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La leucémie aigué
promyeélocytaire :

un paradigme

des traitements ciblés
sur 'oncogene ?

La leucémie aigué promyélocytaire est associée a diffé-
rentes translocations chromosomiques impliquant toujours
le géne du récepteur nucléaire RARa. La plus fréquente
conduit a la formation d’une protéine de fusion
PML/RARa, dont I’'expression suffit a provoquer des leu-
cémies chez la souris. Le blocage de la différenciation myé-
loide semble di a la répression de génes-clés inconnus par
des dimeres PML/RARa qui recrutent des histone désace-
tylases. L’inhibition par PML/RARa des fonctions antipro-
lifératives et/ou pro-apoptotiques de PML expliquerait la
transformation cellulaire. L’acide rétinoique et I'arsenic
induisent tous deux des rémissions cliniques, ainsi que la
dégradation de PML/RARaq, en ciblant respectivement
RARa et PML, mais les mécanismes moléculaires impliqués
dans ces rémissions sont encore discutés. L'importance de
la fusion réciproque RARa/PML dans la leucémogenese a
été démontrée chez les souris transgéniques. Celles-ci
constituent de précieux modéles précliniques de thérapies
par différenciation ciblées sur I’'oncoprotéine.

es leucémies sont souvent

associées a des translocations

chromosomiques impliquant

des genes-clés de la différen-

ciation cellulaire. Ces translo-
cations sont de deux types. Les pre-
mieres juxtaposent un promoteur
fort & un géne régulateur de la diffé-
renciation ou de la survie cellulaire.
Elles conduisent a I’expression ecto-
pique d’'un géne de structure nor-
male. Ce premier type est surtout
observé dans les leucémies T et les
lymphomes différenciés. Le prototype
de ces translocations est la t(8;14) du
lymphome de Burkitt qui active
I’expression du géne myc. Le
deuxiéme type de translocation pro-

voque la fusion de deux génes, ce qui
conduit a I’expression d’une protéine
chimére possédant des éléments de
séquence des deux protéines constitu-
tives. Cette chimeére présente un gain
de fonction et/ou un effet dominant
négatif sur la fonction des protéines
parentales. Ce deuxiéme type de
translocation est généralement
retrouvé dans les leucémies myé-
loides et les leucémies lymphoides B.
Le premier exemple décrit est la
translocation t(9;21) (chromosome
Philadelphie) associée a la leucémie
myéloide chronique. Celle-ci conduit
a I’expression de I’'oncogene ber-abl.

La leucémie aigué promyélocytaire
(LAP) est caractérisée par un blocage
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de la différenciation au stade pro-
myélocytaire. La caractérisation, il y a
dix ans, de la translocation a I’ori-
gine de cette maladie a permis une
analyse extrémement fine des méca-
nismes de la transformation, ce qui
fait de cette maladie un modéle de
premiére importance en cancérolo-
gie (pour revue, voir [1]). La possibi-
lité, pour I'instant unique, de modu-
ler le phénotype des cellules
cancéreuses par des agents non géno-
toxiques comme I’'acide rétinoique
tout-trans (AR) et le trioxyde d’arse-
nic (As) qui ciblent tous deux le pro-
duit de la translocation, ouvre des
perspectives de traitements ciblés et
rationnels du cancer.

Les translocations
classiques et variantes

La plupart des LAP présentent la
translocation réciproque t(15;17)
(922;921) qui conduit a la formation
de deux genes de fusion PML/RAR«
(retrouvé chez tous les malades) et
RARa/PML (présent chez la plupart
d’entre eux). PML appartient a la

famille des protéines RBCC caractéri-
sée par deux types de motifs & doigt
de zinc, un domaine RING et deux
boites B, ainsi que par un long
domaine de dimérisation par hélices
hydrophobes (coiled-coil) (figure 1). La
fonction de PML est mal connue,
mais cette protéine semble contri-
buer au contréle de la prolifération
et de la survie cellulaire [2-5]. La pro-
téine RARa est un des récepteurs de
I’AR. Elle appartient a la classe des
récepteurs nucléaires, qui se lient a
I’ADN aprés hétérodimérisation avec
un autre récepteur nucléaire, RXR.
En I’absence d’AR, le complexe
RXR/RARa se lie sur les éléments de
réponse présents sur des génes cibles
primaires dont il réprime I’expres-
sion. Cette répression fait appel aux
co-répresseurs N-CoR et SMRT qui
recrutent des complexes histone-
désacétylases (HDAC) et ainsi com-
pactent la chromatine. L’AR, en se
liant a RARa, va provoquer le déta-
chement des co-répresseurs et le
recrutement de co-activateurs tels
gue SRC-1 ou CBP. Ceux-ci vont a
leur tour recruter des complexes

d’histone-acétyl-transférases (HAT)
qui, grace a I'ouverture de la chro-
matine vont activer la transcription
des génes cibles (figure 3A).

Quatre types de translocations
variantes, impliquant toujours le géne
RARa, ont été décrites chez de rares
patients atteints de LAP (figure 1). La
translocation t(11;17)(q23;921)
implique le gene PLZF (promyelocytic
leukemia zinc finger) dont le produit est
un répresseur transcriptionnel qui
posséde un domaine de multimérisa-
tion POZ et un motif doigt de zinc
(C2-H2) permettant sa liaison a
I’ADN [6]. La fusion de RARa avec le
gene NPM codant pour la nucléo-
phosmine, a également été décrite
chez trois patients possédant la trans-
location t(5;17)(g35;921) [7]. NPM
est une protéine nucléolaire de fonc-
tion inconnue associée a la matrice
nucléaire. La translocation variante
t(11;17)(q13;21) implique le géne
NuMA dont la protéine est, comme
PML et NPM, associée a la matrice
nucléaire. NUMA joue un role dans la
coordination de la mitose [8]. Enfin,
I’'anomalie chromosomique la plus
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Figure 1. Structure des protéines chimeres produites par les différentes translocations impliquées dans la LAP.
A/B/C/D/E/F sont les différents domaines de RARa (en gris). Le domaine A/B représente le domaine transactivateur AF-
1 indépendant de la liaison a I’AR. Le domaine C contient deux doigts de zinc, responsables de la reconnaissance des
séquences cibles et de la liaison a I’ADN. Le domaine E est le domaine de transactivation AF-2, dépendant de I’hor-
mone, et également la région de liaison au ligand. RING: RING-finger; B1 et B2: Boite-B (doigts de zinc); S/P: région
riche en sérines/prolines; BTB/POZ: domaine de dimérisation; Zn: doigt de zinc; MDB: domaine de liaison aux micro-
tubules. 1 et 2: régions riches en acides aminés acides; DG: domaine globulaire; DBD: domaine de liaison a I’ADN.
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Figure 2. Implication des translocations réciproques dans le développement
de la LAP chez des souris transgéniques.

récemment découverte est respon-
sable de la fusion de RARa au gene
STAT5B codant pour un facteur de
transcription activé par certaines cyto-
kines [9].

L’'implication systématique de RARa
dans ces différentes translocations
souligne son role central dans la trans-
formation cellulaire. Les protéines
partenaires sont toutes nucléaires et
possédent toutes un domaine de
dimérisation toujours présent dans les
chiméres X/RARa. Ainsi, le point
commun de toutes ces translocations
serait de créer des protéines
nucléaires capables de constituer des
homodimeres X/RARa. Toutefois, la
fréquence de I'implication de PML
(plus de 98 % des cas) suggére un rble
propre de cette protéine dans la leu-
cémogénese (voir plus loin).

Apport
des modeéles animaux

Les fusions X-RARa induisent
des leucémies aigués myéloides

Des souris transgéniques exprimant
PML/RARa et développant une leu-
cémie ont été obtenues apres de
nombreuses tentatives infructueuses
pour lesquelles I’expression de
PML/RARa était trés faible et les
désordres hématopoiétiques induits
minimes. Ceci souligne la nécessité
d’exprimer le transgéne a des stades
précis de la différenciation myéloide
pour obtenir une leucémie. Ainsi, le
phénotype des souris transgéniques
PML/RARa varie beaucoup en fonc-
tion du type de promoteur utilisé.
Deux équipes ont placé le gene
PML/RARa sous contréle du promo-
teur de la cathepsine G humaine
(hCG-PML/RAR0). La fusion

s S'exprime du stade myéloblaste a
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celui de myélocyte. Tardivement, a
un an, 20 a 30% des souris dévelop-
pent une leucémie myéloide aigué.
Celle-ci se caractérise par une trés
importante leucocytose associée a
une anémie et a une thrombocytopé-
nie. La moelle présente une prolifé-
ration de myéloblastes, de promyélo-
cytes et de myélocytes qui gardent
une faible capacité de différenciation
en granulocytes mars [10, 11]. La
fusion PML/RARa a également été
placée sous contrle du promoteur
du géene hMRP8 (hMRP8-PML/
RAR®), qui s’exprime depuis le stade
de promyéloblaste jusqu’a celui de
neutrophile ou de monocyte. La moi-
tié des souris hMRP8-PML/RARa
développent une LAP trés proche de
la maladie humaine [12]. Celle-ci
associe une moelle riche en cellules
bloquées au stade promyélocytaire a
un tableau d’insuffisance médullaire.
Ce développement tardif des leucé-
mies chez les souris transgéniques
suggére que si PML/RARa induit
bien la leucémogeneése, d’autres évé-
nements génétiques doivent s’accu-
muler pour le développement com-
plet de celle-ci. Lorsque le transgéne
est placé sous contr6le du promoteur
métallothioniline, les souris dévelop-
pent des dysplasies hépatiques avec
apparition d’hépatocarcinomes apres
induction par le zinc de I'expression
de PML/RARa [13]. Cette observa-
tion souligne a la fois les capacités
oncogéniques de PML/RARa dans
d’autres tissus et par la méme
I'importance de la spécificité tissu-
laire d’expression de PML/RARa
dans le développement de la LAP.

Contrairement aux souris PML/
RARaq, les souris transgéniques hCG-
PLZF/RARa développent des leucé-
mies de type myéloide chronique
(LMC) et les souris hCG-NPM/RARa

des leucémies qui varient d’'une LAP
classique a une LMC. La leucémie est
précédée d’une phase de proliféra-
tion et d’accumulation de précurseurs
myéloides qui conservent une capa-
cité normale de différenciation. Ainsi,
bien qu’oncogeénes, les fusions PLZF-
RARa et NPM/RARa ne semblent pas
conduire a un blocage systématique
de la différenciation chez la souris.

Contribution des chimeres
réciproques RARa/PML

et RARa/PLZF a I'établissement
de la leucémie

L’hétérogénéité de ces résultats
indique que la nature de la fusion,
son niveau d’expression ainsi que sa
fenétre d’expression dans la différen-
ciation myéloide sont trés importants
pour la leucémogenése. L’expression
de la fusion réciproque ou la modifi-
cation du rapport allele normal/
alléle fusion pourraient également
intervenir. En effet, bien que les sou-
ris transgéniques hCG-RARa/PML
ne développent pas de leucémie, les
souris co-exprimant PML/RARa et
RARa/PML développent des LAP
avec une pénétrance beaucoup plus
élévée (figure 2) [14]. De méme, le
croisement de souris PLZF/RARa
avec les souris RARa/PLZF, qui pré-
sentent de discrets troubles de la
maturation myéloide, modifie le
spectre de la leucémie qui d’une pro-
lifération myéloide globale devient
une LAP typique. Ainsi, les génes de
fusion réciproque apparaissent
comme de puissants modulateurs du
phénotype leucémique. Si cela est
compréhensible pour RARa/PLZF
qui contient le site de liaison a I’ADN
de PLZF, cela ne I’est pas pour
RARo/PML qui ne contient pas de
domaine fonctionnel connu.

Dans tous les cas, la leucémie est
transplantable a des souris syngé-
niques, preuve du caractére trans-
formé des cellules. Ce modele de leu-
cémie transplantée qui mime la
situation humaine (un clone leucé-
mique dans une hématopoiése nor-
male) a été utilisé comme modéle
thérapeutique (voir plus loin).

RAR, rétinoides
et hématopoiese

Une fois établies les propriétés trans-
formantes des fusions X-RARa, de
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Figure 3. Répression et activation de la transcription des genes cibles des
rétinoides par RARa et les chiméres PML/RARa et PLZF/RARa. A. Activation
de la transcription par RARa en présence de doses physiologiques d’AR. B.
Répression de la transcription par les protéines chiméres X/RARa en pré-
sence de doses physiologiques d’hormones et mécanisme des effets théra-
peutiques de I’AR et des inhibiteurs d’HDAC. RARa présente une plus forte
affinité pour les co-répresseurs que RXR. PLZF posséde un site de liaison aux
co-répresseurs dans son domaine POZ, insensible a I’AR, mais sensible aux

inhibiteurs d’HDAC.

nombreuses études ont cherché a
comprendre les mécanismes impli-
qués. Les rétinoides ont des effets dif-
férenciants et/ou antiprolifératifs sur
les cellules myéloides primaires ou
transformées [15]. L’inhibition de la
différenciation s’accompagne trés
souvent d’une augmentation de la
prolifération, mais les liens entre ces
deux phénomeénes sont encore mal
déterminés. In vivo, la carence en
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rétinoide (hypovitaminose A) induit
une expansion du compartiment
myéloide, avec en particulier une
augmentation des myélocytes et des
granuleux [16]. Enfin, I'introduction
dans des cellules souches hémato-
poiétiques d’un récepteur RARa
rendu dominant négatif par délétion
du domaine activateur de la trans-
cription AF2, blogue leur différencia-
tion ex vivo au stade de promyélocyte

ou de myéloblaste et permet une pro-
lifération continue [17].

L’analyse des souris agéniques pour
les différents récepteurs aux réti-
noides a été entreprise afin de mieux
comprendre I'implication des réti-
noides dans la différenciation myélo-
cytaire. Les souris ayant une perte
homozygote de RARa ont une héma-
topoiése apparemment normale.
Toutefois, I’'analyse de la différencia-
tion in vitro de précurseurs hémato-
poiétiques des souris agéniques
RARa 7, RARy™ ou RARay~- a mon-
tré un blocage de la différenciation
au stade promyélocytaire seulement
lorsque les deux génes étaient simul-
tanément inactivés [18]. Ceci
démontre I’existence, dans la diffé-
renciation myéloide, d’une voie de
signalisation dépendante de I’AR via
les RAR, ainsi que I’existence d’une
redondance RARa/RARy pour cette
fonction. Les RXR peuvent avoir un
double rble: partenaires des RAR ou
d’autres récepteurs nucléaires
(récepteur de la vitamine D3, des
hormones thyroidiennes T3/T4...)
et facteurs de transcription homodi-
mériques. Dans ce dernier cas, ils
sont activables par leur ligand AR-9cis
ou par des agonistes synthétiques
spécifiques (rexinoides). Les souris
agéniques RXRa meurent lors du
développement embryonnaire et le
réle exact des RXR ainsi que de leurs
agonistes dans I’hématopoiése est
encore mal connu. Ainsi, s’il est clair
que la prolifération et la différencia-
tion myéloide sont influencées par
les rétinoides, les modalités exactes
de leur contr6le sont encore & défi-
nir: nature du ou des génes-clés de la
différenciation, réles respectifs des
diméres RXR-RAR et (RXR),.

Les génes cibles critiques pour la
différenciation ne sont pas identi-
fiés. 1l existe toutefois des candidats
tels que des facteurs de transcription
dont I’expression est requise pour la
différenciation myéloide (CEBPa),
des récepteurs de cytokines (G-CSF-
R), ou des inhibiteurs du cycle cellu-
laire jouant également un réle dans
la différenciation (p21/waf-1). Cela
pourrait expliquer I'induction par
I’AR d’un arrét du cycle concomi-
tant avec le début de la différencia-
tion, ainsi que le réle synergique
pour la différenciation de I'adminis-
tration de cytokines et d’AR [19,
20].
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Interférence

des protéines chimeres
avec la réponse

aux rétinoides

Réle des chiméres X/RARa
dans le blocage
de la différenciation myéloide

L’effet inhibiteur des protéines
X/RARa sur la différenciation myé-
loide a été mis en évidence dans plu-
sieurs systémes cellulaires. Dans la
lignée U937 qui se différencie en
réponse a la vitamine D3 et au TGFp,
I’expression de PML/RARa ou
PLFZ/RARa bloque la différencia-
tion monocytaire [21, 22]. Ces deux
chiméres bloquent également la dif-
férenciation myélocytaire de précur-
seurs hématopoiétiques primaires
[15].

Au niveau moléculaire, les protéines
X/RARa peuvent dimériser avec
RXR. Les complexes X/RARa-RXR
ainsi formés se lient efficacement aux
éléments de réponse reconnus par
I’hétérodimére RXR-RAR. lls peu-
vent donc interférer avec la réponse
a I’AR. La surexpression de RARa
portant une mutation dans le
domaine de liaison a I’AR n’est pas
suffisante pour induire la leucémie
[23]. Ce résultat permet d’exclure la
séquestration de RXR par la chimeére
comme cause de la leucémogeneése,
sans toutefois exclure que ceci puisse
étre un co-facteur favorisant la trans-
formation. Sous forme d’homodi-
meéres, les chiméres X/RARa peu-
vent se fixer sur les éléments cibles
des homodimeéres RXR et pourraient
donc bloquer la signalisation dépen-
dante de ce récepteur par effet domi-
nant négatif. Enfin, les homodiméres
X/RAR pourraient reconnaitre des
éléments de réponse qui ne seraient
reconnus ni par les homodimeres
RXR, ni par les hétérodimeres RXR-
RARa. Dans cette hypothese de gain
de fonction, les homodimeres
X/RARa pourraient moduler
I’expression de genes impliqués dans
la transformation qui ne seraient pas
des cibles normales des rétinoides.

Les fusions X-RARa
se comportent comme
des répresseurs transcriptionnels

La répression des génes cibles des réti-

msmmmmm  NOIdes explique tres probablement le
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blocage de la différenciation. Au
niveau mécanistique, la protéine
PML/RARa se lie aux co-répresseurs
N-CoR et SMRT avec une plus grande
affinité que RARa, empéchant la dis-
sociation des complexes aux doses
physiologiques d’AR (figure 3B) [24,
25]. A ce titre, une chimére
PML/RARa ne se liant plus aux co-
répresseurs n’a plus d’effet de blocage
de la différenciation in vitro [24]. La
plus forte affinité de PML/RARa
pour les co-répresseurs a récemment
trouvé des éléments d’explication
[26]. L’interaction N-CoR/RARa
étant plus forte que I'interaction N-
CoR/RXR, un complexe ayant deux
molécules de RARa fixera mieux une
molécule de N-CoR qu’un hétérodi-
mere RARa/RXR ou un homodimére
RXR. Ce mécanisme général rendrait
compte du caractére répresseur de
tout homodimeére X/RARa.

Mode d’action

de I'acide rétinoique:
un exemple de stratégie
thérapeutique

ciblant la transcription

En 1987, I’équipe de Z.Y. Wang a
montré que I’AR pouvait induire des
rémissions complétes chez les
patients atteints de LAP t(15;17) en
rétablissant la différenciation des cel-
lules leucémiques en polynucléaires.
S’il est initialement apparu paradoxal
gu’une hormone dont le récepteur
est altéré soit curative, cet effet sur la
différenciation est aujourd’hui
mieux compris. Bien que I’AR n’éra-
dique jamais la maladie, I’association
AR/chimiothérapie a permis une
spectaculaire amélioration de la sur-
vie en comparaison a un traitement
par chimiothérapie seule avec pres
de 80% de guérison.

Des doses pharmacologiques
d’AR lévent la répression
transcriptionnelle exercée
par PML/RARQ,

mais pas celle exercée

par PLZF/RARa

La plus forte affinité des co-répresseurs
pour les complexes X-RARa va dépla-
cer la courbe d’activation des génes
cibles par I’AR vers de plus hautes
concentrations: une plus forte dose
d’AR est alors nécessaire pour I'activa-
tion de I’expression des genes cibles

(figure 3B). La reprise de la différencia-
tion en présence d’AR peut donc étre
en partie expliquée par le détache-
ment des co-répresseurs et des HDAC
provoguant ainsi le recrutement des
HAT, I'ouverture de la chromatine et
I’activation de la transcription.

Le rble central de I’'homodimére
X/RARa dans I’induction de la
réponse a I’AR a été démontré par
I'introduction dans des cellules leucé-
miques d’un mutant dominant néga-
tif de RXRa connu pour bloquer la
réponse des complexes contenant
RXR. Ce mutant bloque la différen-
ciation myéloide induite par I’AR
dans les cellules n’exprimant pas
PML/RARa, mais n’a aucun effet sur
des cellules exprimant PML/RAR«
suggerant que la différenciation AR-
induite ne passe pas par des hétérodi-
meéres PML/RARa-RXR. [26].
L’induction de la différenciation par
I’AR dans des cellules exprimant
PML/RARa nécessite aussi I'intégrité
des domaines transactivateurs AF2 et
de liaison a I’hormone. En effet, des
mutations dans I'un de ces deux
domaines sont trouvées chez des
malades ayant acquis une résistance a
I’AR. De plus, les souris transgéniques
exprimant une protéine PML/RARa
mutée dans le domaine de liaison a
I’hormone présentent une leucémie,
mais ne répondent pas a un traite-
ment par I’AR [23]. Ainsi, I’activation
transcriptionnelle par I’AR est néces-
saire a la réponse, mais pas a la trans-
formation par la chimére.

La différenciation des cellules LAP
induite par I’AR est dépendante de la
nature de la chimére X/RARa. En
effet, si I’expression de PML/RAR«
est associée a une bonne réponse
chez les malades, ce n’est pas le cas
de celle de PLZF/RARQ. Cette insen-
sibilité a I’AR des leucémies t(11;17)
a récemment trouvé une explication
dans le maintien de la liaison des co-
répresseurs & PLZF/RARa en preé-
sence de doses pharmacologiques
d’hormones (figure 3B). En effet,
PLZF posséde dans son domaine
POZ, un site de liaison aux co-répres-
seurs supplémentaire insensible a
I’action de I’AR [24, 25].

La dégradation des fusions X-RARa
joue-t-elle un rdle dans la rémission ?

Avant la mise en évidence de I'action
de I’AR sur les co-répresseurs, plu-
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sieurs équipes avaient montré que
I’AR induisait la dégradation de la
chimére PML/RARa [27]. Cette
dégradation explique la restauration
des corps nucléaires PML apres traite-
ment avec cet agent (voir plus loin).
Deux voies complémentaires sont
impliquées dans ce catabolisme. La
premiére est un clivage de la protéine
chimére PML/RAR« par des caspases
spécifiquement activées lors de la dif-
férenciation induite par I’AR [28]. Le
site caspase est présent dans la partie
PML de la chimére [29]. La seconde
est une dégradation dépendante du
protéasome de RARa ou de toute
fusion X-RARa, aprés activation par
I’lhormone [29-31]. Tous les
domaines nécessaires a I’activation
transcriptionnelle ou a la liaison de
I’lhormone sont également néces-
saires a la dégradation. Cette dégra-
dation n’est probablement pas indis-
pensable a la différenciation
puisqu’elle est observée pour PML/
RARa comme pour PLZF/RARa. En
revanche, la disparition de I’oncopro-
téine pourrait moduler le contréle de
I’apoptose par PML (voir plus loin).

L’association AR/inhibiteurs d’HDAC,
une thérapie plus efficace ?

Une forte accélération de la différen-
ciation des blastes t(15;17) est obte-
nue in vitro en associant I’AR avec des
inhibiteurs d’HDAC comme le buty-
rate ou la trichostatine A (TSA), alors
que ces inhibiteurs seuls sont dépour-
vus d’activité de différenciation.
L’explication de leur effet coopératif
réside dans le fait que I’AR va provo-
quer le relargage des co-répresseurs
ainsi que la dégradation de la chi-
mere, et les inhibiteurs d’"HDAC vont
induire I'acétylation des histones et
I’ouverture de la chromatine. De la
méme maniére, la sensibilité & I’AR
des cellules exprimant PLZF/RARa
peut étre restaurée par une combinai-
son TSA/AR [24]. Dans cette combi-
naison, I’AR provoque le relargage du
co-répresseur lié a la partie RARa de
la fusion et la TSA I'inactivation du
complexe HDAC fixé par le domaine
POZ (figures 3B et 5). Récemment,
une combinaison butyrate/AR a été
utilisée avec succes chez un patient
en rechute ayant développé une résis-
tance a I’AR [32], mais I'instabilité du
butyrate rend pour le moment diffi-
cile son utilisation en clinique. Ce
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type de stratégies thérapeutiques
ciblant la transcription pourrait donc
s'avérer efficace tant pour le traite-
ment des patients porteurs de la
translocation t(11;17) que pour celui
des patients résistants a I’AR.

Les agonistes de RXR et de la PKA:
mise en évidence

d’une nouvelle voie

de différenciation indépendante

de RAR

L’utilisation conjointe d’agonistes
spécifiques des récepteurs RXR et de
la protéine-kinase A (le 8CTP-AMPc)
permet la différenciation en granulo-
cytes de cellules LAP résistantes a
I’AR. Cette différenciation est indé-
pendante de RARa et de PML/RARa
puisque I'utilisation d’antagonistes
spécifiqgues de RARa n’a aucun effet
inhibiteur sur cette combinaison.
Bien que le programme génétique
régulé par la combinaison agoniste
de RXR/8CTP-AMPc recouvre par-
tiellement celui régulé par I'AR, il
differe pour I'activation de I'expres-
sion d’un certain nombre de cyto-
kines comme le GM-CSF ou le G-CSF
[33]. Ces résultats suggérent I’exis-
tence de deux voies paralléles
convergeant vers une différenciation
en granulocytes: I'une dépendante
des RAR, I'autre dépendante des
RXR, ouvrant vers I'utilisation d’une
nouvelle stratégie thérapeutique
transcriptionnelle.

PML joue-t-il un role
dans la leucémogeneése ?

La protéine chimere PML/RARa
pourrait également agir comme
dominant négatif de la fonction de
PML. Quatre des membres de la
famille «RBCC» sont retrouvés dans
des fusions a activité oncogéne:
PML/RARa, RFP/RET, TIF-1/RET
et TIF-1a/B-RAF. Si les fusions TIF-
1/RAF et RFP/RET ont été observées
dans deux cas de tumeurs expeéri-
mentales chez la souris, les fusions
PML/RARa et TIF-1/RET sont, elles,
retrouvées de maniere récurrente
chez I’homme, associées respective-
ment & la LAP et aux cancers thyroi-
diens. Il est a noter que dans cha-
cune des chiméres, les domaines
RBCC sont conserves, la fusion se fai-
sant en carboxy-terminal du coiled-
coil, ce qui pourrait suggérer un role

propre de cette famille de protéines
dans I’'oncogenése.

PML, une protéine pro-apoptotique

La protéine PML posséde des effets
antiprolifératif et pro-apoptotique.
Bien que les souris agéniques aient
un développement normal, les fibro-
blastes et les splénocytes dérivés de
ces animaux présentent une apop-
tose réduite aprés stimulation par
irradiation y, par des anticorps anti-
FAS, par les céramides, et par le TNF
ou les IFN [4]. De plus, le cycle cel-
lulaire des fibroblastes PML~- est
plus rapide. Enfin, ces souris PML"~
sont beaucoup plus sensibles aux car-
cinogenes chimiques et résistent aux
radiations ionisantes. Réciproque-
ment, la surexpression de PML pro-
voque dans de nombreux systémes
cellulaires un arrét de cycle et/ou
une induction de I'apoptose et de la
senescence [2, 5]. Ces propriétés
pourraient étre liées & la capacité de
PML & agir comme co-activateur de
p53 dans la sénescence induite par
Ras activé [34, 35]. En outre, les sou-
ris PML~- présentent une diminution
de la différenciation des cellules myé-
loides en granuleux, in vivo et in
vitro, montrant que PML influence
également la différenciation myé-
loide. Enfin, les cellules PML~-
répondent moins bien aux réti-
noides, suggérant que PML serait un
co-activateur de ces récepteurs peut
étre gréce a sa liaison a TIF-1a et a
CBP [36, 37]. La base biochimique
de la fonction de PML responsable
de phénoménes aussi variés est
encore inconnue.

Role des corps nucléaires
dans I'apopotose, la transcription
et la leucémogenése ?

La protéine PML posséde deux locali-
sations dans le noyau: une fraction
est nucléoplasmique, probablement
associée a la chromatine, I'autre est
localisée dans les corps nucléaires
(CN), structure de la matrice dont la
fonction est inconnue [38, 39]. PML
est essentielle a la formation de ces
corps nucléaires [40]. De nombreuses
protéines aux fonctions diverses,
telles que Sp100, CBP, p53, pRB et
Daxx, sont associées aux CN. Deux de
ces protéines sont capables de former

un complexe avec PML: DaxX et o
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CBP. Elles sont particuliérement inté-
ressantes car elles pourraient expli-
quer certains des effets de PML. En
effet, la protéine CBP intervient dans
I’acétylation des histones et active la
transcription de nombreux génes.
L’interaction CBP/PML pourrait
donc expliquer les effets modulateurs
de PML sur la transcription [41]. La
protéine Daxx est impliquée dans la
voie apototique induite par Fas. S’il a
été initialement proposé que Daxx se
lie & Fas et module sa fonction, il
semble a présent que Daxx potentia-
lise I’'apoptose Fas-dépendante par sa
capacité a réprimer spécifiquement
I’expression de génes cibles encore
inconnus. Une version de Daxx tron-
guée de son domaine d’adressage sur
les CN n’est plus apoptotique suggé-
rant un réle des CN dans I’'apoptose
[42, 43]. Enfin, Daxx et PML synergi-
sent pour induire I'apoptose et Daxx
n’induirait plus la mort dans les cel-
lules PML-.

Dans les cellules LAP, PML/RARa
provoque, par hétérodimérisation
avec PML, la délocalisation de PML
des CN vers des structures a I’aspect
microponctué qui correspondent
probablement aux sites d’ancrage de
PML/RARa sur la chromatine. Les
partenaires de PML tels que Daxx,
Sp100 ou CBP sont alors également

délocalisés (figure 4A) [43]. Cet effet
dominant négatif de PML/RARQ sur
la localisation de PML pourrait donc
se traduire par le blocage de sa fonc-
tion pro-apoptotique et de son réle
dans la différenciation myéloide.
Effectivement, [’expression de
PML/RARa dans de nombreuses
lignées hématopoiétiques confére
une résistance a I’'apoptose [4]. Ainsi,
a travers un double effet dominant
négatif, PML/RARa permettrait aux
cellules d’échapper a I’'apoptose, tout
en induisant un blocage de la diffé-
renciation.

Quelles sont les bases
moleculaires de I'action
de l'arsenic ?

Les effets sur la LAP d’agents théra-
peutiques de la médecine tradition-
nelle chinoise contenant des dérivés
d’arsenic (As) a conduit I’équipe de
Z. Chen a tester I'efficacité de I'As
sur cette maladie. Des doses modé-
rées de trioxyde d’arsenic (10 mg/j
par voie intraveineuse) vont induire
des rémissions cliniques chez la majo-
rité des patients LAP [44]. In vivo,
c’est principalement la différencia-
tion et dans une moindre mesure
I’apoptose qui sont activées. In vitro,
cette dualité est retrouvée: de fortes

Cellule
normale
CN:
- PML
Promyélocyte
leucémique

Microponctuations: t(15:17)
Délocalisation
de PML et de ses
partenaires

Délocalisation de PML par PML/RARa
et relocalisation par I'AR et I'AS

0 As RA

140kDa — PML/RARa

50 kDa —{ e RARa

Dégradation de PML/RARa
par I'AR et I'AS

Figure 4. Implication des corps nucléaires dans la leucémogenese. A. Délocali-
sation de PML par PML/RARa et relocalisation sous AR ou As. La délocalisa-
tion de PML provoque la destructuration des corps nucléaires et la délocalisa-
tion des partenaires Sp100, Daxx, CBP. Un traitement des cellules LAP par ’'AR
ou I’As induit la reformation des CN et la relocalisation des antigénes associés.
B. Dégradation de PML/RARa par I'’AR et I'As dans des cellules de souris trans-
géniques visualisée par des anticorps anti-RARa. PML/RARa (haut) et RARa

mssssen  (bas) sont visibles, I’AR dégrade également son récepteur RARa.

doses (de 0,5 a 2 uM) d’As provo-
quent une apoptose des cellules pri-
maires LAP t(15;17) alors que 0,1 &
0,5pM d’As induit une différencia-
tion partielle. In vitro, I’As est un
agent pro-apoptotique non spéci-
figue. Pourtant, lors du traitement de
la leucémie, trés peu d’effets secon-
daires ont été observés, suggérant
que I’expression de PML/RARa
confére une sensibilité particuliére
aux cellules leucémiques [45]. L’As
induit trés rapidement la reforma-
tion des corps nucléaires dans les cel-
lules leucémiques. Cette reformation
des CN dans les cellules LAP
s’accompagne de la dégradation de
PML/RARa. L’arsenic cible PML,
puisque dans des cellules n’expri-
mant pas PML/RARa, il induit
I’agrégation de PML sur les CN, le
transfert de PML vers la matrice
nucléaire et enfin la dégradation de
PML (figure 4) [46, 47]. De plus,
I’arsenic induit le transfert vers les
CN des autres protéines associées a
ces structures. Il a été proposé que
cet adressage, en particulier celui de
Daxx, soit impliqué dans I'induction
de I'apoptose. Dans ce sens, plusieurs
groupes ont montré que la sur-
expression de PML ou celle de
PML/RARa sensibilise fortement
aux effets pro-apoptotiques de I’As
[5, 42, 48], mais ceci reste encore
controversé [29, 49, 50].

Ainsi, les deux agents thérapeu-
tiques, As et AR, induisent la dégra-
dation de I’oncoprotéine PML/
RARa en ciblant respectivement I’'un
PML et I'autre RARa (figure 4A, B).
La dégradation de PML/RARa
induite par I’AR pourrait sensibiliser
a I’apoptose induite par PML. Effecti-
vement, dans certains modeles, I’AR
est plus apoptotique que différen-
ciant [10]. Réciproquement, la
dégradation de PML/RARa induite
par I’As pourrait avoir un role dans la
dérépression des génes contrdlés par
PML/RARa (figure 5) [51]. L’As
ciblant PML, il serait attendu que cet
agent n’induise ni apoptose ni diffé-
renciation sur les cellules exprimant
PLZF/RARa, ce qui semble étre le
cas, au moins ex vivo [30].

Les effets synergiques
de la combinaison As/AR

Compte tenu des modes d’action dis-
tincts de I’As et de I’AR, et donc de
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I’absence de résistances croisées, il
était logique de chercher a les asso-
cier. S’il est clair que les lignées résis-
tantes a I’AR sont sensibles & I’As et
vice versa, les résultats obtenus in
vitro sur le traitement de lignées cel-
lulaires LAP par I’association des
deux agents sont contradictoires
[51]. Les souris syngéniques trans-
plantées avec des blastes leucémiques
provenant des souris transgéniques
PML/RARa ont été utilisées comme
modele d’étude préclinique [52].
L’AR induit une différenciation syn-
chrone des promyélocytes de la
moelle qui vont étre éliminés dans la
rate. L’As induit une différenciation
et une apoptose simultanées qui
aboutissent également a une régres-
sion de la tumeur. Toutefois, un a
deux mois apres I'arrét de ces traite-
ments, tous les animaux rechutent.
Ainsi, chez la souris comme chez
I’homme, les monothérapies par I’AR
ou I’As n’arrivent pas a éradiquer la
maladie. En revanche, I’association
AR/AS augmente tant les effets diffé-
renciants de I’AR que les effets apop-
totiques de I’As. De maniére specta-
culaire, ce double traitement aboutit
a la guérison des souris. Ainsi, il
apparait que I'association des deux
traitements induit une facilitation
croisée de leurs effets, compatible
avec le modele proposé plus haut.

Nous avons cherché, dans cet article,
a mettre en exergue les principaux
axes de recherches développés ces
10 derniéres années. Ces travaux ont
été semés d’explications simplistes, de
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controverses et de paradoxes. Méme
s’il reste des inconnues, la compré-
hension de la pathogénie de cette leu-
cémie et la multiplicité des approches
thérapeutiques rationnelles, toutes
ciblées sur PML/RARa, en font un
modeéle pour I'instant unique. Grace a
des modéles animaux proches de la
maladie humaine, une extraordinaire
panoplie d’approches thérapeutiques
(agonistes RAR, agonistes RXR, As,
inhibiteurs d’histone-désacétylase, cyto-
kines...) peut étre évaluée (figure 5).
Bien que le traitement actuel de la
maladie (AR + chimiothérapie)
donne des résultats assez satisfaisants
(80% de guérisons), de nouvelles
approches, peut-étre moins agressives,
pourraient voir le jour a partir de ces
nouvelles stratégies thérapeutiques m
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Summary

Promyelocytic leukemia,
a unique model to design
treatments targeting oncogenes

All acute promyelocytic leukemia
associated translocations involve a
nuclear receptor gene, RARa. The
most common translocation yields
a PML/RARa fusion protein.
PML/RARa homodimers with an
increased affinity for corepressor
proteins account for the block in
myeloid differentiation. Interfe-
rence of the fusion protein with
PML function is likely responsible
for proliferation of the leukemic
cells, but the pathways involved are
ill understood. Retinoic acid and
arsenic both induce clinical remis-
sions in patients. How exactly these
drugs induce remissions is dispu-
ted, but both induce degradation of
the PML/RARa fusion, retinoic
acid targeting its RARa moiety and
arsenic its PML moiety. Transgenic
mice have demonstrated that the
reciprocal RARa/PML fusion acce-
lerates and facilitates leukemogene-
sis. These animals constitute inva-
luable preclinical models to assess a
variety of drugs targeted at the
PML/RARa fusion or acting downs-
tream on its molecular targets.
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