

l’expression du CD11b induite par l’ATRA. A l’opposé, nous montrons que la privation en fer 

associée à la vitamine D favorise la différenciation monocytaire de la lignée HL60 et même 

de la lignée NB4 pourtant vouée à se différencier en neutrophiles matures. Nous pensons 

donc que l’induction de HIF est un facteur déterminant pour la différenciation granuleuse 

dans un environnement propice à cette différenciation (lignée NB4 déterminée vers le 

lignage granuleux, lignée U937 orientée vers le lignage granuleux par surexpression du 

transcrit PML-RARA) mais qu’il n’est probablement pas le responsable unique et direct de la 

différenciation monocytaire que nous observons. C’est pourquoi nous avons orienté nos 

recherches vers un mécanisme différent de l’induction de HIF pouvant expliquer les effets 

des chélateurs de fer sur la différenciation monocytaire. 

 

1.3. Les ROS dans l’hématopoïèse 

 

Les chélateurs possèdent des propriétés antiprolifératives dues à leur capacité à inhiber la 

ribonucléotide réductase mais également à la production de ROS. Nous avons vu dans 

l’introduction que l’état oxydatif des cellules est un équilibre précaire où les ROS sont 

naturellement produits et pris en charge par différents systèmes enzymatiques afin d’être 

éliminés. Leur effet délétère n’apparait que lorsqu’ils sont produits en excès et dépassent la 

capacité des cellules à les prendre en charge. D. Richardson a bien décrit que les propriétés 

pro-apoptotiques des chélateurs de fer ne sont pas corrélées à leur plus grande capacité à 

chélater le fer. D’ailleurs, in vitro, la triapine possède une grande capacité anti-proliférative 

alors que cette molécule est un chélateur médiocre. La même équipe a montré que les 

analogues de PKIH ont les mêmes propriétés anti-prolifératives qu’ils soient liés ou non au 

fer. En effet, les analogues de PKIH ayant chélaté un atome de fer possèdent une grande 

activité redox car ils peuvent interagir avec le peroxyde d’hydrogène et participer à la 

réaction de Fenton produisant les ROS les plus actifs et dangereux. Les propriétés pro-

apoptotiques des analogues de PKIH sont augmentées par la superoxyde dismutase (qui 

favorise la production de H2O2) alors qu’elles sont diminuées en présence de catalase (qui 

détoxifie H2O2) ce qui souligne le rôle de H2O2 dans ce phénomène
477

. Depuis quelques 

années, il a été montré que les ROS participent à un certain nombre de voies de signalisation 
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et n’ont donc pas que des effets dangereux pour les cellules. D’ailleurs, le peroxyde 

d’hydrogène est un ROS « non toxique » qui le devient en présence d’un excès de fer. Parmi 

les processus physiologiques dans lesquels les ROS pourraient être impliqués figure 

justement la différenciation. Peu de publications sont disponibles à l’heure actuelle, mais il 

semble que le fer et les ROS participent à des processus de différenciation 

hématopoïétiques. 

Récemment, l’équipe de K.A. Ishii a montré le rôle des ROS dans l’activation des ostéoclastes 

et la résorption osseuse
478

. Ces processus peuvent être rapprochés de l’hématopoïèse dans 

la mesure où les ostéoclastes sont des cellules géantes multinucléées qui sont issues d’un 

progéniteur hématopoïétique appartenant au lignage monocytaire-macrophagique. En effet, 

les macrophages de la moelle osseuse se différencient en pré-ostéoclastes qui vont ensuite 

fusionner pour donner des ostéoclastes matures multinucléés sous l’influence de deux 

cytokines essentielles, le M-CSF et le RANKL (receptor Activator of Nuclear factor-ĸB Ligand), 

cytokine de la famille du TNF (Tumor Necrosis Factor). Les ostéoclastes sont responsables de 

la résorption osseuse, processus naturel participant à l’équilibre phospho-calcique, mais qui 

peut être augmenté de manière pathologique au cours de l’ostéoporose ou des métastases 

cancéreuses. Ces cellules multinucléées doivent secréter de l’acide de manière intense et 

soutenue via une pompe à protons pour dégrader l’hydroxy-apatite dont sont formés les os. 

Ce processus entraine une forte consommation énergétique et de ce fait, ces cellules 

contiennent de nombreuses mitochondries. Jusqu’à lors, on ne savait pas comment la 

biogénèse des mitochondries pouvait être corrélée à la différenciation et donc l’activation 

des ostéoclastes.  Cette équipe a montré que les besoins en fer des ostéoclastes sont 

augmentés lors de ce processus. Par le système de régulation IRE/IRP, l’expression du TfR1 

est augmentée à la surface des cellules. L’apport de fer qui en découle facilite la respiration 

mitochondriale et surtout, permet la synthèse de ROS. Ces ROS sont responsables de 

l’augmentation d’expression du facteur de transcription PGC-1β qui lui-même augmente la 

biogénèse mitochondriale et participe à l’activation des ostéoclastes. L’apport de N-Acétyl-

cystéine (NAC), antioxydant s’opposant à la formation des ROS, inhibe ce processus, de 

même que le DFO, soulignant le rôle essentiel des ROS et du fer dans la résorption osseuse. 

Ce mécanisme pourrait tout à fait expliquer pourquoi les patients thalassémiques, ayant 

donc une surcharge en fer, ont une résorption osseuse accélérée et encourage 

l’administration de chélateurs de fer chez ces patients. 

Il semble que les ROS jouent également un rôle dans la signalisation des cytokines 

impliquées dans l’hématopoïèse. En effet, l’interleukine 3 (IL3) et l’erythropoïétine (EPO) 

stimulent leur récepteur couplé à la tyrosine kinase jak2 qui phosphoryle les résidus tyrosine 

de ce récepteur et induit l’activation des voies de signalisation STAT5, PI3K/AKT et 

Ras/MEK/ERK. En 2006, une équipe japonaise a rapporté que dans la lignée 32Dcl3, ces deux 

cytokines provoquent une augmentation rapide et transitoire (pic à 30 minutes) puis une 

augmentation plus tardive et progressive des ROS. La présence de NAC inhibe la 
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phosphorylation de STAT5, d’AKT, de MEK et d’ERK démontrant que les ROS sont nécessaires 

à l’activation de ces voies
479

. Le traitement des cellules par un excès d’H2O2 a l’effet opposé. 

Les mêmes observations ont été faites sur les lignées MO7e (lignée leucémique 

mégacaryoblastique) et TF1 (lignée leucémique érythroleucémique). Ces cellules passent de  

l’état quiescent à la mise en cycle lorsqu’elles sont stimulées par le  GM-CSF, le SCF ou la TPO 

qui induisent un pic de ROS. H2O2 provoque de manière dose-dépendante la 

phosphorylation des tyrosines de plusieurs protéines impliquées dans la signalisation de ces 

facteurs de croissance alors que le PDTC (antioxydant) s’oppose  à cet effet
480

. D’autre part, 

ces cytokines induisent la même production de ROS lorsque les cellules sont déplétées en 

ADN mitochondrial, suggérant que ces effets ne dépendent pas des mitochondries
479

. Nous 

avons réalisé les mêmes observations en traitant les lignées leucémiques HL60, OCI-AML3, 

NB4, THP1 et U937 par les chélateurs de fer, qui en induisant à court terme la production de 

ROS provoquent la différenciation cellulaire. Le traitement de ces lignées par le NAC ou le 

PDTC empêche l’induction de cette différenciation. 

Il y a quelques mois à peine, et de manière tout à fait cohérente avec nos travaux, E. Owusu-

Ansah et U. Barnejee ont montré le rôle important des ROS dans l’engagement et la 

différenciation myéloïde des progéniteurs hématopoïétiques de la drosophile
481

. Il est connu 

que l’hématopoïèse de la drosophile et celle des vertébrés sont très proches et au cours des 

différents stades de différenciation larvaire de la drosophile, les cellules souches 

hématopoïétiques s’engagent vers le stade de progéniteurs qui vont se différencier en 

cellules fonctionnelles matures. Les plasmatocytes, les cellules à cristaux et les lamellocytes 

constituent l’équivalent de notre lignage myéloïde. Les cellules souches expriment 

naturellement peu de ROS et les auteurs montrent que l’engament des cellules souches vers 

les progéniteurs est corrélé à la survenue d’un pic de ROS qui s’éteint progressivement à 

mesure que les cellules se différencient. Quand la production de ROS est inhibée dans les 

progéniteurs, leur différenciation est retardée alors que l’augmentation des ROS par 

inhibition de la superoxyde dismutase favorise la différenciation. De même, l’inhibition de la 

chaine respiratoire mitochondriale, qui augmente le niveau de ROS, provoque la 

différenciation prématurée de tous les progéniteurs quel que soit le stade larvaire où elle 

intervient. Etant donné que plusieurs publications ont montré que les ROS activent la voie de 

signalisation JNK, les auteurs ont regardé si cette voie n’était pas impliquée dans les 

phénomènes de différenciation qu’ils observent. Effectivement, chez la drosophile 

l’élévation du niveau de ROS provoque l’activation de JNK qui est responsable de la 

différenciation. L’interruption de la chaine respiratoire mitochondriale associée à un 

dominant négatif de JNK produit une élévation des ROS sans induire de différenciation 

démontrant bien que l’activation de JNK a lieu en aval des ROS et qu’elle est indispensable à 

la différenciation. Enfin, dans plusieurs systèmes et organismes, les effecteurs de JNK sont le 

facteur de transcription FoxO, dont l’expression est augmentée, et les facteurs Polycomb, 

dont l’activité est diminuée. Par un système de gènes rapporteurs, les auteurs observent que 

l’augmentation des ROS induit via l’activation de JNK, l’augmentation d’expression de FoxO 
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et la down-régulation de Polycomb. Ceci aboutit à un phénotype de différenciation myéloïde 

complète où FoxO est responsable de l’augmentation des plasmatocytes et des cellules à 

cristaux tandis que la répression des Polycomb favorise l’augmentation des lamellocytes. Il 

est important de souligner que le progéniteur hématopoïétique de la drosophile est 

beaucoup plus proche du progéniteur myéloïde commun que de la cellule souche chez 

l’Homme.  

On ne sait pas actuellement si, chez l’Homme comme chez la drosophile, un pic de ROS est 

nécessaire à l’engagement des progéniteurs vers la différenciation myéloïde. En 2007, il a 

été rapporté que le niveau de ROS des progéniteurs myéloïdes est bien supérieur à celui 

observé dans les cellules souches
482

. Dans cette publication S. Tothova utilise des souris dont 

l’expression des facteurs de transcription FoxO a été invalidée dans le système 

hématopoïétique et observe la diminution des cellules souches hématopoïétiques. Le défaut 

de FoxO dans les CSH provoque leur épuisement par « excès » de mise en cycle et induit leur 

apoptose et est responsable d’une augmentation aberrante du niveau de ROS favorisant 

l’instabilité génomique et l’acquisition d’événements oncogéniques. L’ajout de l’antioxydant 

NAC restaure la quiescence et la survie des CSH soulignant le rôle délétère des ROS dans le 

maintien de ces propriétés essentielles. Dans les progéniteurs, qu’ils soient sauvages ou 

invalidés pour les FoxO, le niveau de ROS est élevé, laissant supposer un rôle physiologique 

de cet état oxydatif à ce moment de la différenciation hématopoïétique. On peut souligner 

que, physiologiquement, les facteurs de transcription FoxOs sont phosphorylés directement 

par AKT ce qui entraine leur exclusion nucléaire et leur dégradation. Dans les leucémies et 

les lymphomes, de nombreux oncogènes tels que FLT3-ITD, les transcrits de fusion BCR-ABL 

ou NPM-ALK augmentent la prolifération et la survie cellulaire via l’activation de la voie de 

signalisation PI3kinase/AKT et la diminution des FoxO
483-485

. Il a été montré récemment dans 

un modèle murin que la seule activation d’AKT favorise la mise en cycle et la diminution des 

CSH et aboutit au développement d’une leucémie
486

. La rapamycine, en inhibant mTOR, 

restaure les propriétés d’autorenouvellement des cellules souches et prolonge la survie des 

souris. Cette observation est un argument de plus pour nous inciter à explorer les relations 

entre l’axe PI3K/AKT/mTOR et la modulation de l’état oxydatif des cellules leucémiques par 

les chélateurs. 

Une publication récente a également montré l’importance du rôle de BM1-1 dans le 

maintien des capacités  d’auto-renouvellement des cellules souches hématopoïétiques en 

s’opposant à l’effet des ROS
487

. Nos travaux sur les lignées leucémiques montrent qu’aux 

doses où nous les utilisons, les chélateurs de fer induisent une production de ROS à court 

terme qui provoque leur différenciation. D’autre part, ces mêmes doses de chélateurs sont 

capables d’orienter les progéniteurs de sang de cordon vers la différenciation monocytaire 

en présence de cytokines. Il nous reste à déterminer si ce phénomène est lui-aussi 

dépendant des ROS et si la chélation en fer peut à elle-seule provoquer l’engagement des 

progéniteurs de sang de cordon dans la différenciation.  
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Plus proche encore de notre travail, le rôle des ROS a été récemment abordé dans la 

différenciation des lignées leucémiques HL60 et U937 induite par le TPA. Le TPA est un agent 

différenciant utilisé depuis de nombreuses années pour induire la différenciation 

macrophagique des lignées leucémiques. En 2009, l’équipe de Yamamoto a montré que le 

traitement de la lignée U937 par le TPA induit la production de ROS qui sont responsables de 

la différenciation de la lignée puisque leur inhibition par le NAC empêche la différenciation 

(mise en évidence dans cet article par l’augmentation d’expression du CD11b et par les 

propriétés de phagocytose)
488

. De plus, le TPA provoque des variations d’expression des 

enzymes antioxydantes. L’expression de la catalase, qui est responsable de la transformation 

de H2O2 en H2O et O2 est diminuée tandis que l’expression de la superoxyde dismutase 

dépendante du manganèse, qui catalyse la transformation des superoxydes (O2
-
) en H2O2 et 

O2, est augmentée. Le niveau de la superoxyde dismutase dépendante du cuivre et du zinc et 

de la glutathion dismutase, qui détoxifie H2O2 en utilisant le glutathion, ne varient pas. Le 

rôle essentiel de H2O2 dans ce processus de différenciation est souligné par le fait que le 

traitement des cellules U937 par la catalase inhibe la différenciation induite par le TPA. De la 

même manière, le TPA provoque la différenciation macrophagique de la lignée HL60 alors 

que la lignée HP100-1, variant de HL60 surexprimant la catalase, est résistante au TPA. Le 

traitement des cellules U937 par la superoxyde dismutase empêche l’augmentation du 

CD11b mais ne parvient pas à inhiber les propriétés de phagocytose. La catalase et la 

superoxyde dismutase sont deux enzymes qui détoxifient les ROS mais Il semble que la 

différence de leurs effets sur la différenciation provienne du fait que H2O2 est un ROS 

diffusible, que la catalase peut détoxifier même en extracellulaire alors que O2
-
 n’est pas 

atteint par l’apport extracellulaire de superoxyde dismutase (SOD). Le rôle de chacun de ces 

ROS dans la différenciation macrophagique reste en outre à préciser. Plusieurs études ont 

montré que les macrophages produisent des ROS grâce à la NAPDH oxydase
489,490

. D’autre 

part, le TPA est capable d’activer la NAPDH oxydase via l’activation de la PKC
491

. Dans cette 

publication, la différenciation macrophagique induite par le TPA semble donc due à 

l’augmentation de production des ROS par activation de la PKC et de la NAPDH oxydase, à la 

diminution de la catalase qui dégrade H2O2 et à l’augmentation de SOD qui transforme les 

superoxydes en H2O2. Cette observation est tout à fait cohérente avec ce que nous 

observons lorsque nous traitons les lignées leucémiques avec des chélateurs de fer. Il reste à 

déterminer dans de prochaines expériences si les chélateurs de fer activent la PKC.  

Ces résultats semblent en contradiction avec un certain nombre d’études montrant que les 

antioxydants favorisent la différenciation cellulaire. En effet, l’équipe de Studzinski a montré 

à plusieurs reprises que des antioxydants agissent en synergie avec la vitamine D3 pour 

induire la différenciation
465,492

. De même, une équipe a montré que le diéthylmaléate, un 

agent oxydant, s’oppose à la différenciation de la lignée HL60 induite par la PMA
493

. 

Pourtant, des agents différenciants comme l’acide butyrique et le béta-lapachone agissent 

en produisant des ROS
494,495

. Il faut noter aussi que la vitamine D est anti-oxydante dans la 

lignée HL60 mais est pro-oxydante dans les cellules de cancer du sein
496

. Le rôle des ROS 
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dans la différenciation n’est donc pas encore clairement élucidé. Il apparaît que tous les 

agents différenciants ne sont pas des inducteurs de ROS. Ceux qui le sont n’induisent pas le 

même type de ROS et  tous les  ROS n’ont pas le même effet en fonction du type cellulaire. Il 

est aussi quasi certain que d’autres modifications de l’environnement cellulaire sont 

impliquées dans les phénomènes de différenciation. D’après ces différentes publications et 

nos observations, nous pensons qu’un pic de ROS est nécessaire pour engager la cellule 

souche vers la différenciation mais ces ROS étant toxiques, des mécanismes de régulation 

sont ensuite mis en place pour en diminuer leur concentration et permettre aux cellules de 

se différencier au lieu de rentrer en apoptose. D’ailleurs, nous montrons bien qu’à long 

terme, les chélateurs de fer inhibent la production de ROS et, si la vitamine D est bien anti-

oxydante dans les cellules hématopoïétiques, cette combinaison d’agent anti-oxydant ne 

peut que favoriser la différenciation. Il nous reste à étudier plus en détails l’état oxydatif des 

cellules leucémiques et des progéniteurs hématopoïétiques sains traités par l’association des 

chélateurs de fer et de la vitamine D pour valider cette hypothèse.  

 

1.4. Différenciation et microARN 

 

Depuis quelques années, le rôle des microARN  (miR) dans l’hématopoïèse est exploré de 

manière intensive. Ces ARN non codants d’une vingtaine de paires de bases agissent par 

homologie de séquence et inhibent la traduction des ARN messagers ou, comme les ARN 

interférents, peuvent induire leur dégradation. Le premier miR a été identifié en 1993 chez 

le nématode C. Elegans par une équipe qui tentait de décrypter les mécanismes moléculaires 

régissant le développement de cet organisme modèle. Les gènes codant pour ces ARN sont 

soit dispersés, soit regroupés dans des régions intergéniques ou, plus rarement, présents 

dans des introns de gènes codant pour des protéines.  Chez C. Elegans, le taux de miR peut 

varier de 1000 à 50 000 molécules par cellule. Chez les mammifères, plus de 400 ARNm 

cibles ont été identifiés
497

. En hématopoïèse, ils sont notamment impliqués dans la 

différenciation. Par exemple, le miR-181 est retrouvé dans les cellules du lignage lymphoïde 

B et il semble être un régulateur positif de cette orientation puisque l’expression forcée du 

miR-181 dans des cellules souches hématopoïétiques murines augmente le nombre de 

cellules lymphoïdes B in vitro et in vivo
498

. Ce même miR181 voit son expression diminuée 

par la vitamine D dans les lignées HL60 et  U937, dans lesquelles il régule l’expression de p27 

et de p21 ce qui favorise l’arrêt du cycle cellulaire préalable à la différenciation
499

. Le miR-

223 est un acteur important de la différenciation granuleuse où il est transcriptionnellement 

actif sous l’effet de C/EBPα
500

. Ainsi, dans les LAM porteuses de la t(8;21) produisant la 

protéine de fusion AML1-ETO, on observe une inactivation épigénétique du gène codant 

miR-223 par la protéine chimère
501

.  L’expression du miR-223 est significativement 

augmentée par l’ATRA dans les lignées et les cellules primaires de leucémie aigüe 
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promyélocytaire
502

. A l’inverse, peu de miR sont connus pour bloquer la différenciation 

myélo-monocytaire. P. Brousset a toutefois observé que dans des LAM et des MDS 

porteuses de la rare t(2;11), alors même que les gènes impliqués dans cette translocation ne 

sont pas connus, c’est la surexpression du miR-125-b-1 qui provoque un blocage de 

maturation
503

. Il existerait pour ce même miRNA un site de fixation dans la région 3’ non 

traduite de l’ARN messager du VDR suggérant que le niveau de VDR est down-régulé en 

présence du miR-125b
504

.  Dans une publication récente, D.G. Schaar a montré que le TPA 

(12-O-tetradecanoylphorbol-13-acétate), qui provoque la différenciation monocytaire de la 

lignée HL60, induit l’expression du  miR-320 ciblant le RTf
505

. L’introduction de ce miR dans la 

lignée de carcinome pulmonaire A549 inhibe la prolifération cellulaire et est abolie par 

l’ajout de fer soluble dans le milieu de culture. Cette étude ne montre pas si la diminution 

d’expression du RTf par surexpression du miR-320 induirait la différenciation.  Nous avons 

dessiné un miR ciblant le RTf mais les difficultés de transfection de la lignée HL60 nous 

empêche pour l’instant de répondre à cette question. Aucune étude actuellement n’a 

montré l’induction ou la répression de miR par les chélateurs de fer dans les cellules 

hématopoïétiques. Il serait intéressant d’y trouver des miR impliqués dans la différenciation 

et, comme nous l’avons fait pour le transcriptome, nous pourrions comparer le profil de 

miRNA induits par la privation en fer à celui induit par la vitamine D.  

 

1.5. Privation en fer et éradication des cellules souches leucémiques 

 

Outre leurs propriétés différenciantes, les chélateurs de fer pourraient avoir la capacité 

d’éradiquer les cellules souches leucémiques. En effet, une équipe américaine a réalisé un 

screening a grande échelle de molécules non brevetées afin d’identifier de nouvelles 

drogues anticancéreuses du fait de leur capacité à inhiber l’expression de la survivine sans 

provoquer la mort de cellules HeLa
506

. Parmi les 4800 molécules testées, le ciclopirox était la 

seule à avoir rempli ces deux conditions. Le ciclopirox avait été développé pour ses 

propriétés antifongiques mais n’avait jamais été exploité. Cette équipe montre que le 

ciclopirox est capable in vitro d’induire l’apoptose de plusieurs lignées leucémiques et de 

blastes issus de patients atteints de LAM. Il agit également sur des progéniteurs 

indifférenciés issus de sang de cordon transduits avec les transcrits de fusion ML-ENL ou TLS-

ERG dont les caractéristiques sont très proches des cellules souches. In vivo, le ciclopirox 

abolit la prise de greffe de cellules primaires de LAM dans les souris NOD/SCID indiquant son 

efficacité à éradiquer les cellules souches leucémiques. Aux concentrations où il exerce ses 

effets antileucémiques, le ciclopirox n’induit qu’une faible inhibition de clonogénicité sur les 

progéniteurs hématopoïétiques sains.  Les auteurs démontrent que cette molécule agit en 

inhibant la ribonucléotide réductase grâce à ses propriétés de chélation du fer 

intracellulaire. La surexpression de la sous-unité R2 de la ribonucléotide réductase et 
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l’apport de fer intra-cellulaire inhibent les effets du ciclopirox. Enfin, cette molécule agit en 

synergie avec la cytarabine, chimiothérapie de référence dans le traitement des LAM. Les 

auteurs concluent en disant que le ciclopirox devrait être proposé pour le traitement des 

hémopathies malignes réfractaires. Cette molécule est semblable à un chélateur de fer 

intracellulaire tel que le DFX et cette étude va donc dans le même sens que nos résultats. 

Nous ne savons pas quel pourrait être l’effet des chélateurs de fer sur l’éradication des CSL. 

Pour répondre à cette question, il faudrait greffer des souris immunodéficientes avec des 

cellules primaires de patients atteints de LAM et évaluer l’effet du traitement par chélateur 

sur la capacité de transplantation de la maladie lors de greffes sériées. Des difficultés 

d’élevage des souris NOG nous ont empêchés de réaliser toute expérience de greffe de 

cellules primaires.  
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2. Intérêts de la chélation en fer dans les hémopathies malignes 

 

D’un point de vue moins fondamental, les chélateurs de fer sont utilisés depuis de 

nombreuses années pour le traitement des surcharges en fer dans les hémochromatoses et  

les thalassémies et plus récemment dans les myélodysplasies. Un certain nombre 

d’observations cliniques sont en faveur d’un effet délétère de la surcharge en fer dans ces 

pathologies. Les études sont peu nombreuses dans les LAM mais les observations faites dans 

les MDS nous laissent penser que  les indications des chélateurs de fer pourraient être 

étendues aux leucémies. 

 

2.1. Origines de la surcharge en fer chez les patients myélodysplasiques 

 

La principale cause de surcharge en fer chez les patients MDS est la transfusion de culots 

globulaires pour corriger l’anémie. L’inefficacité de l’érythropoïèse entraine également une 

augmentation de l’absorption du fer intestinal. Il ne faut pas non plus oublier les mutations 

du gène HFE et les polymorphismes des autres régulateurs de l’homéostasie du fer que l’on 

retrouve chez les patients MDS au même titre que dans la population générale. Tout ceci 

pris en compte, il arrive que chez les patients MDS, la surcharge en fer ne soit pas corrélée 

aux besoins transfusionnels et survienne très tôt au cours de la maladie sans que l’on 

connaisse les raisons exactes de cette susceptibilité. En situation physiologique, la 

ferroportine régule le passage du fer depuis les entérocytes ou les macrophages vers la 

circulation sanguine. Quand le fer sérique est trop élevé, la sécrétion d’hepcidine est 

augmentée et entraîne la diminution d’expression de la ferroportine qui empêche l’export 

du fer. Une étude réalisée chez 16 patients MDS a montré que leur taux d’hepcidine urinaire 

était indétectable ou trop bas par rapport à leur surcharge en fer
507

. Il semble que la 

sécrétion de l’hepcidine soit régulée par GDF-15 et d’autres régulateurs d’origine 

érythroïde
508

. Il n’est donc pas étonnant que son niveau varie en fonction de l’inefficacité de 

l’érythropoïèse, variable d’un patient MDS à l’autre. D’autre part, cet excès de fer libre non 

régulé par la ferroportine, se retrouve dans le sérum où il dépasse las capacités de prise en 

charge par la transferrine. Il constitue alors un pool de fer labile plasmatique (LPI pour labile 

plasma iron) toxique, capable de pénétrer dans les cellules et d’exercer des effets néfastes 

par ses propriétés redox
509

. Une étude réalisée chez 176 patients atteints de MDS de bas 

grade (scores IPSS (pour International Prognostic Scoring System) bas et intermédiaire 1) a 

montré que 41% d’entre eux avaient un niveau de LPI élevé (List et al. Abstract n° 643a ASH 

2008). Les chimiothérapies semblent en outre contribuer à alimenter ce pool de fer labile 

comme le montre deux études réalisées chez des patients recevant une allogreffe de moelle 

osseuse pour lesquels on détecte un pic de fer non liée à la transferrine 4 jours avant la 
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greffe et son élévation durant les deux semaines qui suivent le traitement de 

conditionnement
510,511

. Les chimiothérapies d’induction et de consolidation durant le 

traitement des LAM produisent la même élévation de pool de fer labile
512

. Il semblerait que 

la diminution d’utilisation du fer par la moelle et son relargage par les autres organes soient 

à l’origine de cette augmentation dont les conséquences directes sont des dommages 

cellulaires, une augmentation du risque infectieux et un risque plus élevé de décès post-

greffe. 

 

2.2. Prise en charge thérapeutique de la surcharge en fer 

 

Avant la mise sur le marché de chélateurs admnistrables par voie orale, le DFX et le 

deferiprone, le seul chélateur de fer disponible était le DFO. Du fait de l’obligation de son 

administration parentérale et de sa demi-vie très courte, ce chélateur n’était 

essentiellement utilisé que dans les pathologies où la surcharge en fer était évidente, c'est-à-

dire les thalassémies et les anémies réfractaires congénitales. Dans ces pathologies, la 

surcharge en fer est due au défaut de productivité de la moelle osseuse requérant une 

augmentation d’absorption du fer intestinal et surtout aux transfusions de globules rouges 

répétées pour corriger l’anémie. Les effets délétères de la surcharge en fer se voient 

essentiellement au niveau du coeur, l’insuffisance cardiaque étant la principale cause de 

décès dans les béta-thalassémies sévères
513

. Dans une étude publiée dans le New England 

Journal of Medicine en 1994, l’administration de DFO et une ferritinémie inférieure à 2500 

ng/mL  était clairement associée à une meilleure survie (100% à 10 ans et 91% à 15 ans) 

malgré la poursuite des transfusions sanguines
514

. Les analyses rétrospectives faites dans ces 

pathologies sont aisées car il existe un recul de quasiment 20 ans pour l’administration des 

chélateurs de fer qui font partie du traitement standard. De plus, ces études ne semblent 

pas affectées par un biais de recrutement car elles peuvent facilement comparer les patients 

ayant reçu des chélateurs de fer avec ceux qui n’ont pas pu les recevoir du fait 

principalement d’une intolérance. Dans les MDS et a fortiori dans les LAM, il en est tout 

autre. D’une part, la question des chélateurs se pose depuis beaucoup moins longtemps, ce 

qui pénalise la réalisation d’études rétrospectives. D’autre part, les études sont soumises à 

de nombreux biais du fait d’une grande hétérogénéité de la pathologie et d’une non-

standardisation d’administration des chélateurs (proposés aux patients ayant eu plus de 

transfusions ou ayant des marqueurs de gravité ou traités dans un centre habitué à cette 

prescription  en fonction de la ferritinémie…)
515

.  

La surcharge en fer dans les MDS est un problème reconnu par tous les médecins qui 

prennent en charge ces patients mais il n’existe pas vraiment de consensus pour la prévenir 

et/ou la traiter. Un certain nombre de groupes de cliniciens ont publié récemment leurs 

recommandations et il persiste une hétérogénéité de prescription des chélateurs de fer. 
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Pour initier le traitement par chélateurs, ces groupes se basent sur les antécédents 

transfusionnels mais ne sont pas d’accord sur le nombre de transfusion au-delà duquel le 

patient doit être traité (>20 concentrés globulaires, >25, > 50, plus de deux concentrés 

globulaires pendant au moins un an ou aucun seuil requis). De même lorsqu’ils prennent en 

compte la ferritinémie pour débuter la chélation : le taux de ferritine sérique minimal varie 

de 1000 à 2500 ng/mL selon le groupe de recommandations
516-519

.  

Il faut d’ailleurs noter que la plupart des études se basent sur la ferritinémie pour évaluer la 

surcharge en fer, ce qui ne semble pas être le meilleur marqueur. En effet, la ferritinémie ne 

reflète pas vraiment l’état des stocks de fer car la ferritine est une protéine de la phase aigüe 

de l’inflammation. Son augmentation n’est donc pas spécifique. Il semblerait aussi qu’il 

existe des variations inter-laboratoires pour la mesure de ce paramètre. Le foie et le cœur 

sont les deux organes pour lesquels leur concentration en fer est directement liée à la 

sévérité de la pathologie de surcharge. Le « gold standard » pour évaluer la surcharge en fer 

du foie est la biopsie hépatique. En pratique, ce geste n’est quasiment jamais réalisé chez les 

patients MDS en raison du risque de saignement et d’infection du fait de leur thrombopénie 

et de leur neutropénie. L’imagerie par résonance magnétique T2 semble être une bonne 

technique non-invasive pour évaluer la surcharge en fer cardiaque et hépatique. Quelques 

études dans les MDS ont utilisé cette technique
520,521

. Comme observé dans les anémies 

congénitales, il existe une discordance entre la surcharge en fer dans le foie et dans le cœur. 

De plus, la surcharge cardiaque en fer semble moins fréquente et moins importante qu’elle 

n’avait été envisagée. Il demeure toutefois que les patients qui ont reçu plus de 100 

concentrés globulaires ont un risque plus important de développer une pathologie cardiaque 

de surcharge. Dans une étude réalisée chez 12 patients MDS requérant des transfusions 

régulières, l’imagerie par résonance magnétique a montré la baisse significative de la 

concentration du fer hépatique après traitement par DFX  (List et al. Abstract n°1470, ASH 

2007). Les résultats d’une étude prospective à plus grande échelle ont été publiés en 2008 et 

ont confirmé l’efficacité du DFX pour réduire la surcharge en fer. Malheureusement, il 

manque toujours une étude prospective établissant un lien entre la surcharge cardiaque en 

fer et la survie et montrant le bénéfice des chélateurs pour la fonction cardiaque dans ces 

pathologies. En effet, des dépôts de fer intracardiaque ont bien été observés chez des 

patients décédés de leucémie aigüe ou d’une autre pathologie avec anémie et ayant recours 

aux transfusions. De manière indirecte, cette surcharge en fer a été étiquetée comme 

facteur de risque cardiaque influençant la morbidité et la mortalité dans les MDS. 

Seulement, il est impossible de savoir si ce n’est pas l’anémie elle-même qui a augmenté le 

risque cardiaque et si le besoin transfusionnel n’est pas finalement juste le reflet de la 

sévérité de la MDS
515

.   

Avec toutes les limites que nous leur connaissons, un certain nombre d’études cliniques  

rétrospectives réalisées chez les patients MDS montrent toutefois que le traitement par 

chélateurs de fer prolonge la survie. Une étude réalisée par C. Chee n’a pas trouvé de 
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corrélation entre la ferritinémie, le besoin transfusionnel et la survie, mais le suivi des 

patients était incomplet et les causes de décès pas toujours élucidées
522

. Malgré cela, il 

persiste des médecins réfractaires qui ne voient pas l’intérêt d’administrer ces traitements 

coûteux et pourvoyeurs d’effets secondaires non négligeables (agranulocytose, insuffisance 

rénale et hépatique pour le DFX) chez des patients dont la médiane de survie est de 

seulement deux ans, soit une durée beaucoup trop courte pour que les effets délétères de la 

surcharge en fer sur le cœur doivent être pris en compte. D’une part, cet argument n’est 

valable que chez les patients MDS de haut grade, dont la survie est effectivement très 

courte. D’autre part, plusieurs publications montrent que dans les MDS le bénéfice des 

chélateurs ne vient pas seulement de la réduction du risque cardiaque et d’insuffisance 

hépatique mais aussi de leurs effets directs sur l’évolution de la pathologie elle-même.  

 

2.3. Surcharge en fer et risque infectieux 

 

De nombreuses études ont fait le lien entre la surcharge en fer et le risque infectieux : dès 

1969, l’équipe de L. Caroline faisait le lien entre l’excès de fer libre plasmatique et la capacité 

des sérums de patients leucémiques à faire proliférer Candida Albicans
523

. Quelques années 

plus tard, JL Karp rapportait l’association entre l’incapacité de lier le fer sérique et la 

survenue d’infections fongiques chez des patients leucémiques non neutropéniques
524

. Plus 

récemment, une équipe a montré que l’apport d’apotransferrine dans le sérum de patient 

ayant subi une allogreffe de moelle prévient la prolifération de Staphylococcus 

Epidermidis
525

. Il apparait donc clairement que chez les patients MDS, la neutropénie 

combinée à un défaut des fonctions des polynucléaires neutrophiles et à un excès de fer 

libre favorisent très nettement la survenue d’infections bactériennes et fongiques. Dans un 

essai de phase 2 réalisé chez des patients MDS de bas grade et intermédiaires 1, 

l’administration quotidienne de DFX (20mg/kg) a permis de réduire leur LPI (List et al. 

Abstract n°634a ASH 2008). Une autre étude similaire réalisée chez 300 patients MDS a 

également démontré la capacité du DFX à réduire le LPI (Porter et al. Abstract n° 2675a ASH 

2008). Le DFX est aussi capable d’améliorer les paramètres du stress oxydatif chez ces 

patients. In vitro, les érythrocytes et les plaquettes des patients MDS ont un niveau élevé de 

ROS et un taux bas de glutathion (résultant de l’excès de fer libre). Ces paramètres sont 

nettement améliorés après incubation des cellules avec le DFO ou le deferiprone
526

. Le 

problème du DFO est qu’une fois qu’il a chélaté le fer, il peut agir comme un sidérophore et 

favoriser la prolifération des champignons tels que les Mucor
527

. Le DFX et le deferiprone 

semblent au contraire avoir une activité antifongique in vitro et in vivo dans des modèles 

animaux
528

. Il est donc tout à fait possible que l’administration quotidienne de DFX chez les 

patients MDS réduise leur susceptibilité aux infections avant même de réduire leur 

surcharge en fer mais ceci reste à évaluer dans un essai clinique. Nous avons montré que 



153 

 

l’association de la privation en fer à la vitamine D augmente significativement l’expression 

transcriptionnelle de la cathelicidine, peptide antimicrobien endogène sécrété par les 

polynucléaires neutrophiles et les macrophages
529

. Gombart a rapporté que la vitamine D 

induisait l’expression de ce peptide dans de nombreuses lignées tumorales (prostate, 

lymphome, tumeurs de l’endomètre) et pouvait même agir en synergie avec le butyrate de 

sodium, un inhibiteur d’histones déacétylases
334

. Dans notre expérience, l’administration 

d’EXJADE® et de vitamine D chez un patient neutropénique atteint de LAM post-MDS a 

possiblement aidé à contrôler plusieurs épisodes infectieux majeurs (orchite, cystite). 

 

2.4. Surcharge en fer et allogreffe de moelle 

 

L’allogreffe de moelle osseuse est le seul traitement curatif des MDS. La surcharge en fer, 

estimée par mesure de la ferritinémie, est courante dans le bilan pré-greffe de ces patients 

et associée à une survie globale plus courte dans plusieurs études
530,531

. Cet effet néfaste 

serait plus marqué chez les patients greffés à la suite d’une MDS ou d’une LAM que chez les 

patients greffés pour une autre indication et ne serait pas lié au type de 

conditionnement
532,533

. Une de ces études a montré que la survie globale des patients ayant 

une ferritinémie supérieure à 1000 ng/mL était moins bonne et qu’elle ne dépendait pas des 

antécédents transfusionnels, suggérant que la transfusion de concentrés globulaires n’était 

pas la seule raison de la surcharge en fer
531

. De plus, cette surcharge est associée à la 

survenue d’infections et de maladie veino-occlusive
530,534

. De manière intéressante, la 

plupart de ces complications surviennent dans les 3 premiers mois après la greffe, c’est-à-

dire exactement dans la même période où l’on a constaté l’augmentation du pool de fer 

libre. Il serait donc intéressant d’étudier si la diminution du pool de fer libre pendant cette 

période critique ne pourrait pas avoir un effet bénéfique sur le devenir des patients. 

L’administration de DFO juste après la greffe pose cependant le problème de favoriser la 

survenue d’infections et le DFX peut provoquer des effets gastro-intestinaux et rénaux 

critiques durant cette période. La solution idéale pour réduire les décès liés à la greffe serait 

peut-être alors d’utiliser les chélateurs de fer en prévention de la surcharge et en prévision 

de la greffe. D’ailleurs, dans une publication très récente, l’équipe de J. Storey s’est attachée 

à trouver la meilleure façon d’évaluer la surcharge en fer chez les patients destinés à être 

greffés. Ils ont ainsi construit un score (appelé Transplant Iron Score) basé sur la dépendance 

transfusionnelle (estimée en nombre de culots globulaires reçus, valant un point si ce 

nombre dépasse 25), la ferritine sérique (valant un point si supérieure à 1000ng/mL) et la 

charge médullaire en fer (estimée par microscopie après coloration de frottis de moelle par 

la méthode de Gomori et valant un point si cotée à 6). Chacun de ces paramètres est corrélé 

individuellement à un risque de décès plus important au décours de la greffe mais cette 

association est hautement significative lorsque ces 3 paramètres sont rassemblés dans un 
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seul score (allant de 0 à 3). Ainsi, chaque augmentation d’un point du score est associée à un 

risque de décès deux fois plus élevé et un score ≥2 est associé à une diminution de 50% de 

survie à 1 an. Cette étude confirme l’impact négatif de la surcharge en fer sur le devenir des 

patients allogreffés en terme de décès liés au traitement et de risque d’infections sévères
535

.  

 

2.5. Surcharge en fer et instabilité génomique 

 

Les MDS peuvent se transformer en LAM essentiellement du fait de l’instabilité génomique 

des progéniteurs hématopoïétiques qui accumulent plusieurs anomalies génétiques et 

finissent par être bloqués dans la différenciation et prolifèrent de manière incontrôlée. 

L’excès de fer libre produit des ROS qui sont responsables de cette instabilité génomique et 

le fer est un élément essentiel pour les enzymes impliquées dans l’oncogénèse
383,536

. Dans 

une grande étude multicentrique, il a été montré que la surcharge en fer est non seulement 

liée à une diminution de la survie globale mais aussi à une diminution du délai de survenue 

de leucémie (Sanz et al. Abstract n° 640a ASH 2008). Il semble logique alors que les 

chélateurs de fer, en diminuant le pool de fer libre et en s’opposant de fait à la production 

de ROS, puissent retarder la transformation des MDS en leucémie. Dans une étude réalisée 

chez 18 patients MDS de bas grade et de risque intermédiaire 1, la médiane de survie sans 

leucémie n’était pas atteinte à 226 mois chez les patients recevant du DFO alors qu’elle était 

de 40 mois pour le groupe contrôle (Leitch et al. Abstract n°1469a ASH 2007). Une étude 

française incluant 165 patients traités dans 18 centres différents a rapporté une 

augmentation de la survie globale chez les patients recevant un chélateur de fer. 

Malheureusement, cette étude n’a pas étudié le délai de survenue de leucémie (Rose et al. 

Abstract n° 249a ASH 2007). 

Il semblerait que les chélateurs ont un effet favorable sur l’hématopoïèse des patients MDS : 

une amélioration des paramètres hématologiques a été observée chez 5% des patients 

atteints de MDS de bas grade et de risque intermédiaire 1 recevant du DFX. Ces effets 

pourraient dépendre de la capacité du DFX à diminuer le pool de fer libre et la production de 

ROS ayant pour conséquence de diminuer l’apoptose cellulaire. Le DFX pourrait aussi 

moduler l’apoptose en agissant sur la voie de signalisation NF-ĸB (Messa et al. Abstract n° 

2671a ASH 2008). In vitro en milieu semi-solide, les progéniteurs hématopoïétiques 

provenant de patient MDS ayant une ferritinémie élevée forment moins de colonies 

érythroïdes que ceux provenant de patients n’ayant pas de surcharge en fer. Le nombre de 

colonies granuleuses semblent identique (Hartmann et al. Abstract n° 2694a ASH 2008). 

Cette étude a recruté des patients MDS de tous les grades, et il est donc difficile de savoir si 

cette différence de pousse n’est pas liée à des stades différents de MDS. En outre, les 

auteurs  n’ont pas testé l’effet des chélateurs de fer sur la pousse des colonies. Lors de notre 

travail, nous avons montré que l’ajout de chélateur au milieu semi-solide inhibe la croissance 
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des colonies érythroides tandis que pour les colonies granuleuses, l’engagement vers le 

lignage monocytaire est favorisé. La prolifération des progéniteurs issus de sang de cordon 

n’est pas modifiée puisque le nombre de colonies est le même qu’il y ait eu un traitement 

par chélateur ou pas. Il serait intéressant de faire la même expérience avec des progéniteurs 

issus de moelle de patients MDS ayant une surcharge en fer afin de voir si les chélateurs 

peuvent améliorer la capacité de prolifération de ces cellules et/ou modifier leur 

engagement dans la différenciation.  Il se trouve que chez deux patients LAM/MDS à qui 

nous avons administré de l’EXJADE® et de la vitamine D, nous avons observé une 

amélioration des cytopénies et une diminution des besoins transfusionnels, ce qui est tout à 

fait en faveur d’un effet bénéfique de la chélation en fer sur une hématopoïèse défaillante.  

 

2.6. Vers un protocole clinique ? 

 

Les résultats que nous avons obtenus in vitro et in vivo, ainsi que les observations faites sur 

les deux patients LAM/MDS en échec de tout traitement et ayant reçu la combinaison 

EXJADE® et vitamine D nous ont conduit à proposer la réalisation d’un essai clinique utilisant 

ce traitement. Nous avons contacté deux groupes de cliniciens spécialistes des leucémies 

aigües myéloblastiques (groupe ALFA pour Acute Leukemia French Association) et des 

myélodysplasies (GFM pour Groupe Français des Myélodysplasies) qui ont pour objectifs de 

contribuer aux travaux de recherche biologique permettant de faire progresser le traitement 

de ces pathologies et de promouvoir des essais cliniques. Plusieurs questions se posent 

avant la mise en place d’un essai clinique. Tout d’abord, à quels patients doit être administré 

ce nouveau traitement ? Des avancées thérapeutiques ont été faites ces dernières années 

dans le traitement des LAM mais elles ont essentiellement permis une augmentation de la 

survie des patients les plus jeunes alors que la LAM est paradoxalement une pathologie du 

sujet âgé. Il se trouve que les protocoles cliniques de chimiothérapie intensive qui ont inclus 

des patients âgés (de plus de 56, 60 ou 65 ans selon les protocoles) ont obtenu une survie 

médiane de 10 mois avec un risque de décès lié au traitement d’induction de 15 à 20%. Il 

apparait de ce fait difficile d’administrer une chimiothérapie intensive à ces patients. Un 

consortium des centres américains de lutte contre le cancer a d’ailleurs recommandé que les 

nouveaux essais cliniques soient proposés en priorité aux patients âgés. De ce fait,  Il semble 

raisonnable de proposer notre traitement à des patients atteints de LAM ou de MDS en 

rechute et/ou réfractaire à toute chimiothérapie ainsi qu’aux patients âgés non éligibles 

pour un traitement par chimiothérapie intensive. Ensuite, se pose la question de 

l’association de notre traitement à une chimiothérapie non-intensive. Tous les essais 

cliniques les plus récents ont testé de nouvelles drogues en association à la cytarabine à 

faible dose, qui reste la chimiothérapie de référence chez les sujets âgés. Pour le traitement 

des LAM de novo, la combinaison EXJADE® et vitamine D pourrait donc tout à fait être 
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associée à cette molécule. Pour le traitement des LAM secondaires à une myélodysplasie, la 

5’-azacytidine figure aujourd’hui en bonne place. En effet, dans une étude prospective 

française multicentrique et randomisée récente, P. Fenaux a comparé la survie globale de 

358 patients atteints de MDS de haut risque traités soit par traitement conventionnel, soit 

par azacytidine (75mg/m2/jour pendant 7 jours tous les 28 jours)
537

. Le traitement 

conventionnel comprenait soit l’administration de facteurs de croissance, de concentrés 

globulaires et d’antibiotiques seuls, soit leur association à la cytarabine à faible dose 

(20mg/m2/jour pendant 14 jours tous les 28 jours), soit leur association à un schéma de 

chimiothérapie intensive avec induction et consolidation. Le traitement par azacytidine a 

permis une augmentation significative de la médiane de survie globale (24,4 mois vs 15 

mois, p=0,0001) et a nettement ralenti la progression de la maladie. Comme l’azacytidine, la 

decitabine inhibe les méthyltransférases et permet la réexpression de certains gènes, parmi 

lesquels figurent les facteurs de transcription essentiels à l’hématopoïèse, dont le promoteur 

était méthylé. Malheureusement, le seul essai clinique randomisé comparant la decitabine 

aux traitements dits « de support » (facteurs de croissance, tranfusions et antibiotiques) n’a 

pas montré une différence de survie significative
538

. Nous nous sommes donc orientés 

logiquement vers l’association de l’EXJADE® et de la vitamine D à l’azacytidine. Nous 

sommes actuellement en train d’effectuer le recueil de données préliminaires pendant la 

rédaction du protocole. Par ailleurs, nous avons breveté l’association de la privation en fer à 

la vitamine D dans le traitement des cancers (INSERM transfert, brevet référence BIO 08 

419). Les perspectives de cet aspect du travail sont d’évaluer les effets in vivo de 

l’association EXJADE® et vitamine D chez les patients leucémiques en termes de tolérance, 

de différenciation, de progression ou de régression de la maladie et de qualité de vie. Nous 

souhaitons également poursuivre les investigations réalisées in vitro pour étudier les 

possibilités d’association de ce traitement avec d’autres drogues telles que la rapamycine, 

les inhibiteurs d’histone déacétylases ou le TLK199, un nouvel activateur de JunKinase 

actuellement testé en phase I-II chez les patients MDS aux Etats-Unis
539

.    

L’ensemble de ce travail a donc permis de nombreuses avancées dans la compréhension du 

rôle du récepteur de la transferrine et du fer en onco-hématologie. D’un point de vue 

fondamental, nous avons montré que l’homéostasie du fer est un élément clé de 

l’hématopoïèse normale et pathologique. Le fer pourrait donc figurer au même titre que la 

vitamine D dans les schémas de régulation de l’hématopoïèse. En effet, le fer est 

directement impliqué dans le maintien de l’équilibre redox des cellules et son excès comme 

son déficit sont délétères. Au niveau d’une cellule différenciée, la rupture de l’équilibre 

provoque la mort cellulaire. Dans un progéniteur hématopoïétique ou une cellule souche, 

cette perte d’équilibre est nécessaire à l’engagement dans la différenciation et active 

plusieurs voies de signalisation mais doit être rapidement contrôlée pour éviter la mort 

cellulaire par toxicité.  D’un point de vue plus appliqué, l’homéostasie du fer et les 

conséquences de son ciblage par les chélateurs sont particulièrement intéressantes dans les 

LAM et les MDS car ils représentent une nouvelle opportunité thérapeutique différenciante 
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attractive et prometteuse dans ces pathologies où la survie à long terme des patients reste 

médiocre. L’association des chélateurs à la vitamine D permet de potentialiser les effets 

différenciants de ces deux drogues sans provoquer les effets secondaires qui ont toujours 

freiné l’utilisation de la vitamine D en thérapeutique malgré ses propriétés différenciantes 

évidentes connues de longue date. 
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ANNEXES 

1. Annexe 1 : Human erythroleukemia : is the two-hit model of mouse 

leukemogenesis valid in the human disease ?  

 

Séverine Coulon, Julie vandekerckhove, Michael Dussiot, Céline Callens, Felipe Suarez, Joëlle Kersual, 

Vahid Asnafi, Zakia Belaid, Geneviève Courtois, Stéphane Giraudier, Patrice Dubreuil, Yves 

Lepelletier, Ivan C. Moura, Olivier Hermine 

Leukemia, 2007 Oct;21(10):2212-14 

Contexte du travail: 

Les érythroleucémies (LAM6 dans la classification FAB) sont des maladies rares et de 

mauvais pronostic du fait d’une importante chimiorésistance. Un modèle d’oncogénèse à 

deux étapes suggère que la transformation leucémique proviendrait de deux événements 

moléculaires synergiques, l’un induisant un arrêt de différenciation par des anomalies 

moléculaires de facteurs de transcription et l’autre provoquant une survie et une 

prolifération anormale liées à l’activation constitutive de kinases. Ce concept a été 

récemment décrit dans un modèle murin d’érythroleucémie. Nous avons voulu vérifier si ce 

modèle était également valide dans les érythroleucémies humaines. 

 

Résultats: 

Nous avons recherché les anomalies moléculaires d’un patient atteint de LAM6 (blastes 

CD36
+
, GPA

+
,C-Kit

+
, GP41

-
) et montré l’absence de toute anomalie sur les facteurs de 

transcription (tels que GATA-1 et PU-1), ainsi que sur les tyrosines kinase (comme JAK-2 et C-

Kit). 

 

Perspectives: 

La recherche de ces anomalies devrait être étendue à d’autres patients atteints de LAM6, 

mais la très faible fréquence de cette pathologie rend le recrutement difficile. D’autre part, 

nous avons testé l’anticorps anti-RTf1 A24 sur les blastes de ce patient qui a montré une très 

bonne efficacité avec plus de 70% de blastes en apoptose (annexine V
+
/IP

+
) dès 24 heures de 

traitement (données non publiées). Ainsi, la privation en fer semble être une approche 

thérapeutique attractive pour ce type de pathologies. 
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2. Annexe 2 : Recent advances in adult T-cell leukemia therapy: focus on 

a new anti-transferrin receptor monoclonal antibody. 

 

Céline Callens, Ivan C. Moura, Yves Lepelletier, Séverine Coulon, Amédée Renand, Michael dussiot, 

David Ghez, Marc Benhamou, Renato C. Monteiro, Ali Bazarbachi, Olivier Hermine 

Leukemia 2008 Jan ;22(1) :42-8  
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3. Annexe 3 : Polymeric IgA1 controls erythroblast proliferation and 

accelerates erythropoiesis recovery in anemia 

Séverine Coulon, Pamela Huey Mei Wang, Damien Grapton, Céline Callens, Michael Dussiot, Julie 

Vandekerckhove, Houda Tamouza, Meetu Tiwari, Yael Zermati, Jean-Antoine Ribeil, Kamel Djedaini, 

Geneviève Courtois, Bertrand Arnulf, Marie-Alexandra Alyanakian, Patrick Mayeux, Catherine 

Lacombe, Marc Benhamou, Michel Cogné, Renato C. Monteiro, Olivier Hermine, Ivan C. Moura 

Article en revision après soumission à Nature Medicine 

Contexte du travail : 

L’érythropoïétine (Epo) est la principale cytokine contrôlant l’érythropoïèse. Les concentrations 

d’Epo retrouvées dans la circulation sont sous-optimales et ne permettent la survie que d’une partie 

des érythroblastes de la moelle osseuse. Dans cette étude, nous avons cherché à identifier des 

facteurs modulant la sensibilité des érythroblastes à l’Epo. Les érythroblastes expriment fortement le 

récepteur de la transferrine (CD71/RTf1), précédemment identifié comme un récepteur des 

Immunoglobulines A1 (IgA1). 

Résultats :  

Nous montrons que chez l’Homme, le taux d’IgA1 polymériques (pIgA1) dans la moelle osseuse est 

augmenté par rapport au sérum et que les concentrations sériques de pIgA1 sont plus importantes 

chez des patients soumis à une hypoxie chronique par rapport aux volontaires sains. En 

concentration sous-optimale d’Epo, la liaison des pIgA1 au RTf1 permet de rétablir la prolifération 

cellulaire des érythroblastes. Cette activation du RTf1 implique l'activation des voies de signalisation 

MAPK/ERK et PI3K/AKT, mais pas de la voie JAK2/STAT5. In vivo, lors de l’induction d’anémies 

hémolytiques dans deux modèles murins (souris knock-in pour la chaîne lourde  des IgA1 humaines et 

souris NODSCID injectées avec des pIgA1 humaines), les souris exposées aux IgA1 ont présenté un 

nombre accru d’érythroblastes spléniques rapport au contrôle, et ont restauré plus rapidement leur 

hématocrite. Nos résultats montrent que l’interaction pIgA1/TfR1 module la sensibilité des 

érythroblastes à l’Epo dans des situations physiologiques et pathologiques, apparaissant ainsi comme 

un régulateur positif de l’érythropoïèse. 

Perspectives :  

Ce travail montre la régulation positive de l’érythropoïèse par les igA polymériques (pIgA1) de 

manière physiologique dans les érythroblastes. Il reste à déterminer si cet aspect régulateur du RTf1, 

via la liaison des pIgA1, peut être élargi à d’autres types cellulaires physiologiques exprimant le RTf1 

comme les lymphocytes T activés ou les cellules dendritiques. Le RTf1 pourait également jouer un 

rôle oncogénique au delà de son rôle pour l’entrée du fer dans les cellules tumorales. D’autre part, la 

proportion de pIgA1 par rapport à la quantité totale d’IgA1 n’a toujours été étudiée que chez des 

volontaires sains et il seriat intéressant de voir si celle-ci est dérégukée chez des patients atteints de 

pathologies tumorales, en particulier celles d’origine médullaire (myélodysplasie, myélofibrose…). 

Cette étude a fait l’objet du travail de thèse de Melle Séverine Coulon. 
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