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> La ferroptose est une forme de mort cellulaire
nécrotique qui a été décrite récemment grace a
I'utilisation d’un composé chimique, I’érastine,
sélectionné sur sa capacité a tuer les cellules
cancéreuses porteuses de ’oncogéne Ras activé.
Dans les cellules exposées aux inducteurs de
ferroptose, des perturbations majeures du
métabolisme redox engendrent des altérations
de la perméabilité membranaire et une perte
de viabilité cellulaire. La peroxydation des
lipides de la membrane plasmique est I’étape
biochimique essentielle de la ferroptose. Nous
présentons ici un résumé des connaissances
acquises sur le sujet, et incluons nos observations
récentes sur I'induction, par des médicaments
antitumoraux comme le sorafénib, de ce type
de mort cellulaire. Le concept de ferroptose
met en lumiére le role critique des adaptations
du métabolisme des cellules cancéreuses,
qui constituent peut-€tre un de leurs talons
d’Achille. Une meilleure compréhension de la
ferroptose pourrait permettre I'identification
de nouveaux biomarqueurs et des traitements

médicaux innovants contre les cancers. <

Les morts cellulaires induites par les traitements
anticancéreux

La mort des cellules cancéreuses est une condition
essentielle de la régression tumorale lors du traitement
médical des cancers. Jusqu'a une époque récente, la
majorité des travaux portant sur les médicaments uti-
lisés dans le traitement des cancers se sont concentrés
sur I'apoptose [1-3]. Ainsi, des recherches menées sur
des lignées avaient révélé que les cellules cancéreuses
exposées aux chimiothérapies, aux thérapies ciblées ou
aux rayonnements ionisants mouraient essentiellement
par apoptose [4]. Certaines résistances dues a des
défauts d’apoptose, résultant par exemple de la surex-
pression de molécules anti-apoptotiques comme Bel-xL

m/s n® 8-9, vol. 30, aolit-septembre 2014
DO/ : 10.1051/medsci/20143008016

La ferroptose,

une nouvelle forme
de mort cellulaire
applicable au
traitement médical
des cancers

€mma Lachaier'2, Christophe Louandre!-?,
Zakaria Ezzoukhry?, Corinne Godin’?,
Jean-Claude Maziére?, Bruno Chauffert'*,
Antoine Galmiche-?

LEA 4666, université de Picardie
Jules Verne, Amiens, France ;
%service de biochimie, centre
de biologie humaine (CBH),

CHU Amiens Sud, 80054 Salouel
Cedex, France ;

¥ Inserm U1053, université de
Bordeaux Segalen, France ;
“service d’oncologie médicale,
CHU Amiens, France.

galmiche.antoine@chu-amiens.fr

(B-cell lymphoma-extra large), ont aussi été mises en évidence [5].
Plus récemment, des approches expérimentales mesurant I’engage-
ment de la machinerie apoptotique mitochondriale ont montré que ce
parameétre est associé a une meilleure efficacité clinique de certains
traitements cytotoxiques [6].

L'étude de la mort cellulaire dans le cancer est pourtant récemment
devenue complexe, parce que de multiples formes de morts cellulaires
non apoptotiques ont été mises en évidence [1-3]. Deux parmi celles-
ci sont bien connues & ce jour : la mort cellulaire par autophagie [1,
2] et la nécrose ; ces morts cellulaires sont généralement définies par
la rupture de la perméabilité de la membrane plasmique, qui engendre
un gonflement cellulaire et, de fagon ultime, la libération du contenu
cellulaire [1-3]. Dans une étude parue en 2004, il a été montré, pour
la premiere fois, que des agents alkylants agissant sur I’ADN étaient
susceptibles d’induire une nécrose des cellules cancéreuses [7]. Il
existe en fait plusieurs formes de nécrose, selon I"implication pré-
dominante d’un acteur moléculaire, comme par exemple les kinases
RIPK1/3 (receptor-interacting protein kinase-1/3) dans la nécroptose,
ou I’enzyme PARP (poly-ADP-ribose polymérase) dans le parthanatos
[3] (Tableau 1).

La ferroptose est une nouvelle forme de mort cellulaire récem-
ment individualisée, que 'on peut classer comme une nécrose [3,
8]. Elle a été décrite pour la premiére fois lors de I'utilisation d’un
composé chimique, I'érastine (eradicator of Ras and ST-expressing
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Ferroptose Nécroptose

Erastine, RSL3, .

. Ligands de mort
Inducteur glutamate, sulfasalazine, .
L. cellulaire
sorafénib

Blocage du transport

L o de la cystéine (X.),
Mécanismes biochimiques . .
. peroxydation des lipides
essentiels (RIPK1/3)

de la membrane

plasmique

Déferoxamine,

o L ferrostatine, anti-
Principaux inhibiteurs ) , .
) oxydants membranaires Nécrostatine
pharmacologiques

(a-tocophérol,
B-carotenes)

Activation du nécrosome

Parthanatos Pyroptose

Lésions génomiques Infection a Salmonella
(agents alkylants) ou Shigella

o Activation de
Activation du PARP,

disparition du NAD",
arrét de la glycolyse,

la caspase-1, formation
de conductances
ioniques dans

catastrophe énergétique )
la membrane plasmique

Inhibiteurs
Inhibiteurs de PARP de la caspase-1

(Ac-YVAD-CHO, etc.)

Tableau I. Comparatif des principales formes de nécroses.

cell), découvert a I"occasion d’un criblage cherchant a identifier des
molécules létales vis-a-vis des cellules porteuses d’une mutation de
I’oncogéne HRas (HRas V12) [9]. Lérastine a donc été développée
dans I'optique de traiter des cancers présentant une activation de
la voie Ras-Raf-MEK (mitogen-activated protein kinase kinase)-€RK
(extracellular signal-regulated kinase), une des voies de transduc-
tion les plus importantes dans 'oncogenése chez "lhomme [10].
Lérastine induit la perte de viabilité des cellules cancéreuses sans
les manifestations morphologiques ou biochimiques caractéristiques
de Iapoptose (Figure 1) [11]. €n culture, les cellules exposées &
I’érastine s’arrondissent et se décollent rapidement sans libération
mitochondriale du cytochrome c, ni activation des caspases [11]. La
ferroptose est prévenue par I’application d’un chélateur des ions fer,
la déferoxamine (Dfx), une caractéristique qui est a 'origine de sa
dénomination [8, 12]. Récemment, des progrés importants ont permis
de mieux comprendre les étapes de la ferroptose et d’appréhender la
singularité de cette forme de mort cellulaire.

Biochimie de la ferroptose

Contrairement a I'apoptose, la ferroptose se déroule sans induction de
la perméabilisation de la membrane externe des mitochondries. Il n’est
donc pas observé de libération cytosolique du cytochrome ¢ ou d’activa-
tion des caspases. €n revanche, un stress oxydant intense apparait pré-
cocement et joue un role essentiel dans la perte de la viabilité cellulaire

LI

+ Doxorubicine

+ Erastine

Témoin

[11]. Des molécules anti-oxydantes a tropisme membra-
naire, comme le B-caroténe ou I’c-tocophérol (vitamine
£), protégent les cellules cancéreuses de la ferroptose
induite par I’érastine [11]. La déplétion des stocks intra-
cellulaires en fer protege aussi efficacement les cellules
de la mort induite par I'érastine [11]. La Dfx prévient non
seulement la perte de viabilité, mais aussi la survenue
du stress oxydant, évalué a 'aide de sondes reflétant
la peroxydation lipidique [8]. Le rdle du fer dans la fer-
roptose est conforme aux connaissances concernant la
biologie de cet élément. Dans les systemes biologiques, le
fer libre permet la transformation des especes oxydantes
faiblement actives (telles que le peroxyde d’hydrogene,
H,0,) en des oxydants beaucoup plus puissants, comme
le radical hydroxyle (OH") (Figure 2) [13]. Ce dernier
est capable d’oxyder la plupart des constituants cellu-
laires, protéines, acides nucléiques et lipides insaturés
(notamment les acides gras polyéthyléniques) [13]. Le
pool intracellulaire de fer libre joue donc un r6le essentiel
dans les mécanismes redox de la ferroptose.

’étude des interactions de I’érastine avec le protéome
cellulaire a révélé que ce composé interagit directe-
ment avec la protéine SLCTA5 (solute carrier family
7 member 5), un membre de la famille des protéines
membranaires de transport de solutés [8]. Du fait de

Figure 1. Morphologie comparée des morts cellulaires apoptotique
et ferroptotique. Des cellules Huh7, dérivées d’un carcinome hépa-
tocellulaire humain, ont été exposées en culture a I'érastine, un
inducteur de ferroptose, ou a une combinaison chimiothérapique
pro-apoptotique (incluant la doxorubicine). On note la morpho-
logie des cellules ferroptotiques (gonflement cellulaire, pycnose)

signalées par les fleches, distincte de celle des cellules apopto-

tiques (blebbing). Barre : 20 um.
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Figure 2. Réle du fer dans le métabolisme des espéces activées de ’oxygéne. Les
principales espéces réactives de I’oxygene produites par le métabolisme cellulaire
sont I’anion radical superoxyde (0,*) et le peroxyde d’hydrogene (H,0,). n présence
de traces de fer libre, ces espéces réactives sont susceptibles d’étre converties en
radical hydroxyle (HO"), qui posséde une forte réactivité vis-a-vis des macromolé-
cules biologiques. Les réactions impliquant le fer et conduisant au radical hydroxyle
ou alkoxyle (R0°) sont traditionnellement appelées réactions de Fenton. Les enzymes
de type glutathion peroxydase (GPx) utilisent le glutathion réduit (GSH) pour préve-
nir la formation de ces radicaux. L'isoforme GPx4 possede la particularité d’étre la

seule isoforme de GPx active sur les lipides hydroperoxydes au sein des membranes
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cette interaction, I’érastine perturbe le transport des acides aminés
dans la cellule et, en particulier, le fonctionnement du transporteur
X, (Figure 3) [8]. Le systéme X.*, constitué des sous-unités SLC3A2 et
SLC7AL1, est un antiporteur cystine/glutamate [14]. Il permet la cap-
tation cellulaire de la cystine, qui est le précurseur plasmatique de la
cystéine, par échange avec I'acide aminé glutamate, selon un mode de
transport indépendant du sodium [14]. La cystéine est un acide aminé
nécessaire a la synthése du glutathion (GSH), un des principaux sys-
témes régulateurs redox dans les cellules eucaryotes [15]. €n bloquant
indirectement le transporteur X, I’érastine inhibe la synthese du
glutathion et provoque un stress oxydant a I"origine de la ferroptose
[8]. Récemment, I'exploration poussée du mode d’action d’un panel
de molécules capables d’induire la ferroptose a permis de mieux pré-
ciser les molécules impliquées dans le contréle de la ferroptose [16].
U'enzyme glutathion peroxydase 4 (GPx4) est apparue 4 la fois comme
un régulateur essentiel de la ferroptose et une cible directe de certains
inducteurs de cette mort cellulaire [16]. Comme les autres enzymes
a activité glutathion peroxydase, la GPx4 est capable de catalyser la
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réduction de I’H,0, et des hydroperoxydes organiques,
en les transformant respectivement en eau et en dif-
férents alcools [17]. Par rapport aux autres membres
de la famille des GPx, la GPx4 possede la particularité
d’étre la seule capable de réduire les hydroperoxydes
membranaires, et elle constitue donc une des défenses
essentielles des cellules contre la peroxydation lipi-
dique [17] (Figure 2). Des inducteurs de ferroptose
distincts de I’érastine, comme par exemple la molécule
RSL3 (Ras-selective lethality protein 3), agissent en
bloquant directement I"activité de GPx4 sans altérer le
métabolisme du GSH [16]. Au vu de ces données, une
des caractéristiques biochimiques essentielles de la
ferroptose est I'occurrence d’une peroxydation lipidique
massive. L'importance des lipides comme cibles du
stress oxydant est attestée par le fait que les niveaux
d’expression de certains genes régulant leur métabo-
lisme, comme la citrate synthase (CS) ou I'acyl-CoA

Figure 3. Mode d’action des molécules inductrices de fer-
roptose. Le glutathion (GSH) est un peptide essentiel pour
le maintien du potentiel redox cellulaire. Il est synthétisé en
continu a partir des acides aminés cystéine, glutamate et
glycine. La disponibilité cellulaire en cystéine est une étape
limitante de la synthese du glutathion. Le transporteur X.~
importe la cystine, qui est le précurseur sérique de la cystéine,
en échange de la sortie du glutamate hors de la cellule. Il est
constitué de deux sous-unités appartenant a la superfamille
des transporteurs de solutés (SLC3A2 et SLC7A1L). U’érastine
interagit avec une autre sous-unité de cette famille (SLC7A5),
qui est une composante du systeme L, un autre transporteur

d’acide aminé. €n bloquant SLC7AS5, I’érastine interfére indi-

rectement avec le transporteur X.” et I’entrée de la cystine dans la cellule. 'application de la sulfasalazine ou de glutamate en grandes quantités

est susceptible d’induire le blocage du systeme X', et donc la synthése du glutathion. Le sorafénib est également capable d’induire une déplétion

de la cellule en glutathion, mais son mode d’action est encore inconnu. Le blocage de la synthése du glutathion est a 'origine d’une inhibition de

I’activité de I’enzyme gluthation peroxidase 4 (GPx4), qui est un élément clé des défenses de la cellule vis-a-vis de la peroxydation lipidique. Des

composés bloquant directement GPx4, comme le composé RSL3, sont susceptibles d’induire la ferroptose sans dépléter la cellule en GSH. Au final,

la peroxydation lipidique massive est la caractéristique biochimique essentielle de la ferroptose. Elle conduit a la perte de viabilité en altérant les

propriétés de perméabilité sélective de la membrane plasmique. Syst : systéme.
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synthetase family member 2 (ACSF2), modulent la sensibilité des
cellules & la ferroptose [8]. Au final, la survenue d’une peroxydation
lipidique massive altérant la structure et la fonction de la membrane
plasmique est probablement la caractéristique essentielle qui défi-
nit la ferroptose par rapport aux autres formes de morts cellulaires
programmées (Tableau ). Alors que le stress oxydant accompagne
de multiples formes de morts cellulaires, et notamment certaines
nécroses [3], la peroxydation lipidique est au premier plan dans la
séquence ferroptotique.

Ferroptose et traitement du cancer

La ferroptose n’a jusqu'a présent été étudiée que dans un nombre
limité de systemes expérimentaux. Cependant, cette forme de mort
cellulaire pourrait avoir un intérét en clinique, et elle suscite donc
une recherche importante. La conception de dérivés hydrosolubles de
I’érastine, comme la piperazine érastine, permet d’envisager d’étudier
la ferroptose dans des modéles animaux, et non plus seulement sur des
lignées de cellules cancéreuses en culture [16]. A cet égard, le travail
récent de Yang et al. montre que Iinduction de la ferroptose est une
stratégie thérapeutique envisageable dans un modele de xénogreffe
de tumeurs HT-1080 (fibrosarcome) chez la souris nude [16]. Par
ailleurs, ’examen d’un large panel de lignées montre qu’il est possible
d’induire la ferroptose dans les cellules cancéreuses issues de plu-
sieurs tissus, comme par exemple certains lymphomes ou les cancers
du rein [16].

Nos travaux nous aménent a prolonger ces conclusions dans le
contexte du carcinome hépatocellulaire (CHC), qui est la forme la
plus fréquente de tumeurs primitives du foie [18]. Le sorafénib est, a
ce jour, le traitement médical de référence du CHC [19]. Récemment,
nous avons montré que le sorafénib est capable d’induire la ferroptose
dans les cellules de CHC humain en culture [20]. Dans nos conditions
expérimentales, les inhibiteurs de caspases ne préviennent que tres
partiellement la perte de viabilité cellulaire induite par le sorafénib,
alors que la Dfx ou les anti-oxydants membranaires protegent effica-
cement les cellules de CHC de effet cytotoxique du sorafénib [20].
De fagon notable, I'induction de ferroptose par le sorafénib ne semble
pas liée a son principal mode d’action connu, consistant en 'inhibition
des kinases oncogéniques Raf: I'inhibition de ces kinases n’est pas
suffisante pour induire la ferroptose dans les cellules de CHC [20].
La ferroptose pourrait donc contribuer a I’efficacité thérapeutique du
sorafénib, méme s’il n'existe pas a I’heure actuelle de biomarqueurs
reconnus pour ce type de mort cellulaire. De fagon intéressante, les
données fondamentales recueillies sur le mode d’action des induc-
teurs de ferroptose suggerent que les marqueurs du stress oxydant
pourraient permettre de mesurer la ferroptose en clinique. Un travail
récent montre que des niveaux sériques élevés de produits d’oxydation
avancée des protéines (AOPP, advanced oxidation protein products),
un marqueur du stress oxydant, sont associés a une meilleure survie
des patients présentant un CHC et traités par le sorafénib [21]. II
reste a valider I'utilisation des AOPP ou d’autres molécules reflétant
le stress oxydant comme biomarqueurs de la ferroptose en clinique.

m/s n® 8-9, vol. 30, aolit-septembre 2014

On peut malgré tout déja penser que les marqueurs
de stress oxydant pourraient n’étre pas completement
spécifiques de la ferroptose. €n effet, plusieurs formes
de mort cellulaire distinctes de la ferroptose sont asso-
ciées a un stress oxydant [3].

Au final, la ferroptose est en théorie une approche
intéressante pour le traitement des cancers. On peut
imaginer que certains inducteurs de ferroptose seront
bientot testés chez ’lhomme, en espérant que leur uti-
lisation ne sera pas limitée par une éventuelle toxicité
[16, 17]. Une analyse systématique permettra aussi
peut étre d’identifier des médicaments ou des combi-
naisons thérapeutiques ferroptotiques dont "utilisation
est déja validée en clinique. La prédiction de la sensibi-
lité individuelle des tumeurs a la ferroptose ouvrirait la
voie a un ciblage personnalisé de cette voie en clinique.

Perspectives

Lidentification de la ferroptose offre de nouveaux
angles de recherche en matiere de traitement des can-
cers. Le métabolisme redox pourrait constituer un talon
d’Achille des cellules cancéreuses [22]. Une meilleure
compréhension des altérations du métabolisme redox
offrirait de nouvelles cibles thérapeutiques, permettant
peut-étre d’induire plus efficacement la ferroptose.
La carcinogenese pancréatique est un modele de car-
cinogeneése associée a 'activation de Ras, puisque les
mutations activant KRas y sont presque toujours pré-
sentes [23]. Dans les cancers du pancréas, la présence
d’un oncogéne Ras activé rend les cellules cancéreuses
dépendantes vis-a-vis d’une voie métabolique utilisant
le catabolisme de la glutamine pour leur métabolisme
redox [24, 25]. La glutaminolyse pourrait ainsi consti-
tuer une cible prometteuse pour induire la ferroptose.
Au final, le concept de ferroptose fait du métabolisme
redox une cible majeure des recherches en thérapeu-
tique anticancéreuse. U'application des nouvelles tech-
niques d’études intégrées (Omics) devrait permettre
de mieux expliquer, et peut-étre de mieux anticiper,
les vulnérabilités du métabolisme redox des cellules
cancéreuses. ¢

SUMMARY

Ferroptosis, a new form of cell death relevant

to the medical treatment of cancer

Ferroptosis is a form of cell death that has recently
been reported during exposure to erastin, a chemical
compound identified in a screen for molecules able to
Rill cancer cells carrying an active Ras oncogene. In cells
exposed to inducers of ferroptosis, a catastrophic alte-
ration of the cellular redox metabolism occurs, resulting



in massive lipid peroxidation in the plasma membrane and loss of cell
viability. We present our recent observations suggesting that sorafenib,
the only medical treatment with proven efficacy against hepatocellular
carcinoma, induces ferroptosis, a new anti-oncogenic mode of action
of this drug. The discovery of ferroptosis sheds light on the critical
adaptations of the redox metabolism in cancer cells. It might also fos-
ter the discovery of new biomarkers and innovative approaches for the
treatment of cancer. ¢
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