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Résumé

La leucémie myéloide chronique (LMC) est une transformation maligne d"une
cellule souche hématopoiétique, caractérisée par une anomalie génétique acquise : le
chromosome Philadelphie (Ph), résultant de la translocation réciproque
t(9;22)(q34 ;q11), et son équivalent moléculaire, 'oncogene BCR-ABL. La protéine
BCR-ABL présente une activité tyrosine kinase constitutive qui agit sur les voies de
survie et de prolifération. La progression de la maladie vers la phase accélérée puis
blastique s’accompagne d’anomalies génétiques additionnelles marqueurs d’une
instabilité génomique croissante. La responsabilité de BCR-ABL dans la genése de
cette instabilité génomique est fortement suspectée. Dérivé de 2-phénylamino-
pyrimidines, I'Imatinib inhibe l’activité tyrosine kinase de BCR-ABL ainsi que la
prolifération de lignées cellulaires BCR-ABL positives et induit leur apoptose. Les
échecs du traitement par I'Imatinib sont dus a des mécanismes de résistance qui ne
sont pas tous entierement caractérisés. Des nouveaux inhibiteurs de tyrosine kinases
(ITKs) ou des associations avec 'Imatinib ont été développés afin de la surmonter.
Cependant, une résistance croisée et multiple demeure difficile a traiter et nécessite
une meilleure compréhension des mécanismes de résistance afin d’éradiquer la
maladie dans un avenir proche.

Les travaux réalisés au cours de cette theése ont montré que la présence de
microremaniements génétiques (traduisant une instabilité) au sein de progéniteurs
leucémiques CD34* de patients traités par 1'Imatinib corrélait avec la perte de
réponse a I'Imatinib chez les patients diagnostiqués en phase chronique, suggérant
que la résistance a I'Imatinib pourrait étre corrélée aux altérations génétiques
survenant précocement dans la physiopathologie de la maladie. 113 genes affectés
ont été détectés dont certains sont localisés dans des régions connues pour étre
hypervariables (CNV) suggérant un role de ces régions dans le développement de la
LMC ou la résistance a I'Imatinib. Nous avons mis en évidence la présence d’une
anomalie acquise récurrente dans telle région localisée en 8p23.1 qui groupe les genes

de la famille de la Défensine B. Ce microremaniement n’est pas lié a la résistance a



I'Imatinib car il est retrouvé dans les populations cellulaires CD34* Ph+ et Ph, il peut
donc étre considéré comme un marqueur de l'instabilité d’une sous-population
cellulaire clonale de CD34* présentant une grande prédisposition a acquérir des
altérations génétiques additionnelles, comme la fusion BCR-ABL.

Nos études montrent que des altérations secondaires pourraient étre le
support d’une résistance a 'Imatinib. La résistance a I'Imatinib peut alors étre liée a
la dérégulation des voies de signalisation en amont ou en aval de BCR-ABL,
affectant ainsi la prolifération, la survie, la différenciation et I'intégrité du génome. Il
semble donc que le traitement par 1'Imatinib seul ne soit pas suffisant pour éradiquer
la maladie. Pour cette raison, de nouvelles molécules a associer avec I'Imatinib sont
actuellement en cours d’évaluation. Parmi ces associations, les inhibiteurs de la voie
Ras ont montré une certaine efficacité dans la restauration de I'activité
proapoptotique de I'Imatinib. Il était donc intéressant de chercher une cible
thérapeutique régulant négativement cette voie afin de surmonter cette résistance.
GILZ (Glucocorticoid-Induced Leucine Zipper) inhibe la voie Ras/Raf par une
interaction directe. Il inhibe également la voie NFxB dont certains antagonistes sont
capables de surmonter la résistance a 1'Imatinib. Nos résultats montrent, pour la
premiere fois, que I'expression de GILZ est diminuée dans des lignées humaines ou
murines exprimant BCR-ABL sensibles ou résistantes aux ITKs ainsi que dans les
cellules dormantes résiduelles isolées d’'un modele cellulaire murin développé au
laboratoire. L’expression forcée de GILZ dans ces lignées résistantes restaure la
sensibilité a I'Imatinib. Nos résultats montrent que le mécanisme passe par une
inhibition de la voie mTORC2/Akt5r473, Elle est due a une interaction directe de
GILZ avec mTORC2 permettant I'activation de FoxO3a et I'induction de I'expression
de la protéine proapoptotique Bim. Dans ce systeme, GILZ augmente 1'expression de
Bim tandis qu'Imatinib, par ses effets "Off-target", diminue celle de Mcl-1 inversant
ainsi le rapport des membres antiapoptotiques/ proapoptotiques de la famille Bcl-2 et
entrainant 1'apoptose. Le traitement séquentiel par les glucocorticoides puis
I'Imatinib induit 'apoptose de cellules souches de patients résistants par le méme

mécanisme, suggérant que la modulation de l'expression de GILZ pourrait



représenter une nouvelle stratégie thérapeutique pour cibler les cellules leucémiques
résistantes ou résiduelles.

La régulation de la voie mTORC2/Akt5r473 semble étre d'une importance
cruciale dans la survie des cellules BCR-ABL*, ainsi que dans la résistance aux ITKs.
Parmi les genes méthylés dans notre étude, on retrouve un gene impliqué dans la
régulation de cette voie et qui code pour la phosphatase PHLPP (PH domain and
Leucine rich repeat Protein Phosphatase) dont I'activité est de déphosphoryler la
sérine 473 d’Akt favorisant son inactivation. Nos résultats montrent que la
réexpression du variant 1 de cette phosphatase (PHLPP1) dans notre modele murin
de résistance restaure la sensibilité a I'Imatinib et que la répression de celui-ci n'est
pas exclusivement due a l'activité tyrosine kinase de BCR-ABL, mais aussi a des
modifications épigénétiques.

Nos études ont permis d’identifier des génes impliqués dans la résistance des
LMC aux ITKs et de proposer de nouveaux traitements pour surmonter cette

résistance en inhibant la voie AktSer473,
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INTRODUCTION

CHAPITRE | INTRODUCTION

1.1 Le Cancer

Le cancer est une maladie résultant d’altérations de I’ADN cellulaire,
survenant dans 90% des cas dans les cellules somatiques. Ces anomalies de I’ADN
peuvent étre d'origine génétique ou épigénétique et sont transmissibles aux cellules
filles. Dans 10% des cas, il s'agit d'un cancer héréditaire. Les cellules néoplasiques,
bénignes ou malignes, sont diverses et hétérogenes. Cependant, toutes ces cellules
ont comme caractéristique commune de proliférer en dépit des contrdles normaux.
Les cellules néoplasiques malignes ont en plus la capacité d'envahir et de coloniser
les tissus environnants. Il est clairement établi que le développement d'un cancer est
le résultat d'une combinaison entre, d'une part, l'activation de voies favorisant la
prolifération cellulaire et, d'autre part, l'inhibition de signaux restreignant le
potentiel prolifératif des cellules. Hanahan et al. (2000) ont proposé de classer ces
différentes modifications en six catégories, qui semblent généralement retrouvées
dans chaque type de cancer ! : une autosuffisance en signaux de croissance, une
résistance a I'apoptose, une insensibilité aux signaux d'inhibition de croissance, un
potentiel réplicatif infini ("immortalisation"), un potentiel de néovascularisation et
une capacité d'invasion tissulaire. La cellule cancéreuse n’est pas impliquée seule
dans le développement de la tumeur. Ainsi, de nombreux travaux soulignent
I'importance des cellules de I'environnement péri-tumoral (ou stroma péri-tumoral).
Ces cellules non tumorales (fibroblastes, cellules immunitaires, cellules endothéliales
vasculaires...) sont des collaboratrices actives de la cellule tumorale 23. Elles peuvent
favoriser la croissance tumorale en induisant, par exemple, I'expression de protéases
extracellulaires, de facteurs de croissance, de facteurs angiogéniques ou encore de
chimiokines. A l'opposé, ces cellules peuvent également limiter le développement
tumoral par exemple via la réponse immunitaire anti-tumorale.

Différents agents conduisent au développement d’un cancer. Classiquement,

on distingue les agents initiateurs et les agents promoteurs. Les agents initiateurs
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sont des agents génotoxiques qui induisent une lésion définitive de I"ADN. Par
contre, les agents promoteurs n'induisent pas de lésions de I’ADN mais favorisent
I'expression d'une lésion, préalablement induite par un agent initiateur 4.

Un autre champ de recherche actif en cancérologie concerne les cellules
souches tumorales 57. L'existence de cellules souches tumorales a d'abord été
suggérée dans les tumeurs hématopoiétiques, puis cette notion s'est étendue aux
tumeurs solides (tumeurs cérébrales, tumeurs du sein...). Ces cellules souches
tumorales seraient des cellules initiatrices de tumeur, définies par leur capacité a
s'auto-renouveler et a maintenir la croissance de la tumeur et son hétérogénéité. Ces
cellules, tres rares, présenteraient par ailleurs une résistance aux différents
traitements anti-tumoraux, d'ou l'importance de leur identification et de leur
caractérisation permettant d'imaginer de nouvelles thérapies qui cibleraient ces
cellules, afin d'éradiquer définitivement la tumeur. De nombreuses recherches sur
ces cellules souches tumorales sont actuellement en cours mais beaucoup de

questions restent encore posées.

1.2 La leucémie myéloide chronique

1.2.1 Les leucémies

Les leucémies sont des cancers caractérisés par une prolifération maligne des
cellules de la moelle osseuse (cellules sanguines ou précurseurs de cellules
sanguines) appelé également tumeur liquide, a distinguer des lymphomes qui sont
aussi des tumeurs de cellules du sang mais se développant dans les aires lymphoides
secondaires 810, Chaque type de leucémie peut progresser différemment, mais
généralement les cellules malignes prennent la place des cellules normales et
empéchent leurs fonctions. Sans traitement efficace, les cellules leucémiques
envahissent d’autres organes et aboutissent a une conséquence fatale. La leucémie est
cliniquement et pathologiquement scindée en deux: leucémie aigué et chronique.
Elle est aussi scindée en fonction de l'origine des cellules tumorales: cellules

lymphoides et cellules myéloides.
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1.2.1.1 Les leucémies aigués

Ce sont des leucémies caractérisées par la prolifération rapide de cellules
immatures du sang, anormales histologiquement et inefficaces fonctionnellement
81011, Tes leucémies aigués apparaissent chez l'enfant et le jeune adulte. Un
traitement immédiat doit étre effectué pour éviter la diffusion de ces cellules aux

organes.

1.2.1.2 Les leucémies chroniques

Au contraire des leucémies aigues, les cellules cancéreuses sont plus matures,
bien que toujours anormales et passant dans le sang, I'évolution se fait sur des mois a
des années 81213, Les cellules tumorales sont créées en plus grand nombre que la
normale mais au début suffisamment faiblement pour ne pas entrainer le déces. Les
leucémies chroniques arrivent principalement chez les personnes agées. Ce type de
leucémie peut étre traité plus tardivement permettant ainsi de voir pendant un laps

de temps le mécanisme et I’évolution de la maladie pour mieux la traiter.

1.2.2 La leucémie myéloide chronique
1.2.2.1 Définition

Appelée également leucémie myélogene, leucose myéloide, myélose
leucémique de Schridde, La leucémie myéloide chronique (LMC) est un syndrome
myéloprolifératif clonal dii a la transformation d'une cellule souche pluripotente. Elle
se caractérise entre autres, par la présence dans le sang du patient d'une
augmentation considérable du nombre de globules blancs (hyperleucocytose)
pouvant aller de 100 a 300000. Cette pathologie est liée a une anomalie
chromosomique dite chromosome Philadelphie qui correspond a un chromosome 22
raccourci, résultat de la translocation réciproque et équilibrée entre les bras longs des
chromosomes 9 et 22 : £(9;22)(q34;q11) (Figure 1) 1417.

L’étiologie de LMC est inconnue, mais dans 5% des cas elle est secondaire a

une exposition chronique au benzéne ou aux radiations ionisantes. Le nombre de
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nouveaux cas par année est estimé d’étre entre 600 et 1000 cas en France.
L'incidence augmente au fur et a mesure que 1'age avance et on constate, d'autre part,

une tres légeére prédominance masculine.
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Figure 1 Caryotype médullaire montrant un chromosome 2Zaais correspondant au chromosome
Philadelphie et un chromosome 9 plus long (der9).

1.2.2.2 Evolution

L'évolution de la leucémie myéloide chronique se fait en trois phases. La
premiere est une phase chronique (PC) suivie d'une phase d'accélération (PA) (10%
des patients se présentent d’emblée a ce stade) et la troisieme est une phase de
transformation en leucémie aigué ou phase blastique (TA ou PB) 18-20,

1. Phase chronique : C'est habituellement le stade ou se fait le diagnostic. Dans
cette phase, la cellule granuleuse prédomine dans la moelle osseuse et dans la
myélémie (Figure 2). Il existe une augmentation de basophiles et de plaquettes avec
moins de 10% de blastes dans le sang. Environ 50% de patients ne présentent que peu
ou pas de symptomes pendant cette phase précoce. La phase chronique peut durer
de plusieurs mois a quelques années (durée moyenne de 5 a 6 ans), mais évoluera en

définitive vers la phase suivante.
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Figure 2 Aspect du frottis sanguin (gauche) et de I'étaletmmédullaire (droite) montrant une hyperplasie
granuleuse pour LMC en PC.

2. Phase d'accélération : Cette phase constitue une étape intermédiaire observée
dans environ 75 % des cas, entre la phase chronique et la phase blastique.
L'hyperleucocytose et la myélémie augmentent malgré le traitement associé avec une
augmentation de blastes dans le sang (15 au 20%). L’observation dune hyper
basophilie importante (> 20 %) est un signe de mauvais pronostic. La durée moyenne
de cette phase est de 6 a 9 mois.

3. Phase blastique : cette phase est marquée par tous les signes cliniques d'une
leucémie aigué : fiévre, amaigrissement, douleurs osseuses, anémie, thrombopénie,
hyperleucocytose avec une population leucoblastique devenant rapidement
prédominante, effacant la polynucléose et la myélémie (Figure 3). Cette phase
blastique, dont la survenue est inéluctable (médiane de survenue : 4 ans), ressemble a
une leucémie aigué. Il existe par définition une blastose sanguine ou médullaire
supérieure a 30 %. Environ 20 % des acutisations sont de type lymphoide, 50 % de
type myéloide et 20 a 30 % de type indifférencié ou associant des blastes de plusieurs
lignées. L'espérance de vie apres apparition des signes de I'acutisation est inférieure a
6 mois. Les mécanismes moléculaires impliqués dans la progression sont mal connus
: ils font sans doute intervenir une augmentation d’activité oncogénique (duplication

du chromosome Ph1) et une instabilité génétique accrue 1820,
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Figure 3 Aspect du sang pour LMC en phase blastique delyypphoide (gauche) et de type myéloide (droite).

I1 existe un score que l'on appelle l'indice de Sokal qui permet d'évaluer la
gravité de la maladie. Ce score est basé sur une analyse multivariée qui a fait
ressortir quatre facteurs pronostiques indépendants : 1'dge, la taille de la rate, le
pourcentage de blastes sanguins et la numération plaquettaire. Quand le score est
faible (<0.8) la survie globale est d'environ 5 ans. La survie chute quand le score est

élevé (>0.8).

1.2.2.3 Mécanisme moléculaire

Le chromosome Philadelphie est le résultat de la translocation réciproque et
équilibrée entre les bras longs des chromosomes 9 et 22 : £(9;22)(q34;q11) 1621, Sur le
bras long du chromosome 9 la région abl (Abelson) se coupe et sa partie télomérique
vient se localiser a la place de la partie télomérique du bras long du chromosome 22
dans une région appelée bcr (Breakpoint Cluster Region) 2223, Cette translocation
aboutit a un chromosome 22 tres court (Phl) sur lequel se trouve le gene chimérique
BCR-ABL, formé du début de BCR et la fin d’ABL 24. La conservation du cadre de
lecture permet la synthese d'ARN messagers hybrides dits chimériques comportant
des séquences BCR en 5' et ABL en 3'. L'ARN chimérique est traduit en une protéine
de fusion BCR-ABL ayant un pouvoir oncogénique avec activité tyrosine kinase
constitutive. Les points de cassure sont souvent regroupés sur une seule région
d’ABL (souvent entre les régions Ib et a2), alors qu’il existe plusieurs régions de
cassure sur BCR dont la majorité surviennent dans les régions introniques (Figure 4) :
La région M BCR (pour major BCR) est majoritairement impliquée dans la LMC dont
le transcrit est b3a2 (60% des cas) ou b2a2 (35% des cas), qui produisent la protéine
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p210. La région m BCR (pour minor BCR) est impliquée dans 0.4 % des LMC et
environ 65% des LAL Ph+ dont le transcrit est ela2, qui produit la protéine p190. La
région p BCR (pour micro BCR) est impliquée dans < 0.1 % des LMC dont le transcrit
est €19a2, qui produit la protéine p230 1415,
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Figure 4 (a) le géneABL situé sur le bras long du chromosome 9, s'étend3ukb et comprend, de l'extrémité
5' centromérique vers l'extrémité 3', deux exoteymdtifs (la et Ib) séparés par un intron de 200k dix exons
numérotés de a2 a alb) (e géneBCR situé sur le bras long du chromosome 22, s'étenti35 kb et comprend
23 exons. ) les différentes fusiorBCR-ABL *°.

1. Fonctions de la protéine ABL : Le géne abl code une protéine tyrosine kinase
de 145 kDa, sans fonction de récepteur (Figure 5). Elle est exprimée de facon
ubiquitaire et contrairement a la protéine BCR-ABL, qui est principalement localisé
dans le cytoplasme, la protéine ABL est retrouvée tant dans le noyau que dans le
cytoplasme 2526,

it
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Figure 5 Structure de la protéine ABL.

La région N-terminale comporte un domaine d'interaction SH2, un domaine
d'interaction SH3, ainsi que le domaine catalytique SH1 qui présente l'activité

tyrosine kinase. Un domaine central riche en prolines (PxxP) permet des interactions
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avec des protéines possédant des domaines SH3. La région C-terminale présente un
domaine de liaison a ' ADN (DNABD), trois sighaux de localisation nucléaire (NLS :
Nuclear Localisation Signal) et un site de liaison a l'actine. Dans son état normal, ABL
se trouve étre dans un état fermé (inactif) qui est la résultante d’interactions propres
a la kinase (autoinhibition). Cet état inactif, peut étre compromis, en faveur d"un état
actif, et ce, par lintervention d’autres protéines, dont d’autres kinases, qui
s’associeront a I’ABL, et viseront a la rouvrir, modifiant ainsi sa conformation, de
sorte que son substrat et I'’ATP puissent avoir un accés au site de phosphorylation.
L’autoinhibition d'ABL est assurée principalement par laction d'un groupe
myristoyl qui est rattaché au domaine N terminal de la kinase (le domaine SH3). Ce
myristate trouve également un point d’ancrage réversible, au niveau d'une poche
hydrophobe du lobe C du domaine kinase formant ainsi un verrou. Ce verrou a pour
conséquence de fermer la kinase, en induisant un clamp entre les domaines SH et les
deux lobes du domaine kinase ; les domaines SH2 et SH3 se retrouvant alors
respectivement tres proches des lobes C et N du domaine kinase. Le clamp ainsi créé,
prévient la phosphorylation du segment d’activation en le séquestrant, de sorte que
la tyrosine 412 de ce segment ne soit pas accessible aux kinases. Ce segment
d’activation lorsqu’il est non phosphorylé sur Y412 empéche 1'accrochage du substrat
d’ABL et de ’ATP au niveau du domaine catalytique, grace a une conformation non
adaptée, non reconnue par les deux substrats 27-30. Le maintien de 'état inactif de la
kinase, est un aspect primordial de la régulation, puisque si celle-ci se trouvait étre
active de facon constitutive, cela entrainerait de graves complications, telle la LMC 31.

La protéine ABL est impliquée dans la régulation du cycle cellulaire, la
réponse au stress génotoxique et la transmission de l'information passant par les
intégrines 253233, En plus, La protéine ABL peut induire I'apoptose en stabilisant la
protéine p73 et/ou la protéine p53 3234,

2. Fonctions de la protéine BCR : Le géne bcr code pour deux protéines de 160 et
de 130 kDa, provenant de la traduction de deux ARNm de 6,7 et de 4,5 kb. La
protéine BCR a une expression ubiquitaire avec des quantités élevées au niveau des
cellules hématopoiétiques et du cerveau 35. Elle est essentiellement cytoplasmique

mais, dans certaines phases du cycle, elle est aussi détectable dans le noyau ou elle
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pourrait se lier a 'ADN 36. Les fonctions biologiques normales de la protéine BCR

sont encore mal connues (Figure 6).

e Y177
dimérisation
H3+N— DBE-EC;EF PH Rac-GAP — 00"

1 1271

Figure 6 Structure de la protéine BCR.

La région N-terminale présente un domaine sérine/thréonine kinase et un domaine
d’oligomérisation. Le domaine d’oligomérisation est responsable de
I'homotétramérisation de la molécule et est indispensable a 1'activité transformante
de la molécule 7. On retrouve dans la région centrale un domaine composé de
séquences DBL-like et homologues a la pleckstrine qui stimulent I'échange GTP-GDP
par les Rho-GEF (Guanine nucleotide Exchange Factor). La région C-terminale
présente des séquences homologues aux domaines catalytiques des protéines GAP
(GTPases-activating protein) agissant sur Rac et régulant la polymérisation de l'actine
ainsi que l'activité NADPH oxydase des macrophages et granulocytes neutrophiles.
La protéine BCR peut étre phosphorylée sur plusieurs résidus tyrosyl notamment,
dans la région N-terminal, sur le résidu Tyr 177 qui lui permet d’interagir avec

différentes protéines adaptatrices via leur domaine SH2 38.

1.2.2.4 La signalisation leucémogenique de la prate BCR-ABL

L'activité tyrosine kinase constitutive de la protéine ABL est un élément
essentiel de la fonction leucémogene de la protéine de fusion BCR-ABL.
Structurellement, la protéine BCR-ABL contient la plupart des domaines
fonctionnels d’ABL, a I'exemple des domaines SH2 et SH3, du domaine tyrosine
kinase SH1, du domaine de fixation a ’ADN et du domaine de liaison a 1’actine.
Contrairement a la protéine ABL dont la fonction est étroitement régulée, le domaine
de oligomérisation de BCR, situé a l'extrémité N-terminale de la protéine de fusion,
permet une activation constitutive de la fonction tyrosine kinase d’ABL et la

localisation majoritairement cytoplasmique de la protéine BCR-ABL (Figure 7) 3.
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Figure 7 Structure d&8CR-ABL comparée avec la structure de ABL

L’oligomérisation de I’oncoprotéine BCR-ABL permet une
autophosphorylation croisée sur plusieurs résidus de tyrosine. Cette
autophosphorylation crée des sites de fixation pour domaines SH2 des protéines
adaptatrices ou catalytiques. En conséquence, BCR-ABL interfére avec des processus
cellulaires normaux comme la prolifération, 'apoptose, 1'adhérence et la stabilité

génétique en activant des voies de transduction du signal de facon autonome (Figure
8) 3940,

ADHESION

y Y ANTI-APOPTOSIS
PROLIFERATION/TRANSFORMATION

Figure 8 Principales voies de signalisation activéesB@R-ABL et leurs effets cellulaire.
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1. La voie Ras: Ras est une petite protéine associée a la membrane par une
ancre lipidique, ne contient qu'une seule petite sous-unité et possede une activité
GTPasique. Le mécanisme moléculaire d'activation de la voie Ras par BCR-ABL
commence par l'autophosphorylation du résidu tyrosyl 177 de BCR qui fournit un
site d'ancrage au domaine SH2 de l'adaptateur Grb2. Grb2 recrute par son domaine
SH3 la protéine SOS (Son Of Sevenless) qui favorise 1'échange d'un GDP contre un
GTP dans la boucle effectrice de Ras et stabilise Ras dans sa forme active 4144, Ras
active va alors s'associer avec un domaine Raf-RBD de la protéine Raf-1. Le
recrutement a la membrane de Raf-1 permet son activation. Rafl activée, de son tour,
active la cascade MEK1/MEK2, ERK qui conduit a l'activation de facteurs de
transcription 4. L’activation de Ras fait aussi intervenir la cascade de SAP kinase.

L’effet cellulaire de la voie Ras est I'expression anormalement élevée de genes
indispensables pour la prolifération cellulaire, tels que c-Fos (un facteur de
transcription induisant la réplication de I'ADN), c-Myc (nécessaire pour la
transcription de 'ARN ribosomal), ou c-Jun %. Elle stimule aussi, en coordonnant
avec la voie PI3K, 'expression de cycline D1 et de Cdk6, deux éléments importants
pour l'initiation de cycle cellulaire en G1 4647. Cette voie active également la synthese
protéique en favorisant la traduction au niveau des ribosomes.

Finalement, cette voie participe dans la survie cellulaire par son role sur
I'expression des protéines de la famille BCL2 (B Cell Lymphoma). Les protéines de la
famille BCL2 peuvent étre subdivisées en trois classes sur la base du nombre de
domaines BH (pour Bcl2 homology). Les membres antiapoptotiques comme Bcl2 et
Bclxe ont quatre domaines de BH (BH1 a BH4), les membres proapoptotiques tels que
Bak et Bax possedent trois domaines de BH (BH1 a BH3). Les protéines telles que
Bad, Bid et Bim qui ne possedent qu'un seul domaine BH3 (BH3-only protein) sont
toutes proapoptotiques 48. Les protéines de la famille BCL2 sont capables de former
des homo-oligomeres ou des hétérodimeres entre elles. Certaines de ces protéines
comme Bcl2, Belxi, Mcll, Bax, Bad ou Bim possedent un signal de localisation a la
membrane externe de la mitochondrie. Le maintien de l’homéostasie de la
mitochondrie ou l'induction de la mort dépend du ratio des protéines pro et

antiapoptotiques de la famille de Bcl2 48-50. La voie Ras/ERK induit I'expression des
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protéines antiapoptotiques (Bcl2, Bcl-xL et Mcll) par des mécanismes
transcriptionnels et post-traductionnels. Elle affecte aussi l'activité des protéines
proapoptotiques de la famille de BCL2 par des mécanismes post-transcriptionnels, en
inhibant la localisation mitochondriale de Bad et Bax et en augmentant la
dégradation de Bim 51.

2. La voie PI3K/Akt/mTOR : La PI3K (phosphatidyl-inositol-3-kinase) est un
enzyme hétérodimerique a activité lipide kinase composé d'une sous-unité
régulatrice (p85) et d'une sous-unité catalytique (p110). BCR-ABL forme des
complexes avec la PI3-kinase, Cbl et les adaptateurs Crk et Crkl. Cbl est
phosphorylée sur un résidu tyrosyl par BCR-ABL et peut alors se lier au domaine
SH2 de Crkl. Celui-ci lie BCR-ABL par son domaine SH3. Le complexe BCR-ABL
avec Cbl, Crk et Crkl recrute la PI3K via sa sous-unité régulatrice et I'active 5254, La
PI3K activée phosphoryle le phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PtdIns[4,5]P2) et
produit le phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate ~ (PtdIns[3,4,5]P3).  Cette
production de P3I entraine l’activation de PDK1 (3’-phosphoinositide dependent
kinase 1), qui a son tour phosphoryle Akt, une serine/thréonine kinase. Akt est
partiellement activé par phosphorylation sur le résidu thréonine 308 dans le domaine
catalytique par PDK1 mais son activation complete requiert une deuxieme
phosphorylation (sérine 473) dans le motif hydrophobe, par une PDK2 récemment
identifiée comme mTORC2, un complexe mTOR insensible a la rapamycine (Figure
9) 55, 1l fait partie de deux complexes distingués selon leur sensibilité a la
rapamycine. Il comprend: mTOR, Rictor, GBL (mLST8), mSinl et Protor (protein
observed with rictor). Rictor (rapamycin-insensitive companion of mTOR ou
mAVO3) est essentiel pour l'activité kinase de mTORC?2 5758, mSinl semble faciliter
la localisation membranaire de mTORC2 avec Akt grace a son motif PH-like 5960,
L’autre complexe appelé mTORC1 est sensible a la rapamycine et comprend quatre
partenaires identifiés : mTOR, raptor, GPL et PRAS40. Raptor (regulatory associated
protein of mTOR), qui interagit directement avec 4E-BP et S6K grace a leur motif TOS
(séquence d’acides aminés : FEMDI et FDIDL, respectivement), est nécessaire a la
phosphorylation de ces deux protéines par mTOR 61-63, Indépendamment de raptor,

GPBL interagit directement avec le domaine kinase de mTOR pour augmenter son
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activité ¢4, Par contre, PRAS40 (proline-rich Akt substrate 40 kDa) régule
négativement l'activité de mTOR d'une maniére dépendante de son état de

phosphorylation 65-67.

Growth factors, etc. Growth factors, insulin, etc. _
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Figure 9 la voie de signalisation de mTOR par ses compldxet 2.BCR-ABL pourrait activer la voie
MTORC2 qui, de son tour, phosphoryle Akt sur laneéd73. La phosphorylation d’Akt sur sa thréond@s,
induite par PIBK/PDK1, est nécessaire pour 'adtbracompléte de I'Akt qui ensuite active la void ®RC1°%,

Akt contribue a activer mTORC1 de maniere directe en le phosphorylant sur
le résidu sérine 2448. De plus, Akt peut activer le complexe mTORC1 d'une fagon
indirecte. Akt phosphoryle la protéine tuberine (TSC2) du complexe suppresseur de
tumeur TSC1/TSC2 (tuberous sclerosis complex), ce qui induit la déstabilisation et
I'inactivation du complexe. TSC2 ne peut alors plus exercer son activité de GAP
(GTPase activating protein) envers la petite protéine G Rheb (Ras homolog enriched
in brain) qui, sous forme liée au GTP, active mTORC1 par un mécanisme encore mal
caractérisé 6%70. Une fois activée, mMTORC1 phosphoryle deux cibles majeures : les S6
kinases (S6K1 et 2) et les 4E-BP (elF4E-binding proteins 1-3) 7.
L’hyperphosphorylation des 4E-BP (famille de trois protéines, 4E-BP1-3) diminue
leur interaction avec elF4E (elongation initiator factor 4E) et stimule la traduction
cap-dépendante. En fait, eIF4E peut se lier a la coiffe 7-méthyl-guanosine localisée en
5" de certains ARNm (cycline D3, c-myc ou VEGF) et former un complexe initiateur

de leur traduction. Les 4E-BP sont aussi d'importants régulateurs de la croissance
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cellulaire car la surexpression d’'un mutant constitutivement actif de 4E-BP1 diminue
la progression en phase G1 et bloque la transformation induite par c-Myc 72. La
protéine kinase S6K1 activée phosphoryle la protéine ribosomale S6. I était
initialement considéré que cette voie de signalisation conduisait a la traduction
d’ARNm comportant une série de motifs pyrimidines, les 5TOP (terminal
oligopyrimidine tract). Ces ARNm codent des composants de Iappareil
traductionnel comme des protéines ribosomales et des facteurs d’élongation. Des
données récentes contestent ce modele et les mécanismes par lesquels mTORC1
controdle la traduction des 5 TOP ARN restent a démontrer 7374,

Dans les cellules LMC, il a été montré que l'activation de la voie PI3K/mTOR
par BCR-ABL contribue a la production accrue des especes réactives de 1'oxygene
(ROS) et que l'inhibition de la PI3K ou mTOR conduit & une diminution significative
de niveau de ROS. Le mécanisme passe par une augmentation du métabolisme du
glucose et d'une hyperactivité de la chaine mitochondriale de transport des électrons.
Les niveaux élevés des ROS dans les cellules BCR-ABL* peuvent contribuer aux
dommages d”ADN spontanés et a I'instabilité génomique 7>76.

Akt joue aussi un role important dans la survie induit par BCR-ABL car elle
affecte un certain nombre de phosphorylations qui permettent a I"échappement a
I'apoptose. Elle régule au moins trois voies de signalisation dans ce processus. La
premiere est directe : Akt phosphoryle et inactive la protéine proapoptotique Bad sur
sa sérine 136. La phosphorylation de Bad provoque sa liaison a la protéine 14-3-3, sa
délocalisation a 1'écart de la mitochondrie et sa dissociation de la protéine anti-
apoptotique Bclx. 77. La deuxiéme voie est la phosphorylation de facteur de
transcription FoxO3a sur la sérine 253 et la thréonine 32. Lorsqu’il est phosphorylé,
FoxO3a est cytosolique et ne permet pas la transcription de genes critiques pour
I'induction de l'apoptose telle que la protéine proapoptotique Bim 7879. Récemment,
I'inhibition de FoxO3a par Akt est démontrée dépendante de 'activité de mTORC2.
L’inhibition de mTORC2 supprime l'activité inhibitrice d’Akt vers FoxO3a 8. La
troisieme voie de protection est la régulation d’expression de p53. Le suppresseur de
tumeur p53 est un régulateur majeur de la mort cellulaire en particulier apres

dommage de 'ADN. Son expression et sa fonction sont fortement diminués par
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'action de la E3 ubiquitin ligase Mdm2 (Murine double minute 2). Akt phosphoryle
Mdm?2 sur les sérines 166 et 186 ce qui relocalise Mdm?2 dans le noyau et augmente
son activité ligase. Le complexe Mdm?2/p53 est exporté dans le cytoplasme ot p53 est
dégradé par le systeme ubiquitine-protéasome. C’est ainsi que Akt empéche
I'apoptose et I'arrét du cycle cellulaire dépendants de p53 1.

Cette voie de signalisation est négativement controlée par l'effet de trois
phosphatases différentes. La premiere est une lipide-phosphatase appelé PTEN
(phosphatase and tensin homologue) qui déphosphoryle les P3 et les convertit en
leur forme inactive P2. PTEN est également un géne suppresseur de tumeurs souvent
muté dans nombre de cancers et de syndromes associés au cancer. PTEN empéche la
PIBK/PDK1 de phosphoryler I’Akt sur le résidu thréonine 308 82. La deuxieme est la
protéine phosphatase 2A (PP2A) qui inactive Akt par déphosphorylation de la
thréonine 308 8. BCR-ABL inactive cette phosphatase en induisant 1’expression de
son inhibiteur, SET, dans les progéniteurs de LMC en phase blastique 8. La
réactivation moléculaire ou pharmacologique de PP2A a supprimé l'activité et
I'expression de BCR-ABL 88. Cependant linhibition de PP2A, par l'acide
okadaique, est quasiment sans effet sur la phosphorylation de la sérine 473 de Akt.
La recherche d’une phosphatase insensible a l'acide okadaique et possédant un
domaine PH lui permettant de se colocaliser avec Akt a permis d’identifier la
troisieme phosphatase PHLPP (protein phosphatase, PH domain leucine-rich repeat
protein phosphatase). Cette protéine est la seule phosphatase du génome humain a
posséder un domaine PH. Elle déphosphoryle la sérine 473 de Akt et n'a que peu
d’effet sur la phosphorylation de sa thréonine 308 8¢.

En résumé, la voie PI3BK/Akt/mTOR est impliquée dans le role transformant
de la protéine BCR-ABL en régulant la croissance, la prolifération, la survie cellulaire
et 'instabilité génétique.

3. La voie JAK/STAT: La famille des JAK-kinases, composée de tyrosine
kinases intracellulaires, et les protéines STAT (signal transducers and activators of
transcription) sont impliquées directement dans la transduction du signal a partir des

membres de la famille des récepteurs aux cytokines 8.

16



INTRODUCTION

La famille JAK est composée de quatre protéines chez les mammiferes, JAK1,
JAK?2, JAK3 et Tyk2. Les JAK sont constituées de sept domaines d’homologie appelés
domaines JH (JAK homology) numérotés a partir de I'extrémité carboxy-terminale
des protéines JAK. Des études structurales ont montré que les domaines JH3 et JH4
possedent des similitudes avec les domaines de type SH2. Les JAK ont été impliquées
dans plusieurs pathologies malignes. Elles sont souvent constitutivement activées
dans les tumeurs du systéme hématopoiétique 8. Dans la LMC, BCR-ABL interagit
avec JAK2 puis il l'active par une phosphorylation sur le résidu tyrosine 1007 8.
L’effet de JAK2 activé est montré étre indépendant de STATS sur l'induction de
I'expression de c-Myc dans les cellules BCR-ABL positives %. Par contre Elle stimule,
en coordonnant avec la voie MEK, l'activité de STAT3 91.

La famille des STAT comprend chez les mammiféres sept membres issus de
genes différents : STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, STAT5b et STAT6. Toutes
les STAT possédent une structure commune organisée en six domaines : N-terminal,
coiled-coil, DBD (DNA binding domain), linker, SH2 et TAD (transcriptional
activation domain) en C-terminal. Le domaine SH2, hautement conservé chez les
STAT, est impliqué a plusieurs niveaux de la signalisation: recrutement sur les
récepteurs phosphorylés, association avec les JAK activées et homo ou
hétérodimérisation. Quand elles ne sont pas activées, la majorité des STAT existe
sous forme non phosphorylée sur tyrosine dans le cytoplasme de la cellule. Leur
activation par phosphorylation sur un résidu tyrosine favorise leur translocation
nucléaire sous forme d’homo ou d’hétérodimeéres, qui se lient, directement ou
indirectement, a des séquences spécifiques présentes dans le promoteur de leurs
genes cibles activant ainsi la transcription 8892. Dans les lignées BCR-ABL positives,
les protéines STAT sont tyrosine phosphorylées de maniere constitutive et leur
activité de liaison a I'ADN est maximale. L’activation de STAT5 par BCR-ABL
confere la résistance a I'apoptose en activant la transcription des genes codant les
protéines anti-apoptotiques BCLx. et Mcll. STAT5 induit aussi avec STAT3
I'expression de c-Myc et les genes régulant le cycle cellulaire comme cycline D1/D2
4,93 Récemment, des études ont montré que l'activation de voie JAK2/STATS dans

les lignées et les progénitures BCR-ABL positives pourrait étre due a la production
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autocrines et paracrines de GM-CSF ou IL3 et constituerait un des mécanismes de
résistance aux inhibiteurs de tyrosine kinase 949.

Des voies de régulation négatives interviennent sur la transduction du signal
par la voie JAK/STAT au niveau de plusieurs points de contréle. A ce jour, trois
familles de protéines ont été identifiées comme exercant cette fonction : les
phosphotyrosines phosphatases (SHP, CD45, PTP1B/TC-PTP), les PIAS et les SOCS.
Les protéines SOCS (suppressor of cytokine signaling) sont les principaaux
régulateurs de la voie JAK/STAT. Elles comprennent 8 membres : SOCS1 a 7 et CIS
issus de différents genes. Ces protéines contiennent un domaine SH2 central et un
domaine C-terminal conservé, de 40 acides aminés, appelé SOCS-box. Celui-ci est
impliqué dans la dégradation de leur cible par la voie dépendante du protéasome %.
Parmi I'ensemble des SOCS, la fonction de SOCS1 a été la plus étudiée dans la LMC.
SOCS1 s’associe a JAK2 via son domaine SH2. Cependant, pour l'inhibition de
I'activité de JAK2, les deux domaines SH2 et KIR (kinase inhibitory region) sont
requis. SOCS1 possede un domaine SH2 similaire a celui de STAT3 et peut ainsi
entrer aussi en compétition avec STAT3 pour les mémes tyrosines phosphorylées 97.
Des études, utilisant des lignées LMC ou des cellules CD34* des patients, ont montré
que I'expression de SOCS1 est inhibée suite a I’hyperméthylation de son gene et que
la diminution de SOCS1 pourrait corrélée avec la phase de maladie ou avec la
résistance ou la persistance des cellules leucémiques 9.

4. La voie Rac : Les GTPases Rac appartiennent a la famille des petites protéines
G Rho, branche de la vaste superfamille Ras. Elle comprend trois isoformes Racl, 2 et
3. BCR-ABL forme des complexes avec Racl, Rac2 et d’autres membres de la famille
Rho GTPases comme RhoA et Cdc42, et il les active directement par le domaine DBL-
like de BCR. D’autre part, BCR-ABL peut activer ces Rho GTPases via le recrutement
de Vavl, une Rho-GEF (Guanine nucleotide Exchange Factor) protéine. BCR-ABL
peut aussi activer Racl par l'activation de Fak Kinase (Focal adhesion kinase). Cette
kinase, une foie activée et renforcée par la paxilline, transmet un signal activateur
pour Racl %.

La voie Rac est impliquée dans les activités transformantes de BCR-ABL dont

la survie cellulaire et la régulation de cytosquelette %. Il est probable que les
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modifications de l'adhésivité et de la migration des cellules BCR-ABL positives
soient liées a l'activation des voies de signalisation faisant intervenir les molécules de
la plaque d'adhésion (Fak et paxilline) et Racl 100101 ]] est possible que 1'activation
inappropriée de ces molécules puisse étre responsable du déficit de fonctionnement
des intégrines dans les cellules leucémiques, en particulier celui de 1'intégrine beta-1
et que ce déficit puisse étre corrigé par l'interféron-alpha 102104, Des travaux plus
récents semblent indiquer que BCR-ABL pourrait modifier la migration des cellules
leucémiques en interagissant avec la molécule CXCR4, récepteur de SDF-1. Les
mécanismes de cette interaction restent a élucider 105106, Enfin, Il a été récemment
rapporté une diminution du potentiel transformant de BCR-ABL dans les cellules
exprimant une forme dominante négative de Rac 197.

5. La voie NFxB : NFxB est un facteur de transcription hétérodimérique qui est
séquestré dans le cytoplasme par des protéines de la famille IxB (I-kappa-B). La
phosphorylation d’IkB permet son ubiquitination et sa dégradation par le
protéasome. La dégradation d'IxB libére NFxB qui est alors transloqué dans le noyau
et qui active des génes cibles: ce sont des genes impliqués dans l'inflammation, dans
les réponses au stress et dans l'inhibition de I'apoptose. Les genes induits par NFxB
pour promouvoir la survie ne sont pas encore clairement identifiés. Ils incluent un
membre de la famille BCL2 (Bfl-1/A1), des inhibiteurs de caspases (c-IAP-1,2 et
XIAP) et des facteurs TRAF1 et TRAF2 (TNFR-associated factor 1) 198, BCR-ABL
active la voie NFxB via la voie PI3BK/Akt. Akt interagit directement avec IKKa (I-
kappa-B Kinase alpha) et phosphoryle cette kinase sur thréonine facilitant ainsi la
dégradation des IxB. L’activité de NFxB a été montré étre nécessaire pour la
transformation des cellules primaires par BCR-ABL 1%. En plus, le blocage de la voie
NFxB par les inhibiteurs de IKK a été démontré efficace pour surmonter la résistance
a la thérapie ciblée dans la LMC 110,

6. Les voies de signalisation impliquées dans la stabilité génomique et génétique :
BCR-ABL est la seule anomalie cytogénétique détectable au cours de la phase
chronique de la maladie. La progression vers les phases accélérée puis blastique
s'accompagne d'anomalies génomiques additionnelles marqueurs d'une instabilité

génomique croissante 1820, Les trois anomalies les plus souvent rencontrées sont :
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I'isochromosome 17, la trisomie 8, la duplication du chromosome Ph* et la trisomie
19 111112 T 3 responsabilité de BCR-ABL dans la genese de cette instabilité génomique
est fortement suspectée.

Dans les cellules normales, lorsque les lésions sont détectées, 1’arrét du cycle
cellulaire est induit et les systemes de réparation sont activés. Cinq principaux
systemes de réparation ont été mis en évidence chez les eucaryotes 113. La réparation
par excision de base, ou BER (Base Excision Repair) permet de réparer une base
modifiée (oxydée, alkylée ou déaminée) ou délétere (spontanément clivée). La
réparation par excision de nucléotide, le NER (Nucleotide Excision Repair) permet de
remplacer des nucléotides modifiés par des rayons UV (dimére de pyrimidine). La
réparation par le systeme de réparation de mésappariement, le MMR (MisMatch
Repair) permet de rétablir les erreurs causées par l'infidélité des polymérases
réplicatives. Les cassures double brin de I’ADN (DSBs) sont prises en charge par
deux systemes de réparation, la recombinaison homologue, ou HR (Homologous
Recombinaison) qui permet le retour a la séquence initiale par copie du brin
homologue du chromosome homologue, et le systeme de réparation par jonction
d’extrémités non homologues, le NHE] (Non Homologous End Joining) qui permet le
collage direct des extrémités de la lésion, entrainant une perte d’information
génétique.

Des études ont démontré que BCR-ABL perturbe ces différents systemes de
réparation favorisant la survie et I'émergence de cellules leucémiques portant des
mutations ou des microremaniements. On peut distinguer plusieurs mécanismes par
lesquels BCR-ABL affecte les voies de réparation de ' ADN :

* La voie ATM/ATR: Les kinases ATM/ATR (ATM : Ataxia
Telengiectasia Mutated et ATR : ATM and Rad3-related) sont les
principaux acteurs impliqués dans les premiéres étapes de la
mobilisation des points de surveillance enclenchés lors d'un dommage
de I’ADN. L’'induction de cassures double brin de I’ADN conduit a la
dissociation des dimeres d’ATM entrainant son autophosphorylation et
aboutissant ainsi a 'activation d’ATM. Ainsi, la protéine ATM activée,

il permet le recrutement de protéines de réparation au sein des foyers
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de réparation 114, Dierov et al. ont démontré que BCR-ABL perturbe la
transduction du signal dépendant de I'’ATR. En effet, par sa liaison avec
ATR, BCR-ABL augmente les cassures double brin de I’ADN induites
par un stress génotoxique. Ainsi, BCR-ABL conduit a une synthese
d’ADN radio- résistante a cause du défaut de point de surveillance
intra-S phase 115,

* La voie DNA-PK: Comme ATM et ATR, la DNA-PK (DNA dependent
Protein Kinase), enzyme clé de la réparation par NHE], est considérée
comme un senseur primaire des dommages de I’ADN. DNA-PK est un
complexe enzymatique comprenant une unité catalytique (DNA-PKcs)
et 'hétérodimere Ku70/Ku80 qui se lie a ' ADN au niveau des cassures
double brin induites par irradiation ou agents chimiques. Ce complexe
est le systéme de réparation majeur dans les cellules de mammiféres et
est également impliqué dans la recombinaison V(d)] 116. Dans les
cellules hématopoiétiques humaines ou murines exprimant BCR-ABL,
on observe une diminution de l'expression de DNA-PKcs dépendante
de l'activité tyrosine kinase de BCR-ABL. Cette réduction de
l'expression est un phénomene dépendant de Il'activation de
protéasome, a la fois dans les conditions expérimentales et dans les
cellules CD34* de LMC. De maniere attendue, cette diminution de
l'expression de DNA-PKcs, entraine au niveau des cellules
leucémiques, une sensibilité accrue aux radiations ionisantes 117.

* La protéine BRCA1 (Breast Cancer Associated Protein) : Cette protéine
est un suppresseur de tumeur impliqué dans la mise en place des
points de surveillance dans les deux phase différentes de cycle
cellulaire G2/M et S. Il a été démontré une diminution de 1'expression
de BRCA1 dépendante de l'activité tyrosine kinase de BCR-ABL. Cette
réduction de l'expression est un phénomene post-transcriptionnel et
peut-étre dépendant de l'activation de protéasome 118,

« BCR-ABL est capable d’interagir avec la protéine XPB, un des

composants du complexe multiprotéiques impliqué dans le NER qui
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joue un rdle dans la réparation de I’ADN, l'initiation générale de la
transcription et la régulation du cycle cellulaire. Dans des lignées
cellulaires myéloides humaines et murines une augmentation de
I'activité du NER par BCR-ABL et une résistance aux ultraviolets C
sont observées. L'inhibiteur de tyrosine kinase, 1'Imatinib, reverse ces
effets montrant que 'activité kinase de BCR-ABL est a I'origine de cette
dérégulation 119120,

* La voie de la télomérase: La télomérase, enzyme responsable du
maintien de la taille du télomere, est constitué de deux composants
essentiels : '’ ARN matrice ou hTR (human Telomerase RNA) qui sert de
matrice pour la synthese de '’ADN télomérique matrice et I'enzyme
reverse  transcriptase hTERT (human Telomerase Reverse
Transcriptase) 121. Les télomeres des cellules LMC sont sensiblement
plus courts que ceux des lymphocytes-T (Ph-) du méme donneur. Des
études récentes réalisées sur les prélevements de patients ont montré
que dans la phase chronique, la majorité de patients atteints de LMC
présentent une longueur du télomere réduite. Ce raccourcissement de
la taille du télomeére est probablement lié a une faible activité
télomérasique et a la division cellulaire. L’expression de hTERT dans
les cellules de LMC chez les patients en phase chronique est similaire a
celle des cellules normales. Cependant, son épissage alternatif est
modifié et l'expression de son partenaire hTR diminue 122. Ceci
explique la faible activité de la télomérase dans cette phase. Durant les
phases d’accélération et blastique les télomeres arrivent a une taille
critique. Les cellules LMC présentent des changements au niveau des
microsatellites, signe d'une forte instabilité génomique dans ces deux
phases 123125,

7. Autres voies de signalisations dérégulées par BCR-ABL : Des travaux récents
ont montré que BCR-ABL interagit avec 1'ubiquitinylation de certaines protéines
cibles en stimulant leur dégradation par le protéasome 126. Cette implication de BCR-

ABL a été démontrée initialement par 1'étude des protéines adaptatrices ABI-1 et
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ABI-2 (ABI : abl-interactor proteins) qui sont capables de se lier aux régions riches en
proline d'ABL et de bloquer également l'activation de RAS. L'équipe de Pendergast a
montré que les oncogenes BCR-ABL p210 et p190 pouvaient entrainer une réduction
du niveau des protéines ABI-1 et ABI-2 dans les cellules leucémiques en favorisant
leur dégradation par le systéme ubiquitine-protéasome 127. SHIP (SH2 containing
inositol-5 phosphatase) semble étre également une cible de régulation négative de
BCR-ABL. Les phosphatases SHIP1 and SHIP2 sont des molécules indispensables au
fonctionnement normal du systeme hématopoiétique. Dans les cellules exprimant
BCR-ABL, on observe une réduction de la protéine p145 SHIP spécifiquement
induite par BCR-ABL 128. On sait par aileurs que 1'activité tyrosine kinase de BCR-
ABL dans les cellules leucémiques pourrait entrainer l'activation de certaines
phosphatases, comme PITP1B, qui pourraient agir comme des régulateurs
physiologiques lors de la phase chronique, avec un phénomeéne d'échappement lors
de la phase blastique. La surexpression de PTP1B inhibe ainsi le potentiel
transformant de BCR-ABL dans les systemes expérimentaux, mais son role dans la
progression de la LMC dans les cellules primaires reste a déterminer 129131, Les
études récentes permettent de démontrer que BCR-ABL est capable d'inhiber
I'expression de p27-kip, inhibiteur de CDK2, de maniere a favoriser une accélération
de l'entrée des cellules Ph* en phase S. L'inhibition de l'expression de p27 dans les
cellules exprimant BCR-ABL semble par ailleurs étre un événement dépendant de

l'activité du systéme ubiquitine-protéasome 132,

1.2.2.3 Traitements

Le traitement de la LMC a changé de maniere progressive au cours des deux
dernieres décennies, les approches thérapeutiques non spécifiques laissant la place a
une thérapie ciblée née par la conception de 1'Imatinib.

1. Chimiothérapie palliative: Le traitement le moins nocif est le traitement a
I'hydroxyurée (Hydréa), qui a remplacé a partir des années 70 le busulfan. Ce
traitement permet d'obtenir une rémission hématologique dans environ 70 % des cas,

mais les rémissions cytogénétiques sont tres rares. L'intérét de I'hydroxyurée tient a
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son effet plus rapide et moins durable que celui du busulfan, ce qui rend le risque
d'aplasie prolongée particulierement faible 133,

2. Interféron a: Il est le traitement standard depuis 1980 avec une rémission
hématologique chez 80 % des cas, mais les rémissions cytogénétiques sont obtenues
chez 10 a 20 % de patients. Malgré sa toxicité, l'interféron a reste le traitement de
référence des patients atteints de LMC qui ne sont pas candidats a une greffe de
meelle allogénique 134,

3. Greffes : Les allogreffes de moelle osseuse sont le traitement de choix qui
seul peut offrir une chance raisonnable de guérison du malade. L'indication est
malheureusement limitée : age inférieur a 45 ans et donneur HLA compatible dans la
fratrie.

Une nouvelle technique de greffe de moelle osseuse, moins toxique, mieux
tolérée et pouvant étre proposée a des patients plus agés est en cours d’évaluation. I
s’agit des « mini-transplant ». Le « mini-transplant » est un terme dérivé du nom
anglais : mini stem cells transplants (mini greffe de cellules souches). Il s’agit d’une
nouvelle technique de greffe de moelle osseuse. Des cellules souches de la moelle
osseuse d'un donneur, compatible avec le patient, vont étre greffées (greffe
allogénique). Classiquement cette greffe est précédée d’'une chimiothérapie a trés
fortes doses qui détruit presque les cellules souches du patient. Mais dans le cas de
cette « mini-greffe », le patient va recevoir une chimiothérapie a doses normales qui
sera suffisante, associée a un traitement immunosuppresseur, pour permettre au
patient d’accepter le greffon du donneur. Les cellules du donneur sont alors
transfusées et elles vont remplacer les cellules souches du patient. Le but de cette
greffe n’est pas de pouvoir faire une chimiothérapie a tres fortes doses pour détruire
le plus de cellules cancéreuses possibles, mais de se servir des globules blancs du
donneur pour qu’ils reconnaissent les cellules de la LMC du receveur comme des
cellules étrangeres et qu’ils les détruisent. On appelle ce mécanisme une réaction
greffon contre la tumeur. De plus, les cellules réactives contre la tumeur persistent
chez le receveur et permettent d’empécher la survenue de rechutes. Elle peut étre
considérée comme une forme dimmunothérapie. Comme les doses de

chimiothérapie sont moins importantes, elle est moins toxique et mieux tolérée 135-137,

24



INTRODUCTION

Il y a aussi l'autogreffe de moelle osseuse qui est une possibilité de greffe en
cours d’étude. Elle est moins toxique que l'allogreffe et peut étre proposée a un
nombre plus important de patients car elle n'est pas limitée par l'existence d’un
donneur compatible, mais elle expose a un risque plus important de rechute par le
risque de contamination de greffon par les cellules malignes et par 1’absence de 1'effet
immunologique de contrdle a long terme qu’apporte la réaction du greffon étranger
contre la tumeur. Le but de ce traitement est d’éradiquer totalement les cellules
souches malignes en administrant une chimiothérapie a tres fortes doses associée a
une irradiation corporelle totale. Ce traitement puissant a pour effet secondaire de
détruire aussi les cellules saines de la moelle osseuse. Pour pallier a cet effet toxique
la moelle osseuse détruite va étre remplacée par les cellules souches saines du patient
qui auront été prélevées auparavant et conservées. Le fait de diminuer la toxicité en
supprimant les effets de la réaction du greffon contre 'hote supprime aussi I'effet
immunologique de réaction de greffon contre la tumeur, part importante de la
guérison. Mais cet effet peut étre compensé par des traitements d’entretien par

interféron et/ou Imatinib en post-greffe 138.

1.3 Imatinib

1.3.1 Naissance

En 1990, Lugo et al. mettent en évidence le role essentiel de l'activité tyrosine
kinase (TK) dans le pouvoir transformant de la protéine BCR-ABL 13. Les premiers
inhibiteurs d'origine naturelle (herbimycine A, génistéine) ou synthétiques
(tyrphostines) testés in vitro ont montré une efficacité et une sélectivité variables sur
les lignées cellulaires BCR-ABL* 140141 ] ors de sa fabrication, 'Imatinib (appelé aussi
CGP57148B ou STI571) n'était pas une molécule inhibitrice destinée a venir interagir
avec la proteine BCR-ABL. Initialement le laboratoire Novartis avait établi une
sélection aléatoire sur des inhibiteurs de la Proteine Kinase C alpha (PKC-alpha). 11
identifierent la classe des phenylamino-pyridine comme étant de bons inhibiteurs

compétitifs de I'ATP se fixant sur les PKCs. Par la suite, une équipe de chercheurs a
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modifié cette classe de composés montrant un haut niveau de spécificité, et a
identifié un inhibiteur de l'activité TK de I'oncogene v-Abl et du récepteur PDGF
(Platelet-derived growth factor receptor). Cet inhibiteur a ensuite été optimisé de

sorte a étre plus spécifique de la tyrosine kinase BCR-ABL, ainsi 'Imatinib est né

(Figure 10) 142-145,

Figure 10 La structure chimique de I'lmatinib.

1.3.2 Mode d’action

L'Imatinib agit par inhibition compétitive de I'ATP au niveau du site
catalytique de la protéine kinase. L'analyse de la structure cristallographique du
domaine kinase d'Abl complexée avec I'Imatinib (Figure 11), montre qu'il existe des
liens avec la poche de liaison a I'ATP et que I'Imatinib force la boucle d'activation
dans une conformation non phosphorylée inactive. Il existe ainsi une interaction
entre I'Imatinib et BCR-ABL localisée au niveau du site catalytique. Cette interaction
implique notamment le résidu Tyrosine 272 (Y272) qui est localisé sur le P-loop, et
entre normalement en contact avec le phosphate de I’ATP. Dans la structure d'Abl
avec l'Imatinib, Y272 contribue a une complémentarité entre la protéine Abl et
I'Imatinib via les interactions Van Der Waals avec les cycles aromatiques de
I'Imatinib. En retour, le positionnement d"Y272 requiere les liaisons hydrogenes avec

Asparagine 341 (N341), guidant ainsi le sous-repliement de P-loop. La conséquence

de ce repliement est de rendre Abl dans sa conformation inactive, alors incapable de
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fixer le substrat. En somme, I'Imatinib agit en stabilisant la forme inactive de la
tyrosine kinase BCR-ABL. Cela inhibe l'autophosphorylation de l'enzyme, qui
interfere avec son activation et bloque le signal de transduction 146147, Bien que visant
la poche de liaison des nucleotides d'Abl, I'Imatinib est trés spécifique et inhibe

seulement deux autres tyrosines kinases : le PDGFR et c-Kit.

Figure 11 Structure tridimensionnelle de la kinase d'Ablglaa configuration active associée a I'lmatinibs Le
résidus 1,2 et 3 sont les acides aminés impliqu#s da fixation de I'lmatinib. Les résidus 4 jusqu@
participent au maintien de la conformation néceesaia liaison Kinase-Imatinif®

1.3.3 Enfance (Gleevec)

Dans un premier temps, I'Imatinib a fait 1'objet d’études in vitro et in vivo sur
des modeles murins ou il a sélectivement inhibé la prolifération des cellules
exprimant BCR-ABL et il a induit leur apoptose avec une pharmacocinétique
optimale in vivo 144149150 [ es premiers essais cliniques de phase I-II ont débuté en
1998. Deux essais ont été menés en parallele. Le premier concernait des patients

présentant une LMC en phase chronique, résistants a l'interféron a (non répondeurs
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ou échappant secondairement), traités par Imatinib avec escalade de dose : 83
patients ont été inclus, 54 d'entre eux ont regu une dose quotidienne supérieure ou
égale a 300 mg/jour ; 98 % de ces patients ont présenté une réponse hématologique
complete des le premier mois de traitement et durable pour 92 % d'entre eux (suivi
moyen de 265 jours), 31 % une réponse cytogénétique majeure. La plupart des effets
secondaires recensés (troubles digestifs, myalgies, anémie, thrombopénie, leuco-
neutropénie) ont été modérés, dose-dépendants et réversibles spontanément ou apres
réduction temporaire de posologie 151. Le second essai a inclus 58 patients présentant
soit une LMC en phase blastique (38 de phénotype myéloide, 10 de phénotype
lymphoide), soit une leucémie aigué lymphoblastique avec chromosome Ph* (10
patients). Si le taux de réponse initiale (hématologique ou médullaire) est de pres de
70 %, seuls 12 % d'entre eux, de phénotype myéloide, restent en rémission (durée de
traitement de 3 a 12 mois), I'échappement survenant le plus souvent au cours des
trois premiers mois de traitement 152. Compte tenu de ces essais cliniques, la FDA
(Food and Drug Administration) a approuvé en 2001 la mise sur le marché américain

de I'Imatinib (Gleevec) pour traiter la LMC.

1.3.4 Jeunesse

L’activité remarquable de I'Imatinib dans la LMC a rapidement fait envisager
son utilisation dans d’autres tumeurs présentant une protéine a activité tyrosine
kinase anormalement exprimée. La découverte de son pouvoir inhibiteur de c-Kit
(CD 117) a permet de l'approuver pour traiter les tumeurs stromales gastro-
intestinales (GIST pour gastro-intestinal stroma tumor) 133. Ces tumeurs sont du a

une expression membranaire anormale de c-Kit aboutissant a la transformation

tumorale.

Cependant, les tyrosines kinases cibles d’Imatinib peuvent étre présentes dans
les cellules tumorales dans deux situations différentes. Lorsque 1’anomalie
moléculaire intervient précocement ou de facon causale dans le processus
d’oncogenese (BCR-ABL pour les LMC par exemple), 'Imatinib semble actif pour le

traitement de ces affections ot la kinase activée est au centre du processus de
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transformation. En revanche, 'efficacité de 'Imatinib est plus hypothétique si les
kinases sont exprimées plus tardivement dans le processus de transformation (c-kit
dans les cancers du poumon a petites cellules par exemple). Par ailleurs, 'hyper
éosinophilie idiopathique est un désordre hématologique non tumoral caractérisé par
une prolifération de polynucléaires éosinophiles responsables de lésions tissulaires
viscérales. La présence d'un transcrit de fusion FIP1L1- PDGFRa a été mise en
évidence dans une série de 11 patients, aboutissant a l’activation de PDGFRa,

tyrosine kinase sensible a I'Imatinib 13¢. De plus, le caractére antiangiogénique de

I'Imatinib via PDGFR est également en exploration dans les sarcomes de Kaposi 1%.

Des études biochimiques récentes ont pu identifier d’autres cibles
interagissant avec 'Imatinib. Parmi ces nouvelles cibles une enzyme oxydoréductase,
NQO?2, a été trouvé inhibée par des concentrations thérapeutiques de l'Imatinib
156157 Le role physiologique exact de cette enzyme demeure incertain, mais elle
pourrait étre impliquée dans la détoxification des xénobiotiques 158. La NQO2 est
fortement exprimé dans les cellules myéloides et sa répression par siRNA dans les
cellules BCR-ABL* (K562) diminue la prolifération de cette lignée, suggérant que
l'inhibition de la NQO2 pourrait contribuer a 1'effet antiprolifératif de I'lmatinib dans
les cellules de LMC 15%. De méme, une étude récente a démontré que 'inhibition de la
kinase c-Kit par I'Imatinib est impliquée dans son effet proapoptotiques sur les
cellules BCR-ABL* mettant en évidence l'importance des effets "Off-target" de

I'Imatinib dans son activité antitumorale 160,

Enfin, son role dans I'immunité antitumorale est une autre voie en cours
d’exploration. En effet, I'Imatinib permet d’obtenir in vivo des effets anti-tumoraux
NK (pour Natural Killer cells) dépendants sur des tumeurs ne répondant pas a ce
méme traitement in vitro. Le mécanisme impliqué est une inhibition de c-Kit sur les
cellules dendritiques, qui va entrainer une activation des cellules NK. Chez les
patients porteurs de GIST, l'induction de la sécrétion d'IFNy NK dépendante en
réponse a 1'Imatinib représente un facteur de bon pronostic, suggérant ainsi que les
cellules NK participent a la réponse thérapeutique de I'Imatinib chez 'homme 161.
Chez la souris, 'association d'Imatinib et d'IL2 induit I'expansion d"une population

cellulaire unique de cellules immunitaires au sein des tumeurs. Ces cellules, appelées
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Interféron producing killer DCs (IKDCs), en raison de leurs caractéristiques
phénotypiques proches des cellules dendritiques myéloides et de leur capacité a
produire de I'IFNy. Les IKDCs ont la capacité de détruire différentes cibles
cellulaires, quelle que soient I'expression du CMH classe I ou de ligands de NKG2D.
Elles permettent également, au contact de cellules tumorales, I’activation du CMH de
classe 1II et la production d'IFNy. Il a été montré que les IKDCs, dans des modeles

murins, permettent de significativement ralentir la croissance tumorale 162,

Toutes ces données laissent penser que 1'Imatinib par ses effets "Off-target"
pourrait ouvrir des nouvelles voies de thérapie en combinaison avec d’autres

médicaments.

1.4 Résistance a I'lmatinib

1.4.1 Définition de la résistance a I'lmatinib

On peut distinguer deux formes de résistance : une résistance primaire et une
résistance secondaire. Une résistance primaire a 1'Imatinib se définit selon les critéres
suivants : absence de rémission hématologique apres trois mois de traitement ;
absence de réponse cytogénétique (plus de 95 % de cellules médullaires Ph*) apres
six mois d’Imatinib ; absence de réponse cytogénétique majeure (moins de 35 % de
cellules médullaires Ph*) a 12 mois ; absence de réponse cytogénétique complete
(RCC) au traitement a 18 mois. Une résistance secondaire a I'Imatinib correspond a la
perte des réponses acquises par la thérapie. Il peut donc s’agir de la perte de la
réponse hématologique associée a une progression de la LMC ; de la perte de la RCC
et/ou d'une augmentation du nombre de mitoses médullaires Ph* ; de l'acquisition
d’anomalies additionnelles au caryotype dans les clones cellulaires Ph* ; et enfin
d’une augmentation du taux de transcrits BCR-ABL de plus de 0,5 log confirmée au

cours de deux examens successifs & moins d’un mois d’intervalle 163,164,
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1.4.2 Mécanismes de la résistance a I'lmatinib

‘étude des mécanismes de la résistance a I'Imatinib a été menée
principalement sur des lignées cellulaires rendues résistantes par des expositions a
des doses croissantes d’Imatinib. Cette approche in vitro a été complétée par des
études réalisées sur des prélevements de cellules sanguines ou médullaires de
patients atteints de LMC résistants ou ayant échappé au traitement par 1'Imatinib.
Plusieurs mécanismes impliqués dans la résistance au traitement par I'Imatinib ont

été identifiés (Figure 12) 165,
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Figure 12 Les principaux mécanismes de résistance a I'lriatfA

1.4.2.1 Résistance dépendante de BCR-ABL

Des études initiales réalisées chez des patients en phase blastique de la LMC,
et pour lesquels la réponse au traitement par 'Imatinib est transitoire, ont montré
que l'activité tyrosine kinase de BCR-ABL est réactivée dans la plupart des cas.
Malgré la présence d’altérations génétiques secondaires fréquemment acquises au
cours de I'évolution de la LMC, ces observations démontrent que BCR-ABL reste une
cible majeure dans les situations de résistance secondaire.

1. Amplification de BCR-ABL : Environ 10 % des résistances a I'Imatinib

N

seraient associées a une augmentation de la production de la protéine de fusion,
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typiquement par amplification du gene BCR-ABL ou par l'acquisition d'un second
chromosome Philadelphie 166,167,

2. Mutations dans le domaine kinase de BCR-ABL : Les mutations ponctuelles
dans le domaine kinase de BCR-ABL constituent le mécanisme de résistance
secondaire a I'Imatinib le plus fréquent (50 a 90 % des cas de résistance, selon les
études) 148166-168  DPas moins de 40 mutations différentes ont été décrites. Les
mutations sont retrouvées dans différentes régions de la tyrosine kinase (TK), mais il

est possible de distinguer quatre régions fonctionnelles principales (Figures 13) :

M244V
G250E P
Q252H/R
Y253F/H
E255K

T315I c
F317L

M351T
E355G
F359v

V3791
L387M
H396R

Figure 13les principales mutations retrouvées dans legdifftes boucles (P, C et A) BER-ABL .

* Larégion impliquée dans le site de fixation de I'ATP (boucle P). Les mutations
dans cette région (acides aminés 244 a 255) sont les plus fréquemment
retrouvées. Par comparaison avec la protéine native, les TK mutées dans cette
région sont dix fois moins sensibles aux tests d’inhibition de la prolifération in
vitro en présence d’'Imatinib. Mise a part la mutation affectant la tyrosine 253,
les mutations dans cette région déstabilisent la conformation inactive de c-
ABL vers une conformation active impropre a la fixation de I'Imatinib 169170,

* La thréonine 315 (mutation T315I). Un second groupe de mutations concerne
principalement la thréonine en position 315 qui forme un pont hydrogéne

avec I'Imatinib dans le site actif de c-ABL. On peut également considérer dans
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ce groupe, mais dans une moindre mesure, la phénylalanine en position 317
qui interagit avec I'Imatinib par des liaisons hydrophobes. Alors que la
mutation F317L présente in vitro une résistance modérée a 1'Imatinib, la
mutation T3151 confére a la TK une grande résistance a l'Imatinib. Cette
mutation est la plus fréquente chez les patients ayant échappé au traitement
par Imatinib. Elle conduit a la perte de la liaison hydrogene avec I'Imatinib.

De plus, la présence d'une isoleucine en position 315 représenterait un

obstacle allostérique a la fixation de I'Imatinib dans sa cible 166171,

* La boucle C (mutation M351T). Bien que BCR-ABL soit activée de maniere
constitutive, le mécanisme d’autoinhibition de l'activité de la TK native est en

partie maintenu malgré la fusion de BCR avec c-ABL. Or la méthionine 351,

par son interaction avec la région SH2 de c-ABL, stabilise la TK sous une

conformation d’auto-inhibition. Ainsi, la substitution de la méthionine 351 en
thréonine déstabilise 'interaction avec le domaine SH2, abolit I’auto-inhibition
partielle et déplace ainsi I'équilibre de conformation de la TK vers une forme

active 171,

* La boucle A. Comprenant les acides aminés 379 a 402, la boucle A est une
structure flexible qui régule l'activité de la TK. Sa conformation dépend de

I’état de phosphorylation de la tyrosine 393. Lorsque celle-ci est phosphorylée,

la conformation « ouverte » de la boucle A permet une grande accessibilité du

site catalytique aux molécules d’ATP. Les mutations dans cette région
affectent le changement de conformation de la boucle A en stabilisant la
conformation active, impropre a la liaison de 1'Imatinib. En général, les
mutations dans la boucle A sont associées a une faible résistance a 1'Imatinib
in vitro, suggérant un bénéfice probable d’une augmentation de dose de

I'Imatinib chez les patients mutés dans cette région.

Des mutations en dehors de ces régions ont également été retrouvées, dont
certaines ne présentent pas d’effet sur la résistance in vitro, comme par exemple les
mutations F311L ou F359V 172, Ces mutations ne sont probablement pas a I'origine de
la résistance a I'Imatinib in vivo, ou alors seulement si elles sont associées a d’autres

mécanismes moléculaires. Peu d’informations sont disponibles concernant la
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présence de mutations en dehors du domaine TK puisque leur recherche est effectuée
essentiellement dans le domaine TK de BCR-ABL. Une étude mentionne cependant
I'absence de mutation dans les régions SH2 et SH3 chez 43 patients résistants a
I'Imatinib 173. In vitro, des mutations en dehors du site catalytique associées a une
faible résistance a l'Imatinib ont été décrites, mais leurs conséquences cliniques
restent inconnues 174. Par ailleurs, il est possible que la présence de certaines
mutations puisse conférer un avantage de prolifération au clone muté, comme cela a
été démontré pour la mutation Y253F 170. De plus, il est actuellement admis que les
mutations dans le domaine TK de BCR-ABL peuvent étre présentes des le diagnostic
de la LMC : le traitement par Imatinib peut sélectionner les clones résistants mutés en
éliminant les cellules sensibles, et ainsi aggraver le pronostic de la maladie 175176
Plusieurs observations semblent montrer que les mutations ne sont pas
forcément le siege principal de la résistance 177. La présence des mutations ne confere
pas systématiquement un avantage de croissance aux cellules résistantes exposées a
une pression de sélection par 1'Imatinib. De méme, Shebernou et al. ont démontré la
présence d’une mutation BCR-ABL par une technique sensible chez 19 % de patients
en réponse cytogénétique compléte (RCC) : la totalité de ces mutations n’a donc pas
été a l'origine d'une progression 178. Cette observation démontre qu’a faible taux, la
signification clinique de la présence de cellules mutées n’est certainement pas la
méme qu’a un taux élevé. Si la présence de mutations ne suffit pas a expliquer
complétement la résistance a I'Imatinib, d’autres mécanismes, indépendants de BCR-
ABL, doivent intervenir seuls ou en synergie. Ces mécanismes de résistance sont
probablement prépondérants chez les patients réfractaires a I'Imatinib puisque deux

tiers d’entre eux ne présentent pas de mutation.

1.4.2.2 Résistance indépendante de BCR-ABL

1. La pompe d’efflux PgP : Par analogie avec d’autres modeles cancéreux, une
augmentation de I'expression du géne MDRI1 (déterminant la synthése de la pompe
d’efflux de la PgP - glycoprotéine P) a été initialement décrit au sein d’une lignée

cellulaire LAMAB84R résistante a 1'Imatinib 179. Bien qu’ayant été confirmé dans
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d’autres études, ce mécanisme de résistance ne semble pas étre universel 180,
Cependant, la résistance liée a MDR1 est difficile a évaluer in vivo en raison de
'expression physiologique importante de ce gene dans les cellules sanguines 181.

2. La séquestration extracellulaire de 'Imatinib: L'étude in vivo de modeles
murins a suggeré un mécanisme possible de résistance par modification de la
biodisponibilité de I'Imatinib. L’acide glycoprotéine (AGP), protéine plasmatique, lie
I'Imatinib, diminuant ainsi sa distribution tissulaire 182183 ['adjonction d'un
inhibiteur compétitif tel que I'érythromycine a restauré l'effet anti-tumoral de
I'Imatinib dans ce modeéle murin 182. [n vivo, la corrélation entre résistance a I'Imatinib
et taux d’AGP n’a pas toujours été confirmée. Il est seulement possible de montrer
une corrélation entre un taux élevé d’AGP et la résistance a 1'Imatinib chez des
patients en phase blastique de la maladie 184.

3. La concentration plasmatique de 'Imatinib: En plus de l'accessibilité de
I'Imatinib a sa cible, il est a noter que la résistance peut également étre liée a une
concentration plasmatique insuffisante d’Imatinib. Une récente étude de dosage
plasmatique de I'Imatinib par HPLC démontre que certains patients traités a la dose
de 400 mg/jour n’atteignent pas une concentration plasmatique efficace 185. Cet
examen biologique permet de dépister d’éventuelles interactions médicamenteuses
susceptibles de diminuer la concentration plasmatique d’Imatinib, ou les défauts
d’observance de certains patients. Il semble donc apparaitre comme un des examens
nécessaires en cas de réponse suboptimale ou de résistance a I'Imatinib.

4. L’activation d’autres tyrosines kinases : Un modele de cellules K562, résistantes
a I'Imatinib, mais présentant une diminution du taux d’expression du transcrit BCR-
ABL, a permis de montrer que la résistance pouvait résulter de I'activation de la voie
des Src kinases. L’augmentation de la phosphorylation de molécules telles que LYN
(Lck/Yes-related novel tyrosine kinase), responsables de la signalisation en aval,
permettrait de contourner l'inhibition de BCR-ABL par I'Imatinib dans ce modele.
De plus, le traitement par un inhibiteur de Src kinases affecte la prolifération de la
lignée résistante mais n'a pas deffet sur la lignée parentale 18. In wvivo,
I'augmentation de l'activité de la Src-kinase LYN, observée chez certains patients en

N

phase accélérée de LMC, est probablement liée a 1'évolution de la maladie, mais
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pourrait participer a la résistance a I'Imatinib. Le traitement de progéniteurs
leucémiques résistants a 1'Imatinib par des siRNA ciblant LYN permet de restaurer
une activité apoptotique de ces cellules, suggérant une dépendance des voies de
signalisation des Src kinases dans la prolifération de cellules Ph* 187,

5. L’altération de la stabilité génétique et génomique: Dans les cellules
leucémiques, en plus de 'avantage de prolifération que confere BCR-ABL, il a été
démontré que l'activité de ce gene de fusion peut étre a l'origine d’une instabilité
génétique en affectant les voies de réparation de I’ ADN. L’activité TK de BCR-ABL
augmente les niveaux d'especes réactives de l'oxygene (ROS) conduisant a
l'accumulation de bases oxydées et de DSBs. Les lésions causées par des bases
oxydées peuvent étre réparés par les systémes de réparation BER, MMR et NER. Des
études ont montré que BCR-ABL pourrait exercer un effet négatif sur les systémes
BER et MMR, tout en stimulant le NER qui génére des mutations ponctuelles. Au
total, 'inhibition de BER et de MMR dépendante de 'activité TK de BCR-ABL, et la
stimulation du systeme mutageéne (NER) pourrait conduire a des mutations
ponctuelles dans le gene BCR-ABL, qui sont responsables de la résistance aux
inhibiteurs de tyrosine kinase 120188-191 Klemm et al ont également montré le role de
I'enzyme AID (Activation-Induced Deaminase) dans la progression de la LMC vers
la crise blastique lymphoide (LMC-CBL) et la génération de mutations de BCR-ABL
qui conférent une résistance a 1'Imatinib 192. Les cellules exprimant AID comparées
avec les cellules AID-nulle ou AID-, ont une excroissance sélective en présence de
I'Imatinib et elles acquierent des mutations dans le gene BCR-ABL ressemblant celles
retrouvées fréquemment chez les patients résistants a 1'Imatinib, y compris la
mutation T3151.

Les DSBs sont réparées par les mécanismes de HRR, NHE] et SSA. BCR-ABL
stimule leur efficacité, mais elle compromet la fidélité des HRR et NHE]. Dans ce
scénario, BCR-ABL induit des mutations ponctuelles dans les produits de HRR et
des aberrations chromosomiques telles que les translocations et des délétions
partielles 188193 Cette instabilité génomique et génétique peut conduire, de facon
séquentielle au cours de l'évolution de la maladie, a l'acquisition d’altérations

secondaires. Ces altérations secondaires conduiraient a la perte de différenciation des
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cellules leucémiques observée en phase blastique de la LMC, et pourraient étre le
support d"une résistance a I'Imatinib. Dans ce contexte, la résistance a I'Imatinib peut
alors étre liée a la dérégulation des voies de signalisation en amont ou en aval de
BCR-ABL, affectant ainsi la prolifération, la survie, la différenciation et l'intégrité du
génome.

6. L'altération épigénétique : en plus des altérations génétiques et génomiques
discutées ci-dessus, des altérations épigénétiques touchantes ’ADN et la chromatine
sont capables de modifier I'expression des genes et la stabilité de génome rencontré
lors du développement de LMC ou de la résistance a I'Imatinib. Ces altérations
épigénétiques sont aussi transmissibles lors de la mitose.

L’aberration de la méthylation de I’ADN présente le premier mécanisme
décrit impliqué dans le développement de LMC. La méthylation de ’ADN se produit
principalement dans des régions appelées ilots CpG. Ces ilots sont fréquents dans les
régions promotrices des genes, ainsi leur hypermétylation réprime l'expression de
gene. La méthylation de 1’ADN est catalysée par les enzymes DNA
méthyltransférases (DNMTs). Parmi les DNA méthyltransférases, la DNMT1 qui est
une enzyme impliquée dans le maintien de I'information épigénétique, prend comme
modele le brin d’ADN hémi-méthylé lors de la réplication tandis que les enzymes
DNMT3a et 3b peuvent agir sur un brin non méthylé et donc modifier 1'information
épigénétique 19419, L’expression des DNMTs dans les cellules de LMC chez les
patients en phase chronique est similaire a celle des cellules normales. La progression
de la maladie vers la phase blastique est associée a une augmentation significative
des niveaux d'expression des DNMTs 1%, Cette activité élevée de DNMTs pourrait
expliquer le profil hyperméthylé de certains genes associé avec la progression de
maladie ou la résistance a 1'Imatinib. Génes régulateurs de cycle cellulaire
(P16INK4A et P14ARF), de l'apoptose (c-Abl et DAPK1 pour Death-Associated
Protein Kinasel) ou de micro-RNA (miR-203) ont été trouvés hyperméthylés et
associés avec le développement de LMC vers les phases avancées 197200, Des études
récentes ont aussi démontré que I’hyperméthylation des certains génes a corrélé avec
une résistance a I'Imatinib. La résistance a 1'Imatinib dans les LAL Ph* pourrait étre

dépendante de la diminution de I'expression de PTEN du a une hyperméthylation de
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son promoteur 201. Une étude récente a aussi démontré que I’hyperméthylation des
genes sFRPs (Secreted Frizzled-Related Proteins), protéines régulant la voie Wnt, est
corrélée avec une résistance cytogénétique primaire a I'Imatinib 202,

Les modifications de la chromatine constituent un deuxiéme mécanisme
épigénétique qui s’associe avec la méthylation de I’ADN dans 1'évolution de LMC ou
la résistance a l'Imatinib. Ce sont des modifications post-traductionnelles des
histones. Les histones sont des grosses protéines qui possedent un domaine
globulaire carboxy-terminal formant le coeur du nucléosome et une queue amino-
terminale exposée a la surface du nucléosome et sujette a diverses modifications
post-traductionnelles 203. Ces modifications vont influencer I'état de compaction de la
chromatine et donc modifier les niveaux d’expression des génes. Il existe quatre
types majeurs de modification des histones : l'acétylation, la méthylation, la
phosphorylation et 'ubiquitination 204. L"acétylation des histones est la modification
post-traductionnelle la plus directement liée a 1'état transcriptionnel de la région de
I’ADN impliquée. L’acétylation de I'’histone sur des lysines peut mener a la
diminution des contacts avec I’ADN nucléosomique avec les nucléosomes voisins et
avec certaines protéines régulatrices stabilisant la chromatine. Ces modifications
produisent une chromatine plus flexible, ot I'’ADN est plus accessible. Deux familles
d’enzymes influencent les niveaux d’acétylation des histones: les histones
acétyltransférases (HATSs) qui dissocient la chromatine et permettent l'activation de la
transcription et les histones désacétylases (HDACs) qui ont un role contraire aux
HATSs, c’est-a-dire qu’elles enlevent les groupements acétyles des histones, referment
la chromatine et bloquent toute activité 205. Il faut aussi savoir qu’il existe une
interdépendance entre 1’acétylation des histones et la méthylation de ’ADN. En effet,
I’ADN méthylé peut fixer des protéines appelées Methyl-CpG-binding Domain
Proteins. Par la suite, ces protéines peuvent recruter d’autres protéines, telles que les

HDAC S, provoquant ainsi une compaction de la chromatine 206,207,
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1.4.2.3 Cellules souches leucémiques quiescentes

Dans l'étude IRIS (International Randomized Study of Interferon versus
STI571), 90 a 95 % environ des patients ont en RT-PCR «et ce sur une durée
indéfinie » une maladie résiduelle détectable, qui sert de réservoir pour une
éventuelle nouvelle évolution de la maladie survenant en effet inéluctablement
lorsque I'Imatinib est arrété 208210 Jn wvitro, il a été démontré qu’il existe un
compartiment de progéniteurs primitifs (CD34* et Ph*) quiescents qui reste
insensible a 1'Imatinib, et 'hypothése actuelle est de considérer que ce compartiment
entretient la persistance indéfinie de la maladie chez les patients traités par Imatinib
211, Ce phénomene est probablement multifactoriel et il a été démontré que ces
cellules primitives Ph* expriment des taux élevés de protéine BCR-ABL, des taux
élevés de transcrit des pompes d’efflux d’Imatinib (PgP), des taux bas de transcrit des
pompes d’influx d’Imatinib (OCT-1), et qu’elles peuvent contenir un nombre
important de mutations BCR-ABL par rapport a des progéniteurs d’aval 212. Notons
également que la persistance des cellules leucémiques peut aussi dépendre de stimuli
exogenes : en effet, I'interaction des cellules avec le stroma médullaire et la matrice
extracellulaire est perturbée dans le cas des cellules leucémiques. L’'inhibition de
BCR-ABL pourrait donc restaurer ces interactions avec le stroma médullaire,
participant ainsi a la protection des cellules leucémiques contre l'apoptose et
contribuant a la persistance de la maladie résiduelle. Il s’agit d’une question cruciale,
car la compréhension de ces mécanismes devrait pouvoir permettre, a terme,

"éradication définitive de la tumeur.

1.5 Surmonter la résistance a I'lmatinib

La découverte de mécanismes de résistance a 1'Imatinib a ouvert une course
contre le temps pour développer des nouvelles thérapies afin de surmonter la
résistance et éradiquer la maladie résiduelle.

Les mutations de BCR-ABL apparaissent comme le mécanisme le plus
important pour la résistance acquise. Certaines de ces mutations déterminent un

phénotype hautement résistant in vitro alors que d’autres peuvent étre neutralisées
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par 'augmentation des doses d’Imatinib. Certains essais cliniques ont montré de
meilleures réponses hématologiques et cytogénétiques en augmentant les doses
d'Imatinib a 800 mg/jour au lieu de 400 mg dans la LMC nouvellement
diagnostiquée. Mais les réponses peuvent ne pas étre durables. En général, ces doses
de 800 mg sont tolérées de la méme facon que 400 mg, mais dans certains cas, la
toxicité est sévere et nécessite des diminutions de doses 213214, Cependant, cette
stratégie n’est effective que chez les patients chez lesquels la résistance a I'Imatinib
est soit primaire, dirigée par la surexpression du géne BCR-ABL ou par les mutations
de BCR-ABL ne conférant seulement qu'une résistance partielle. Ceci dit,
I'augmentation de la dose de I'Imatinib seul ne permet pas de résoudre tous les
problemes de la résistance.

Des nouvelles molécules a associer ou pas a I'Imatinib ont été développées.
Certains de ces agents sont approuvés pour 1'utilisation clinique et d’autres sont en

cours d’évaluation clinique ou préclinique.

1.5.1 Les inhibiteurs de Tyrosine Kinase (ITKs) dseconde génération

On peut classer les ITKs de seconde génération en quatre catégories (Table 1

résume les principaux ITKSs et leurs potentielles cibles):

1.5.1.1 Les ITKs de BCR-ABL ATP-Compétitifs

1. Nilotinib (AMN107) : C'est une petite molécule orale, dérivative de la méme
famille de I'Imatinib (Figure 14). Il inhibe I'activité TK de BCR-ABL, de PDGFR et de
c-Kit mais il n’a aucun effet sur 'activité TK de Src 215. In vitro, le Nilotinib a 10 a 50
fois plus d’activité inhibitrice que 1'Imatinib sur BCR-ABL non muté et muté, a
I'exception de T315I, E255V /K et Y253H 215. Dans une phase I, le Nilotinib s’est
révélé actif chez des patients atteints de LMC résistants a I'Imatinib, avec
respectivement 72 et 48 % de réponses hématologiques et cytogénétiques dans les
phases d’accélération et 38 et 27 % dans les phases blastiques. Dans trois études de
phase 1II, le Nilotinib s’est révélé actif dans les trois phases de la LMC tant au plan

hématologique que cytogénétique. Les toxicités sont en général modérées a type de
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myélosuppression, de rashes et d’élévation de la bilirubine 216-219, Une résistance au
Nilotinib a été supposée d’étre du a une surexpression de BCR-ABL, de kinase Src

ou de pompe d’efflux PgP 220. En plus, le Nilotinib est inactif sur les cellules souches

leucémiques quiescentes 221.

ITK ABL ABL 315 c-Kit PDGFR SRC Aurora Autres
Imatinib + - ++ ++ LCK - +
Nilotinib ++ - + + - - -
Dasatinib +++ - ++ ++ +++ - +++
Bosutinib ++ - - - +++ - +
INNO-406 ++ - - ++ LYN - NR
MK-0457 + + - - - +++ NR

XL228 +++ +++ NR NR NR +++ NR

PHA-739358 ++ ++ + NR + +++

AP24534 +++ +++ NR NR NR NR NR

SGX393 +++ +++ - - LCK

DC-2036 +++ +++ NR NR ++ NR NR

Table 1 Les cibles potentielles de différents ITKs qui satitisés ou qui sont en évaluation clinique dams |

traitement de LMC. +, inhibition faible ou modérée+ inhibition modérée ou forte ; +++ inhibitiores forte ;
NR, non rapporté.

1.5.1.2 Les ITKs de SRC/ABL

1. Dasatinib (BMS-354825) : C’est un inhibiteur oral de tyrosine kinase multi
cible. Outre ses propriétés inhibitrices d’ABL, BCR-ABL, c-KIT, PDGFR, qu’il partage

avec I'Imatinib et le Nilotinib, il est également un inhibiteur puissant des kinases de
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la famille Src qui sont activées lors des transformations lymphoblastiques de LMC
ainsi qu’au cours des LAL Ph*. Il se lie aussi a d’autres Tyrosine et Serine/Thréonine
kinase comme la famille TEC, MAPK et la récepteur a activité TK DDR1 (Discoidin
Domain Receptor 1) 17, Il est environ 400 fois plus fort que 1'Imatinib, mais
contrairement a ce dernier, le Dasatinib se lie aux conformations actives et inactives
du domaine kinase de BCR-ABL et de Src (Figure 14). Il a montré son efficacité in
vitro, et in vivo chez les souris sensibles ou résistantes a I'Imatinib 222. Chez les
malades résistants ou intolérants a I'Imatinib, on a pu observer dans les phases I et II,
l'efficacité et la bonne tolérance du Dasatinib. Le Dasatinib a induit, respectivement
une réponse cytogénétique durable majeur et complete chez 59% et 49% des patients
en phase chronique. Cependant, les réponses hématologiques et cytogénétiques ont
été moins durables dans les phases avancées. Parmi toutes les études de phase II, les
réponses ont été identiques qu’il y ait ou pas des mutations, a 1'exception du T315I.
En général, les patients intolérants a I'Imatinib ont supporté des traitements
significativement plus longs par le Dasatinib et sans toxicité. Le Dasatinib est
généralement bien toléré mais des grades 3 ou 4 de la myélosuppression ont été
fréquemment rapportés surtout dans les LMC avancées. Les toxicités non
hématologiques sont en général modérées et réversibles 223225, ['émergence ou la
sélection de mutation T3151 qui insensible au Dasatinib constitue le mécanisme de
résistance le plus fréquent. D’autres mutations comme F317L et V299L conférent
aussi la résistance au Dasatinib mais cette derniéres, contrairement au T315], sont
sensible a I'Imatinib et au Nilotinib 22%. Bien que le Dasatinib réduise
significativement les cellules CD34* CD38- Ph* comparé a 1'Imatinib, il n’élimine pas
la fraction la plus primitive des cellules souches leucémiques quiescentes 227.

2. Bosutinib (SKI-606) : le Bosutinib a une activité antiproliférative sur les
cellules portantes BCR-ABL sensitif ou résistant a I'Imatinib, y compris les mutants
Y253F, E255K et D276G, mais pas le mutant T3151. Il se lie aux conformations
inactives et intermédiaires du domaine kinase de BCR-ABL. Le Bosutinib induit
modestement I"apoptose des progéniteurs Ph* et il n’élimine pas les cellules souches
leucémiques quiescentes 228229 Les études primaires de phase II ont montré son

efficacité dans le traitement des patients échappés aux Dasatinib ou Nilotinib.
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Contrairement au Dasatinib, le Bosutinib n’inhibe pas I'activité de c-Kit ou PDGFR et

il est mieux toléré 230,

Nilotinib Dasatinib

Imatinib Nilotinib Dasatinib

Figure 14 Structure tridimensionnelle de la kinase d'Abloagse a I'lmatinib (vert), Nilotinib (rouge) et
Dasatinib (bleu). Les schémas en bas montrentdsisigns de boucle P (orange) et de boucle A (Y)iaans la
configuration inactive de kinase (les modes desdiaide I'lmatinib et du Nilotinib) puis dans la diguration
active de kinase (mode de liaison du Dasatifitb)

3. INNO-406: c’est un ITK d’Abl et LYN qui est 55 fois plus puissant que
I'Imatinib sur les cellules BCR-ABL". Il inhibe plusieurs mutants de BCR-ABL, y
compris le mutant F317L, mais il n’a aucune activité sur le mutant T315I.
Contrairement aux autres ITKs de seconde génération, I'INNO-406 n'inhibe que la
kinase LYN parmi la famille Src. Dans une étude de phase I, INNO-406 a été bien
toléré et il a induit une réponse cytogénétique complete chez 2 sur 7 patients résistant
a I'Imatinib, et une réponse hématologique compléte chez 2 sur 7 patients qui ont

échappé au traitement par plusieurs I'TKs 232.

1.5.1.3 Les ITKs de T315I

La mutation T315I est I'origine de 4% a 19% de résistance a 1'Imatinib et elle
confere une résistance croisée aux plusieurs ITKs, y compris Nilotinib, Dasatinib et

Bosutinib.
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L’ONO012380, un inhibiteur compétitif du substrat de BCR-ABL, a montré une
activité inhibitrice in vitro et in vivo contre le BCR-ABL sauvage et muté, y compris le
mutant T315] 233,

Les kinases Aurora sont des kinases impliquées dans la régulation de mitose
et elles sont surexprimées dans plusieurs cancers. MK-0457 (VX-680) est un
inhibiteur de la kinase Aurora qui cible aussi l'activité TK de BCR-ABL, FLT3 et Jak2
en induisant I'apoptose. Contrairement aux autres I'TKs de Abl, le MK-0457 inhibe la
mutant T315I. Dans une étude de phase I, une réponse cytogénétique majeure a été
obtenu chez 3 sur 9 patients en phase avancée portants la mutation T315I 234. Des
études de phase II sont en cours. Le PH-739358 est un autre inhibiteur de la kinase
Aurora qui a aussi montré une activité antiproliférative et proapoptotique sur les
cellules BCR-ABL* non mutées et portantes la mutation T315I. Des réponses
hématologiques et cytogénétiques ont été obtenues chez les patients portants le
mutant T315], et les essais de phase Il sont maintenant en cours 235.

Le SGX393 est un azaindol qui inhibe I'activité TK de BCR-ABL sauvage et le
mutant T3151 ainsi que d’autres mutants. Son efficacité a été montrée in vivo chez les
souris portantes le mutant T315I 236.

D’autres ITKs de T315I, comme XL228 et AP24534, sont maintenant dans des
études de phase I.

1.5.1.4 Les ITKs allostériques

Cette catégorie d'ITKs a été récemment découverte par un criblage
cytotoxique différentiel de 50000 composés hétérocycliques synthétisés
combinatoirement contre le domaine kinase. Cette classe de composés agit par un
mécanisme allostérique non ATP-compétitif impliquant une liaison a la poche
myristate dans le lobe C de domaine kinase de BCR-ABL. Le GNF-2, le chef de fil de
cette classe, n’a aucune activité sur les kinases Kit, PDGEFR et Src, par contre il inhibe

le BCR-ABL sauvage et les mutants Y253F et E255V 237,
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1.5.2 Nouvelles molécules a associer ou pas a I'liméb

Tot dans les phases de mise au point de I'Imatinib, Thiesing et al ont démontré
l'efficacité et la synergie de I'Imatinib en association avec des chimiothérapies
classiques, comme la Daunorubicine, ainsi qu'avec des médicaments
traditionnellement utilisés contre la LMC, comme [IInterféron alpha et
I'Hydroxyurée. IlIs ont conclu que la combinaison de I'Imatinib a la chimiothérapie
classique était meilleure que l'Imatinib seul dans le traitement de LMC et elle
pourrait prévenir la résistance due a la monothérapie 238. Cette constatation précoce a
stimulé la mise au point de différentes combinaisons de 1'Imatinib aux inhibiteurs
des voies en amont ou en aval de BCR-ABL pour surmonter la résistance aux ITKs.
L’efficacité de traitement combiné a I'Imatinib sur les cellules résistances met en
évidence I'importance de ses effets "Off-target" dans son activité anti-tumorale. Cette
stratégie a été aussi réussite avec les autres ITKs de seconde génération, mais la

révolution est souvent revenue au son point de départ.

1.5.2.1 Homoharringtonine

L'Homoharringtonine Hémi-synthétique (HHT) est un alcaloide présent a
I'état de trace dans plusieurs especes de coniferes chinois rares et menacés,
appartenant au genre Cephalotaxus. Quoique sous forme partiellement purifiée,
I'HHT est largement utilisé en Chine dans le traitement des leucémies aigués
myéloblastiques (LAM). Cependant, cette surexploitation a des fins thérapeutiques, a
conduit au quasi destruction de ce conifere et au développement d'une hémi-
synthese permettant de proposer en quantité illimitée, un produit dit "hémi-
synthétique" conforme aux normes environnementales. L'HHT inhibe la synthese
protéique, induit l'apoptose et il est synergique ou additif en combinaison a
I'Imatinib. Des réponses hématologiques compléetes et cytogénétiques ont été
obtenues chez les patients résistants a 1'Imatinib et traités par 'HHT. Son association
avec I'Imatinib a réduit le taux de transcrits BCR-ABL d’un log chez 50% de patients
ayants une réponse cytogénétique majeure sous I'Imatinib. Des études récentes ont

démontré que 'HHT induisait une réduction ou une disparition de mutant T3151
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chez les patients qui ont développé cette mutation pendant le traitement par
I'Imatinib. L'HHT est actuellement dans des études de phase II chez les patients

résistants aux ITKs, y compris les mutants T315] 239242,

1.5.2.2 Les inhibiteurs de HSP90

L'Hsp90 (Heat Shock Protein 90) est une protéine dite « chaperon » qui,
lorsqu’elle est active, soutient et stabilise de nombreuses protéines comme Akt, c-Kit,
FLT3 et BCR-ABL. La Geldanamycine et son dérivé 17-AAG (17-allylamino-17-
demethoxygeldanamycine) se lient a I'Hsp90 et inhibent sa fonction « chaperon »,
menant ainsi a la diminution de la protéine BCR-ABL et induisant l'apoptose de
cellules Ph*. De plus, ils inhibent la croissance de cellules portantes les mutants
E255K et T3151. En plus, le 17-AAG cible la pompe d’efflux de I'Imatinib (PgP) et
pourrait inhiber I'efflux de 1'Imatinib. Toutefois, 'amplification de BCR-ABL confeére
une résistance aux inhibiteurs de Hsp90, mais leur association avec I'Imatinib

surmonte cette résistance 243-245,

1.5.2.3 L’arsenic trioxyde

L’arsenic trioxyde (As203) induit I’apoptose de cellules BCR-ABL* et diminue
la prolifération des blastes de LMC en dégradant préférentiellement la protéine BCR-
ABL. Son association avec I'Imatinib a induit I'apoptose des cellules résistantes a
I'Imatinib portantes une amplification de BCR-ABL ou des mutations M351T ou
Y253F. Des études récentes ont montré que le traitement par I'arsenic peut stimuler la
division active des cellules souches de la LMC, les cellules deviennent alors sensibles
a I'Imatinib. Un essai de phase Il sur un traitement combinant 1'Imatinib a 1’arsenic

est actuellement en cours 246-249,

1.5.2.4 Les inhibiteurs de protéasome

Les inhibiteurs de protéasome ciblent le cceur catalytique 20S du proteasome

et suppriment la dégradation protéasomal de nombreuses protéines cellulaires.
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L’inhibition de l'activité de NF-xB pourrait étre impliquée dans 1'effet anti-tumoral
de ces inhibiteurs. Le Bortezomib (PS-341, Velcade) est un inhibiteur de protéasome
qui diminue la prolifération, induit 1'arrét de cycle cellulaire en phase G2/M et
promeut l'apoptose des lignée cellulaire sensibles ou résistantes a 1'Imatinib.
Cependant, le traitement simultané de lignées cellulaires sensibles a I'Imatinib par
I'association Bortezomib/Imatinib a produit une interaction antagonique sur
l'inhibition de croissance, bien que I'exposition séquentielle de ces lignées aux faibles
doses de Bortezomib suivi par I'Imatinib abouti a un effet additif. La synergie entre le
Bortezomib et les inhibiteurs de HDACs et entre le Bortezomib et le Flavopiridol a

été rapportée dans des études in vitro sur des lignées de LMC 250-252,

1.5.2.5 Les inhibiteurs de CDK (Cyclin-Dependent Kiase)

Le Flavopiridol est un flavone semisynthétique qui peut inhiber plusieurs
CDKs. Le traitement combinant I'Imatinib au Flavopiridol augmente le damage
mitochondriale, active les caspases et I'apoptose dans les lignées cellulaires de LMC
mais pas dans les lignées leucémiques BCR-ABL négatives. Cette association était
aussi active sur une lignée résistante a 1'Imatinib qui surexprime BCR-ABL. Une
étude de phase I sur des leucémies BCR-ABL*, a montré que la combinaison
Imatinib/Flavopiridol était tolérable et responsable de quatre réponses objectives, y

compris deux réponses hématologiques completes 253.

1.5.2.6 Les inhibiteurs DNMTs (DNA-Methyltransfera®)

La méthylation d’ADN contribue au développement de la LMC et de la
résistance a 1'Imatinib en réprimant les genes qui sont essentiels pour la
différenciation et 'apoptose. La Decitabine (5-aza-2'-deoxycytidine; SuperGen) est
un agent hypométhylant d”ADN qui s’integre dans ' ADN et forme des liens covalent
irréversibles avec la DNMT. La synthese d’ADN s’arréte au niveau de ces sites
modifiés et les complexes ADN-DNMT sont finalement dégradés. La perte des
complexes ADN-DNMT est associée a I'épuisement de niveaux de DNMT qui aboutit

a une hypométhylation de I' ADN nouvellement synthétisé.
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Des réponses hématologiques et cytogénétiques ont été observées dans une
étude de 130 patients de LMC traités par la Decitabine aux doses de 50 a 100 mg/m?2
toutes les 12 heures pendant 5 jours. Cependant, une myélosuppression sévere
dépendante de la dose a été observée. Dans une étude de phase I réalisée sur des
leucémies réfractaires, un traitement prolongé d’une faible dose de Decitabine a été
donné a 50 patients, y compris cinq patients de LMC. De ces cinq patients, deux ont
eu une réponse hématologique complete et deux autres ont eu une réponse
hématologique partielle. La combinaison de Decitabine a I'Imatinib a été révélée utile
dans la LMC. Une étude in vitro a montré que cette combinaison avait une action
additive ou synergique sur la croissance des cellules contenant BCR-ABL muté a
M351T et Y253F. Cependant, l’association d'Imatinib/Decitabine était moins
puissante que Decitabine seule dans I'inhibition de prolifération de cellules portantes
le mutant T3151. Cette thérapie combinée a été aussi réalisée dans une étude de
phase II sur 28 patients de LMC en phase avancée, y compris 25 patients résistants a
I'Imatinib. Des réponses hématologiques completes, partielles et mineures ont été
observés chez 32 %, 4 % et 7 % de patients, respectivement. Des réponses
cytogénétiques majeures et mineures ont été observées dans 18 % et 11% de patients,
respectivement. Cette étude a conclu que 'association de Decitabine avec I'Imatinib
était bien tolérée et active dans le traitement de patients en phase avancée et

résistants a I'Imatinib sans avoir de mutations de BCR-ABL 254-257,

1.5.2.7 Les inhibiteurs de HDAC (Histones désacéades)

Les inhibiteurs de HDAC (IHD), comme SAHA (Suberoylanilide hydroxamic
acid), induisent 1’arrét de cycle cellulaire et 1'apoptose des cellules tumorales. SAHA
incite l'expression de p27, un régulateur principal de cycle cellulaire, et diminue
aussi I'expression protéique de BCR-ABL. Le traitement des lignées cellulaires de
LMC par une combinaison de SAHA/Imatinib a induit plus d'apoptose qu'a été
réalisé avec I'un ou l'autre agent seul. Cette combinaison a aussi produit un effet
synergique sur l'apoptose des lignées résistantes a I'Imatinib surexprimant BCR-

ABL. Le cotraitement Nilotinib/ LBH589, un autre IHD, avait un effet synergique sur
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I'apoptose des lignées K562 et LAMAS84. LBH589 a aussi induit 'apoptose des
lignées cellulaires résistantes a 1'Imatinib qui expriment les mutants T315I et E255K.
Récemment, une étude a montré que linhibition de HDAC par le Valproate
augmente l'arrét de prolifération et I'apoptose induits par I'Imatinib sur des lignées
de LMC. De plus, le traitement par le Valproate a restauré la sensibilité a 1'Imatinib
dans des lignes de LMC résistantes a I'Imatinib et ainsi dans des cellules primaires

résistantes a ce TKI 258-261,

1.5.2.8 Les inhibiteurs de Farnesyl transférase

Des données génétiques et biochimiques ont montré que l'activation de la voie
Ras joue un role central dans la transformation leucémogenique de la protéine BCR-
ABL. La fonction correcte de Ras est dépendante de la prénylation, qui est une
modification post-traductionnelle, impliquant une addition de groupe de Farnesyl au
résidu cystéine conservé dans le motif CAAX de protéine Ras. Cette modification est
catalysée par les enzymes Farnesyl transférase (FT) et Geranylgeranyl transférase
(GGT). Deux inhibiteurs de Farnesyl transférase (IFT) ont montré une activité anti-
tumorale contre la LMC.

1. Tipifarnib : une étude de phase II incluant 22 patients de LMC a montré une
activité modeste de ce médicament. Il a induit des réponses hématologiques
completes ou partielles chez 32 % de ces patients. Une réponse cytogénétique
mineure a été aussi observée mais les réponses n’étaient pas durables 262,
Récemment, une étude de phase I a montré que la combinaison Tipifarnib/Imatinib
était tolérée et active sur 26 patients résistants a I'Imatinib. 27% de ces patients ont
présenté une réponse cytogénétique majeure. Une réponse cytogénétique partielle a
été obtenue chez un patient portant la mutation T315I 263,

2. Lonafarnib : Lonafarnib, un autre IFT, est un inhibiteur puissant et sélectif de
la croissance de cellules primaires de patients de LMC. Son efficacité a été démontrée
dans un modeéle murin de LMC en phase blastique 264. Lonafarnib a inhibé la
prolifération de lignées cellulaires résistantes a I'Imatinib et a réduit la formation de

colonie par des cellules primaires obtenues des patients résistants a 1'Imatinib.
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Cependant, les résultats d'une étude pilote testant Lonafarnib sur des patients de
LMC résistants a I'Imatinib, ont été décourageants avec seulement 2 sur 13 patients
réalisant une réponse clinique 265266, Un rapport récent a montré que Lonafarnib est
capable de sensibiliser les progéniteurs leucémiques primitifs quiescents a l'effet de
"Imatinib 267.

Récemment, une étude a montré que le BMS-214662, un nouvel IFT, augmente
I'effet cytotoxique d'Imatinib ou Dasatinib sur les cellules primaire CD34* de LMC et
réduit significativement les nombres de ces cellules, seul ou en association avec
I'Imatinib ou Dasatinib. Cet effet était sélectif sur les cellules souches tumorales par
rapport aux cellules souches normales qui ont été relativement épargnées. Le
mécanisme d’action passe probablement par l'induction d’apoptose traduite par une

augmentation de l’activité de caspase-3 268.

1.5.2.9 Les inhibiteurs de MEK1/2

Plusieurs inhibiteurs MEK1/2 ont été développés, comme PD18435273 et
U0126. PD184352 ou U0126, quand ils sont combinés a I'Imatinib, ont un effet
apoptotique synergique sur les cellules de LMC 268, De plus, 1'association de
PD184352 avec l'Imatinib a efficacement induit la mort cellulaire d’'une lignée
cellulaire résistante a 1'Imatinib et qui surexprime BCR-ABL. Le PD184352 a été
récemment montré d’étre synergique avec le Dasatinib pour surmonter la résistance

a I'Imatinib, a I'exception de mutation T315I 269.

1.5.2.10 Les inhibiteurs de la voie PI3K/Akt/mTOR

La voie PIBK/Akt/mTOR est impliquée dans le role transformant de la
protéine BCR-ABL en régulant la croissance, la prolifération, I'adhésion et la survie
cellulaire. Le Rapamycin est un antibiotique macrolidique se lie a la molécule
d’immunophiline FKBP12 en formant un complexe qui inhibe mTOR. Un dérivé de
Rapamycin, RADO0O1 (Everolimus), a été récemment développé et il a montré une
activité inhibitrice contre le complexe insensible au Rapamycin (mTORC2). Le

traitement par le Rapamycin seul diminue la prolifération de Ba/F3-BCR-ABL aussi

50



INTRODUCTION

bien que les lymphoblastes B transformée par BCR-ABL et les cellules primaires de
LMC. Le Rapamycin prolonge aussi la survie des souris transplantées par la moelle
osseuse qui avait été transformée par BCR-ABL. L'effet inhibiteur in vitro de
Rapamycin sur la croissance de cellules primaires de LMC est du a l'arrét de cycle
cellulaire en phase G1 suivi par l'induction de I'apoptose. De plus, la combinaison
Imatinib/Rapamycin a surmonté la résistance a I'Imatinib dans une lignée
surexprimant BCR-ABL. Cependant, les rapports sur l'effet de cette combinaison sur
des mutants BCR-ABL ont été contradictoires 270272, Récemment, la signalisation par
la voie PI3K/Akt/mTOR a été démontrée comme un mécanisme compensatoire
responsable de maintenir la viabilité de cellules naives a l'Imatinib pendant la
premiere exposition a cet ITK. Le traitement par I'Imatinib aboutit a I'activation de la
voie PI3K/Akt/mTOR et cette activation est importante afin de maintenir la survie
cellulaire pendant le premier développement de résistance a 1'Imatinib 273. Des essais
cliniques examinant la tolérance et 1'efficacité de combiner I'Imatinib a I'Everolimus

ou CCI-779, un autre inhibiteur de mTOR, sont actuellement en cours.
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CHAPITRE I OBJECTIFS

Comme nous l'avons vu dans le chapitre précédent, I'Imatinib représente une
véritable révolution dans la prise en charge de la LMC, et bien que la résistance soit
minoritaire, son étude a permis une évolution considérable des connaissances sur les
mécanismes de la leucémogenese en révélant ainsi l'aspect hétérogene de cette
maladie. Cependant, reste la notion essentielle que ce traitement, bien que ciblé, ne
guérit pas la LMC dans certains cas. La résistance est due aux mécanismes
dépendants ou indépendants de BCR-ABL et ainsi que a la persistance d'une
maladie résiduelle. Des nouveaux ITKs et des approches d’associations, ont été
développés pour surmonter la résistance a 1'Imatinib, mais une partie de cette
résistance demeure difficile a traiter et aboutit a une conséquence fatale. Mieux
comprendre ces mécanismes de résistances a apparait donc d’un intérét majeur pour
une meilleure prise en charge des patients atteints de LMC.

C’est dans ce contexte que notre travail base sur trois objectifs :

1. Evaluation de l'instabilité génétique des progéniteurs leucémiques CD34* de LMC afin

7 - ~ . , .
d’analyser ses conséquences sur la réponse au traitement par I'Imatinib:

La présence de mutations dans le site actif de la TK BCR-ABL est
probablement liée a la physiopathogénie de la LMC, mais cela n’a pas été clairement
démontré. Leur présence pourrait traduire une instabilité génétique de la cellule
leucémique. Cette instabilité est certainement le siege de la progression de la

maladie, ainsi que de la résistance au traitement par Imatinib.

Nous souhaitons, d’une part, établir une corrélation entre 1'émergence des
mutations et I'instabilité génétique chez des patients traités et résistants a I'Imatinib.

D’autre part, nous voulons évaluer les microremaniements génomiques (gains
ou/et des pertes cryptiques) qui traduisent une instabilité génétique. Existe-t-il des
régions récurrentes dont 1'altération peut conduire a la dérégulation de I'activité de
genes importants pour la résistance ? En effet, il a été montré récemment des
altérations cryptiques concernant certaines régions génomiques dont la présence est

corrélée avec le stade d’évolution de la LMC. La caractérisation précise de ces régions
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N

peut aboutir a lidentification de geénes potentiellement impliqués dans les
mécanismes de résistance/ progression de la leucémie.

2. Etudier le role de GILZ (Glucocorticoid-Induce Leucine Zipper) dans le développement de
LMC et la résistance aux ITKs :

Le géne GILZ a été isolé a partir d'une banque de soustraction d’ADN
complémentaire (ADNc) de thymus, comme un gene de réponse a la
Dexaméthasone, un glucocorticoide synthétique. La protéine GILZ appartient a la
famille des leucine zipper. Les leucines zippers sont le plus souvent des facteurs de
transcription. Ces molécules sont constituées de deux hélices a anti-paralleles qui
s'enroulent 1'une autour de l'autre (sous forme d'un super enroulement gauche) de
telle facon que des résidus leucines se retrouvent en face I'un de l'autre.

GILZ est une protéine ubiquitaire dont l'expression est induite par les
glucocorticoides et I'interleukine 10 (IL10) dans les cellules hématopoiétiques. GILZ
jouerait un role important dans I’activation des lymphocytes T et la mort cellulaire
par AICD (Activation-Induced Cell Death). En effet, la surexpression de GILZ dans
la lignée lymphoide murine 3DO inhibe l'apoptose induite par le TCR via une
diminution de l’expression de Fas/FasL. GILZ inhibe l'expression du couple
IL2/IL2R induite par le TCR ainsi que l'activité de NFxB en bloquant sa translocation
au noyau et sa liaison a I’ADN par une interaction directe protéine-protéine GILZ/
NFxB. D’autre part, GILZ induit aussi 'apoptose de thymocytes en diminuant
'expression de Bcelxt.

Dans les cellules dendritiques, GILZ inhibe I'expression de cytokines
inflammatoires en réponse a des agents de maturation et favorise l'induction de
tolérance en permettant la génération de lymphocytes T régulateurs.

En plus de la voie NFxB, GILZ inhibe aussi la voie Ras/Raf et l'activité
transcriptionnelle d’AP1 par une interaction directe. L'inhibition de la voie Ras/Raf
par GILZ diminue la croissance de lignée cellulaire transformée par une protéine Ras
constitutivement activée 274,

Comme nous l'avons vu dans le chapitre précedent, la combinaison de
I'Imatinib aux inhibiteurs de la voie Ras constitue un moyen pour surmonter la

résistance a I'Imatinib. De plus, des résultats récents montrent que des inhibiteurs
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des la voie NFkB sont capables de surmonter la résistance a cette drogue. Alors,
GILZ, en inhibant les voies Ras/Raf, NFkB et AP-1, pourrait étre un outil
thérapeutique important afin de surmonter la résistance aux ITKs. Dans ce contexte,
notre laboratoire a récemment isolé et caractérisé des clones de cellules de LMC
résistants aux effets proapoptotiques de I'Imatinib et d‘autres inhibiteurs de BCR-
ABL. D’abord, nous regardons 1'effet de I'activité TK de BCR-ABL sur I'expression
de gene GILZ. Nous comparons ensuite, I'expression endogene de GILZ dans nos
différents clones de LMC résistants a 1'Imatinib et aux autres inhibiteurs de BCR-
ABL. Puis, nous analysons l'effet de la surexpression de GILZ sur la prolifération et
la viabilité de nos différentes lignées. Ce dernier nous amene apres a étudier I'effet de
GILZ sur I'expression de membres de la famille Bcl2, les principaux régulateurs de
I'apoptose, qui sont an aval de la voie Ras/Raf et PI3K/Akt. En conséquence, Nous
testons ensuite I'effet de la combinaison GILZ/Imatinib sur la résistance aux ITKs in
vitro et in vivo. Nous validons apres cette stratégie par 1'utilisation séquentielle des
corticoides (induisant I'expression de GILZ) et d’'Imatinib sur des cellules souches
leucémiques résistantes. Finalement, nous étudions le profil d’expression génique
des lignées cellulaires surexprimant GILZ par des puces transcriptomiques.
3. Evaluer l'impact de la méthylation du gene PHLPP1 (PH domain leucine-rich repeat
protein phosphatase gene 1) dans le développement et la réponse aux traitements de LMC :
L’origine de ce travail est une étude récente qui a montré que l'activité TK de
BCR-ABL réprime l'expression de la phosphatase PHLPP dont l'activité est de
déphosphoryler la sérine 473 d”Akt favorisant son inactivation 275. Dans un premier
temps, nous comparons 'expression endogéne de variant 1 de PHLPP (PHLPP1),
dans nos différents clones de LMC sensibles ou résistants a 1'Imatinib. Nous testons
ensuite l'effet de la surexpression de PHLPP1 sur la viabilité de nos lignées in vitro.
Enfin, nous analysons la méthylation de géne PHLPP1 par la méthode de MSP
(Methylation-specific PCR) dans notre lignée résistante a I'Imatinib et ainsi dans les

cellules CD34* provenant des patients résistants ou répondeurs aux ITKs.
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CHAPITRE lII RESULTATS

Partie |

Sami JohaS Corm; FE Nicolini; G Etienne; F Guilhot; E Lipp; C Roumier; O
Nibourel; N Grardel; V Maguer-Satta; T Idziorek; JRerckaert; JL Lai; C
Preudhomme; C Roche-Lestienri€haracterization of the genetic instability in
chronic myeloid leukaemia patients by acquired copyiumber alteration analysis

of CD34" cell populations” Under revision in Genes Chromosomes and Cancer.

Ce premier travail a pour objectif d’évaluer la présence de microremaniements
génétiques (traduisant une instabilité) au sein de progéniteurs leucémiques CD34*
de patients traités par Imatinib par la technique d’Hybridation Génomique
Comparative Array (CGH) en utilisant ' ADN des cellules T (non malignes) de
chaque patient comme référence. Vingt-cinq patients résistants a 1'matinib (dont 4
sont en phase accélérée et 4 en phase blastique) et 11 patients répondeurs ont été
inclus dans notre étude. Pour chacun, les cellules CD34* et les cellules T ont été
positivement isolées par un tri magnétique a partir de prélévements de moelle
osseuse ou de sang.

Les résultats montrent une relation significative entre [Iexistence de
microremaniements et la phase de maladie (p=0.036) ou la perte de réponse a
I'Imatinib chez les patients diagnostiqués en phase chronique (p=0.04), suggérant que
la résistance a I'Imatinib pourrait étre corrélée aux altérations génétiques survenant
précocement dans la physiopathologie de la maladie.

En utilisant la CGH-array a haute résolution, nous avons pu détecter des gains
et des pertes cryptiques dont la plupart sont dans les cellules CD34* Ph*. Ces
microremaniements comprenaient 22 pertes et 6 gains. Ces régions peuvent contenir

un ou plusieurs genes impliqués dans la progression de la LMC et / ou le
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développement de la résistance a I'Imatinib. Des pertes récurrentes ont été identifiées
dans les régions 7p12.1-p14.1, 12p12.1-p13.31 et 13q14.2-q14.3.

113 genes affectés ont été détectés dont la majorité sont impliqués dans le
cancer (30 genes), la régulation de I'apoptose (18 genes), la prolifération cellulaire (34
genes), la suppression de tumeur (12 genes), la réparation de l'instabilité génomique
(12 geénes), la différenciation cellulaire (12 génes) ou des genes codant pour des
histones (3 geénes). Certains de ces genes affectés sont localisés dans des régions
connues pour étre hypervariables (CNV) suggérant un role de ces régions dans le
développement de la LMC ou la résistance a I'Imatinib. Nous avons mis en évidence
la présence d’'une anomalie acquise récurrente dans telle région localisée en 8p23.1
qui groupe les genes de la famille de la Défensine B. Ce microremaniement n’est pas
lié a la résistance a I'Imatinib car il est retrouvé dans les populations cellulaires
CD34* Ph* et Ph-.

Ainsi la technique de CGH a haute résolution que nous avons utilisée a
démontré une efficacité, une fiabilité et une sensibilité excellentes. En utilisant pour
chaque patient I’ADN de ses propres cellules T normales comme ADN référence
(pour éviter les variations dues aux polymorphismes CNV) il a été possible de

détecter les anomalies acquises du nombre de copies (CNA).
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Partie Il

Sami JohaD Hétuin; N Jouy; X Dezitter; V Dauphin; S CorfX Mahon; C Roche-
Lestienne; C Preudhomme; B Quesnel; T ldziof€dLZ overcomes resistance to
BCR-ABL Tyrosine Kinase inhibitors by inhibiting the mTORC2 pathway”

Under revision in Cancer Research.

Dans ce travail nous avons étudié le role de GILZ (Glucocorticoid-Induce
Leucine Zipper) dans la résistance aux ITKs. Comme nous l'avons vu dans les
rappels bibliographiques, la combinaison de 1'Imatinib aux inhibiteurs des voies en
amont ou en aval de BCR-ABL a montré une efficacité dans le traitement de maladie
résistante. GILZ, en inhibant les voies Ras/Raf, NFxB et AP1, pourrait-il surmonter la
résistance aux ITKs ?

Nos résultats montrent que l'expression de GILZ est diminuée dans les
cellules résistantes aux ITKs et ainsi dans les cellules dormantes résiduelles.
L’expression forcée de GILZ dans ces lignées restore la sensibilité a 1'Imatinib. GILZ
augmente 'expression de Bim et synergie avec I'Imatinib pour diminuer I'expression
de Mcll et induire l'apoptose. Nos résultats montrent, pour la premiere fois, que
GILZ induit la transcription de Bim en inhibant la voie mTORC2/ Akt%73 par une
interaction directe GILZ/mTORC2. En revanche, dans les cellules dépourvues de
BCR-ABL, GILZ conserve son activité inhibitrice de la voie Ras/Raf/ERK. Le
traitement séquentiel par glucocorticoide puis Imatinib induit, par le méme
mécanisme, l'apoptose de cellules souches de patients résistants.

Nos résultats indiquent que la modulation de l'expression de GILZ pourrait
représenter une nouvelle stratégie thérapeutique pour cibler les cellules leucémiques

résistantes ou résiduelles.
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Partie Il

Sami JOHA T IDZIOREK; C ROCHE-LESTIENNE; C PREUDHOMME; B
QUESNEL. “Pleckstrin Homology Domain Leucine-rich Repeat Pradein
Phosphatase gene 1 is methylated in CML and it repression induce cell death in

Imatinib resistant cells” Under revision in Leukemia Research.

Notre précedent travail a montré I'importance de la régulation de la voie
mTORC2 dans la résistance aux ITKs. Pour cette raison, dans ce troisieme partie nous
nous somme intéressés a la régulation négative de la voie mTORC2/ Akt5473 par la
phosphatase PHLPP. Une étude récente a aussi montré que l'activité de BCR-ABL
réprime 'expression de PHLPP. Cette phosphatase déphosphoryle la serine 473 de
I’ Akt et inhibe ainsi son activité vers certains substrats comme FoxO3a. Notre objectif
est d’étudier le statut de méthylation deu variant 1 de la phosphatase PHLPP
(PHLPP1) dans la LMC.

Les résultats montrent que la répression de I'expression de PHLPP1 contribue
a la résistance a I'Imatinib dans les cellules BCR-ABL*. Cette répression a été due a
une méthylation de son promoteur chez 3 sur 6 patients résistants a I'Imatinib, dont
deux en phase blastique. En revanche, le promoteur de PHLPP1 n’a pas été méthylé
chez trois patients répondeurs. Bien qu'il ne soit pas possible d'évaluer la fréquence
de méthylation de PHLPP1 dans ce petit groupe de patients, il indique, pour la
premiere fois, que la répression d'expression de PHLPP1 n'est pas exclusivement due

a l'activité TK de BCR-ABL, mais aussi aux modifications épigénétiques.
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CHAPITRE IV DISCUSSION

La leucémie myéloide chronique (LMC) est une transformation maligne d"une
cellule souche hématopoiétique, caractérisée par une anomalie génétique acquise : la
translocation t(9;22)(q34;q11) ou le chromosome Philadelphie (Ph) et son équivalant
moléculaire, I'oncogéne BCR-ABL. La protéine BCR-ABL est dotée d'une activité
tyrosine kinase (TK) constitutive et responsable de 1'activation de plusieurs voies de
survie incluant PI3K/Akt/mTOR, Jak/Stat, NfxB ainsi que la voie Ras/Raf/ERK, et
conduisant a une augmentation de la prolifération et a I'inhibition de I'apoptose des
cellules leucémiques. La progression de la maladie vers la phase accélérée puis
blastique s’accompagne d’anomalies génétiques additionnelles, marqueurs d’une
instabilité génomique croissante. La responsabilité de BCR-ABL dans la genése de
cette instabilité génomique est fortement suspectée.

Dérivé des 2-phénylamino-pyrimidines, 1'Imatinib inhibe l'activité tyrosine
kinase de BCR-ABL ainsi que la prolifération des lignées cellulaires BCR-ABL
positives et induit leur apoptose. I'Imatinib (Glivec®) est devenu le traitement de
premiere intention des patients en phase chronique. Or une rémission complete
cytogénétique n’est pas obtenue chez tous les patients et I'on observe fréquemment
des rechutes chez les patients traités en phase avancée. La résistance a 1'Imatinib est
due aux mécanismes dépendants ou indépendants de BCR-ABL incluant, parmi
d’autres, des mutations dans le domaine kinase de BCR-ABL, une amplification de
BCR-ABL ou des altérations des voies de signalisation en aval de BCR-ABL.

Des nouveaux inhibiteurs de tyrosine kinases (ITKs) ou des associations avec
I'Imatinib ont été développés afin de surmonter la résistance. Cependant, une
résistance croisée et multiple demeure difficile a traiter et nécessite une meilleure
compréhension de mécanismes de résistance afin d’éradiquer la maladie dans un
avenir proche.

Comprendre le contexte dans lequel émerge la résistance a 1'Imatinib, c’est
comprendre les mécanismes physiopathogéniques de 1’évolution de la maladie
puisque dans le modele LMC, le traitement par 1'Imatinib cible 1’anomalie

moléculaire a l'origine de la maladie. En utilisant la technique d’hybridation
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génomique comparative (CGH-array) a haute résolution, nous avons pu montrer une
association significative entre les anomalies acquises du nombre de copies (CNA) et
le stade d’évolution de maladie. Ces résultats concordent avec des études
précédentes qui ont démontré la présence de régions chromosomiques présentant
des délétions ou des gains par CGH-array accompagnant I'évolution de la LMC 276-
278, Dans une de ces études, Hosaya et al. ont montré, chez 55 patients atteints de
LMC, que la fréquence de CNA est plus élevée dans les phases avancées 276.
Toutefois, a 'exception du gain 8p23, aucune similitude des régions touchées n’a été
observée entre cette étude et la notre. Cette observation peut étre liée au fait que les
auteurs ont étudié les populations cellulaires totales au lieu du compartiment
primitif en utilisant une technique de CGH moins sensible. Alors, contrairement a
cette étude, nous avons évalué la présence de ces microremaniements génétiques au
sein de progéniteurs leucémiques CD34* et nous avons évité les variations dues aux
polymorphismes (CNV) en utilisant pour chaque patient I’ADN des ses propres
cellules T comme de référence. Brazma et al ont également rapporté que l'analyse de
la fraction primitive permet d’identifier des régions affectées différentes de celles
trouvées dans les cellules leucémiques totales 277. De méme, nous avons décrit chez
un patient une délétion de 56 Mb situé sur le chromosome 13 qui n’était pas détecté
par le caryotype. Cette délétion a été confirmée par la technique de FISH mais
uniquement au sein de noyaux, confirmant I'avantage d’analyser un compartiment
cellulaire trié CD34*, sans étape de culture cellulaire au préalable. Nous avons
également démontré un lien significatif entre le nombre de lésions génétiques et
l'apparition de la perte de la réponse a I'Imatinib chez les patients diagnostiqués en
phase chronique (PC). Ce résultat suggere que la perte de la réponse a I'Imatinib
pourrait étre liée a l'instabilité génétique survenant méme en PC, et évoque une
hétérogénéité des phases chroniques lorsque l'on considere le profil génétique. En
revanche, nous n’avons pas trouvé de relation significative entre le nombre de CNAs
et le statut mutationnel de BCR-ABL. Ce résultat est corroboré avec l'absence de
corrélation significative entre le nombre de CNAs chez les patients résistants et le
type de résistance (primaire ou secondaire), alors que l'apparition des mutations de

BCR-ABL est plus fréquente en cas de résistance secondaire. Nous pouvons
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supposer que les mécanismes d’émergence des mutations ne peuvent pas étre
explorés par la technique de CGH-array. Dans notre étude, les CNAs détecté par
CGH, résulteraient d'une réparation infidele des DSBs par les systemes HRR et NHE]
induite par l'activité TK constitutive de BCR-ABL 18, En revanche le modéle
mutateur induit par BCR-ABL est probablement du a une inactivation des systemes
de réparation fidele (BER et MMR) 1%0. Cependant, notre groupe de patients n’est pas
assez large pour affirmer cette observation et elle doit étre évaluée sur une cohorte
plus importante.

Notre analyse a aussi permis de détecter des anomalies génétiques acquises au
sein des régions CNV. Dans notre étude, nous avons détaillé ces régions afin de
mettre en évidence un role éventuel des CNV dans le développement de LMC, car
elles peuvent, par exemple influencer le niveau d'expression de génes directement,
ou indirectement par des effets de position chromosomiques 27%. Ces régions peuvent
également représenter des régions sensibles aux remaniements chromosomiques. 11
est en effet intéressant de noter que les 2 régions impliquées dans la genése du
chromosome Ph sont situés dans des régions déja décrite pour étre hypervariables,
suggérant un "hot spot" pour les aberrations génomiques. En ce qui concerne la
progression de la LMC, nous avons trouvé dans notre étude plusieurs CNA/CNV
incluant des génes déja décrits pour étre impliqués dans le cancer, tels que ABL, BCR,
EGFR, STK11 et GSTT1/2. De méme, le gain en nombre de copies du gene PRAME en
22q11 est observé chez les patients avec double chromosome Ph. Ce géne code pour
une protéine nucléaire agissant comme un répresseur dominant de la signalisation
du récepteur de l'acide rétinoique (RAR). PRAME a été récemment trouvé
surexprimée dans les phases avancées de LMC et son expression forcée inhibe la
différenciation, I'arrét de la croissance et l'apoptose induit par RAR 280,281,

De plus, nous avons identifié, pour la premiére fois, une anomalie acquise
récurrente commune aux cellules CD34+ Ph* et Ph- dans une région hypervariable du
chromosome 8 qui regroupe les genes du cluster de la Défensine B (8p23.1) 282. Ce
microremaniement n’est pas 1lié a la résistance a 1'Imatinib car 1'exclusion de cette
anomalie de notre analyse statistique a permis de montrer des liens significatifs entre

le nombre de CNA et la présence de BCR-ABL ou la phase de la maladie, mais il peut
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en revanche étre considéré comme un marqueur de l'instabilité des cellules CD34*.
En effet, malgré I'absence de la clonalité des cellules CD34* chez les patients
répondeurs, ce CNA en 8p23.1 pourrait identifier une sous population clonale de
cellules présentant une plus grande prédisposition que les cellules T a acquérir des
altérations génétiques additionnelles. Et 1'on peut se demander si une telle
prédisposition a 'instabilité ne serait pas un événement précurseur de l'acquisition
de la fusion BCR-ABL. Zaccaria et al ont en effet récemment rapporté des données
cytogénétiques de cinq patients de LMC qui présentaient au moment de leur
diagnostic des anomalies cytogénétiques supplémentaires dans les cellules Ph*.
Apres traitement avec 1'Imatinib, ces cinq patients ont obtenu une rémission
cytogénétique complete mais présentant la persistance de ces anomalies
additionnelles (évolution clonale Ph-) 283. Ces observations peuvent témoigner que,
au moins chez ces patients, la translocation Ph doit avoir été acquise secondairement
au sein d"un sous-clone présentant une anomalie chromosomique, laquelle pouvant
étre considérée comme le résultat d'une instabilité génétique pré-existante.
Cependant, cette hypothese doit étre confirmée par 1'analyse en CGH des cellules
CD34* de donneurs sains, par exemple. Dans l'avenir, nous pensons que 1'étude du
role de ces CNAs spécifiquement acquis dans les régions CNVs au sein des cellules
souches pourrait étre d'une grande importance dans la compréhension des
mécanismes de la leucémogénese.

Notre étude montre l'importance de I'utilisation de la CGH-array dans la
caractérisation des altérations génétiques et I'analyse de leurs conséquences sur la
genese de LMC et la progression de la maladie. Nous avons aussi mis en évidence
que ces altérations acquises secondairement pourraient étre le support d'une
résistance a 1'Imatinib. Cette résistance peut étre liée a la dérégulation des voies de
signalisation en amont ou en aval de BCR-ABL. Plusieurs études ont démontré un
lien entre l'instabilité génomique et l'activation constitutive des voies Ras et PI3K.
Trois mécanismes sont impliqués: l'augmentation des ROS comme une conséquence
de la prolifération, la dérégulation de la réparation de ' ADN par des mécanismes
encore mal connus et linhibition de l'apoptose qui permet I'accumulation

d'anomalies génétiques 76. Rassool et al. ont récemment montré, dans un modele
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murin transgénique de leucémie myéloide, que la voie Ras/ERK/Rac est impliquée
dans la production accrue de ROS aboutissant ainsi a l'instabilité génomique et la
progression de la maladie 284. Dans notre étude de CGH, deux patients résistants aux
ITKSs en phase avancée ont eu un gain dans le gene Vav2 (9q34) qui code une protéine
induisant l’activation de la voie Ras/ERK/Rac, pouvant suggérer un role de cette
voie dans la propagation de l'instabilité génomique, la progression de LMC et la
résistance a I'Imatinib 285. De plus, 1'association de I'Imatinib aux inhibiteurs de la
voie Ras a montré une certaine efficacité dans la restauration de son activité
proapoptotique 263265, Pour cette raison, nous nous sommes intéressés a chercher une
cible thérapeutique régulant négativement cette voie afin de freiner la progression de
la maladie et surmonter la résistance a 1'Imatinib.

Dans ce contexte, notre laboratoire a développé un modele murin de LMC,
appelé DA1-3b/MO0 (MO) qui possede les caracteres moléculaires et pathologiques de
LMC sensible aux ITKs. A partir de ce modéle, nous avons récemment isolé et
caractérisé des clones de LMC résistants aux effets proapoptotiques de I'Imatinib et
d’autres inhibiteurs de BCR-ABL %. La longue exposition de cellules M0 d'abord aux
doses progressivement augmentées d'Imatinib, et ensuite au Dasatinib, a résulté
d'abord a une lignée résistante a I'Imatinib (DA1-3b/M1(M1)) et ensuite a une lignée
résistante a 1'Imatinib et au Dasatinib (DA1-3b/M2 - (M2)). La résistance a I'Imatinib
dans la lignée M1 est due a la mutation E255K, et la résistance au Dasatinib dans la
lignée M2 est due a une mutation supplémentaire T3151. Dans le méme modele, nous
avons précédemment décrit une lignée de cellules dormantes (DA1-3b/d365 -
(d365)) qui a persisté pendant un an chez la souris sans causer de symptomes et a
développé une résistance a 1'Imatinib indépendante de BCR-ABL %. Une étude de
transcriptome sur les cellules dormantes (DA1-3b/d365) a révélé une diminution de
I'expression de gene GILZ (Glucocorticoid-Induce Leucine Zipper). Ce gene code
pour une protéine appartenant a la famille des leucines zippers qui sont le plus
souvent des facteurs de transcription 28. GILZ inhibe la voie Ras/Raf, NFxB et AP1
par une interaction directe 287291, Elle peut étre induite par les glucocorticoides (GC),

Sonic Hedgehog et FoxO3a 29229, Elle a été largement étudiée dans les cellules T, ou
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les deux fonctions pro- et anti-apoptotiques ont été rapportées 2242%. Cependant, son
role dans la LMC n’a jamais encore été étudié.

Dans notre modele murin de LMC, nous avons constaté que l’expression
protéique de GILZ a été considérablement diminuée dans les cellules transformées
par BCR-ABL et en particulier dans les cellules résistantes a 1'Imatinib ou dans les
cellules dormantes. Des travaux complémentaires nous a permis de montrer que la
diminution de I'expression de GILZ n’est pas due a l'activité TK de BCR-ABL ou a
l'activité du protéasome. Par une technique de RT-PCR nous avons aussi démontré la
présence de I’ARN messager de GILZ dans les lignées M0 et M1, suggérant que la
régulation de l'expression de GILZ pourrait étre dépendente des mécanismes
interférant avec la stabilité de I’ARN messager. Cependant, ce dernier résultat doit
étre confirmé par une étude de PCR quantitative (QR-PCR) sur nos lignées murine,
humaine et sur des échantillons des patients résistants ou répondeurs aux ITKs. Des
travaux sont aussi en cours pour étudier le role des mécanismes épigénétiques dans
I'expression de GILZ chez les patients atteints de LMC et d’autres types de
leucémies.

En rétablissant 1'expression de GILZ dans les lignées résistantes et dormantes,
nous avons pu restaurer la sensibilité a 1'Imatinib. Ces résultats ont été confirmés
dans un modele humain de résistance a I'Imatinib indépendante de BCR-ABL (K562-
r), indiquant que GILZ pourrait induire 'apoptose, méme lorsque BCR-ABL reste
pleinement active. En effet, GILZ a augmenté l'expression de Bim et a diminué
I'expression de Bcl-2 dans les deux modeles de résistance, murin et humain. Dans un
modele de cellules T, Labat et al ont montré un effet opposé de GILZ sur I'expression
de Bim par une régulation négative de FoxO3a 2%%. En revanche, dans un modele
murin transgénique, Delfino et al ont montré que GILZ induit l'apoptose de
thymocytes en diminuant ’expression de Bcl-x. 2%. Ces travaux et le nétre montrent
que l'effet de GILZ sur la famille de Bcl-2 dépend de modele cellulaire et des
conditions expérimentales. Dans notre modele de BCR-ABL*, nous avons montré,
pour la premiere fois, que GILZ a une régulation positive sur I'expression de Bim.
Bim joue un role crucial dans la mort cellulaire induite par I'Imatinib 2%7. Elle

appartient a la famille pro-apoptotique de Bcl-2 qui contient uniquement une région

67



DISCUSSION

BH3 et antagoniste les protéines anti-apoptotiques de Bcl-2. Les médicaments
mimant l'effet de Bim déclenchent 1'apoptose médiée par les protéines Bax/Bak et
pourraient surmonter la chimiorésistance en se liant étroitement aux protéines anti-
apoptotiques de Bcl-2 2%, Le traitement par 1'Imatinib dans les cellules surexprimant
GILZ a diminué l'expression de Mcl-1 inversant ainsi le rapport des membres
antiapoptotiques/proapoptotiques de la famille Bcl-2 et entrainant 'apoptose. En
revanche, dans les cellules résistantes transfectées par le plasmide vide, les effets
"Off-target" de 1'Imatinib sont insuffisants pour provoquer l'apoptose, sans doute
parce que la signalisation de BCR-ABL muté via CRKL et STAT5 est restée intacte.
Toutefois, si cette voie de signalisation est bloquée, les effets "Off-target", par
l'intermédiaire de c-KIT ou NQO2, par exemple, deviennent visibles et effectifs
156,157,160, Nos données suggerent que la surexpression de GILZ sensibilise les cellules
résistantes aux ITKs aux effets "Off-target" de I'Imatinib mais pas du Dasatinib. Nous
suggérons aussi que GILZ pourrait, par un effet direct ou indirect, faire interagir
I'Imatinib avec des nouvelles cibles qui ne sont pas encore identifiées. Une étude par
chromatographie d’affinité analysant les interactions Imatinib/Protéines sur les
cellules surexprimant GILZ devrait répondre a cette hypothése. Par ailleurs,
l'apoptose induite par la Staurosporine, un inhibiteur de kinase a spectre large, et
GILZ dans les cellules résistantes a I'Imatinib ou Dasatinib indique que d'autres voies
pas inhibée par 1'Imatinib pourraient également étre en synergie avec GILZ. Ainsi,
GILZ est un régulateur principal de 'apoptose dans les cellules BCR-ABL*.

GILZ possede de multiples fonctions en inhibant les voies Ras/Raf, NF«xB et
AP1. Notre étude montre, pour la premiere fois, que en plus de ses effets signalés
précédemment, GILZ peut inhiber l'activité de la voie mTORC2/Akt%r473 dans les
cellules BCR-ABL*. En revanche, dans les cellules DA1 dépourvues de BCR-ABL,
GILZ conserve une activité inhibitrice de la voie MEK/ERK comme déja décrit par le
groupe de Riccardi dans d'autres types cellulaires BCR-ABL- 28. Par conséquent, la
phosphorylation de FoxO3a (Ser253 et Thr32) et sa cible transcriptionnelle Bim, qui
implique la voie Akt%r73 et pas la voie ERK, ne sont pas été modifiées. Cependant,
dans les cellules BCR-ABL*, GILZ inhibe la voie AktSr73, mais pas la voie ERK,

entrainant alors 'augmentation de l'expression transcriptionnelle et protéique de
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Bim. Ayroldi et al ont récemment démontré que GILZ peut former un complexe avec
Ras et Raf dont la formation dépend de I'état d'activation de Ras 288. Dans ce contexte,
GILZ est plus abondante dans la configuration trimerique quand Ras est moins
activée. Nous pouvons donc supposer que, dans les cellules BCR-ABL*, 1'état
constitutivement actif de Ras diminue l'affinité de GILZ pour Ras et favorise la
formation du dimere Ras/Raf par rapport au trimere Ras/Raf/GILZ qui est
probablement nécessaire pour 1'inhibition de la voie ERK.

La protéine mTOR est une composante de la voie PTEN/PI3K/Akt qui est
fréquemment dérégulée dans les cancers 5. mTOR forme deux complexes exclusifs
nommé mTORC1 et mTORC2. mTORC1 comprend mTOR, mLST8 et Raptor; et
mTORC2 comprend mTOR, mLST8, Rictor, mSinl et Hsp70 56299 ]I a été récemment
montré que le complexe TSC1/TSC2, qui inactive la voie mTORCI, est nécessaire
pour l'activation de mTORC2 par une interaction directe 300. Dans le complexe
mTORC2, I'absence de Rictor et mSinl n'a aucun effet sur la phosphorylation de
molécules en aval d"Akt, tels que GSK3, TSC2 et S6K, mais affecte la phosphorylation
des FoxO1 et FoxO3a dont I'inhibition cause la mort de cellules leucémiques de LMC
58,60,80,301 mTORC2 phosphoryle Akt directement sur la sérine 473, I'un des deux sites
nécessaires a l'activation compléete d” Akt en réponse aux facteurs de croissance. Cette
constatation rend mTORC2 une cible thérapeutique potentielle dans la LMC résistant
aux ITKs. Nous avons démontré, pour la premiere fois, que GILZ inhibe les fonctions
de la voie mTORC2/AktSr473, y compris la phosphorylation de FoxO3a et la
répression de Bim, tout en laissant la voie mTORC1 inchangée. Nous avons montré,
par la technique de l'immunoprécipitation, que GILZ inhibe mTORC2 par une
interaction protéine-protéine. En utilisant le systeme de double hybride adapté aux
cellules de mammifeére, nous avons pu exclure l'interaction directe entre la protéine
GILZ et la protéine Rictor, suggérant que linteraction de GILZ au complexe
mTORC2 implique d’autres composants de ce dernier tel que mSinl, Hsp70 ou le
complexe TSC1/TSC2. Des travaux de mutagenese sont également en cours pour
déterminer quel domaine de GILZ est impliqué dans cette interaction.

Un résultat notable dans notre étude, c'est que l'interaction mTORC2-GILZ

pourrait affecter la leucémogenese. Nos expériences in vitro, indiquent que la

69



DISCUSSION

surexpression de GILZ restaure l'activité apoptotique de 1'Imatinib sur les lignées
résistantes. D’autre part, nos expériences in vivo sur les cellules M1 transfectées par
GILZ ou le plasmide vide ont révélé que GILZ seul est capable d’induire un effet
anti-leucémogeéne majeur qui était légerement améliorée par le traitement par
I'Imatinib. Ces résultats ressemblent a ceux obtenus par Ayroldi et al dans lesquels
GILZ inhibe la transformation cellulaire et la tumorigenese médiée par la protéine
Ras 288, Cependant, des résultats complémentaires non publiés ont montré que le
traitement combiné de 1'Imatinib avec I'’Everolimus, un inhibiteur de mTORC?2, sur
les cellules résistantes n’a pas produit les mémes effets observés en surexprimant
GILZ, suggérant que d’autres mécanismes sont aussi impliqués dans l'action de
GILZ. Une étude utilisant I'immunoprécipitation de chromatine (CHIP) a démontré
que GILZ fonctionne comme un répresseur transcriptionnel en liant au site de C/EBP
(CCAAT/enhancer-binding protein) dans le promoteur du géne PPAR-y2
(Peroxisome-Proliferator-Activated Receptor-y2). La méme étude a aussi démontré
lI'interaction entre GILZ et I'histone déacetylase 1 (HDAC1), ajoutant ainsi un autre
élément de complexité au systeme 302, Il semble donc que GILZ pourrait étre
impliquée dans des nombreuses interactions protéines/protéines, régulant ainsi des
voies de signalisations et de transcriptions. Nous pouvons imaginer que GILZ, par sa
structure de leucine zipper, pourrait changer le profil transcriptionnel par un effet
direct ou indirect en interagissant avec des facteurs de transcription. Pour répondre a
cette question deux approches ont été faites: une étude de transcriptome afin de
regarder tous les génes et les voies qui ont été dérégulés par GILZ, et une étude de
double hybride dans la levure pour déterminer toutes les interactions potentielles de
GILZ. Nos résultats préliminaires montrent que GILZ diminue fortement
I'expression d'un gene impliqué dans la stabilité des ARN messagers de certaines
cytokines dont le niveau d’expression a été validé par une puce a cytokines. De plus,
les résultats de double hybride ont montré une nouvelle interaction entre GILZ et un
facteur de transcription impliqué dans le développement de la leucémie. Des travaux
sont actuellement en cours pour valider ces résultats et déterminer son implication
dans le role transcriptionnel de GILZ. En outre, l'action anti-tumorale de GILZ in vivo

sur les cellules résistantes a 1'matinib ou Dasatinib suggére que 1'augmentation de
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I"expression de GILZ par des médicaments pourrait étre utile pour traiter la maladie
résistante.

Comme GILZ est induite par les glucocorticoides, nous les avons utilisés afin
d’induire son expression dans nos lignées résistantes aux ITKs et ainsi dans les
cellules CD34* de patients résistants. Le traitement séquentiel par la Dexaméthasone
puis par I'Imatinib a entrainé 1'apoptose par le méme mécanisme identifié dans le
modele murin. Bien que nous ne puissions pas tuer toutes les cellules comme nous
l'avons fait a 1'aide de la transformation par le plasmide GILZ, cette stratégie a induit
l'apoptose dans les cellules de plusieurs types de résistance a 1'Imatinib, dont la
mutation T315I qui rend également les cellules résistantes au Dasatinib. Nos résultats
indiquent également que la résistance aux ITKs de seconde génération pourrait
encore étre surmontée par 1'Imatinib si GILZ peut étre utilisé pour inhiber la voie
mTORC2/Akt/FoxO3a/Bim. Dans le myélome multiple, 1'apoptose induite par les
glucocorticoides a été récemment démontrée étre dépendante de GILZ, suggérant
que le ciblage de GILZ pourrait avoir une large utilisation clinique. Dans les
hémopathies myéloides, l'effet limité des glucocorticoides sur I'expression de GILZ
ne serait probablement pas assez puissant pour obtenir d'importants résultats
cliniques. Toutefois, de nouveaux médicaments augmentant I'expression de GILZ ou
mimant l'interaction GILZ/mTORC2 devraient étre explorés.

Il semble que la régulation négative de la voie mTORC2/Akt5r473 pourrait
participer a surmonter la résistance aux ITKs. Pour cette raison nous avons étudié
'effet de la phosphatase PHLPP sur la résistance a 1'Imatinib. Cette protéine est la
seule phosphatase du génome humain a posséder un domaine PH. Elle
déphosphoryle la sérine 473 d’ Akt et n’a que peu d’effet sur la phosphorylation de sa
thréonine 308 86:303,304 ]] a été récemment montré que l'expression de variants 1 et 2 de
PHLPP est réduite dans les cellules BCR-ABL* et que l'inhibition de BCR-ABL par
un ITK ou siRNA conduit a la réexpression de PHLPP entrainant ainsi l'inhibition de
la prolifération et la diminution de la formation de colonies de cellules progénitrices
BCR-ABL* 275, Nous avons montré que I'expression de PHLPP1 a été completement
éteinte dans la lignée résistante a I'Imatinib DA-3b/M1 (M1), et ainsi dans d’autres

lignées cellulaires BCR-ABL*. La réexpression de PHLPP1 dans cette lignée restaure
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la sensibilité a I'Imatinib. L’analyse par Western Blot a révélé que la sérine 473 d'Akt
a été déphosphorylée dans les cellules transfectées par PHLPP1 et que I'expression
de Bim a été augmentée. Concordant avec nos résultats précédents, le traitement
combiné de I'Imatinib avec 1'Everolimus, un inhibiteur de mTORC2, a restauré
partiellement la sensibilité a I'Imatinib dans les cellules résistantes M1. Il semble
donc que l'inactivation de PHLPP1, comme la répression de GILZ, pourrait
contribuer a la résistance aux ITKs par une autre voie que mTORC2. La PHLPP
déphosphoryle le motif hydrophobe de PKC (Protein Kinase C) entrainant ainsi sa
dégradation 3%. L'augmentation de PHLPP aboutit alors a une diminution de PKC
dont l'activité a été rapportée d’étre impliquée dans la résistante des cellules BCR-
ABL* a l'apoptose induite par le Taxol, un poison du fuseau 3%. Nous pouvons
suggérer que l'inactivation de la voie PKC par PHLPP1 pourrait participer a son role
surmontant la résistance a I'Imatinib.

Si PHLPP1 contribue a la prolifération et a la résistance aux ITKs dans les
cellules de LMC, il devrait étre inactivé au moins chez certains patients atteints de la
maladie. Dans la lignée murine M1, la protéine PHLPP1 n'est pas exprimée et son
promoteur, qui comprend une grande région riche en GC, n'est pas méthylée
lorsqu'il est analysé par la technique de MSP. Cela confirme les données antérieures
montrant que 1'activité TK de BCR-ABL réprime elle-méme 1'expression de PHLPP.
Une étude récente a montré une dégradation de PHLPP dépendante de son état de
phosphorylation et d'un systeme d’ubiquitination 307. Nous pouvons supposer que
dans le modéle murin ce mécanisme est le responsable de la répression de PHLPP.
Des travaux sont en cours pour étudier cette piste. Toutefois, nous avons détecté une
méthylation du promoteur de géne PHLPP1 dans les cellules CD34* de patients
atteints de LMC et résistants a I'Imatinib. En revanche, aucune méthylation n’a été
détectée chez les patients répondeurs a 1'Imatinib. Bien qu'il ne soit pas possible
d'évaluer la fréquence de méthylation de PHLPP1 dans ce petit groupe de patients, il
indique, pour la premiere fois, que la répression d'expression de PHLPP1 n'est pas
exclusivement due a l'activité TK de BCR-ABL, mais aussi aux modifications
épigénétiques. On pourrait suggérer qu'a long terme, la répression continue

d'expression de PHLPP1 par l'activité TK de BCR-ABL conduirait a une répression
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permanente par la méthylation du promoteur, mais cela doit étre exploré dans
d'autres expériences.

Ce travail a permis de montrer que la méthylation de gene PHLPP1 peut
participer a 1'évolution de la maladie et la résistance au traitement ciblé. Il est donc
possible que la différence de réponse aux traitements soit liée a des modifications
épigénétiques qui sont potentiellement plus dommageables que les mutations au
niveau des nucléotides, car leurs effets sur la structure de la chromatine du secteur
peuvent se propager, ce qui affecte de multiples loci génétiques. Ces altérations
pourraient concerner le contréle du cycle cellulaire, la mort cellulaire, le métabolisme
et la survenue de résistance a ces mémes médicaments. L’analyse du méthylome
dans un modele de LMC nous permettra donc une meilleure compréhension des
mécanismes cellulaires responsables de la survenue de la LMC et peut-étre la
découverte de nouvelles cibles thérapeutiques. Pour cette raison, nous avons traité
nos lignées cellulaires murines résistantes aux ITKs avec du 5-Aza-2’-deoxycytidine
(Decitabine), un agent déméthylant de 'ADN. Le profil d’expression génique des
lignées cellulaires a été étudié par puces transcriptomiques. Les genes, dont le niveau
d’expression a été largement augmenté, ont été analysés pour déterminer le contenu
de leur promoteur en ilots CpG puis séquencés pour confirmer la présence de
cytosines méthylées. Deux nouveaux génes ont été completement méthylés dans nos
lignées et ainsi dans la plupart des cellules CD34* de patients résistants analysées par
la technique de pyroséquenceur. Des travaux sont en cours afin de préciser leur role
dans le processus de la leucémogenese de LMC.

En conclusion notre travail de these a permis de montrer le role prépondérant
joué par des modifications génétique et épigénétiques dans la progression de la
maladie et le déclenchement de la résistance aux ITKs. Nous avons aussi montré que
la protéine GILZ peut étre considérée comme une cible thérapeutique de choix de

part son role de régulateur négatif du pouvoir oncogénique de BCR-ABL.
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