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Avant-propos

Les organismes multicellulaires ont besoin d’'une communication inter et intracellulaire
finement régulée afin de garantir une organisation correcte des différents tissus et organes
pendant le processus d’embryogenése, et de maintenir les différentes fonctions cellulaires au
cours de la vie adulte. Ces organismes ont donc développé des systemes complexes afin
d’intégrer différentes informations et permettre aux cellules de répondre de manicre
appropriée. Certains récepteurs membranaires sont capables d’activer des cascades
intracellulaires de kinase en réponse a des facteurs de croissance ou des neurotransmetteurs et
de transmettre ainsi le signal. Par contre, des petites molécules lipophiles telles que les
hormones stéroides ou certaines vitamines synthétisées par des tissus de 1’organisme ou
absorbées par 1’alimentation peuvent traverser la membrane des cellules cibles et se lier

spécifiquement aux protéines de la superfamille des récepteurs nucléaires.

Les récepteurs nucléaires, suite a leur activation par leurs ligands et a 1’intégration
d’autres signaux extracellulaires se lient a I’ADN et régulent I’expression d’un grand nombre
de genes. Cette étape d’activation de la transcription nécessite une régulation tres fine afin de
permettre 1’expression des protéines dans la cellule adéquate et au moment opportun. Les
récepteurs a I’acide rétinoique appartiennent a cette famille des récepteurs nucléaires et jouent
un role fondamental au cours de I’embryogénése et du développement adulte de part leur
capacité a induire différents programmes de geénes influant sur la croissance, différenciation et

apoptose des cellules.

Le lien entre I’acide rétinoique et le cancer a été établi trés tot. Le processus de
transformation tumorale conduisant au développement d’un cancer est fréquemment associé a
une altération des voies de signalisation nécessaires au maintien des fonctions cellulaires
normales, en particulier celles contrdlant la prolifération ou la mort cellulaire. Ainsi, une
altération de la voie de signalisation de 1’acide rétinoique peut conduire au développement de
certains cancers. Un traitement par [’acide rétinoique ou ses dérivés synthétiques, les
rétinoides peut cependant restaurer une signalisation normale et ¢liminer les cellules
cancéreuses en induisant leur différenciation ou leur apoptose sélective. Ils sont donc utilisés
actuellement en prévention et thérapie de certains cancers, dont notamment la leucémie

promyélocytaire aigu€¢ (APL) pour lequel ils constituent le traitement standard. De
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nombreuses équipes se sont focalisées ces derniéres années sur la compréhension des

mécanismes moléculaires a la base de 1’action anti-tumorale des rétinoides.

Lors de mon travail de thése, je me suis particuliérement intéressée a la différenciation
et a ’apoptose induites par les rétinoides dans différents modeles cellulaires de leucémie
my¢loide aigu€ (AML). Je me suis focalisée en particulier sur 1’identification des récepteurs
nucléaires impliqués dans ces effets et sur 1’¢lucidation des voies apoptotiques induites. Avant
d’aborder les résultats obtenus au cours de cette étude, je développerai dans un premier temps
la description et les modes d’actions des récepteurs nucléaires a 1’acide rétinoique. Puis je
détaillerai les différents liens existants entre la voie rétinoide et le cancer pour terminer par
une description des différents effets cellulaires des rétinoides impliqués dans leur fonction
antitumorale dont I’apoptose. Enfin, je discuterai des résultats obtenus dans leur globalité en

fonction des connaissances actuelles sur le sujet.



Introduction

1. La vitamine A et ses dérivés les rétinoides.

1. La vitamine A est nécessaire a la vie.

La vitamine A et ses dérivés métaboliques sont nécessaires pour de nombreuses
fonctions biologiques dans la vie pré et post-natale (Kastner et al., 1996; Niederreither et al.,
1999; Sporn et al., 1994). En effet, dés les années 1930, il a ét¢ montré qu’une carence en
vitamine A conduit a la mort de I’individu adulte et a I’arrét du développement embryonnaire.

L’apport de vitamine A doit étre finement régulé durant 1’embryogenése : une
déficience en vitamine A cause des malformations séveres touchant pratiquement tous les
organes (Lohnes et al., 1994; Mendelsohn et al., 1994) alors qu’une survitaminose a des effets
tératogeénes (Kastner et al., 1995).

Au cours du développement post-natal et de la vie adulte, la vitamine A est également
indispensable a la survie, la croissance, la reproduction, la vision et la maintenance de

nombreux tissus et organes (pour revue, voir (Kastner et al., 1995)).

2. Les rétinoides : dérivés actifs de la vitamine A.

Le terme de rétinoide désigne les dérivés biologiquement actifs de la vitamine A ou
rétinol. Les animaux n’étant pas capables de synthétiser la vitamine A, elle doit leur étre
apportée par I’alimentation pour étre transformée par des réactions enzymatiques successives
en métabolites actifs tels que 1’acide rétinoique (AR). Une faible proportion du rétinol présent
dans le plasma et les tissus est convertie en acide rétinoique tout trans (ATRA), le principal
dérivé actif de la vitamine A. Certains autres métabolites ont également une activité de

signalisation, tels que 1’acide rétinoique 9-Cis (AR 9-cis) et I’acide rétinoique 13-cCis.

3. Vitamine A et cancers : les premiers liens.

Dans les années 1950 /1960, il a ¢ét¢ démontré qu’une déficience en Vitamine A
augmente le nombre de tumeurs spontanées ou chimiquement induites chez 1’animal
(Lasnitzki, 1955; Saffiotti et al., 1967), phénoméne qui peut étre contrecarré par des
concentrations pharmacologiques de vitamine A dans 1’alimentation (Bollag, 1972; Harisiadis

et al., 1978). De plus, des études épidémiologiques ont démontré que les individus ayant une
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alimentation pauvre en vitamine A ont un risque plus élevé de développer un cancer (Sporn et
al., 1994). Ces observations ont conclu a I’hypothése selon laquelle une concentration
physiologique en vitamine A protége I’organisme du développement de 1ésions malignes.

Plus tard, I’équipe de Lotan ainsi que d’autres groupes ont démontré que la prolifération
de nombreuses tumeurs cultivées in vitro était réduite par I’addition d’AR dans le milieu de
culture (Fraker et al., 1984; Lotan et al., 1980). L’AR est capable de restaurer la
différenciation de certaines cellules tumorales telles que les neuroblastomes, mélanomes et les
leucémies my¢éloides (Breitman et al., 1980; Chomienne et al., 1986; Ludwig et al., 1980;
Sidell, 1982).

Toutes ces données expérimentales ont conduit a 1’utilisation des rétinoides en tests
cliniques et ainsi au succes des premiers essais thérapeutiques de la leucémie promyélocytaire

aigué (APL) (Huang et al., 1988) puis a I’utilisation de I’AR en traitement standard de I’APL.

II. Les récepteurs de I’acide rétinoique.

Les rétinoides exercent un réle fondamental dans le développement normal ou tumoral.
I1 était donc nécessaire de définir les voies de transduction utilisées par les rétinoides pour

transmettre leur signal.
1. Clonage des récepteurs de I’Acide Rétinoique.

La plupart des effets induits par I’AR reposent sur sa capacité a moduler la transcription
des geénes. Une grande étape a été franchie dans I’élucidation de la complexité du signal
rétinoide avec le clonage en 1987 des génes codant pour un récepteur nucléaire de I’AR
(RAR) par les équipes de Pierre Chambon et Ron Evans (Giguere et al., 1987; Petkovich et
al., 1987). Le clonage des geénes codant pour les Retinoid X Recepteurs (RXR), deuxiéme
sous-famille des récepteurs a I’AR, a eu lieu en 1989/90 (Hamada et al., 1989; Mangelsdorf et
al., 1990; Leid et al.,1992).

ATRA est le ligand physiologique principal des RARs mais il n’est pas capable de se
lier aux RXRs. L’AR 9-cis est capable d’activer RAR et RXR in vitro (Mangelsdorf et al.,
1992). Le terme de rexinoide est apparu pour définir les ligands sélectifs de RXR.

L’existence et I’identité¢ de ligands naturels de RXR est toujours trés controversée. Il a été
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cependant démontré par des expériences utilisant des souris ou embryons de xénope
transgéniques « rapporteur » que RXR est effectivement activé in vivo (Luria and Furlow,
2004; Solomin et al., 1998). Malgré¢ sa tres faible concentration dans le plasma, ’AR 9-cis a
été détecté in vivo et des enzymes impliquées dans sa synthése ont été également mises en
évidence (Romert et al., 1998). Cependant, il n’a toujours pas €té clairement prouvé qu’il soit
un ligand physiologique de RXR. L’acide phytanique (Lemotte et al., 1996) puis 1’acide
docosahexaenoique (de Urquiza et al., 2000) ont été décrits par certains groupes comme étant

des ligands endogénes de RXR.

RAR et RXR appartiennent a la superfamille des récepteurs nucléaires aux hormones
thyroidiennes et stéroidiennes. Cette famille est subdivisée en 6 a 7 sous-familles
phylogénétiques qui comprennent au total plus d’une centaine de membres (pour revue, voir
(Laudet and Gronemeyer, 2002)) dont les plus étudiés sont le récepteur aux glucocorticoides
(GR), aux oestrogeénes (ER), a la vitamine D3 (VDR) ou encore aux proliférateurs de
péroxysomes (PPAR) (figure 1). Il existe également de nombreux récepteurs orphelins (par
exemple TR3) ainsi nommés de part I’absence de ligands connus ou de poches de liaison au
ligand (Wang et al., 2003).

Les récepteurs nucléaires forment des homos ou hétérodimeres qui agissent comme des
facteurs de transcription inductibles par leur ligands, ce qui signifie qu’en réponse a la liaison
de leur hormone ou vitamine respectives, ils ont la capacité d’induire la transcription de
certains programmes de genes et permettent a la cellule de répondre de maniére adéquate aux

stimuli recus.

2. Description des récepteurs aux rétinoides.

Il existe au total 6 récepteurs a I’AR codés par des génes différents et regroupés en deux
sous familles : les RAR a, 3 et y et les RXR a, B et y (Chambon, 1996). Différentes isoformes
de ces récepteurs peuvent étre produites par des mécanismes d’épissage alternatif ou
’utilisation de promoteurs distincts. De nombreux rétinoides synthétiques ont été générés
avec des sélectivités particuliéres pour les RARs et les RXRs ainsi que des activités agonistes
ou antagonistes (Dawson, 2004). Ces ligands sont des outils trés puissants pour disséquer les

différentes fonctions des rétinoides naturels et de leurs récepteurs et peuvent également étre
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Introduction

utilisés en thérapie.

Tout comme les autres récepteurs nucléaires, RAR et RXR sont des protéines
modulaires qui partagent une organisation commune et contiennent 6 domaines distincts,
(pour revue et référence, voir (Chambon, 1996; Laudet and Gronemeyer, 2002) dont 3
principaux qui leur permettent d’assurer leur fonction de facteur de transcription : une partie
N-terminale (domaine A/B) comprend une fonction d’activation de la transcription (AF-1). La
région C trés conservée contient le domaine de liaison a ’ADN (DBD) qui permet une liaison
sélective a des séquences conservées de I’ADN génomiques ou éléments de réponse a I’AR
(RARE). Le domaine de liaison au ligand (LBD) est hautement structuré et contient une
deuxieme fonction d’activation de la transcription dépendante du ligand (AF-2) (pour revue,

voir (Bourguet et al., 2000; Steinmetz et al., 2001)) (figure 2).

3. Focus sur RXR.

RXR est un membre trés particulier de la famille des récepteurs nucléaires puisqu’en
plus de sa capacit¢ a former des homodiméres, il fonctionne majoritairement en tant que
partenaire d’hétérodimérisation avec de nombreux autres récepteurs nucléaires tels que RAR,
VDR, TR, PPAR ou également des récepteurs orphelins comme TR3 (pour revue, voir
(Laudet and Gronemeyer, 2002; Szanto et al., 2004).

Dans certains hétérodimeres « non-permisifs », RXR est généralement incapable de
répondre a son ligand sans une activation préalable de I’autre partenaire d’hétérodimérisation.
C’est le cas des hétérodimeres avec RAR, VDR, ou TR. Concrétement, si on prend 1’exemple
de I’hétérodimére RXR-RAR, un agoniste de RAR peut activer seul la transcription alors
qu’'un agoniste de RXR seul ne le peut pas. Ce phénomene est appelé « subordination » de
RXR. Il a une signification biologique importante puiqu’il permet d’éviter la confusion des
différents signaux induits par les rétinoides, les hormones thyroidiennes ou la vitamine D3.
Cependant, ceci ne signifie pas que le role de RXR dans de tels hétérodimeres est limité. En
effet, le rexinoide peut potentialiser 1’activation de I’hétérodimere activé par un agoniste de
RAR et ainsi induire une synergie (Chen et al., 1996; Roy et al., 1995). Déléter RXRa de sa
fonction d’activation AF-2 représente une mutation létale au niveau pré-natal chez la souris,
les embryons présentant des anomalies similaires mais moins séveres aux souris déficientes

en RXRa (Mascrez et al., 1998). Ceci tend a démontrer que la fonction AF-2 de RXR est
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nécessaire pour le développement et suggeére que ’activation de RXR par son ligand est
importante pour 1’activité de I’hétérodimere RXR-RAR. Cependant, des études ultérieures ont
démontré que la délétion de I’hélice H12 de RXR (fonction AF2) modifie ses capacités de
liaison avec certains corégulateurs et transforme I’hétérodimére RXR-RAR en super-
répresseur (Liu et al., 2004, Zhang, 1999 #371). Ceci nuance I’interprétation du phénotype du
mutant et ne permet pas de conclure clairement sur la véritable fonction de AF-2 de RXR

dans ce contexte.

Dans une autre catégorie d’hétérodimeres qualifiés de « permissifs », RXR ainsi que son
partenaire ont la méme capacité d’activer la transcription. C’est le cas des hétérodimeres
formés par les PPAR, LXR ou TR3. En conséquence, les rexinoides ont un role important a
jouer dans le contrdle des maladies métaboliques. En effet, I’activation par les rexinoides de
I’hétérodimere RXR-PPARY peut induire la sensibilisation a I’insuline dans des modeles
animaux de diab¢te de type 2 de la méme fagon que les ligands de PPARy (Lenhard et al.,
1999; Mukherjee et al., 1997). De méme, 1’activation de I’hétérodimere RXR-LXR contribue
aux effets bénéfiques des rexinoides sur le phénomeéne d’athérosclérose (Claudel et al., 2001).
On peut cependant s’interroger sur la réelle permissivité de ces hétérodiméres in vivo : en
effet, les concentrations relativement ¢levées de ligands endogeénes de ces récepteurs (ex :
PPARYy et les acides gras) pourraient permettre une activation synergique de 1’hétérodimere

avec RXR et de pas refléter une activation de cet hétérodimere par RXR seul.

Ainsi, la transduction du signal réxinoide présente un degré trés complexe de
fonctionnement puisque RXR se retrouve au carrefour de nombreuses voies de signalisation.
RXR peut jouer un réle important in vivo via son implication dans les hétérodimeéres non
permissifs tels que RXR-RAR ou permissifs tels que RXR-PPAR. Il n’y a cependant toujours
pas de consensus concernant les voies de signalisation médiées par les rexinoides. RXR
fonctionne-t-il seulement en tant que partenaire d’hétérodimérisation ou est-il capable
d’induire des voies de signalisation de manieére autonome, c’est-a-dire via un homodimere
RXR-RXR? Il y a eu par le pass¢ différentes tentatives pour identifier des voies médiées par
les rexinoides, mais celles-ci n’ont abouti qu’a 1’identification de nouveaux partenaires de

RXR tels que Nurrl ou LXR (Perlmann and Jansson, 1995; Willy et al., 1995).
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Dans des expériences réalisées in vitro, RXR peut former des tétraméres en absence de
ligand. Ils se dissocient ensuite sous 1’action du ligand pour former des homodimeres capables
de se lier a des ¢léments de réponse de type DR1 (Chen et al., 1998). Récemment il a été
montré que des homodimeres RXR-RXR ¢étaient capables de se lier a un élément de réponse
de type PPAR (PPRE) en réponse a I’AR 9-cis in vitro (Ijpenberg et al., 2004). Les auteurs
ont ensuite démontré qu’un dimeére formé par RXR était recruté in vivo sur des PPRE suite au
traitement par I’AR 9-cis et en absence de PPARs. Méme si certaines évidences vont dans le
sens d’une implication d’un homodimére de RXR, il est impossible de conclure de manicre

formelle sur I’identité de ce dimére et d’exclure un hétérodimeére avec un autre récepteur.

Ainsi, des études réalisées in vitro suggereraient 1’existence d’une voie de signalisation
autonome de RXR. Il manque cependant des évidences concrétes obtenues in vivo. De plus,
cette hypothése n’a de sens que si un agoniste naturel de RXR existe effectivement dans les
tissus testés, et ceci a des concentrations suffisantes pour induire la transcription.

La transduction du signal rexinoide n’est pas encore totalement ¢lucidée mais il
représente une cible thérapeutique trés puissante considérant les nombreux partenaires avec

lesquels RXR peut interférer.

4. Signalisation via les récepteurs de I’Acide Rétinoique.

Les récepteurs nucléaires ont évolué depuis les métazoaires a partir d’un ancétre
commun. Ils représentent un moyen tres perfectionné et sensible pour la cellule d’intégrer
différentes informations intra et extracellulaires. Pour ceci, ils vont agir selon différents
mécanismes qui peuvent étre modulés par la présence ou non de ligand mais également par
leur localisation subcellulaire. Premiérement, ils peuvent répondre directement a des signaux
hormonaux ou métaboliques en modulant la transcription d’un grand nombre de génes cibles.
Les récepteurs nucléaires étant eux-mémes la cible de certaines modifications post-
transcriptionnelles, ils peuvent également intégrer de cette facon différentes voies de
signalisation. Ils peuvent a I’inverse interférer avec d’autres cascades de signalisation. Et
enfin, une localisation non nucléaire peut leur permettre d’assurer des fonctions « non
génomiques ». Ainsi, la signalisation par I’intermédiaire des récepteurs nucléaires permet
d’établir un véritable réseau de communication intra et intercellulaire. Les différents aspects

de la signalisation rétinoide seront détaillés dans les prochains paragraphes.

12



i)

Complexes co-activateurs

Acétylation, phosphorylation,

’*—z'/ ..... 2LVl
W e B oom o

s =
Ac P Ac

Recrutement de mediator et
de la machinerie transcriptionnelle

Cc

Transcription
P

)71CH3 Ac Ac

Figure 3 : Mécanisme d’action en 3 étapes des récepteurs aux rétinoides.

A : En absence de ligands, I’hétérodimére RXR-RAR est fixe sur son élément de réponse
situé dans le promoteur des genes cibles. Leur liaison a des complexes corépresseurs
portant des activités histone déacétylase (HDAC) maintient un état de répression.

B : Aprés fixation du ligand, les complexes corépresseurs sont dissociés permettant le
recrutement des complexes coactivateurs et des complexes de remodelage de la
chromatine (SWI/SNF). lls possedent des activités enzymatiques (histone acétyle
transférase (HAT), méthyltransférase, kinase, etc...) permettant la décompaction de la
chromatine.

C : Les coactivateurs sont dissociés et cedent leur place au complexe médiateur SMCC.
Celui-ci permet la fixation de I’ARN polymérase Il et des facteurs généraux de
transcription sur le promoteur, induisant I’initiation de la transcription.

D’apres Bastien et al 2004
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4.1. Régulation de la transcription par I’hétérodimere RXR-RAR

Chez les eucaryotes, ’ADN est compacté en une structure nucléoprotéique tres
organisée appelée chromatine. L’unité de base de la chromatine est le nucléosome qui est
formé par ’ADN enroulé autour d’un complexe de protéines appelées histones (histones
H2A, H2B, H3 et H4). L’ histone H1 sert de lien et stabilise 1’assemblage des nuclésomes en
une structure supérieure caractéristique de la chromatine. L’interaction des histones avec
I’ADN défini le niveau de compaction de la chromatine. En effet, la partie N-terminale des
histones est basique et est ainsi étroitement associée a I’ADN maintenant une structure tres
compacte généralement répressive pour 1’activation de la transcription. L’interaction des
histones avec I’ADN peut étre modulée par des modifications covalentes de la partie N-
terminale des histones (acétylation, phosphorylation, méthylation). L’hypothése d’un « code
histone » propose qu’un profil de modification défini des histones peut étre reconnu par des
facteurs spécifiques, induire le recrutement d’autres effecteurs et modifier ainsi 1’état de
condensation de la chromatine (pour revue, voir (Peterson and Laniel, 2004)). Ainsi, une
acétylation des histones sur des résidus particuliers permet d’obtenir une forme décondensée
de la chromatine et une accessibilit¢ plus grande aux modulateurs de la transcription.
Cependant, les reégles de ce code histone n’ont pas encore été vraiment élucidées et il semble

que certaines modifications puissent induire des effets opposés selon les cas.

L’hétérodimeére RXR-RAR est 1li¢ a ’ADN au niveau des éléments de réponse situés
dans la région promotrice des genes cibles. Ces ¢léments de réponse a I’AR (RARE) sont
composés typiquement de deux répétitions directes d’un motif héxamérique PuG(G/T)TCA
(Kliewer et al., 1992; Mader et al., 1993; Mangelsdorf and Evans, 1995; Umesono et al.,
1991). Dans le RARE classique, les 2 répétitions directes sont espacées de 5 pb et nommés
DRS5. RXR peut également se lier a des DR1 en tant qu’homodimeres ou hétérodimeres avec

les PPAR. On parle alors de RXRE ou PPRE respectivement.
Le fonctionnement de 1’hétérodimére RXR-RAR dans 1’activation de la transcription

repose sur un modele en 3 étapes (pour revue récente, voir (Aranda and Pascual, 2001;

Bastien and Rochette-Egly, 2004; Dilworth and Chambon, 2001) (figure 3) :
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Figure 4 : Comparaison de la structure du domaine de liaison de ’ADN
(LBD) de RXRa avec ou sans ligand (AR 9-cis).

Le ligand induit une modification conformationnelle du récepteur caractérisee
par un mouvement des hélices H2, H3, H11 et H12 (en violet sans ligand et en
rose avec ligand) selon le modéle du piege a souris.

D’aprés Gronemeyer et al 2004.
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- En absence de ligand, I’hétérodimére RXR-RAR réprime la transcription du
gene cible via le recrutement des corépresseurs NCoR (Horlein et al., 1995) et SMRT (Chen
and Evans, 1995) qui recrutent a leur tour des complexes contenant des activités histone
déacétylase (pour revue, voir (Glass and Rosenfeld, 2000; Hu and Lazar, 2000)). La
déacétylation des histones augmente leur interaction avec I’ADN et compacte la chromatine

en un état transcriptionellement inactif.

- La liaison d’un agoniste de RAR provoque des changements conformationnels
dans le LBD dont le mouvement de 1I’hélice H12 selon le modele du « piége a souris »
(Bourguet et al., 2000) (figure 4). Ceci engendre la déstabilisation de la liaison des complexes
corépresseurs et crée une nouvelle surface d’interaction pour des complexes coactivateurs
(ex : p300/CBP, la famille SRC/p160) qui posseédent notamment des activités Histone Acétyl-
Transférase (HAT) (pour revue récente, voir (McKenna and O'Malley, 2002)). Ces complexes
coactivateurs, en association avec des complexes de remodelage de la chromatine (Swi/Snf)
vont décompacter la chromatine condensée afin de faciliter I’accés a la machinerie
transcriptionnelle. Au contraire d’un agoniste de RAR, 1’addition d’un rexinoide ne permet
pas de dissocier les corepresseurs liés 8 RAR et les coactivateurs ne peuvent pas étre recrutés
(Germain, 2002), ceci élucidant au niveau moléculaire le phénoméne de subordination de

RXR (figure 5).

- Selon I’hypothése actuelle, les coactivateurs se dissocient et font place aux
complexes médiateurs tels que SMCC qui permettent le recrutement de la machinerie
transcriptionnelle comprenant I’ARN polymérase II et les facteurs généraux de transcription

(Dilworth and Chambon, 2001; Malik and Roeder, 2000).

Ainsi, la transcription est activée par I’hétérodimeére RXR-RAR selon 2 mécanismes
consécutifs : dérépression et décompaction de la chromatine ainsi qu’une augmentation de la
fréquence d’initiation de la transcription. Ce modéle a été établi pour I’isotype RARa. 11
s’applique également aux hétérodimeres RXR-TR ou RXR-VRD. Dans le cas des
hétérodimeres permissifs, et 8 moindre mesure pour RARP, I’interaction du récepteur avec les
corépresseurs est plus faible voire nulle compar¢ a RARa. En conséquences, ces
héterodimeres ont une capacité de répression de la transcription faible a inexistante en

absence de ligands et les génes cibles sont exprimés de maniére continue a un niveau basal.
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Figure 5 : Modéle du fonctionnement de ’héterodimére RXR-RAR en presence ou
non d’agonistes : subordination et synergie.

a: En absence de ligand, I’hétérodimeére est associé aux corépresseurs.

b: La fixation d’un agoniste de RAR induit la dissociation des corépresseurs et la liaison
des coactivateurs par leur motif LxxLL (ou L est une leucine et X n’importe quel acide
aming).

c: En présence des 2 agonistes, on observe une liaison coopeérative du coactivateur sur
chaque partenaire de I’hétérodimere induisant une synergie dans I’activation de la
transcription.

d: Un agoniste de RXR permet le recrutement des co-activateurs mais ne peut pas
dissocier les co-répresseurs. La liaison de ces 2 complexes étant mutuellement exclusive,
le coactivateur ne peut donc pas se lier, ceci expliquant la subordination de RXR

D’apres Clarke et al 2004.
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Cependant, la suite du modele peut leur étre appliquée et ce niveau basal de transcription est

fortement augmenté en présence d’agoniste.

Enfin, il a été récemment montré que les 2 partenaires de I’hétérodimére RXR-RAR
sont dégradés par le protéasome en réponse aux rétinoides (Gianni et al., 2003; Kopf et al.,
2000; Osburn et al., 2001). Ceci repose sur I'ubiquitylation de RAR puis le recrutement du
protéasome via la sous unité SUG-1. Cette étape de dégradation pourrait étre un mécanisme

de controle de la durée et de I’amplitude de la transcription médiée par les rétinoides.

Le mod¢le décrit ci-dessus repose en majorité sur des données obtenues in vitro.
Cependant, la séquence des événements n’est déterminée que de maniere approximative et
I’ordre de recrutement des différents complexes de modification de la chromatine ou de
remodelage pourrait dépendre de la nature des promoteurs et de la structure de la chromatine
(Cosma, 2002; Fry and Peterson, 2001). De méme, la composition exacte des complexes ainsi
que leur dynamique est encore largement inconnue. Méme si un tel modéle nous permet de
mieux comprendre le mode d’action des rétinoides, 1’activation de la transcription in vivo est
certainement beaucoup plus complexe. Si on se référe aux données récentes publiées sur la
transcription activée par ER ou GR, la vue statique d’activation de la transcription par les
récepteurs nucléaires est en révision et les interactions entre les différents complexes et
I’ADN apparaissent comme trés dynamiques (Metivier et al., 2003; Nagaich et al., 2004; Reid
et al., 2003). D’aprés ces études, les récepteurs nucléaires ainsi que les autres protéines
impliquées dans la transcription ont une mobilité trés grande et le temps de résidence sur les
genes cibles pour une molécule donnée est de 1’ordre de la seconde. En plus de la
caractérisation dynamique en temps réél des récepteurs nucléaires, des expériences
d’immunoprécipitation de la chromatine révelent que la concentration effective de récepteurs
nucléaires sur certains promoteurs varie d’une maniere cyclique (de 20 a 40 minutes) en
réponse aux hormones (Hager et al., 2004). Cependant, ces données sont récentes et ne
peuvent pas encore étre intégrées dans un modele général. De nombreuses questions sont
donc ouvertes notamment sur la généralisation de ce phénomene de cycling sur d’autres types
de génes.

Concernant les récepteurs a I’AR, ils ont également une mobilité trés importante dans le
noyau (Dong et al., 2004; Maruvada et al., 2003). Cependant, peu d’informations sont

connues concernant 1’occupation des promoteurs. On peut en effet se demander, de part la
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forte liaison de RAR aux corépresseurs, si les hétérodimeres RXR-RAR sont constamment
positionnés sur les génes cibles pour réprimer leur expression ou s’ils sont recrutés au niveau
du promoteur par la liaison du ligand. Il est fort probable que des différences doivent exister
selon les promoteurs et la nécessité de la répression de I’expression du gene. Les outils
modernes d’étude de la transcription (par exemple immunoprécipitation de la chromatine)

devraient permettre de répondre a ces questions dans les prochaines années.

4.2. Phosphorylation des récepteurs nucléaires.

L’activité des récepteurs nucléaires n’est pas seulement modulée par la fixation du
ligand mais aussi par ’intégration de différentes voies de signalisation par 1’intermédiaire de
modifications post-traductionnelles, dont la phosphorylation mais aussi [’acétylation et
I’ubiquitylation (Fu et al., 2004). RAR et RXR ainsi que les autres récepteurs nucléaires sont
les substrats d’une multitude de kinases notamment les CDK (cyclin dependent kinase),
MAPK (mitogen activated protein kinase), PKA (protein kinase A) et PKC (protein kinase C)
(pour revue, voir (Rochette-Egly, 2003)). Ils sont principalement phosphorylés au niveau des
domaines de transactivation AF-1 et AF-2 et au niveau du domaine de liaison a ’ADN. Ces
modifications vont ainsi pouvoir moduler trés finement 1’activité des récepteurs nucléaires, de
maniere positive ou négative via la régulation des phénomenes de liaison a I’ADN, de fixation

du ligand, de dimérisation ou de recrutement des co-facteurs (figure 6 et 7).

RARa et RARy sont phosphorylés au niveau de leur domaine A/B par la sous-unité
CDK7 du facteur général de transcription TFIIH (Bastien et al., 2000; Rochette-Egly et al.,
1997). 1l a été démontré que cette étape de phosphorylation joue un réle important dans
’activation de la transcription médiée par ces récepteurs (Keriel et al., 2002). Dans le cas de
RARYy, la phosphorylation par TFIIH n’est pas suffisante et un second résidus situé dans la
méme région A/B doit étre phosphorylé en réponse a I’AR par la p38 MAPK pour que RARy
soit transcriptionnellement actif (Gianni et al., 2002a; Gianni et al., 2002b). De maniére
intéressante, cette seconde phosphorylation constitue un signal de dégradation du récepteur
par le protéasome et donc un moyen de régulation fine de la durée de la transcription. Ces
phosphorylations semblent moduler I’activité du récepteur en controlant le recrutement et la

dissociation de protéines et différents complexes (Bour et al., 2005).
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RARa, quant a lui, peut également étre phosphorylé par la PKA au niveau de la sérine
369 située dans le LBD. Cette phosphorylation module également de maniére positive
I’activité transcriptionnelle du récepteur (Huggenvik et al., 1993; Rochette-Egly et al., 1995).

Les RXRs sont également la cible de plusieurs kinases. Par exemple, RXRa est
phosphorylé au niveau de son domaine A/B (sérine 22), phosphorylation nécessaire a 1’effet
anti-prolifératif des rétinoides (Bastien et al., 2002). Il est également hyperphosphorylés par
les JNK en réponse a différents stress (Adam-Stitah et al., 1999; Tarrade et al., 2005).

La phosphorylation peut conduire au contraire a une inhibition de I’activation de
certains récepteurs nucléaires, comme c’est le cas notamment de PPARy lorsqu’il est
phosphorylé¢ par les MAPK (Han et al, 2000). De méme, il a ¢ét¢ démontré que
I’hyperphosphorylation de RXRa par les MAPK bloque I’activité¢ transcriptionnelle de
I’hétérodimere RXR-RAR (Lee et al., 2000; Matsushima-Nishiwaki et al., 2001).

Notons que toutes ces voies de signalisation peuvent également moduler 1’activité
transcriptionnelle des récepteurs via la phosphorylation des complexes coactivateurs ou

corépresseurs (Hong and Privalsky, 2000).

Enfin, certains travaux indiquent que la phosphorylation des récepteurs pourrait jouer un
role important dans le développement de certains cancers. En effet, dans la plupart des
tumeurs, les voies de signalisation des MAPK et de Akt peuvent étre constitutivement
activées et conduire a la phosphorylation des récepteurs. Dans ce contexte, il a été
effectivement démontré que la phosphorylation de ER et AR par les MAPK ou akt peut
conduire a une transactivation des récepteurs de maniere indépendante du ligand (Campbell et
al., 2001; Wen et al., 2000). De méme, 1’hyperphosphorylation de RXR par les MAPK a été
corrélée a une activation de la croissance de certains carcinomes hépatiques (Matsushima-
Nishiwaki et al., 2001). On peut également postuler que 1’acquisition de résistance aux
rétinoides dans certains cancers résulte d’une dérégulation des voies de phosphorylation. En
effet, une activation élevée et constante des JNK par la voie de Ras dans les cellules de cancer
du poumon contribue a une signalisation rétinoide aberrante via la phosphorylation puis la
dégradation de RARa (Srinivas et al., 2005). L’inhibition sélective des JNK permet dans ce

cas de restorer I’effet anti-prolifératif des rétinoides.

17



d
© Inhibition de
la dimérisation

c
Inhibition

a -
Interaction
@ . directe
b
k_ Compétition pour
les co-activateurs
[

N/7YGene cible des RN/  \Z7Gene cible de AP-1/ N/

Figure 8 : La transrepression AP-1

Schéma représentant les différentes hypothéses pouvant expliquer la
transrépression entre les dimeres AP-1 et les récepteurs nucléaires. Les
différents mécanismes proposés ne sont pas exclusifs et peuvent dépendre de la
structure du promoteur, de la composition du dimére AP-1 mais aussi des types
cellulaires.

D’apres Altucci et al 2001.



Introduction

4.3.Interférence avec d’autres voies de signalisation.

Les récepteurs nucléaires peuvent a I’inverse interférer sur d’autres voies de
signalisation de maniére positive ou négative.

L’exemple le mieux connu est la répression de la voie AP-1 (facteurs de transcription
composés de protéines de la famille de Fos et Jun) par GR (pour revue, voir (Laudet and
Gronemeyer, 2002)). Cette répression est également observée dans le cas de RXR-RAR: il a
en effet ét¢ montré que comme avec les glucocorticoides, I’AR peut diminuer I’activation de
la transcription induite par c-jun (Schule et al., 1991). Cet effet est mutuel et AP-1 peut
¢galement inhiber ou activer I’activit¢ de RAR (Shemshedini et al., 1991; Yang-Yen et al.,
1991). Les bases moléculaires de cet antagonisme réciproque n’ont pas été ¢lucidées méme si
plusieurs hypothéses ont été proposées (pour références et revue, voir (Altucci and
Gronemeyer, 2001)) (figure 8). De maniére intéressante, il a été¢ formellement démontré que
certains effets antitumoraux des rétinoides reposent exclusivement sur leur activité anti AP-1.
C’est notamment le cas dans certains modeles in vivo de carcinogenéses chimiquement
induites (Huang et al., 1997). De nouveaux rétinoides synthétiques pouvant inhiber
sélectivement 1’activité AP-1 sans stimuler la transcription ont été caractérisés (Chen et al.,
1995). Ils peuvent effectivement inhiber la prolifération de plusieurs lignées cellulaires
cancéreuses (Fanjul et al., 1994). Cependant, 1’action antitumorale des rétinoides n’est pas
restreinte a leur activité anti AP-1 et de nombreux effets indépendants de cet antagonisme ont

été rapportés (de Vos et al., 1997; Giannini et al., 1997).

Les récepteurs a I’AR peuvent également interférer avec d’autres voies de signalisation
directement impliquées dans le développement de cancers. Il a été récemment démontré que
les retinoides peuvent antagoniser la transcription médiée par les protéines Smad 3 et 4 en
réponse au TGF-f. Une interaction directe entre RARa et smad 3 semble étre responsable de
cette interférence et cette interaction peut étre modulée par les ligands de RAR (Pendaries et
al., 2003). Un autre exemple de répression médiée par les récepteurs aux rétinoides est celui
de la voie oncogénique de la B-caténine (Easwaran et al., 1999). Cependant dans ce cas, le
mécanisme propos¢ pour expliquer la trans-répression implique une interaction indirecte avec

le coactivateur p300 (Shah et al., 2003).

A Tinverse, les récepteurs aux rétinoides peuvent potentialiser 1’activation de la
transcription induite par d’autres voies de signalisation. C’est par exemple le cas du facteur de
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transcription impliqué dans la différenciation myéloide GATA-2, qui, par sa capacité a lier
RARa, permet a I’AR de réguler la transcription a partir d’é¢léments de réponse spécifiques de
GATA (Tsuzuki et al., 2004).

Cependant, dans la plupart des cas observés, la potentialisation de la transcription par
les récepteurs aux rétinoides repose sur la formation d’ « enhanceosomes », c’est a dire de
complexes multiprotéiques regroupant des facteurs de transcription, protéines coactivatrices et
structurales et dont 1’intégrité est nécessaire afin d’obtenir une réponse maximale. En effet,
RAR est ainsi capable de coopérer avec SF-1 pour transactiver le promoteur de oct-3/4
(Barnea and Bergman, 2000) ou avec GABP et Spl dans le cas de la régulation du promoteur
de CD18 dans les cellules myé¢loides (Bush et al., 2003). Ces effets synergiques résultent a
priori d’un recrutement coopératif de corégulateurs, de complexes de remodelage de la
chromatine ou de la machinerie transcriptionnelle au promoteur. Ainsi, différentes voies de
signalisation peuvent coopérer pour aboutir a I’activation d’'un méme gene cible.

Une connaissance plus approfondie des différentes voies de signalisation et de leurs
cibles transcriptionnelles pourrait permettre d’induire une activation synergique de génes

intéressants au point de vue thérapeutique.

5. Effets non génomiques.

La localisation subcellulaire de certains récepteurs nucléaires n’est pas exclusivement
nucléaire. Elle leur permet d’agir selon un mécanisme « non-génomique », c¢’est-a-dire qui ne

module pas la transcription.

Une partie des effets cellulaires des oestrogeénes ou des corticoides est induite de
manicre beaucoup trop rapide pour étre médiée par une activation de la synthése d’ARN et de
protéines. Or, les récepteurs ER, GR ou PR ayant également été localisés au niveau de la
membrane cellulaire (Pietras and Szego, 1977), ils ont rapidement été¢ suspectés d’étre a
I’origine de ces effets « non génomiques » des hormones. En effet, il a ensuite été prouvé que
ER membranaire activé par son ligand est capable d’activer différentes voies de signalisation
telles que les MAPK ou les récepteurs couplés aux protéines G (pour revue, voir (Simoncini
et al., 2003)). De plus, les effets positifs des oestrogénes (par exemple la vasodilatation) et des
corticoides (effets anti-inflammatoires ou anti athérogene) sur le systéme cardiovasculaire
sont en partie médiés via I’activation de 1’axe PI3K/akt/eNOS par ER (Simoncini et al., 2000)
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ou GR (Hafezi-Moghadam et al., 2002) dans les cellules endothéliales vasculaires.

Dans le cas de RAR ou RXR aucun de ces effets n’a encore été décrit, pas plus qu'une
possible localisation membranaire. Cependant, des résultats récents ont remis en cause la
localisation exclusivement nucléaire de RXR et ont démontré qu’il était capable de faire la
navette entre les compartiments nucléaire et cytoplasmique (Katagiri et al., 2000; Prufer and
Barsony, 2002). En paralléle, I’équipe de Zhang en 2000 a démontré qu’en présence de
stimuli apoptotiques, le récepteur orphelin TR3 était transloqué du noyau a la membrane
mitochondriale pour induire I’apoptose en favorisant le relarguage du cytochrome c dans le
cytoplasme (Li et al., 2000). Un mécanisme d’action a été¢ proposé€ : TR3 est ainsi capable
d’interagir au niveau de la membrane mitochondriale avec la protéine Bcl-2, et d’induire un
changement conformationnel entrainant sa conversion en une protéine pro-apoptotique (Lin et
al., 2004a). Ces effets apoptotiques non génomiques de TR3 ont été également observés dans
de nombreuses cellules cancéreuses d’origine tissulaire diverse et notamment dans des
cellules de carcinomes ovariens en réponse au pseudo-rétinoide CD437 (Dawson et al., 2001;
Holmes et al., 2003a; Jeong et al., 2003; Wilson et al., 2003) (voir chapitre IV 3).

Fin 2004, la méme équipe a finalement montré que RXR via son hétérodimérisation
avec TR3 est responsable de I’export nucléaire de TR3 et de son ciblage mitochondrial,
phénomene non inductible par le ligand et qui peut au contraire €tre inhibé par un agoniste de
RXR (Cao et al., 2004). Un autre article publi¢ simultanément démontre que le traitement des
cellules gastriques par I’AR 9-cis induit la translocation de I’hétérodimére TR3-RXR a la
mitochondrie et I’apoptose des cellules (Lin et al., 2004b). Dans ce cas, la translocation serait

dépendante de 1’activation de RXR par son ligand.

Ainsi RXR, via une activité non génomique, peut contribuer a I’induction de I’apoptose
dans différents types cellulaires. Le role joué par I’agoniste de RXR reste encore a déterminer
ainsi que les signaux potentiels qui induiraient cette translocation suite au signal pro-

apoptotique.
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Figure 9 : Représentation schématique des étapes de différenciation
monocytaire et myélocytaire.

Les cellules souches myéloides peuvent se différencier selon les différentes
voies monocytaires, myélocytaires, érythrocytaire et thrombocytaire.

Un blocage de la différenciation conduit a I’accumulation dans le sang et la
moelle de blastes promyélocytaires immatures caractéristiques de la leucémie
promyélocytaire aigué (APL).



Introduction

III. Rétinoides et cancers.

Une relation forte entre le développement du cancer et la vitamine A et ses dérivés a été
établie par de nombreux travaux ces derniéres décennies (voir paragraphe [.3.). Ces
observations ont conclu a I’hypothése selon laquelle un niveau physiologique de rétinoide
protéege l’organisme contre le développement de Iésions pré-malignes et malignes. Les
récepteurs nucléaires étant les médiateurs du signal rétinoide, il n’est pas surprenant de
constater que des défauts de leur niveau d’expression ou de leurs fonctions sont associés au
processus de transformation tumoral. Deux exemples illustrent cette observation : la cas de la
leucémie promyélocytaire aigué (APL) dans laquelle le récepteur RARa est fusionné a une
autre protéine et dont la fonction est par ce biais altérée, et le cas de RARP dont la perte
d’expression est rapportée dans de nombreux cas de cancers des les premiéres étapes de la
carcinogenese. Enfin, de part leur activité anti-proliférative, différenciative ou apoptogénique,
les rétinoides, seuls ou combinés a d’autres agents chimiothérapeutiques sont déja utilisés en

clinique ou sont actuellement en phase d’essais (http://clinicaltrials.gov/).

1. La Leucémie Promyélocytaire Aigué.

Le cas de I’APL est un modele dans le traitement des cancers : il représente un des
cancers les mieux compris au niveau moléculaire et incarne un exemple de réussite de
thérapie ciblée d’un cancer.

L’identification de I’APL en tant que sous-type particulier de leucémie myé¢loide aigué
(AML) remonte en 1957. Les premiers traitements basés sur 'utilisation d’anthracyclines
(Bernard et al., 1973) se sont révélés relativement inefficaces jusqu’en 1986, date a laquelle
un groupe chinois a initié les premiers traitements par ATRA (Huang et al., 1988). Cependant,
les bases moléculaires du développement de I’APL étaient encore inconnues a 1’époque et

c’est un peu par hasard que I’AR a ainsi connu ses premiers succes.

1.1.Description.

L’APL est caractérisée par une accumulation dans la moelle osseuse et dans le sang de

précurseurs my¢loides immatures bloqués au stade promyélocytaire (figure 9). Un traitement
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Figure 10 : RAR« et les différentes protéines de fusion X-RARa responsables de
la leucémie APL.

Les domaines d’homo ou oligomérisation des partenaires de fusion de PML-RAR«
sont représentés en gris marbré.

D’aprés Mistry et al 2003.
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par ’AR combiné a une chimiothérapie classique permet de restaurer la différenciation de ces
précurseurs immatures et d’induire ainsi une rémission compléte chez plus de 70% des
patients traités.

Au niveau moléculaire, ’APL est associée a une translocation chromosomique
réciproque impliquant le géne codant pour RARa situé sur le chromosome 17 qui peut étre
fusionné a 5 génes partenaires répertoriés codant pour PML (promyelocytic leukemia), PLZF
(promyelocytic leukemia zinc finger), nucleophosmin, Numa (nuclear mitotic apparatus) ou
Stat 5 (pour revue (Melnick and Licht, 1999)) (figure 10). Dans 95% des cas, le gene
impliqué dans la translocation est celui codant pour la protéine PML générant ainsi une

protéine PML-RAR« et sa réciproque RARa-PML (de The et al., 1991).

1.2. Potentiel oncogénique de la protéine de fusion PML-RARa.

La protéine PML-RARa contient les principaux domaines fonctionnels de la protéine
PML fusionnés a RARa au niveau de son domaine B. La protéine réciproque RARa-PML ne
contient que la région A de RAR fusionné a la partie C-terminale de PML et son action
semble plus limitée. Ainsi le potentiel oncogénique de la translocation t(15 ;17) provient en
majorité de PML-RARa. Différents points de rupture dans la séquence génomique de
RARa et PML et des phénomenes d’épissage alternatifs donnent lieu a des versions quelque
peu différentes de la protéine de fusion. Elles conservent cependant toutes les mémes
fonctions principales (pour revue, voir (Zelent et al., 2001)). Deux caractéristiques principales
sont nécessaires pour la génération d’une leucémie : un bloquage dans la différenciation et
une prolifération indéfinie des blastes associée a une résistance au stress. L’effet dominant
négatif de PML-RARa sur les fonctions de transactivation de RARo mais aussi sur la

fonction suppresseur de tumeur de PML permettent la coincidence de ces 2 caractéristiques.

1.2.1. RARa dans la différenciation neutrophile normale.

Le fait que RAR« soit altéré dans tous les cas observés d’APL suggere sa contribution
potentielle dans le controle de la prolifération des promyélocytes ainsi que leur différenciation
en neutrophiles. En fait, I’axe AR/RARa semble jouer un role dans I’engagement des cellules
souches dans cette voie de différenciation: ’AR a la capacité¢ de diriger les précurseurs

hématopoiétiques pluripotents dans la voie granulocytaire (Tsai and Collins, 1993) et de
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reprogrammer des progéniteurs déja engagés dans les voies érythroides et monocytaires vers
une destinée neutrophile (Paul et al., 1995; Tocci et al., 1996). Or, les souris déficientes en
RARa présentent un nombre normal de neutrophiles démontrant de maniére surprenante que
RARa n’est pas nécessaire pour la différenciation neutrophile (Kastner and Chan, 2001).
Cependant, d’autres observations indiquent que 1’axe AR/RARa serait capable de
moduler cette différenciation. En effet, les précurseurs granulocytaires des souris RARa-/-
différencient plus rapidement que des précurseurs issus de souris sauvages lorsqu’ils sont
cultivés ex vivo. En accord avec ces résultats, 1’administration d’un antagoniste de RAR
(BMS493) a des souris sauvages pendant 3 jours conduit a une accumulation de granulocytes
immatures dans leur moelle osseuse (Kastner et al., 2001), phénoméne également observé
dans le syndrome de déficience en vitamine A (VAD). Ces observations suggerent fortement
que les rétinoides agissent sur la différenciation neutrophile in vivo. En paralléle, un effet
inhibiteur de RARa en absence de ligand a été démontré puisque la surexpression de RARa

bloque la différenciation de précurseurs hématopoiétiques immatures (Du et al., 1999;

Onodera et al., 1995 ).

En conclusion, I’axe AR/RARa n’est pas un régulateur essentiel de la différenciation
neutrophile mais plutét un modulateur. En accord avec le fonctionnement de RXR-RARa au
niveau transcriptionnel, RARa inhibe la différenciation lorsqu’il n’est pas activé par des
rétinoides (certainement en agissant en tant que répresseur transcriptionnel) alors qu’il induit
cette méme différenciation lorsque le ligand est présent. Ainsi, en présence d’antagoniste ou
en absence d’agoniste (VAD), la fonction de répression est renforcée et la différenciation est
bloquée. Il en est de méme pour la protéine de fusion PML-RARa qui inhibe Ila

différenciation des cellules en amplifiant la fonction physiologique de répresseur de RARa.

1.2.2. PML et ses fonctions biologiques normales.

PML est une protéine nucléaire localisée dans de grosses structures nucléaires multi
protéiques nommés corps nucléaires PML. La fonction de ces corps nucléaires n’est pas
encore totalement ¢lucidée mais PML semble avoir un role crucial dans leur formation et leur
stabilité¢ (Jensen et al., 2001). Le domaine d’interaction protéine-protéine RBCC (RING, B
boxes, Coiled-coil domain) et notamment sa sumoylation au niveau de la lysine 160 sont

responsables de la localisation de PML dans ces corps nucléaires (Jensen et al., 2001).
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Dans les cellules APL, la protéine de fusion PML-RARa« interagit avec la protéine
PML, induit sa délocalisation et par conséquent la désorganisation des corps nucléaires PML
(Koken et al., 1994). Ce phénomene est réversé lors d’un traitement par ’AR (Weis et al.,
1994). Cependant, la contribution de cette désorganisation des corps PML dans le phénoméne
d’oncogénese est encore inconnue.

Différents travaux incluant 1’étude de souris et cellules PML-/- ont démontré un role de
suppresseur de tumeur pour PML de part ses fonctions dans 1’apoptose, la prolifération et la
senescence (pour revue, voir (Salomoni and Pandolfi, 2002; Takahashi et al., 2004). Ainsi,
I’effet dominant négatif de PML-RARa sur PML représente certainement une étape cruciale
dans le développement de la leucémie en conférant aux blastes exprimant la protéine de
fusion un avantage prolifératif.

Notamment, il a été démontré qu’en réponse a I’expression d’oncogenes, PML forme un
complexe ternaire avec CBP et p53, ceci permettant 1’acétylation de p53 par CBP. P53
acétylée est stabilisée, son activité est augmentée et on observe une induction de 1’apoptose
suite a la transactivation des genes cibles de p53 (Pearson et al., 2000). Les avis divergent sur
la restriction de la localisation de ce complexe dans les corps PML (Bischof et al., 2002).
PML interagit également avec Daxx, une protéine impliquée dans différentes voies de
signalisation apoptotiques. Daxx est un répresseur transcriptionnel puissant et sa séquestration
dans les corps PML via sa liaison a PML pourrait étre une maniére tres efficace de moduler la
transcription en réponse a des signaux induisant la régulation de la formation des corps PML.
Ces 2 voies impliquant p53 et Daxx sont altérées dans des cellules PML-/- ainsi que dans des

cellules APL par la formation de la protéine de fusion PML-RARa.

1.2.3. L’expression de PML-RARa seule est insuffisante pour
induire le phénotype APL.

L’expression de PML-RARa est-elle suffisante pour induire le phénotype APL ? Pour
répondre a cette question, des modéles cellulaires et murins ont été utilisés. Grignani et al. ont
démontré que I’expression de la protéine de fusion dans les cellules U937 induit une
diminution de la capacité¢ de ces cellules a différentier sous 1’action de différents stimuli
(Grignani et al., 1993). Ils ont ensuite prouvé que I’expression de PML-RARa dans des
cellules progéniteurs hématopoiétiques humains via une infection rétrovirale induit le

développement d’un phénotype APL (Grignani et al., 2000).
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Différents modeles de souris ont été produits utilisant la stratégie transgénique classique
ou la statégie « knock-in ». Les résultats obtenus suggerent que le développement de I’APL
requiert un ciblage de PML-RARa dans le compartiment progéniteur approprié en utilisant
I’expression dirigée de la protéine de fusion par des promoteurs adéquats (Brown et al.,
1997a; Grisolano et al., 1997; He et al., 1997; Westervelt et al., 2003). Ces souris développent
des leucémies avec une pénétrance variable en fonction du promoteur utilisé (de 10 a 90 %)
mais seulement apres une période de latence variant de 6 mois a 1 an, suggérant qu’un autre
événement est nécessaire pour le développement de la leucémie. Minucci et al. ont utilisé une
technique de transduction rétrovirale de PML-RARa dans des progéniteurs hématopoiétiques
purifiés. Une injection de ces cellules dans des souris syngéniques irradiées conduit au
développement de leucémie assez rapidement (4 mois) avec une pénétrance ¢levée (Minucci
et al., 2002). Cependant I’origine monoclonale des leucémies obtenues est également en
faveur d’un mod¢le a 2 événements, ou 1’expression de PML-RARa seule n’est pas suffisante
mais requiert 1’accumulation d’une autre altération génétique pour permettre le
développement de la leucémie.

Différents « deuxiémes événements » potentiels ont été proposés pour conduire au
phénoype APL, parmi lesquels la protéine de fusion réciproque RARa-PML dont I’expression
concommitante a cette de PML-RARa augmente la pénétrance de I’APL dans les souris
(Pollock et al., 1999). Des anomalies cytogénétiques additionnelles ont également été
invoquées (Le Beau et al., 2002) ainsi que I’expression d’une version mutée (constitutivement
active) du récepteur a activité tyrosine kinase FLT3. Ces mutations ont été observées dans
plus d’un tiers des cas humains d’APL (Kiyoi et al., 1997) (Kottaridis et al., 2001). Des
modeles murins ont confirmés 1’obtention d’un phénotype APL dans 100% des cas avec un
temps de latence trés court lorsque la version mutée de FLT3 est coexprimée avec PML-
RARa. Une réponse plus efficace de ATRA lorsqu’il est combiné a un inhibiteur d’activité
tyrosine kinase a d’ailleurs été observée (Kelly et al., 2002; Sohal et al., 2003).

En conclusion, I’expression de la protéine de fusion seule ne permet pas d’induire une
leucémie APL et une seconde altération est nécessaire. De plus, un ciblage trés précis du
compartiment cellulaire, du stade de différenciation et du niveau d’expression détermine le

développement du phénotype APL.
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Les CpGs méthylés sont des sites de
liaison pour certaines protéines (MBD)

Figure 11 : Modé¢le de la répression transcriptionelle par PML-RARa.

La protéine de fusion PML-RARa reconnait une séquence cible sur I’ADN (en rouge) et
recrute différentes enzymes telles que les histones déacétylases (HDAC) ou les DNA
méthyl transférases (Dnmt) dont I’activité induit I’hypoacétylation des histones, la
méthylation de I’ADN sur des sites CpG et en conséquence, la répression de la
transcription. Les CpGs méthylés sont des sites de liaisons de protéines MBD (Methyl-
CpG binding protein), qui peuvent a leur tour recruter d’autres enzymes. La chromatine
est alors compactée et les genes cibles réprimés. La propagation de ce mécanisme
pourrait méme affecter les genes voisins.

D’aprés Villa et al 2004.
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1.2.4. Expression de PML-RARa et conséquences moléculaires.

Il est trés étonnant de réaliser le nombre de voies de signalisation ou processus
moléculaires modifiés par 1’expression de cette protéine. Premierement, PML-RARa interfére
avec les fonctions de RARa via sa liaison sur les ¢éléments de réponse de RARa et la
répression des genes cibles. PML-RARa, par sa capacité d’oligomérisation, forme des
complexes stables avec les co-represseurs NCoR et SMRT qui recrutent a leur tour des
complexes contenant des activités HDAC (Grignani et al., 1998; Lin and Evans, 2000; Lin et
al., 1998; Minucci et al., 2000). PML-RARa recrute également des enzymes de méthylation
de ’ADN (DNMT) qui agissent sur les ilots CpGs des promoteurs (Di Croce et al., 2002; Fazi
et al., 2005). Donc en 1’absence de ligands, la présence des HDAC et de DNMT maintient la
chromatine dans un état répressif pour la transcription (figure 11). Seule I’addition d’une
concentration élevée d’AR va permettre la dissociation des corépresseurs puis le recrutement
des complexes coactivateurs (Redner et al., 2000 ; Shao et al., 2000) (figure 12 a). Ceci
conduit a I’activation de la transcription, la différenciation des cellules my¢loides et la
rémission clinique. Récemment, Kamashev et al. ont démontré que la protéine de fusion peut
se lier a un spectre d’¢lément de réponse beaucoup plus large que RARa. Ainsi, elle serait
capable de réprimer la transcription d’un grand nombre de geénes, sans se limiter aux genes
cibles de I’AR (Kamashev et al., 2004).

D’autres effets sont induits par I’expression de la protéine de fusion PML-RARa. Il a
¢été notamment suggéré qu’elle pourrait séquestrer RXR et le rendre indisponible pour ses
autres partenaires (Dong et al., 2004; Perez et al., 1993; Weis et al., 1994). Segalla et al.
démontrent qu’elle possede des capacités de répression additionnelles indépendantes des
HDAC et que ses fonctions de remodellage de la chromatine et de recrutement des
coactivateurs sont altérées (Segalla et al., 2003).

Cependant, 1’altération d’autres voies de signalisation est ¢galement impliquée dans le
développement du phénotype APL. En effet, la protéine de fusion par sa liaison a PML
recrute également pS53. Les complexes HDACs associés a PML-RARa, en plus de déacétyler
les histones, vont également déacétyler p5S3 qui est ensuite dégradée par le protéasome. P53
controle la stabilité du génome. Son inhibition par PML-RARa augmente la survie des blastes
en réponse au stress et favorise ainsi 1’apparition d’une deuxiéme altération ou mutation
génétique nécessaire pour le développement du phénotype APL (Insinga et al., 2004). Ainsi,

un traitement par des inhibiteurs de HDAC peut agir a 2 niveaux : inhiber le phénomene
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Figure 12 : Bases moléculaires de la réponse a I’AR dans les cellules APL

A: La protéine PML-RARq, contrairement a RARa, dimérise ou oligomérise et
recrute plusieurs complexes HDAC induisant un état réprimé de la chromatine. Des
concentrations pharmacologiques d’AR sont nécessaires pour induire la dissociation
des complexes corépresseur, le recrutement des complexes coactivateur et I’activation
de la transcription.

B: La protéine de fusion PLZF-RARa contient 2 domaines d’interaction avec les co-
répresseurs. L’addition d’AR ne parvient a dissocier que les complexes liés a la partie
RARa de la protéine de fusion. Cependant, la combinaison avec un inhibiteur de
HDAC (HDACI) bloque I’activité de I’enzyme et réverse I’état de répression de la
chromatine, permettant la transcription des genes cibles.

D’apres Altucci et al 2001.
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d’acétylation des histones mais également de p53, permettant une stabilisation de la protéine.
Zhu et al. ont démontré que la sumoylation de PML-RARa (lysine 160) contribue a la
répression de PML-RARa certainement via le recrutement du répresseur Daxx a la partie
PML de la protéine de fusion. De maniére surprenante, une mutation de PML-RARa sur son
site de sumoylation altére sa capacité d’induire un bloquage dans la différenciation
granulocytaire et d’induire ainsi une leucémie APL (Zhu et al., 2005).

Ces données récentes démontrent que 1’étiologie d’APL est trés complexe et implique
I’altération de différentes fonctions et voies de signalisation. En plus du recrutement abbérant
des HDAC et DNMT, [linterférence avec la signalisation de p53, le phénomeéne de
sumoylation ainsi que I’expression de la protéine de fusion réciproque semblent nécessaires

dans le développement de la leucémie.

1.2.5. Cas particulier de PLZF-RARa.

Quatre protéines de fusion alternatives représentant des cas trés sporadiques d’APL ont
¢été identifiées. Les cellules exprimant Stat5-RARo, NMP-RARa et NuMA-RARa ont
¢galement la capacit¢ de répondre a ’AR mais sont extrémement rares. Cependant, les
patients exprimant la protéine PLZF-RARa sont réfractaires au traitement par I’AR. Au
niveau moléculaire, cette protéine est capable de recruter les co-represseurs via la partie
RARao mais aussi via la partie PLZF (Grignani et al., 1998; Guidez et al., 1998; He et al.,
1998; Lin et al., 1998). Le traitement par ATRA méme aux doses pharmacologiques est alors
incapable d’induire la dissociation des corepresseurs liés a la partie PLZF. Cependant
I’inhibition pharmacologique des HDAC par des inhibiteurs sélectifs va permettre de restaurer

une réponse a I’AR et d’induire la différenciation des cellules myéloides (figure 12 b).

1.3. Mécanismes de la réponse a I’AR et traitements alternatifs.

ATRA induit la rémission des patients atteints d’APL selon plusieurs mécanismes. Dans

un premier temps, il se lie 8 PML-RARa, induit la dissociation des corépresseurs conduisant a

I’activation de la transcription des génes cibles de RARa. Il a été récemment démontré qu’un

traitement par ATRA induit également une diminution d’expression des différentes DNMT et

une diminution de leur recrutement aux promoteurs des genes cibles(Fazi et al., 2005). De

plus ATRA induit la dégradation de PML-RARa par I’action des caspases (Nervi et al., 1998)
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Figure 13 : Représentation schématique des voies de dégradation de PML-RARa

L’arsenic et I’AR ciblent des voies différentes induisant la dégradation de la protéine
oncogenique. L’arsenic induit la modification covalente de la partie PML de la protéine
par le peptide SUMO et recrute ainsi le protéasome. Le signal de dégradation de la
protéine de fusion par I’AR implique le recrutement du protéasome par sa sous-unité
SUG-1. Un clivage spécifique de la protéine par les caspases a éte également rapporté
suite au traitement par I’AR.

D’aprées Zhu et al 2001.
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et par ’activation de la voie ubiquitin/protéasome (Kopf et al., 2000; Zhu et al., 1999). PML
est ainsi libérée et elle va permettre la reformation des corps PML. En outre, la dégradation de
PML-RARa va mettre fin a la séquestration de RXR qui pourra interagir a nouveau avec les
autres récepteurs nucléaires (Koken et al., 1994 ; Weis et al., 1994).

Cependant, la phase de rémission est de courte durée (environ 6 mois) de part
I’acquisition progressive d’une résistance a I’AR. Pour y remédier, le traitement actuel des
patients consiste a combiner des antracyclines (agents chimiothérapeutiques classiques) avec
ATRA, et le taux de survie apres 5 ans dépasse les 70 % (pour revue, voir (Degos and Wang,
2001)). Cependant, dans prés de 30% des cas, le phénomene de résistante est a nouveau
constaté et provient majoritairement d’une augmentation du catabolisme de I’AR via le
systeme P450 ou la séquestration de I’AR par les protéine cytoplasmiques CRABPII (pour
revue, voir (Freemantle et al., 2003)). Dans tous les cas, ceci conduit a une diminution de la
disponibilit¢ de I’AR dans les cellules APL. Dans certains cas, la présence d’une mutation
dans le domaine de liaison du ligand de PML-RARa a été constatée. Des efforts sont réalisés

pour diminuer les phénoménes d’acquisition de résistance.

Dans les cas ou le traitement est malgré tout insuffisant, d’autres perspectives
thérapeutiques existent. En effet, en parall¢le a la découverte de 1’effet thérapeutique de I’AR,
le trioxyde d’arsenic a également été approuvé pour le traitement des cas d’APL résistants a
I’AR (pour revue, voir (Zhu et al., 2002a)). En effet, le trioxyde d’arsenic est capable
d’induire la différenciation et 1’apoptose des cellules APL dans des modéles murins (Kinjo et
al., 2000), et des effets synergiques ont été décrits avec I’AR (Lallemand-Breitenbach et al.,
1999). De maniére intéressante, il a ét¢ démontré que le trioxyde d’arsenic induit également la
dégradation de la protéine de fusion PML-RARa mais en ciblant la partie PML de la protéine
alors que I’AR cible la partie RARa (Lallemand-Breitenbach et al., 2001; Shao et al., 1998)
(figure 13). Ainsi, il semble que la dégradation de la protéine de fusion oncogénique PML-
RARa contribue effectivement a I’effet thérapeutique des 2 molécules méme si des effets

paralléles propres a chacune entrent également en ligne de compte.

Il est également possible d’améliorer I’efficacit¢ de ces traitements en les combinant
avec d’autres molécules comme par exemple les inhibiteurs de HDAC ou de DNMT mais
¢galement des molécules capables d’induire la différenciation telles que le GM-CSF ou

encore des analogues de I’AMP cyclique (pour revue, voir (Benoit et al., 2001a)). II est
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maintenant clairement établi que ’AMPc peut synergiser avec I’AR via 1’activation de la
PKA pour induire la différenciation des cellules NB4, seul mode¢le cellulaire d’APL (Lanotte
et al., 1991) et des cellules NB4-R1, sous-clone résistant a ’AR (Ruchaud et al., 1994,
Duprez, 1996 #327). Dans les cellules NB4, une concentration pharmacologique d’AR est
nécessaire pour induire la différenciation des cellules. Cependant, une augmentation du
niveau d’AMPc endogeéne permet leur différenciation par une dose physiologique cent fois
plus faible d’AR (Quenech'Du et al., 1998). La combinaison entre un analogue de I’AMPc et
un agoniste de RXR est également capable d’induire la différenciation des cellules APL
sensibles et résistantes a ATRA (Benoit et al., 1999). Cette partie est développée dans le
chapitre IV.4. Un effet synergique a été¢ également rapporté entre I’AMPc et le trioxide
d’arsenic dans ces mémes cellules NB4 ainsi que dans des cellules de patients (Zhu et al.,
2002b).

De maniére intéressante, Guillemin et al. ont démontré ’existence de ces différentes
signalisations croisées in vivo dans des modéles de souris APL. Mais surtout, ils ont rapporté
un cas de rémission d’un patient résistant aux thérapies AR/arsenic en combinant a ces 2
premiers traitements un inhibiteur de phosphodiestérase qui induit une augmentation de la
concentration endogeéne d’AMPc (Guillemin et al., 2002). Ces résultats démontrent clairement
que I’AMPc peut sensibiliser des cellules résistantes a 1’action de I’AR et donner de nouveaux
espoirs de thérapie.

Au niveau moléculaire la synergie AMPc/AR n’est toujours pas complétement élucidée.
Cependant, Kamashev et al. ont démontré que I’AMPc induit une augmentation de la
transcription des génes cibles de PML-RARa. Ils suggérent qu’une phosphorylation de la
protéine de fusion par la PKA pourrait induire un changement conformationnel conduisant a
cette augmentation de la transcription (Kamashev et al., 2004). Selon leur mod¢le, I’AMPc
ainsi que les autres agents différenciatifs tels que 1’arsenic, agirait alors de concert avec I’AR
pour déréprimer les geénes cibles de PML-RARa et permettre la différenciation spontanée des

cellules.

La compréhension des bases moléculaires de la leucémie APL a énormément progressé
ces dernic¢res années et on est en mesure a présent d’analyser les modifications induites par
I’expression de la protéine de fusion PML-RARa. Cependant, tous les mystéres ne sont pas

¢lucidés. On peut par exemple se demander pourquoi la protéine PML est le partenaire de
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RARa impliqué dans 95% des cas. De méme, la désorganisation des corps nucléaires PML
joue-telle un role dans le phénotype APL ou n’en est-elle qu’une conséquence ? Quoi qu’il en
soit, les corps PML renferment de nombreuses autres protéines dont la délocalisation a
certainement des effets sur d’autres voies de signalisation. Pourquoi cette translocation n’est
jamais observée dans d’autres cancers comme des tumeurs solides ? Si les mécanismes de
répression de la transcription sont ¢élucidés, la liste des genes cibles dont I’expression est
réprimée n’est pas vraiment connue. Il semble en effet que PML-RARa ne réprime pas
seulement les geénes cibles de RARa mais posséde un spectre plus large d’éléments de
réponse In Vivo. De plus, méme si différents mécanismes ont été mis en évidence concernant
les fonctions de PML-RARa, il est difficile de déterminer la contribution réelle de chacun
dans le processus d’oncogenése in vivo. Néanmoins, la connaissance de ces mécanismes va
permettre de d’améliorer les traitements utilisés pour traiter les patients APL avec notamment

[’utilisation des inhibiteurs de HDACs ou de DNMT.

2. Implication de RARP dans le développement des cancers.

2.1. Role suppresseur de tumeur .

De nombreuses études ont montré que I’expression de RARB2 diminue dramatiquement
au cours du processus de carcinogene¢se dans différents types de tumeurs solides dont les
cancers du sein, du poumon, de la téte et du cou (Wan et al., 1999; Widschwendter et al.,
1997; Xu et al., 1997a; Xu et al.,, 1997b). La réexpression de RARP dans ces cellules
cancéreuses altére leur capacité tumorigénique (Houle et al., 1993). De plus des souris
transgéniques exprimant une séquence antisens de RARP développent un grand nombre de
tumeurs comparé aux souris contréle (Berard et al., 1996).

RARSP est un gene cible direct de I’AR et posséde un élément de réponse au niveau de
son promoteur (Hoffmann et al., 1990). L’induction de RARP par un traitement a I’AR
pourrait donc représenter un ¢lément clé¢ dans la thérapie par I’AR. D’ailleurs, la réexpression
de RARP dans des cellules résistantes aux rétinoides permet de restaurer leur sensibilité

suggérant qu’il est le médiateur de I’activité antiproliférative des rétinoides (Wan et al., 1999;

Xu et al., 1999).
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2.2. Mécanismes épigénétiques de la répression.

De nombreuses études ont essayé de déterminer le mécanisme responsable de la perte
d’expression de RARP dans les cellules tumorales. Aucun changement dans la structure du
gene tel qu'une mutation ou un réarrangement n’a pu étre observé (Bartsch et al., 1992; Hu et
al., 1991).

Par contre, des phénomeénes épigénétiques ont été mis en cause. Une méthylation
abbérante du promoteur de RARP semble étre le mécanisme majoritaire conduisant a
I’extinction du géne. En effet, des études effectuées sur des biopsies de patients ou des
cellules cancéreuses ont révélé la présence de différents résidus 5-methyl-cytosine dans la
région -46 a +251 pb du promoteur et ceci dans un grand nombre de tumeurs (Kim et al.,
2004; Widschwendter et al., 2001; Youssef et al., 2004). L hypoacétylation de I’histone H3 a
¢galement été¢ démontrée (Suh et al., 2002).

La restauration de I’expression de RARP endogéne peut donc étre une stratégie
puissante pour traiter certaines lésions malignes. L utilisation d’agents déméthylant tel que le
5-aza-2’-deoxycytidine ou également des inhibiteurs de HDAC sensibilisent les cellules a
I’AR en permettant la réexpression de RARP (Sirchia et al., 2002; Yang et al., 2002). Ainsi,
’utilisation de traitements épigénétique combiné a I’AR pourrait étre envisagée, certains
inhibiteurs de HDAC étant actuellement en cours d’essais cliniques. En outre, la méthylation
du promoteur de RARP pourrait représenter un marqueur moléculaire trés fiable pour détecter
au plus tot les premiers stades de cancers et adapter ainsi le traitement (Lotan and Lotan,
2004).

Cependant, de nombreuses questions restent en suspens concernant RARP et son rdle
suppresseur de tumeur. Pourquoi est-il le seul des récepteurs a I’AR dont I’expression est ainsi
modifiée ? De plus, la plupart des cellules cancéreuses qui n’expriment plus RAR expriment
les autres isotypes de RAR ainsi que RXR mais ceux-ci ne semblent pas capable de
compenser la perte de RARP et d’induire la réponse a I’AR. Certaines hypothéses peuvent
étre avancées et reposent sur des particularités structurales de RARB comparé a RARa. En
effet, RARP, de part une conformation différente de son hélice H12, se lie trés faiblement aux
corépresseurs (Farboud et al., 2003; Hauksdottir et al., 2003). Ainsi, alors que RARa agit en
tant que répresseur sur ses genes cibles en absence de ligand, RARP n’a pas cette fonction : il
existe au contraire un niveau basal de transcription sans activation préalable par le ligand.

Ainsi, ’hétérodimeére RXR-RARJ serait plus ou moins permissif et activable aussi par un
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agoniste de RXR (Germain et al., 2004). Ceci pourrait expliquer la raison pour laquelle
RARa ne peut pas substituer RARP lorsque celui-ci est réprimé.

Une autre question majeure reste sans réponse : par quel mécanisme la perte de RARf
permet-elle le développement des tumeurs ? L’activité basale transcriptionnelle de RARP
permet certainement 1’expression de genes cibles impliqués dans la suppression de la
carcinogenese. Ainsi, [’inhibition de ces geénes suppresseur pourrait permettre le
développement des tumeurs. De méme, il semble que ’action anti-AP-1 du récepteur soit
particuliérement forte dans le cas de RARP (Lin et al., 2000a).

La résolution de la structure de RARP a mis en évidence certaines particularités de son
LBD, ce qui devrait permettre de générer des molécules agonistes ou antagonistes sélectives
de cet isotypes (Germain et al., 2004). L’utilisation de ces ligands pourra permettre de lever

certaines interrogations.

3. Rétinoides et thérapie des cancers.

Un nombre impressionnant d’études réalisées sur des modeles cellulaires ou animaux
ont conclu a des effets thérapeutiques potentiels des rétinoides. Ainsi de nombreuses études
cliniques ont déja été réalisées sur différents types de cancer. De manicre tres intéressante,
elles ont démontré que les effets des rétinoides ne se limitent pas au traitement de ces cancers

mais ont également une capacité a prévenir leur développement.

3.1. Les rétinoides en thérapie.

Différentes formes d’AR, de rétinoides ou rexinoides sont utilisée en clinique : L’AR
tout trans (tretinoin), I’AR 9-cis (alitretinoin), I’AR 13-cis (isotretinoin), le LG1069
(targretin) mais également les rétinoides atypiques (fenretinide). Les rétinoides atypiques sont
des analogues synthétiques de I’AR mais dont le mécanisme d’action est largement inconnu :
leur activité est en effet médiée en partie par des voies indépendantes des récepteurs a I’AR
(voir chapitre IV .4.).

L’exemple type de I’utilisation des rétinoides en thérapie est bien entendu I’APL (voir
chapitre II1.1.5). Dans 3 autres cas de 1ésions malignes, les rétinoides sont également utilisés

en thérapie. L’AR 9-cis a ét¢ approuvé pour le traitement du sarcome de Kaposi et I’AR 13-
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cis est utilisé dans les cas de neuroblastomes de type IV suite a I’ablation de la tumeur
(Reynolds et al., 2003). Le rexinoide LG1069 est utilisé actuellement en second traitement
des formes cutanées des lymphomes T (Zhang and Duvic, 2003).

De nombreux essais cliniques sont en cours actuellement pour étendre I’utilisation des
rétinoides a d’autres types de cancers. Cependant, bien que de nombreuses cellules tumorales
soient sensibles in vitro aux rétinoides, les succes ont été plutot limités pour le traitement des
tumeurs solides. De plus, la forte toxicité observée aux doses nécessaires pour une efficacité

optimale limitent leur utilisation.

Une mani¢re de diminuer cette toxicité tout en maintenant les effets positifs des
rétinoides consiste a diminuer les doses utilisées et combiner les rétinoides avec d’autres
traitement anti-cancéreux. Dans ces conditions, des résultats encourageants ont été obtenus
dans un grand nombre d’essais cliniques. En particulier, la combinaison des agonistes de RAR
(ATRA ou AR 9-cis) avec l’interféron, trés étudiée in vitro et dans des modeles animaux
(Lindner et al., 1997), fait I’objet de nombreux d’essais cliniques (pour revue, (Clarke et al.,
2004a; Ortiz et al., 2002)). Récemment, cette combinaison a démontré son efficacité¢ dans le
cas de tumeurs lymphoides (Tsimberidou et al., 2004) et de leucémies myéloides chroniques
(Egyed et al., 2003). De nombreux autres agents chimiothérapeutiques tels que le taxol ou le
cisplatin peuvent également synergiser avec les rétinoides dans des cellules de cancers du sein
ou de la peau (Shin et al., 2002; Vivat-Hannah et al., 2001).

Les rétinoides atypiques ont également montré un grand potentiel antiprolifératif en
combinaison avec ces agents chimiothérapeutiques et des essais cliniques dans des cas de
neuroblastomes, cancers ovariens ou de la prostate sont en cours (Ortiz et al., 2002).

Enfin, de grands espoirs sont portés par le LG1069. En effet, les rexinoides montrent
une toxicité réduite comparé aux rétinoides et différentes études ont démontré qu’il pourrait
traiter certains cancers du poumons en association avec les agents chimiothérapeutiques

(Rigas and Dragnev, 2005).

3.2. Les rétinoides et la prévention des cancers.

La déficience en vitamine A a été associée a une incidence plus élevée de cancers dans
différents tissus, ceci suggérant un rdle des rétinoides dans la prévention du développement
des cancers. Des études réalisées sur les animaux et les premiers essais cliniques ont

effectivement conclu a un role chimiopréventif. L’AR inhibe le processus de carcinogenése en
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interférant avec la phase de progression de la 1ésion plutdt qu’avec la phase d’initiation.
Actuellement, la plupart des essais cliniques ciblent 2 types de population : les patients
présentant des 1ésions prémalignes ou les patients traités une premiere fois contre un cancer et
qui présentent un risque ¢élevé de rechute (pour revue, voir (Sun and Lotan, 2002)).

Dans la premiere catégorie, les rétinoides classiques ont effectivement démontré leur
efficacité pour induire la régression de la leucoplasie (une Iésion de la cavité buccale et
oesophagienne), la kératose actinique cutanée (Iésion de la peau suite aux dommages du
soleil) et la dyslasie utérine, et sont effectivement utilisés en clinique pour ces différents cas

(Sun and Lotan, 2002).

Les rétinoides sont également trés efficaces pour prévenir le développement de
deuxiémes tumeurs primaires. Ils sont actuellement utilisés pour traités les patients atteints de
Xeroderma pigmentosum (maladie génétique rare affectant la réparation de I’ADN) qui ont
1000 fois plus de risque de développer un cancer de la peau. Des résultats prometteurs ont été
obtenus concernant le cancer du sein. Il semble en effet que le fenretinide diminue 1’incidence
de tumeurs du sein contralatérales chez les femmes pré-ménopausées (Veronesi et al., 1999).
De plus, des études sur les animaux indiquent que le LG1069 combiné au tamoxifen inhibe le
développement des tumeurs (Bischoff et al., 1998). Des essais cliniques sont en cours pour
valider son utilisation potentielle. Un rétinoide atypique, I’acide polyprénique, est capable de
prévenir 1’apparition d’un deuxiéme hépatocarcinome primaire d’environ 50% comparé aux
sujets non traités (Muto et al., 1996). Enfin, deux études ont démontré que la combinaison de
I’AR 13cis avec l’interféron-o. et 1’ a-tocophérol aurait une incidence positive dans le
développement de 1ésions secondaires ou tertiaires de la téte et du cou. Par contre, dans les
cas du cancer des poumons, les rétinoides n’ont pour le moment pas encore prouvé leur
efficacité mais des essais clinique combinant d’autres molécules sont en cours (Tsao et al.,

2004).

3.3. Amélioration des traitements .

Les rétinoides sont des molécules trés prometteuses tant en thérapie qu’en prévention
des cancers. Cependant il reste de nombreuses barrieres a franchir pour généraliser leur
utilisation, en commengant par les problémes de toxicité et de résistance. Ainsi, pour limiter
cette toxicité, de nouveaux rétinoides synthétiques avec des sélectivités plus réduites pour les
récepteurs ont été développés et doivent étre testés. Des résultats encourageants ont d’ailleurs
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¢été obtenus avec le LG1069, un ligand sélectif de RXR qui présente une toxicité faible et une
capacité antitumorale prouvée dans différents types de cancer . Il est également possible de
combiner les rétinoides a d’autres molécules anticancer et cette stratégie a pour le moment
démontré une grande efficacité. Enfin la possibilit¢ de cibler I’apport des molécules de
rétinoides dans les tissus a traiter permettrait de délivrer la dose appropriée dans ces tissus et
d’épargner les autres, diminuant ainsi la toxicité globale de la molécule. Des études réalisées
sur le rat ont démontré que I’inhalation de ’AR 13-cis pourrait étre efficace dans la
prévention des cancers du poumon (Dahl et al., 2000). L’encapsulation des rétinoides en
liposomes est ¢galement en cours d’essai et semble conférer aux ligands une plus grande
stabilit¢ et une toxicité plus faible. L’idée de cibler sélectivement un tissus en utilisant des
immunoliposomes portant des anticorps dirigés contre des marqueurs de surface cellulaires est
¢galement testée. Une premicre étude ciblant le traitement de mélanomes par le fenretinide est

prometteuse (Pagnan et al., 1999).

Le second probléme a résoudre concerne la résistance des cellules tumorales a I’AR.
Chez certains patients, cette acquisition de résistance provient d’une accélération du
catabolisme de I’AR par des enzymes P450 retinoic acid hydroxylase dont Cyp26 dont
I’expression est directement induite par I’AR. L’utilisation d’inhibiteurs de ces enzymes
capables de bloquer le métabolisme de I’AR tels que le liarozole ont été¢ développés (Njar,
2002). Les résultats encourageants obtenus in vitro n’ont pas été confirmés in vivo au cours
des premiers tests cliniques mais la synthése de nouvelles molécules plus sélectives pourrait
résoudre ce probléme (Patel et al., 2004). Enfin, dans le cas d’un grand nombre de tumeurs
solides, I’expression de RARP est réprimée, causant une résistance ou plutot une absence de
réponse a ’AR. Cette répression met un jeu des mécanismes €pigénétiques tels que la
méthylation ou I’hyperacétylation du promoteur de RARP (voir paragraphe II1.2.2).
L’utilisation d’inhibiteurs de méthyltransférase ou de HDAC permet de restaurer 1’expression
de RARP et la sensibilité des cellules a I’AR. On peut donc imaginer que la combinaison de
ces molécules avec ’AR en thérapie pourrait sensibiliser certains cancers a [’action

antitumorale de I’AR (Freemantle et al., 2003).
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IV. Effets anti-tumoraux des rétinoides: implication sur la

prolifération, différenciation et apoptose des cellules.

L’action anti-tumorale des rétinoides ne se limite pas aux cellules APL : ils peuvent en
effet réguler la prolifération, différenciation et apoptose de différentes cellules cancéreuses
incluant notamment les neuroblastomes, cancer du sein, des poumons et leucémies AML non-
APL (Bruel et al., 1995; Liu et al., 1996¢; Melino et al., 1997; Nagy et al., 1995; Spanjaard et
al., 1997). L’un des grands enjeux qui restent a explorer dans le domaine des rétinoides
concerne les mécanismes par lesquels ils parviennent a réguler ces différents phénomeénes
cellulaires. En d’autres termes, quels sont les génes cibles induits de maniére directe ou
indirecte par le traitement des rétinoides et quels sont leurs effets sur les cellules ? Ce chapitre
traitera dans un premier temps les aspects de prolifération ou différenciation. L’apoptose
ayant été un sujet majeur d’étude dans mon travail de thése, un sous-chapitre plus détaillé lui

sera consacre.
1. Arrét de la prolifération et différenciation induits par les rétinoides.

De nombreuses études se sont donc focalisées sur la régulation de 1’expression des
geénes connus pour étre impliqués dans le contrdle du cycle cellulaire et de la différenciation.
Plus récemment, la technologie des puces a8 ADN a permis d’analyser a plus grande échelle
les catégories de geénes surexprimés ou au contraire réprimés lors d’un traitement par les
rétinoides. Un grand nombre de données est donc a présent disponible mais nécessite de plus
amples analyses et des confirmations fonctionnelles. Ainsi, Meani et al. ont récemment
démontré que plus de 1000 génes sont dérégulés dans des blastes de patients APL suite au
traitement par ATRA (Meani et al., 2005). Parmi ces génes, une grande partie sont impliqués
dans la régulation de I’hématopoicse (telles que les voies Notch et Wnt) et de fonctions
spécialisées des neutrophiles matures (inflammation, réponse immunitaire). On observe
¢galement la modulation de I’expression de 32 génes impliqués dans les modifications de la
chromatine. De maniere trés intéressante, 1’utilisation d’une lignée stable de cellules U937
exprimant la protéine de fusion PML-RARa de maniere inductible démontre que la grande
majorité¢ des genes identifiés sont modulés par ATRA seulement en présence de la protéine de
fusion (Meani et al., 2005). Ceci prouve sans équivoque que PML-RARa régule la

transcription en réponse a ATRA par un mécanisme différent de RARa et cible un plus grand
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de la progression des cellules dans le cycle cellulaire.
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nombre de génes comme il avait été proposé par d’autres équipes (Kamashev et al., 2004;
Segalla et al., 2003). Une étude comparative réalisée dans des cellules NB4 et HL-60 (lignée
my¢loide dépourvue de la protéine de fusion) confirme ces déductions : elle démontre en effet
que certains génes sont régulés dans les deux lignées mais qu'un nombre bien supérieur de
genes sont modulés en présence de PML-RARa (Lee et al., 2002). Ces études ont permis
I’identification de facteurs clé¢ impliqués dans le controle de la prolifération et de la

différenciation.

Dans les 2 lignées myéloides NB4 et HL-60, on observe une induction de 1’expression
des genes de la famille C/EBP (CCAAT/Enhancer-Binding Protein) par un traitement a I’AR
(Gery et al., 2004; Park et al., 1999). Ces protéines sont des facteurs de transcription
impliqués dans la prolifération et différenciation de différents types cellulaires dont les
neutrophiles. Les membres C/EBP et C/EBPe sont des cibles directes de PML-RARa. Elles
sont induites lors du traitement par I’AR et sont nécessaires a 1’induction de la différenciation
(Duprez et al., 2003; Truong et al., 2003). De plus, la réexpression de C/EBPf et C/EBPg peut
réverser le phénotype APL de souris transgéniques. Ceci démontre 1’'importance de la
répression de ces protéine par PML-RARo dans le processus d’oncogénese. Peu
d’informations sont disponibles concernant les génes impliqués dans la différenciation induite
par les rétinoides dans les cellules issues de tumeurs solides. L’induction de 1’expression de
Wnt-5a par les rétinoides dans les cellules de neuroblastome a été corrélée avec I’induction de

la différenciation mais sa contribution exacte reste a déterminer (Blanc et al., 2005).

Le contrdle du cycle cellulaire est assuré par plusieurs familles de protéines dont les
cyclines et leurs kinases associées (CDK) ainsi que 2 familles d’inhibiteurs de CDK : la
famille Cip/Kip qui comprend notamment p21 et p27 et la famille INK dont les membres les
plus fréquents sont pl5, pl6 et p19 (voir figure 14 et pour revue (Lundberg and Weinberg,
1999). Des modifications d’expression ou d’activité de ces différentes protéines influent sur la
progression dans le cycle cellulaire. Il n’est donc pas surprenant de constater qu’elles peuvent
étre la cible d’un traitement a I’AR.

Dans le cas de I’APL, un traitement par I’AR restaure la différenciation des cellules
dans la voie my¢locytaire et induit de maniere concomitante un arrét des cellules en phase G1
du cycle cellulaire. Au niveau moléculaire, Casini et al. associent ces effets biologiques a une

augmentation de p21 qui aurait 2 activités indépendantes : il induirait en effet un arrét dans le
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cycle par son activité¢ d’inhibition des CDK mais il serait également impliqué dans I’induction
de la différenciation. En effet, ’expression d’'un ADN antisens a p21 inhibe la différenciation
des cellules (Casini and Pelicci, 1999). D’autres études ont également recensé cette induction
de p21 et ont identifi¢ un élément de réponse a I’AR dans son promoteur, impliquant une

régulation transcriptionnelle directe (Liu et al., 1996a).

L’expression de I’inhibiteur de CDK p27 est augmentée suite au traitement rétinoide
dans des neuroblastomes, cancers du poumons ou cellules myéloides (Borriello et al., 2000;
Dimberg et al., 2003; Hsu et al., 2000). Cette augmentation d’expression intervient via une
induction de la transcription (Matsuo et al., 2001) mais plus souvent via une stabilisation de la
protéine due a une inhibition de la voie de dégradation du protéasome (Borriello et al., 2000).
L’expression d’autres effecteurs tels que les oncogénes c-Myc ou n-Myc sont également
fréquemment altérées (Dimberg et al., 2003; Matsuo et al., 2001). Il en est de méme pour les
couples cyclines/CDK dont I’expression et activité est modulée au cours du traitement par
I’AR (pour revue, voir (Niles, 2004)). 11 est cependant difficile de discriminer parmi ces effets

si ils représentent plutdt les causes ou les conséquences de ’arrét de la prolifération.

Enfin, les effets antiprolifératifs et différenciatifs des rétinoides peuvent étres médiés
par différentes voies de signalisation telles que les MAPK ou Akt. Par exemple, une
diminution de la phosphorylation de Erk est responsable en partie de I’effet antiprolifératif de
I’AR dans des lignées de cancer du sein (Nakagawa et al., 2003) alors qu’une augmentation
de cette phosphorylation est au contraire nécessaire a la différenciation myéloide ou neuronale
induite par I’AR (Singh et al., 2003; Yen et al., 1998). La méme dualité est observée pour la
voie PI3K/akt. Cette voie est en effet altérée lors des traitement rétinoides dans les cellules de
cancer du sein (del Rincon et al., 2003). Au contraire, la différenciation des cellules HL-60
s’accompagne d’une induction de I’expression et de 1’activité de I’isoforme PI3K C2b
(Visnjic et al., 2002). L’activation de la voie PI3K/akt est également nécessaire a la

différenciation des cellules de neuroblastomes SH-SY5Y (Lopez-Carballo et al., 2002).

Ceci résume de maniere non exhaustive les différents génes ou voies de signalisation
ciblés par les traitements rétinoides et impliqués dans la prolifération et/ou différenciation des
cellules traitées. Il apparait clairement qu’aucun schéma type ne peut étre déduit de ces
¢tudes. Chaque type cellulaire semble en effet utiliser des mécanismes différents mais qui

aboutissent au méme résultat, c’est-a-dire ’inhibition de croissance des cellules tumorales
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traitées (pour revue, (Niles, 2004)). De nombreuses études sont en cours et I’analyse des
puces a ADN réalisées sur des tissus différents devrait permettre une meilleure

compréhension des mécanismes moléculaires induits par I’AR.

2. L’apoptose : modulation par les rétinoides.

L’arrét de la prolifération et/ou la différenciation induit par I’AR peuvent étre suivis par
la mort par apoptose des cellules traitées. L’AR peut en effet moduler I’expression ou
I’activité de différents composants de la machinerie apoptotique. Cependant, cette machinerie
est trées complexe et fait intervenir un grand nombre de participants. Les prochains
paragraphes font un état des lieux de ce qui est connu a I’heure actuelle sur 1’apoptose au
niveau mécanistique en insistant sur les voies impliquées dans 1’apoptose induite par les

rétinoides.

2.1. Description.

L’apoptose est par définition une mort cellulaire programmée et s’oppose au
phénomene de mort par nécrose. C’est un processus actif qui conduit a la destruction d’une
cellule en suivant un programme moléculaire coordonné bien déterminé. Elle se traduit au
niveau morphologique par une vésicularisation de la membrane plasmique, un rapetissement
de la cellule, une fragmentation des protéines, la condensation de la chromatine et la
dégradation de I’ADN. Au niveau physiologique, les débris cellulaires sont rapidement
¢liminés par phagocytose.

L’apoptose représente un moyen pour I’organisme de controler ’homéostasie tissulaire
mais également de se débarrasser des cellules potentiellement dangereuses comme les cellules
cancéreuses. Ainsi, une dérégulation du processus apoptotique, par exces ou par défaut, peut
conduire a des pathologies telles que les maladies neurodégénératives ou les cancers,
respectivement. Les cellules cancéreuses, par différents mécanismes, échappent au processus
apoptotique et proliférent de maniére incontrolée. Une stratégie de traitement des cancers

consiste a induire I’apoptose de ces cellules en utilisant des agents chimiothérapeutiques.
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Figure 15 : Les principales caspases chez les mammiféres.

Les caspases sont divisées en 2 groupes : les caspases initiatrices qui sont
activées directement en réponse au stimulus apoptotique et les caspases
effectrices qui sont activées par les caspase initiatrices. Les caspases initiatrices
contiennent des domaines d’interaction nécessaires a leur recrutement dans des
complexes d’activation : DED pour death effector domain et CARD pour
caspase recruitment domain. Les fleches indiquent les différents sites de
clivage. Les sites de clivages sont représentés ainsi que les 4 hélices qui forment
le sillon catalytique(L1-L4).

D’aprés Riedl et al 2004.
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2.2. Vue générale de I’apoptose : deux voies apoptotiques principales et

de nombreux acteurs.

L’apoptose est un processus fondamental qui nécessite une régulation et une
coordination trés fines de différents programmes. Deux voies principales qui agissent en tant
que capteur de signaux apoptotiques sont capables de transmettre le signal de mort cellulaire.
La voie intrinseéque est activée suite aux dommages intracellulaires et la voie extrinséque est

activée en réponse a des cytokines et signaux extracellulaires.

2.2.1. Les caspases : exécuteurs de I’apoptose.

Ces deux voies d’apoptose controlent 1’activation des caspases, protéines qui ont un role
essentiel dans la propagation et I’exécution du signal apoptotique (pour revue, voir (Riedl and
Shi, 2004). Les caspases sont une famille conservée de protéase a cystéine qui clivent
spécifiquement leurs substrats apreés un aspartate (d’ou leur nom). Il existe 2 familles de
caspase : les caspases initiatrices (caspases 8, 10, 9 et 2) qui sont activées au sein de
complexes protéiques suite au stimulus apoptotique et les caspases effectrices chargées du
clivage protéolytique d’un grand nombre de cibles cellulaires (caspases 3, 6 et 7) (figure 15).
Toutes les caspases sont produites en tant que zymogene inactif et doivent étre activées par
clivage protéolytique. Lorsque les caspases initiatrices sont activées, elles induisent
I’activation des caspases effectrices 3, 6 et 7 qui induisent le clivage de nombreuses protéines
cibles, résultant dans le démantélement complet de la cellule. Parmi ces cibles, on trouve entre
autres PARP (poly ADP-ribose polymérase) dont le clivage est souvent utilisé en tant que
marqueur apoptotique et ICAD dont la destruction permet ’activation de CAD (Caspase-
activated DNAse) responsable de la fragmentation de I’ADN.

2.2.2. Deux voies apoptotiques principales.

(La figure 16 illustre le contenu de ce paragraphe)

La voie apoptotique extrinséque est induite au niveau de la membrane cytoplasmique
par les ligands de mort de la famille du TNFa comprenant le TNFo lui-méme, Fas/Apol
ligand (FASL) ou Apo2L/TRAIL (TNFa-Related Apoptosis-Inducing Ligand). La liaison de
ces ligands a leurs récepteurs respectifs induit leur oligomérisation, le recrutement de

molécules adaptatrices qui elles-méme recrutent les procaspases initiatrices 8 et 10. Le
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Figure 16 : Deux voies principales d’activation de I’apoptose.

La voie extrinseque est initiée a la surface cellulaire par des ligands de la famille du
TNFa et se propage a travers I’activation d’un complexe DISC (Death inducing signalling
complex). La voie intrinséque est initiée au niveau de la mitochondrie par la
perméabilisation de la membrane mitochondriale, le relargage de protéines pro-
apoptotiques et I’activation d’un complexe apoptosome. Dans ces 2 complexes, les
caspases initiatrices (caspases 8, 9, et 10) sont activées et activent a leur tour les caspases
effectrices responsables du clivage des différents substrats cellulaires conduisant a
I’apoptose.

D’apreés E. Wilhelm.
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complexe ainsi formé est appelé¢ le DISC pour Death Inducing Signalling Complex. A
I’intérieur du DISC, les caspase 8 et 10 sont activées et déclenchent la cascade apoptotique en

clivant les caspases effectrices.

La deuxiéme voie apoptotique, ou voie intrinséque est activée en réponse a des
dommages intracellulaires tels que des atteintes au niveau de I’ADN, 1’activation de voies de
stress ou encore ’irradiation par les UV. Tous ces différents stimuli convergent au niveau de
la mitochondrie, conduisent a la perméabilisation de la membrane mitochondriale externe et
au relargage dans le cytoplasme de certaines protéines proapoptotiques dont le cytochrome c.
Le cytochrome c se lie a Apafl et a une autre caspase initiatrice, la procaspase 9 pour former
I’apoptosome. Celui-ci permet 1’activation de la caspase 9 qui ensuite induit le clivage des
caspases effectrices. Une famille de protéines, la famille de Bcl-2, comprend des membres
anti et proapoptotiques qui vont moduler positivement ou négativement le signal de mort au

niveau de la mitochondrie.

Dans certaines cellules, 1’activation de la caspase 8 est faible et insuffisante pour induire
le clivage de la caspase 3. Dans ce cas, afin de propager le signal apoptotique, la caspase 8
activée clive la protéine Bid, un membre pro-apoptotique de la famille de Bcl-2 qui, une fois
tronquée, est transloquée a la membrane mitochondriale et active la voie intrinséque. Bid fait
ainsi le lien entre les 2 voies d’induction de 1’apoptose et permet 1’amplification du signal

apoptotique initié par la caspase 8.

2.2.3. Les verrous.

La survie cellulaire dépend d’un équilibre fragile entre les facteurs qui induisent
I’apoptose et ceux qui I’inhibent. Différentes voies et familles de protéines vont ensemble
assurer un seuil pour I’induction de 1’apoptose et permettre ainsi qu’elle ne soit induite qu’en
réponse a des signaux appropriés. Deux familles de régulateurs de 1’apoptose, FLIP et IAP
constituent une sorte de verrous de sécurité et ont pour role d’inhiber la mort cellulaire en

inhibant 1’activation des caspases.

Les protéines FLIPs (FLIPL et FLIPS) sont des homologues de la caspase 8 dépourvues

d’activité catalytique (Scaffidi et al., 1997). Elles agissent comme dominant négatif de la
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caspase 8 et sont recrutées par FADD au niveau du DISC. Elles représentent ainsi des
inhibiteurs puissants de 1’action apoptotique de TRAIL (Irmler et al., 1997). Cependant, de
part cette activité anti-apoptotique, elles représentent un moyen pour les cellules cancéreuses
d’échapper a 1’apoptose et la surexpression des protéines FLIP acompte pour la résistance de
nombreuses cellules cancéreuses a ’action apoptotique de TRAIL (pour revue : (Roth and

Reed, 2004)).

Les protéines de la famille des IAPs, parmi lesquelles cIAP1, cIAP2, XIAP ou la
survivin sont des pan-inhibiteurs des caspases et peuvent ainsi agir sur les 2 voies
mitochondriales ou extrinséques (pour revue, voir (Deveraux and Reed, 1999)). Elles se lient
aux caspases via leur domaine BIR et inhibent ainsi leur homodimérisation comme dans le cas
de la caspase 9 ou leur liaison aux substrats dans le cas des caspases effectrices. Leur
expression ou activité peut étre régulée a différents niveaux. Elles peuvent en effet étre
inhibées par Smac/Diablo, une protéine pro-apoptotique séquestrée dans la mitochondrie, ou
dégradées par le protéasome suite a un signal apoptotique. cIAP-1 et cIAP-2 interagissent
¢galement avec les protéines TRAF au niveau de la partie cytoplasmique du récepteur au TNF
et participent a ’activation de la voie NF-kB suite a des signaux de survie. NF-kB induit
ensuite la transcription des génes anti-apoptotiques dont ceux codant pour les IAPs (de Graaf
et al., 2004). Ceci ¢tablit I’existence d’une boucle de régulation positive ou I’induction des

[APs amplifie le signal antiapoptotique par I’induction de génes de survie additionnels.

2.2.4. Modulation de I’apoptose par des facteurs de transcription.

L’apoptose peut étre régulée par I’activation transcriptionnelle de certains acteurs
impliqués dans les différentes voies citées précédemment. Des signaux intra ou
extracellulaires vont activer des voies de signalisation et aboutir a I’activation de facteurs de
transcription. Ceux-ci vont répondre par la transactivation de génes pro ou anti-apoptotiques
selon la nature du signal regu. Deux exemples, NF-kB et p53 seront développés dans ce

paragraphe.

NFkB a de nombreuses activités dans la cellule parmi lesquelles I’inhibition de

I’apoptose. NFkB est composé de dimeres de protéines de la famille NFkB/Rel. 11 est
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séquestré dans le cytoplasme des cellules par son interaction avec IkB. Suite a une
stimulation, kB est phosphorylé et NFxB est transloqué dans le noyau ou il se lie a ses
¢léments de réponse situés dans la région promotrice de ses geénes cibles. Ces génes cibles
incluent de nombreuses protéines anti-apoptotiques telles que cIAP 1 et 2, TRAF 1 et 2, Bfll,
Bcl-X1 et FLIP. Cependant, NFkB contréle également I’activation de certains geénes pro-
apoptotiques tels que Fas, FasL et les 2 récepteurs de TRAIL DR4 et DRS. NFkB peut étre
recruté au niveau du DISC par RIP qui sert ainsi d’adaptateur entre le récepteur au TNF et la
voie de survie de NFkB (pour revue générale sur NFxB, voir (Shishodia and Aggarwal,

2004)).

P53 est un suppresseur de tumeur trés fréquemment muté dans les cancers. Il agit en
inhibant la progression dans le cycle cellulaire ou en induisant I’apoptose lorsque la cellule
recoit un signal de stress tel qu'un oncogeéne ou un dommage a I’ADN. P53 est normalement
située dans le cytoplasme ou elle est ubiquitylée par MDM2 et ciblée vers le protéasome.
Lorsqu’un signal de stress survient, I’ubiquitylation est supprimée et p5S3 ainsi stabilisée est
accumulée dans le noyau. Elle peut alors réguler la transcription de nombreux génes pro-
apoptotiques tels que DRS5, bax, Apaf-1 ou PUMA et ainsi conduire la cellule vers I’apoptose.
P53 est ainsi souvent activée par les agents chimiothérapeutiques (pour revue générale sur p53

(Bode and Dong, 2004; Slee et al., 2004)).

Les prochains paragraphes vont détailler de maniére plus précise les deux voies
d’apoptose et pour commencer, la voie apoptotique extrinseque. Comme nous avons
démontré un role fondamental de TRAIL dans 1’apoptose induite par les rétinoides cette voie

sera détaillée dans le contexte particulier de TRAIL et ses récepteurs.

2.3. L’apoptose induite par TRAIL.

TRAIL est un des membres de la superfamille du TNFa et a été cloné en 1995 par 2
groupes différents de part son homologie de séquence avec FasL et TNFo (figure 17) (Pitti et
al., 1996; Wiley et al., 1995). Comme les autres récepteurs de mort, TRAIL est une protéine

membranaire de type 2 qui existe aussi sous forme soluble suite a un clivage protéolytique.
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en pointillé représentent des interactions plus faibles. Les losanges représentent
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est encadré en rouge.

Zoom sur la zone du DISC et transduction du signal par les récepteurs de mort.
Le DD est représenté en rouge et le DED (death effector domain) en vert.

D’aprés Ashkenazi 2002
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Chez I’homme, TRAIL peut interagir avec 5 récepteurs appartenant tous a la superfamille des
récepteurs au TNF (figure 17). Les récepteurs DR4 (TRAIL-R1) (Pan et al., 1997b) ou DR5
(TRAIL-R2) (Walczak et al., 1997) contiennent tous les deux dans leur partie cyoplasmique
un domaine protéique particulier appelé¢ domaine de mort (DD pour death domain) capable de
transmettre le signal apoptotique. Les autres récepteurs sont des récepteurs leurre, ¢’est-a-dire
qu’ils peuvent lier TRAIL mais ne peuvent pas transmettre le signal apoptotique. DcR1
(TRAIL-R3) est ancré a la membrane par une molécule phospholipidique et ne possede pas de
DD (Degli-Esposti et al., 1997b; MacFarlane et al., 1997; Pan et al., 1997a; Sheridan et al.,
1997). DcR2 possede un DD tronqué et incapable de transmettre le signal apoptotique (Degli-
Esposti et al., 1997a; Marsters et al., 1997). La surexpression de ces 2 récepteurs leurre inhibe
I’apoptose induite par TRAIL (Marsters et al., 1997). Le dernier récepteur appelé
osteoprotegerin (OPG) est un récepteur soluble qui a d’abord été identifié comme récepteur de
RANKL, un autre membre de la superfamille du TNF, puis de TRAIL (Emery et al., 1998).
Cependant, I’affinit¢é de I’OPG pour TRAIL est trés faible et la connection physiologique

entre les 2 protéine n’a pas ¢té clairement établie (Truneh et al., 2000).

De la méme maniére que les autres membres de la famille du TNF, TRAIL forme un
homotrimeére et se lie a 3 molécules de récepteur (Hymowitz et al., 1999). Un atome de Zinc
li¢ par des cystéines au niveau du trimere est essentiel pour la stabilité et I’activit¢ de TRAIL
(Bodmer et al., 2000b; Hymowitz et al., 2000).

La liaison de TRAIL a ses récepteurs DR4 et DRS5 induit le recrutement de protéines
adaptatrices contenant également un DD telle que FADD. FADD contient un deuxiéme
domaine protéique important, le DED (Death effector domain) nécessaire au recrutement des
procaspases 8 et 10 et donc a la formation du DISC (Bodmer et al., 2000a; Kischkel et al.,
2000; Sprick et al., 2000) (figure 17 B). La grande proximité des molécules de procaspase
initiatrice a I’intérieur du DISC permet leur activation par autoclivage ou clivage catalytique
mutuel (Muzio, 1998). Le clivage de la caspase 8 est effectué en deux étapes consécutives
produisant les sous-unités actives p10 et p18 (pour revue, voir (Riedl and Shi, 2004)) qui sont
ensuite relarguées dans le cytosol ou elles activent les caspases effectrices. La Caspase 10 a
une structure homologue a la caspase 8 et sa présence au niveau du DISC a été longtemps
controversée. Des études récentes suggerent qu’elle y est effectivement recrutée (Sprick et al.,
2002; Xiao et al., 2002). Elle peut transmettre le signal apoptotique dans des cellules casp 8-/-
mais ne compense cependant pas totalement cette perte de fonction de la caspase 8 (Xiao et

al., 2002).
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Des versions alternatives du DISC ont été décrites et sont responsables de la
transmission de signaux de survie. En effet, la liaison des récepteurs DR4 et DR5 a RIP
(Receptor Interacting Protein) au sein du DISC active la voie de NF-kB (Chaudhary et al.,
1997) responsable d’un effet prolifératif induit par TRAIL (Ehrhardt et al., 2003).

L’intérét porté a TRAIL ces derniéres années a été renforcée par le fait que son action
apoptotique semble cibler les cellules cancéreuses tout en épargnant les cellules saines
(Ashkenazi and Dixit, 1999; Walczak et al., 1999)(pour revue, voir (Yagita et al., 2004)) De
plus, de nombreuses données incluant des résultats obtenus par 1’invalidation de TRAIL dans
les souris vont dans le sens d’un réle physiologique de TRAIL dans la surveillance des
tumeurs (Cretney et al., 2002; Sedger et al., 2002; Takeda et al., 2001; Takeda et al., 2002).
De maniere importante, le traitement par TRAIL recombinant induit la régression des tumeurs
sans effets cytotoxiques majeurs dans des modeles animaux de cancer (Ashkenazi et al., 1999;
Walczak et al., 1999). Une synergie entre TRAIL et de nombreuses molécules anti-cancer a
été¢ également démontrée dans ces mémes modeles. 11 semble donc que TRAIL soit un
candidat idéal pour le traitement des cancers. Dans ce contexte, différentes formes de TRAIL
recombinant ou des molécules ciblant les récepteurs de TRAIL (anticorps anti-DRS) sont

actuellement en cours d’essais cliniques.

2.4. La voie apoptotique mitochondriale.

Dans la plupart des cas d’apoptose observés, la mitochondrie joue un réle central, que
ce soit en initiant le processus d’apoptose ou pour I’amplifier.

Une perméabilisation de la membrane mitochondriale externe est en effet observée de
mani¢re précoce dans le processue d’apoptose. En conséquence, le potentiel
transmembranaire (AWm) nécessaire a la production d’ATP est dissipé. Ainsi, cette
perméabilisation va participer au processus d’apoptose par au moins 3 mécanismes : la perte
des fonctions mitochondriales comme la production d’énergie, le relargage de protéines
stockées dans I’espace intermembranaire et impliquées dans 1’activation des caspases telles
que le cytochrome c, mais aussi le relargage de protéines capables d’induire 1’apoptose

indépendament des caspases telles que AIF (figure 18).
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Figure 18 : Activation de la voie mitochondriale apoptotique.
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Différentes molécules pro-apoptotiques (a gauche) agissent sur différents « récepteurs »
mitochondriaux, ceci conduisant a la perméabilisation de la membrane mitochondriale.
Cette perméabilisation induit ensuite différents événements résultant a la mort cellulaire
par apoptose.

D’aprés Mattson et al 2003.
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2.4.1. Mécanisme de la perméabilisation de la membrane

mitochondriale externe.

La perméabilisation de la membrane mitochondriale représente un « point de non
retour » dans I’induction de I’apoptose. Cependant, le mécanisme précis responsable de cette
perméabilisation n’est toujours pas clairement établi. Certaines observations ont conclu a
I’implication de différents mécanismes qui peuvent varier selon le type cellulaire et le

stimulus recu (ex : messagers lipidiques, le Ca2+ou 1’oxide nitrique).

e Hypothése du PTP.

L’un des mécanismes mis en jeu lors de la perméabilisation repose sur la formation d’un
pore ou canal au niveau de la membrane interne nommé PTP (permeability transition pore).
Ce modele est hypothétique mais le PTP serait composé entre autres de ’ANT (Adenine
Nucleotide Transporter) localisé sur la membrane interne mis en relation avec le VDAC
(Voltage Dependent Anion Channel) localis¢ sur la membranne externe (pour revue.
(Desagher and Martinou, 2000, Mattson, 2003 #250)). L’ouverture de ce pore par différents
stimuli permettrait le passage d’eau ainsi que des molécules inférieures a 1,5 KD. Ceci
conduit a la perte du potentiecl AYm en conséquence d’un équilibre des ions de chaque coté de
la membrane. De plus, ’entrée d’eau va induire la dilatation et ainsi la rupture de la
membrane interne. Cependant, des données récentes suggerent que le cytochrome c et
d’autres protéines apoptotiques pourraient étre relarguées par un mécanisme indépendant du

PTP (Shinohara et al., 2002).

e La famille de Bcl-2.

La perméabilisation de la membrane mitochondriale est également régulée par les
membres de la famille de Bcl-2. Les membres de cette famille sont caractérisés par la
présence de motifs conservés appelés domaines d’homologie a Bcl-2 (domaines BH) allant de

1 a4 (voir figure 19, et pour revue (Desagher and Martinou, 2000, Scorrano, 2003 #254)).

Une premiére sous-famille comprenant Bcl-2, Bel-XL, Mcl-1 ou encore Al (Bfll)

expriment les 4 domaines BH et possédent une activité anti-apoptotique. En effet, la

46



ANTI-APOPTOTIQUE

BH4 BH3 BH1 BH2 TM
BCL-2
BCL-X,
BCL-W
MCL-1
A1/BFL-1
BOO/DIVA
NR-13

PRO-APOPTOTIQUE

"Multidomain"

BAX
BAK
BOK/MTD

"BH3-only"
BID
BAD
BIK/NBK
BLK
HRK
BIM/BOD
BNIP3
NIX
NOXA

Figure 19 : les membres de la famille de Bel-2.

Représentation schématique des différents membres de la famille de Bcl-2
regroupes en différentes sous-famille : les membres anti-apoptotiques et les
membres pro-apoptotiques. Ces derniers sont divisés en 2 catégories : ceux qui
possedent plusieurs domaines BH (Bcl-2 Homology ) et ceux qui ne possedent
que le domaine BH3 (appelés BH3 only).

D’aprés Scorrano et al 2003.
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surexpression de ces protéines dans un grand nombre de cellules permet d’inhiber 1’apoptose
induite par différents stimuli, et ceci en bloquant le relargage du cytochrome ¢ (Kluck et al.,

1997; Yang et al., 1997).

La deuxieme sous-famille comprend les membres pro-apoptotiques de la famille et sont
caractérisés par 1’absence du domaine BH4. Elle peut étre sous-divisée entre les membres qui
contiennent les domaines BHI 4 BH3 (ex : Bax, Bak) et ceux qui ne contiennent que le
domaine BH3 appelés « BH3 only » (Ex : Bid, Bim, Bad, Puma ). Les cellules déficientes en
bax et bak sont résistantes a un grand nombre de stimuli apoptotiques, indiquant que ces 2
protéines sont essentielles pour I’apoptose (Cheng et al., 2001; Wei et al., 2001). Le domaine
BH3 de Bax et Bak est essentiel pour leur fonction pro-apoptotique et leur permet également
d’oligomériser (Suzuki et al., 2000). Dans des cellules saines, Bax est localis¢ dans le
cytoplasme. Suite a un stimulus apoptotique, il opére un changement conformationnel et
s’inseére dans la membrane mitochondriale ou il oligomérise (Wolter et al., 1997). Cette étape
conduit a la perméabilisation de la membrane mitochondriale certainement par la formation
de pores lipidiques (Kuwana et al., 2002) et conduit au relargage du cytochrome c. Bak est
quant a lui constamment inséré dans la membrane mitochondriale mais observe aussi un

changement conformationnel suite au stimulus apoptotique (Griffiths et al., 1999).

Les membres anti-apoptotiques de la famille de Bcl-2 ont la capacité d’hétérodimériser
avec les membres pro-apoptotiques et ceci représenterait leur principal moyen d’inhiber

I’apoptose (Oltvai et al., 1993; Sedlak et al., 1995; Yin et al., 1994).

Les stimuli apoptotiques qui vont ainsi modifier les protéines Bax et Bak sont transmis
par les membres proapoptotiques « BH3 only ». Ces protéines sont en fait des capteurs qui
intégrent le message apoptotique provenant de différentes voies pour le connecter a la
machinerie mitochondriale (figure 20). Par exemple, un dommage au niveau de I’ADN active
p53 qui induit la transcription des génes de Noxa et Puma (Villunger et al., 2003). C’est
¢galement ainsi que la voie extrinséque induite par les récepteurs de mort (dont TRAIL) est
connectée a la voie mitochondriale. En effet, suite a son activation au sein du DISC, la
caspase 8 induit le clivage de Bid sous une forme tronquée (tBid) qui est alors transloquée a la
mitochondrie (Luo et al., 1998). tBid est ensuite capable, par un mécanisme encore mal défini,
d’induire le changement conformationnel de Bax et sa translocation a la mitochondrie ainsi

que I’oligomérisation de Bak (Korsmeyer et al., 2000; Wei et al., 2000). Les autres membres
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Figure 20 : Role des différents membres de la famille de bcl-2 dans
I’apoptose.

Les membres « BH3-only » sont des capteurs qui servent de relai entre les signaux
apoptotiques et la mitochondrie. lls agissent soit directement sur les membres pro-
poptotiques bax et bak soit en antagonisant les fonctions des protéines anti-
apoptotiques telles que Bcl-2 ou Bcl-XL. Suite a I’intégration de ces signaux
apoptotiques, Bax et Bak oligomérisent pour faciliter le relargage dans le
cytoplasme des protéines pro-apoptotiques telles que le cytochrome ¢ (cyt c),
I’endonucléase G (endo-G), apoptosis-inducing factor (AlF) ou smac/Diablo. Ces
facteurs exécutent ensuite I’apoptose de la cellule par des phénomenes dépendants
ou indépendants des caspases.

D’aprés Chan et al 2004.
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« BH3 only » telles que bad ou bik ne peuvent pas activer directement bax et bad mais se lient
a Bcl-2 ou a d’autres membres anti-apoptotiques afin d’y déplacer les membres « BH3 only »

(Letai et al., 2002). Ainsi, le tBid séquestré par Bcl-2 est libéré et peut activer Bax et Bad.

Dans une vue d’ensemble, les membres « BH3 only » sont disséminés dans la cellule et
captent les moindres signaux apoptotiques ou de stress (figure 20). IIs servent ainsi de relai et
transmettent ensuite ces signaux aux autres membres pro et antiapoptotiques de la famille de
Bcl-2, et lintégrité de la membrane mitochondriale n’est plus assurée. De part leur rdle
central dans 1’apoptose, ces protéines peuvent étre la cible de nombreuses régulations au
niveau de leur activité ou de leur niveau d’expression. Ceci induit ainsi une rupture de
I’équilibre entre les membres pro et anti apoptotique et conduit & I’induction de 1’apoptose ou

au contraire la survie des cellules.

e Oxide nitrique et dérivés d’oxygénes actifs.

La perméabilisation de la membrane mitochondriale peut étre également régulée par un
grand nombre de voies de stress et de seconds messagers apoptotiques. Parmi ces molécules,
on trouve 1’Oxide Nitrique (NO) et les dérivés d’oxygene actifs nommés ROS (Reactive

Oxygen Species) qui ont été impliqués dans I’apoptose induite par les rétinoides.

Les ROS (ex : les anions superoxide, les peroxides d’hydrogen) sont majoritairement
produits au niveau de la mitochondrie par la chaine de respiration. Un exceés de ROS conduit a
un stress oxydatif qui peut induire 1’apoptose de la cellule. L implication des ROS en tant que
molécules signalisantes est un concept plutot récent et le mécanisme ou les mécanismes par
lesquels ils conduisent a 1’apoptose ne sont pas clairement définis. Cependant, il est clair
qu’ils agissent en amont du relargage du cytochrome c en favorisant la perméabilisation de la

membrane mitochondriale (pour revue (Fleury et al., 2002)).

Le NO est synthétisé¢ a partir de I’arginine par une famille d’enzymes nommeées NO
Synthase. Deux d’entre elles, la eNOS (endothéliale) ou la nNOS (neuronale) sont
constitutivement exprimées alors qu’il existe une forme inductible, la iNOS. L’existence
d’une NOS mitochondriale (mtNOS) potentielle est trés controversée (pour revue (Moncada
and Erusalimsky, 2002). La formation de NO peut influencer la transcription de genes,

moduler la réponse immunitaire et également induire 1’apoptose des cellules productrices. De
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la méme fagon que pour les ROS, les mécanismes impliqués dans I’apoptose induite par le
NO sont peu connus mais permettent d’affirmer qu’ils impliquent en partie la mitochondrie.
D’une part, la combinaison du NO avec les radicaux d’oxygeéne conduit a la formation de
peroxynitrite, un oxydant puissant qui peut agir sur la mitochondrie comme les autres ROS.
NO peut également se lier et ainsi inhiber une enzyme de la chaine respiratoire, la cytochrome
¢ oxydase. De nombreuses évidences montrent qu’une inhibition prolongée de la respiration
pourrait causer une diminution du AWm, donc de la production d’ATP et ainsi causer
I’apoptose {Beltran, 2000 #271). D’un autre c6té, il a été montré que 1’activité de certaines
enzymes ¢était inhibée par le NO selon un mécanisme impliquant la s-nitrosylation. Il a été
proposé que I’inhibition d’enzymes participant a la défense antioxidante des cellules pourrait
faciliter I’ouverture du PTP (Halestrap et al., 1997).

En plus de sa fonction d’induire la perméabilisation de la membrane mitochondriale, le
NO peut activer certaines voies de kinases impliquées dans la réponse au stress. Ainsi, le NO
active une voie conduisant a 1’accumulation d’une forme phophorylée, nucléaire et
transcriptionellement active de p53 (Brune and Schneiderhan, 2003; Schneiderhan et al.,

2003) et induit ainsi la transcription de génes tels que p21 ou bax (Ishida et al., 1999).

2.4.2. Relargage des protéines pro-apoptotiques.

Lorsque la membrane mitochondriale est perméabilisée, elle permet le relargage dans le
cytoplasme de protéines proapoptotiques agissant ou non sur 1’activation des caspases (pour
revue (van Gurp et al., 2003). Le prochain paragraphe ne traitera que certaines d’entre elles

(figure 18).

e Voie dépendante des caspases.

Le cytochrome c

Dans les années 1990, il est apparu clairement que le cytochrome ¢ était relargué de la
mitochondrie dans le cytoplasme et ainsi capable d’activer 1’apoptose (Liu et al., 1996b). Il
induit la formation d’un complexe nommé « apoptosome ». Le cytochrome c se lie & Apaf-1
en présence d’ATP. Il convertit Apaf-1 d’une structure monomérique inactive en un
heptameére capable de lier et d’activer 7 dimeres de procaspase 9, ceci formant 1’apoptosome
(Acehan et al., 2002). La caspase 9 comme les caspases 8 et 10 est une caspase initiatrice. Son
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activation conduit a un clivage protéolytique et les fragments actifs vont ensuite permettre
I’activation des caspases effectrices telle que la caspase 3 (pour revue (Riedl and Shi, 2004)).

De maniére surprenante, Marsden et al. ont démontré que des cellules hématopoiétiques de
souris déficientes pour Apaf-1 ou pour la caspase 9 ont la méme capacité a entrer en apoptose
que les cellules sauvages. Ils ont conclu que la mitochondrie agirait comme amplificateur de

la cascade d’activation des caspases plutot que comme initiatrice (Marsden et al., 2002).

Smac/Diablo

La protéine murine Smac et son orthologue humain Diablo sont également relargués de
la mitochondrie au cytoplasme suite a la perméabilisation de la membrane mitochondriale. Ils
agissent sous forme de dimére et contribuent a I’activation des caspases en séquestrant une
famille de protéines, les IAP (Inhibitor of Apoptosis) qui sont des inhibiteurs des caspases
(Du et al., 2000; Verhagen et al., 2000). Smac/Diablo induit donc I’apoptose en libérant les
caspases de I’action inhibitrice des IAPs.

Deng et al. ont démontré que le relargage de Smac/Diablo suite a I’activation de Bax est
nécessaire a I’apoptose induite par TRAIL alors que I’inhibition de la caspase 9 n’a aucun
effet dans ce contexte (Deng et al., 2002). Ceci a démontré pour la premicre fois un
mécanisme par lequel la voie apoptotique mitochondriale pouvait étre impliquée dans
I’apoptose induite par TRAIL et ceci de maniere indépendante de la caspase 9.

D’autres protéines telles que Omi/HtrA2 semblent avoir le méme profil d’action que
Smac/Diablo concernant ’inhibition des IAP et cumulent également d’autres fonctions pour

le moment mal connues (van Gurp et al., 2003).

e Voie indépendante des caspases.

Certaines protéines telles que AIF (apoptosis inducing factor) ou I’endonucléase G sont
elles aussi relarguées de la mitochondrie suite a un signal apoptotique. Elles sont capable de
propager ce signal sans intervenir sur I’activation des caspases (pour revue (van Gurp et al.,

2003).

2.5. Variation du modéle d’activation de I’apoptose.

L’activation de la voie apoptotique intrinséque au niveau de la mitochondrie est le

modele couramment admis. Cependant certaines publications ont rapporté ces dernicres
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années un role de la caspase 2 dans I’activation de cette voie intrinséque. La caspase 2 est une
caspase initiatrice qui contient un domaine CARD dont le role dans la cascade apoptotique
¢tait jusqu’a présent énigmatique et controversé. Lassus et al. ont démontré qu’un stress
cytotoxique induit 1’activation de la caspase 2 et surtout, que cette activation est nécessaire
pour la perméabilisation en aval de la mitochondrie (Lassus et al., 2002). La caspase 2 est
incapable d’activer les caspases effectrices par clivage. Les avis sont partagés sur les moyens
qu’elle utilise pour induire la perméabilisation de la mitochondrie : certains ont démontré
qu’elle serait capable de cliver Bid ou encore d’induire la translocation de Bax et ainsi induire
le relargage du cytochrome c (Guo et al.,, 2002). Elle pourrait également induire la
perméabilisation de la membrane mitochondriale en agissant directement sur cette membrane
sans I’intermédiaire d’autres protéines par un mécanisme encore mal compris (Enoksson et
al., 2004; Robertson et al., 2004). Son mécanisme d’activation était largement inconnu
jusqu’a D’identification récente d’un complexe comprenant entre autres la caspase 2, la
protéine adaptatrice RAIDD et la protéine PIDD (p53-induced protein with a death domain)
(Lin et al., 2000b; Tinel and Tschopp, 2004). La présence de PIDD dans ce complexe ferait le
lien entre le signal génotoxique, 1’activation de p53 et I’activation de la caspase 2 suivie de la

perméabilisation de la mitochondrie.

Au niveau conceptuel, ceci indiquerait que I’apoptose induite par le stress pourrait étre
exécutée par une voie qui fonctionnerait de maniére similaire a celle des récepteurs de mort,
c’est-a-dire ou D’activation de la voie par le signal apoptotique induit I’activation d’une
caspase initiatrice au sein d’un complexe et qui utilise ensuite la mitochondrie pour amplifier
et propager ce signal. L’implication de la caspase 2 dans ’apoptose induite par certains stress
a été confirmée par différentes études mais son importance est encore controversée. La voie
exacte d’activation de cette caspase ainsi que celle qu’elle utilise pour perméabiliser la
membrane mitochondriale reste a déterminer. En particulier, le réle exacte et la composition
du complexe formé avec PIDD demande des études supplémentaires. La compréhension du
mécanisme d’induction de cette voie d’apoptose pourra avoir des implications sur la
compréhension des mécanismes de progression des cancers puisque des déficiences dans la
machinerie apoptotique sont souvent corrélées avec la carcinogéneése. Un meilleur ciblage
thérapeutique par I’utilisation des drogues génotoxiques en chimiothérapie sera également

possible.
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Le modele d’induction de 1’apoptose selon 2 voies intrinséque et extrinséque est
certainement un mod¢le simpliste et le reflet de nos connaissances actuelles des mécanismes
d’induction de I’apoptose.

La découverte du concept de récepteurs a dépendance a mis a jour une troisiéme voie
d’induction de I’apoptose dissociable des 2 premiéres (pour revue, voir (Mehlen and
Bredesen, 2004)). Ces récepteurs a dépendance sont impliqués a la fois dans Ie
développement du systéme nerveux mais également dans la tumorigeneése (Mazelin et al.,
2004). IIs sont caractérisés par leur capacité a induire une double signalisation : en présence
de leur ligand, ils activent un signal de prolifération ou de différenciation alors qu’ils
transduisent un signal apoptotique lorsque ce ligand est absent. La présence de ces récepteurs
génere un état de dépendance de la cellule vis-a-vis du ligand puisque la rupture de la liaison
du ligand sur son récepteur induit I’apoptose de la cellule. L’expression de tels récepteurs est
fréquemment perdue lors de la tumorigénése, la perte de cette dépendance conférant aux
cellules un avantage prolifératif dans un environnement dépourvu du ligand. A présent, plus
de 10 récepteurs remplissent ces critéres de récepteur a dépendance parmi lesquels p75™'™~
(récepteur du NGF), les récepteurs de la nétrine 1 DCC, UNC5HI-2 et-3, le récepteur des
androgénes (AR) ou encore patched, le récepteur de sonic hedgehog. Le mécanisme
d’induction de I’apoptose repose sur le clivage des récepteurs par les caspases actives
générant ainsi un fragment proapoptotique ou 1’exposition de domaines proapoptotiques
préalablement masqués. Dans un cas comme dans 1’autre, ils induisent ’activation des
caspases et I’apoptose des cellules. Récemment, il a été démontré que le récepteur UNCSH2
lorqu’il est clivé par les caspases, recrute et active la kinase DAP qui est en partie responsable
de la transduction du signal apoptotique (Llambi et al., 2005). Comment les caspases sont-
elles activées pour assurer le clivage des récepteurs a dépendance et comment la liaison du

ligand bloque-t-elle cette apoptose restent a déterminer.

La compréhension des mécanismes de I’apoptose a réalisé des progres fulgurants au
cours de la derni¢re décennie. Cependant, la multiplicité des voies et familles de protéine
engagées, I’implication de nombreuses signalisations capables de moduler ces voies rends
difficile I’obtention d’une vision globale de la transduction du signal apoptotique.

Cependant, les progres réalisés permettent déja d’envisager de cibler les molécules
impliquées dans les voies apoptotiques en traitement des cancers. Ainsi, le ligand de mort

TRAIL est actuellement en phase d’essai clinique. D’autres stratégies envisagent 1’utilisation
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de molécules chimiques inhibant 1’action de Bcl-2 ou de molécules d’ADN antisens capables
d’éteindre son expression. En parall¢le, ces études ont permis de montrer que de nombreux
agents chimiothérapeutiques induisent la régression des tumeurs en induisant 1’apoptose des
cellules touchées. La compréhension des voies apoptotiques utilisées par ces agents permettra
d’optimiser les traitements par exemple en cumulant I’utilisation d’agents induisant des effets

différents mais synergiques.

2.6. Quelles sont les cibles de I’AR parmi ces voies apoptotiques ?

De nombreux travaux ont conclu a un effet apoptogénique de I’AR dans les cellules
cancéreuses telles que les leucémies, cancer du sein, neuroblastomes, des mélanomes, ou
encore le cancer des poumons (Bruel et al., 1995; Liu et al., 1996¢; Melino et al., 1997; Nagy
et al., 1995; Spanjaard et al., 1997). Cependant, peu d’informations sont connues sur les voies
apoptotiques utilisées par I’AR.

La plupart des études consacrées a 1’identification de ces voies ont rapporté des
modifications du niveau d’expression des membres de la famille de Bcl-2. Dans le cas des
cellules myeloides HL-60, I’expression de Bcl-2 est diminuée par le traitement a 1’AR
pendant la phase de différenciation qui précede 1’apoptose des cellules (Nagy et al., 1996;
Naumovski and Cleary, 1994). La surexpression de Bcl-2 dans ces cellules ne modifie pas la
phase de différenciation mais prolonge leur survie en inhibant la phase d’apoptose (Park et al.,
1994). Des travaux récents ont démontré que 1I’AR induit la diminution de la nucléolin, une
protéine impliquée dans la stabilisation de ’ARNm de Bcl-2. Ceci résulte dans la diminution
de la demi-vie de | ‘ARNm de Bcl-2 et I’induction de I’apoptose des cellules (Otake et al.,
2005). Cette diminution de I’expression de Bcl-2 a été également décrite dans d’autres
lignées, comme par exemple des lignées de cancer du sein de pancréas, de mélanomes
(Christine Pratt et al., 2003; Pettersson et al., 2002; Zhang and Rosdahl, 2004).

Une étude réalisée dans les cellules NB4 traitées par I’AR rapporte une diminution de
I’expression de Bcel-2 concommitante avec une induction de la protéine pro-apoptotique Bax.
De maniére intéressante, les auteurs ont noté une augmentation d’expression de certaines
caspases (caspases 1, 7, 8 et 9) et une activation de I’activité¢ des caspases 8 et 3 suggérant que
la voie extrinséque pourrait en partie étre impliquée (Gianni et al., 2000).

C’est dans ce contexte que nous avons initi¢ au laboratoire une étude des différents

programmes génétiques induits par un traitement par I’AR et responsables de ses effets
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apoptotiques. Nous avons utilisé différents modeles cellulaires tels que les cellules issues de
cancers du sein, les cellules NB4 et les cellules my¢loides PLB985 dépourvues de la protéine
de fusion PML-RARa. Nous avons mis en évidence une implication majeure de TRAIL dans
I’apoptose induite par les rétinoides. Les détails seront traités dans la partie résultat de ce

manuscrit.

3. Les rétinoides atypiques et ’induction de I’apoptose.

Les rétinoides atypiques dont le CD437 ou le fenretinide (4-HPR) sont des analogues
synthétiques de I’AR qui sont actuellement trés étudiés pour leur activité anti-tumorale.

Ces molécules sont des rétinoides au sens propre du terme puisqu’ils peuvent se lier et
activer les récepteurs a I’AR (principalement RARY). Cependant cette activité n’est pas ou pas
totalement responsable de leur activité antitumorale puisqu’ils peuvent induire 1’apoptose de
cellules résistantes a ’AR et qu’ils conservent leur activit¢ apoptogénique en présence
d’antagonistes de RAR (Wu et al., 2001). Contrairement aux autres classes de rétinoides, ils
ont un faible effet différenciatif sur les cellules traitées et induisent directement 1’apoptose
d’un grand nombre de types cellulaires dont certains étant résistants aux rétinoides classiques
(pour revue (Wu et al., 2001)). Pour cette raison, de nombreuses équipes ont tenté¢ d’¢lucider

les mécanismes par lesquels ces molécules induisent 1’apoptose de leurs cellules cibles.

Sun et al. ont démontré que le CD437 est capable d’induire I’expression des récepteurs
de mort Fas, DR4 et DRS dans des lignées de cancer de la prostate et également des cancers
du poumon (Sun et al., 2000b; Sun et al., 2000c). Ainsi, une combinaison d’un traitement par
le CD437 et TRAIL résulte dans 1’induction synergique de I’apoptose des cellules traitées
(Sun et al., 2000a). De manicre trés intéressante, ils ont montré que le CD437 possede une
activité sélective des tumeurs puisque des cellules épithéliales de poumon normales ne sont
pas touchées par le traitement, soulignant ainsi une caractéristique de 1’apoptose induite par

TRAIL (Sun et al., 2002).

De maniere générale, les rétinoides atypiques semblent cibler la voie apoptotique
mitochondriale et induire la perméabilisation de la membrane mitochondriale externe
(Holmes et al., 2004). Cependant différents mécanismes semblent impliqués selon le type
cellulaire étudi¢ et la classe de rétinoide atypique utilisé.
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L’effet apoptogénique du fenretinide peut étre en partie médié via la production de ROS
(Boya et al., 2003; Goto et al., 2003; Lovat et al., 2004a). Boya et al. montrent que les ROS
produits suite au traitement sont nécessaire a un changement conformationnel de bax et bak
responsable de la perméabilisation de la mitochondrie (Boya et al., 2003). Lovat et al.
suggerent un mécanisme différent dans les neuroblastomes. Le fenretinide induirait la
formation de ROS par un mécanisme impliquant une augmentation de la production de
céramide (Lovat et al., 2004a; Lovat et al., 2004b). Le stress oxidatif ainsi généré induit la
transcription des geénes codant pour bak et pour GADD153 (aussi appelé CHOP), un facteur
de transcription membre de la famille de C/EBP inductible par différentes formes de stress
(Lovat et al., 2003). L’induction de ces 2 protéines serait responsable de I’apoptose des
cellules. L’activation des voies de la p38 et de JNK par les ROS a également été incriminée

dans I’apoptose induite par le fenretinide dans les neurobastomes (Osone et al., 2004).

Dans des cellules de cancer du sein, le fenretinide induit la production de NO par la
surexpression des NOS endothéliales et inductibles (Simeone et al., 2002). Ceci a pour
conséquence un arrét de prolifération suivi de I’apoptose des cellules, effets potentiellement

inhibés par I’oncogéne HER2/neu (Simeone and Tari, 2004).

Un autre mécanisme d’induction de I’apoptose par le CD437 a été décrit par Holmes et
al.. Dans les cellules de carcinomes ovariens, le CD437 induit ’activation de MEK (MAP
kinase ayant ERK pour cible dans la voie de transduction) qui induit ensuite une cascade
d’événement dont I’activation de p38 et de MEF2. MEF2 active ensuite la transcription de
TR3 qui est transloqué a la mitochondrie ou il induit le relargage du cytochrome ¢ (Holmes et
al., 2003b). Ils ont démontré que le fenretinide cible également la mitochondrie dans ces
mémes cellules mais dans un mécanisme indépendant de TR3 (Holmes et al., 2003a).

D’autres molécules de rétinoides atypiques dont les « hétéroarotinoides » ont également
une activité anti-tumorale trés prononcée via 1I’induction d’apoptose des cellules traitées (pour

revue (Ortiz et al., 2002)).

4.Activités anti-tumorales des rexinoides.

Les rétinoides peuvent induire un arrét de prolifération, la différenciation et 1’apoptose
de nombreux types de cellules cancéreuses in vitro et in vivo. Il y a beaucoup moins de

données concernant les rexinoides et leurs potentiels effets anti-tumoraux. Cependant,
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certaines activités ont été répertoriées. Les RXRs peuvent en effet coopérer avec RAR ou
d’autres récepteurs nucléaires et potentialiser leurs effets. Mais sont-ils capables d’induire ces

mémes effets de maniére indépendante ?

4.1. Effet synergique des rexinoides.

Si I’on se référe au fonctionnement de I’hétérodimére RXR/RAR, un rexinoide seul ne
permet pas le recrutement des coactivateurs. L’addition d’un agoniste de RAR permet ce
recrutement qui peut étre potentialisé par un agoniste de RXR et conduit donc a une synergie
dans I’activation de la transcription. De maniere générale, ces effets sur la transcription sont
répercutés au niveau cellulaire. C’est a dire que le traitement par un rexinoide n’induit aucun
phénotype particulier. Cependant, il renforce les effets anti-prolifératifs, différenciatifs et
apoptogéniques des rétinoides dans la majorité des systémes étudiés tels que les leucémies
my¢loides ou monocytaires, les neuroblastomes ou cancer du poumon (Brown et al., 1997b;
Nguyen et al., 2003; Shiohara et al., 1999; Sun et al., 1999).

La méme relation de subordination existe entre RXR et VDR. L’addition de vitamine
D3 induit la différenciation monocytaire des précurseurs myélomonocytaires et le
cotraitement avec un rexinoide potentialise cet effet (Brown et al., 1997b; Defacque et al.,
1997).

Enfin, une synergie entre les rexinoides et les agonistes de PPARy est également
observée : I’activation de I’hétérodimere RXR/PPARY par les 2 ligands peut en effet induire
un arrét de la prolifération suivi de 1’apoptose des cellules de cancer du sein, de myélomes, et
adénocarcinomes gastrointestinal, biliaire ou pancréatique (Crowe and Chandraratna, 2004;

Ray et al., 2004; Tsujie et al., 2003).

4.2. Voies dépendantes des rexinoides.

Les rexinoides ont-ils des effets anti-tumoraux ? Des données trés convaincantes ont été
fournies dans ce sens par différentes études réalisées sur des modeles murins de tumeurs

mammaires chimiquement induites. En effet, un agoniste sélectif de RXR, le LG1069
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(targretin) est tres efficace a la fois pour la prévention et le traitement de ces carcinomes
mammaires pouvant induire jusqu’a 72 % de régression compléte des tumeurs (Bischoff et al.,
1998; Gottardis et al., 1996; Wu et al., 2002). Le méme groupe a ensuite démontré que cette
inhibition de croissance des cellules tumorales par le LG1069 provient d’une induction de la
différenciation des cellules dans la voie adipocytaire (Agarwal et al., 2000). Ces résultats sont
de premiere importance puisqu’ils démontrent une grande efficacité antitumorale des
rexinoides associée a une faible toxicité et des effets secondaires réduits comparés aux

rétinoides.

Le role de RXR dans la différenciation a été également démontré dans les cellules de
carcinomes embryonnaires F9, un modele bien établi pour étudier la différenciation induite
par I’AR. Une invalidation des genes codant pour RXRa induit une résistance des cellules a
I’effet différenciatif de I’AR (Clifford et al., 1996). De plus, I’expression ciblée d’un
dominant négatif de RXR[ dans les cellules myéloides de souris conduit & un défaut de la
my¢lopoiese confirmant son implication dans la différenciation myéloide (Sunaga et al.,
1997).

Au cours d’une collaboration entre le laboratoire et 1’équipe du professeur Lanotte, il a
été démontré que si les rexinoides sont inefficaces dans I’induction de la différenciation des
cellules NB4, un cotraitement avec un agoniste de la PKA (un analogue d’AMPc) permet
d’induire cette différenciation (Benoit et al., 1999). La maturation observée est indépendante
de RAR et est également induite dans les cellules NB4-R2 résistantes aux rétinoides. De
manicre intéressante, la différenciation n’est pas accompagnée par la dégradation de PML-
RARa ni la reformation des corps PML. Ceci démontre 1’existence d’un crosstalk entre la
PKA et RXR et prouve que des agonistes de RXR pourraient étre utilisés dans des cas de

résistance au traitement par I’AR.

RXR et les rexinoides sont également impliqués dans 1’induction de 1’apoptose. Dans le
cas des cellules myéloides HL-60, Nagy et al. ont démontré qu’un agoniste de RARa induit la
différenciation des cellules dans la voie granulocytaire alors qu’une activation subséquente de
RXR est nécessaire pour 1’induction de I’apoptose (Nagy et al., 1995). Une induction de
I’apoptose par les rexinoides a été¢ également rapportée dans les cellules de carcinomes de la
téte et du cou ainsi que dans des lignées de lymphomes B et T (Wan et al., 1998; Zhao et al.,

2004). Dans ces différents cas, aucune différenciation préalable n’est nécessaire et 1’effet
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apoptotique est direct. Cependant, si les résultats sont probants dans ces systémes, on peut
s’interroger sur leur signification physiologique, ceux-ci ayant été obtenus seulement lors

d’une surexpression de RXR alors que son niveau endogene est détectable.

Toujours dans le cadre d’une collaboration avec 1’équipe du professeur Lanotte, nous
avons mis en évidence I’existence d’une voie d’induction de 1’apoptose des cellules NB4 par
différents rexinoides dans des conditions de culture pauvres en sérum afin d’éviter toutes
contributions des rétinoides sériques et des facteurs de croissance (Benoit et al., 2001b). Dans
ce cas, 1’apoptose est induite de maniére directe sans maturation préalable et ne requiert pas la
contribution de RAR. Au contraire, 1’activation simultanée de RAR par un agoniste inhibe
I’apoptose en rétablissant une étape de différenciation. Cette apoptose induite de manicre
autonome par les rexinoides est également obtenue dans des cellules myéloides dépourvues de
la protéine de fusion PML-RARa. L’étude des voies apoptotiques induites par ce traitement a

¢été ’objet d’une partie de mon travail de these et sera décrite dans la partie résultat.

D’autres travaux ont établi un role proapoptotique de RXR via son interaction avec
d’autres voies de signalisation. En effet, RXR activé par son ligand peut physiquement
interagir avec la B-caténine, ou encore I’IGFBP3 et ainsi induire 1’apoptose des cellules sans
activer la transcription (Liu et al., 2000; Xiao et al., 2003). L’effet proapoptotique de
I’hétérodimeére TR3-RXR via sa translocation a la mitochondrie est également modulé

positivement ou négativement par un agoniste de RXR (voir paragraphe IL.5.).

L’ensemble de ces données démontre que les rexinoides ont également des effets
antitumoraux avérés de part leur capacité a induire un arrét de croissance, la différenciation ou
I’apoptose des cellules cancéreuses. Des tests cliniques ont démontré une toxicité réduite du
LG1069 et validé son utilisation dans le traitement des lymphomes T cutanés. Ces résultats

démontrent que son utilisation pourrait étre étendue a d’autres cas de cancer.

Cependant, de nombreuses questions restent en suspent. Dans ces cas d’apoptose ou de
différenciation induites par les rexinoides, I’identité du partenaire de RXR n’est pas toujours
¢établie. A-t-on toujours a faire a un hétérodimere avec un membre de la famille des récepteurs
nucléaires et si oui lequel ? L’action d’un homodimeére RXR/RXR est-elle envisagée ? Cette
derniére suggestion est difficile a confirmer expérientalement. Dans un autre registre, il serait
¢galement intéressant de déterminer les voies apoptotiques induites par les traitement
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rexinoides pour pouvoir ainsi optimiser les traitements des cellules cancéreuses. Par exemple,
peut-on également étendre le lien TRAIL/retinoide aux réxinoides ? Cette possibilité reste a
envisager. En effet, une publication récente démontre qu’une molécule anti-inflammatoire
capable de se lier a RXR induit ainsi I’apoptose des cellules de cancer de la prostate et non
des cellules normales, ceci rappelant le caractére sélectif des tumeurs de TRAIL (Kolluri et

al., 2005).
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But du travail

Bases de I’étude : Le traitement des cellules NB4, seul modéle cellulaire de la

pathologie d’APL, par ATRA (agoniste de RAR) induit la différenciation des cellules dans la
voie granulocytaire puis leur apoptose. Les agonistes de RXR, généralement silencieux dans
ces cellules peuvent (i) induire la différenciation et 1’apoptose des cellules NB4 lorsque la
concentration intracellulaire en AMPc est élevée, (ii) induire 1’apoptose directe des cellules

NB4 immature en absence de signaux de survie antagonistes.

L’objectif de mon travail a consisté a étudier I’effet de ces différents traitements
rétinoides et rexinoides sur d’autres sous-types de leucémie myéloide aigué¢ (AML) et a

définir les bases moléculaires de I’apoptose induite dans ces cellules AML (APL comprises).

Etude n°l : Etude de la différenciation et de ’apoptose induites par ATRA dans les
cellules APL.

Le but de cette étude a été de déterminer les programmes de genes induits par ATRA
dans les cellules NB4 et identifier parmi eux les facteurs clé responsables des effets
différenciatifs et apoptogéniques.

Nous avons choisi d’utiliser la technique de RPA (RNAse protection assay) pour
I’identification des génes induits puis nous avons utilisé différents tests fonctionnels afin de

vérifier leur implication dans les effets induits par ATRA.

Etude n°2 : Etude de la différenciation et apoptose induite par les rétinoides dans les

cellules AML non-APL PLB985.

Le premier objectif de cette étude a consisté a déterminer les effets des rétinoides dans
une lignée AML n’exprimant pas la protéine de fusion PML-RARa. Pour ceci, nous avons
utilisé des agonistes sélectifs des récepteurs RAR et RXR. Nous avons ensuite également
étudié les programmes de génes induits par ces traitements de la méme manic¢re que dans
I’étude précédente.

Le deuxiéme objectif était d’identifier des facteurs nécessaires a I’apoptose induite par
les rétinoides sans se limiter aux protéines déja connues. Nous avons utilisé la technologie de
mutagénese par insertion rétrovirale et sélectionné ainsi un clone de cellules résistant a4 I’AR

que nous avons ensuite analysé.
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Etude n°3 : Etude de la synergie entre un agoniste de la Protéine Kinase A (PKA) et un

rexinoide dans les cellules de Leucémie Myéloide Aigué (AML).

L’objectif de cette étude consistait a tester 1’efficacité éventuelle du co-traitement
rexinoide/agoniste de la PKA dans les autres cellules AML non-APL qui sont réfractaires au
traitement rétinoide puis d’identifier les bases moléculaires des effets induits.

Nous avons donc utilisé différentes lignées cellulaires myéloides puis transposé cette étude

aux blastes de patients AML cultivés ex vivo.

Etude n°4 : Ftude de I’apoptose induite par les rexinoides dans les cellules AML en

condition de culture pauvre en sérum.

L’objectif de cette étude était également de valider I'utilisation de ce traitement dans
des cellules AML non-APL. Nous voulions disséquer les voies d’apoptose induites, identifier
les voies de survie antagonistes induites par les facteurs présents dans le sérum puis

déterminer 1’identité de I’hétérodimere responsable de la transduction de ce signal rexinoide.
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Etude de ’apoptose induite par I’AR dans les cellules de leucémie

promyélocytaire aigué (APL)

Le laboratoire d’Hinrich Gronemeyer a été centré ces derniéres années sur 1’étude des
récepteurs nucléaires, notamment RXR et RAR, et les bases moléculaires de leur
fonctionnement au niveau de D’activation de la transcription. Lorsque je suis arrivée au
laboratoire, I’équipe commengait a développer un nouvel axe de recherche au sein de la

thématique des rétinoides en s’intéressant a leur action apoptogénique.

L’activité anti-tumorale des rétinoides est liée a leur capacité de moduler la
prolifération, différenciation et apoptose des cellules de différents tissus. Les aspects de
croissance et différenciation ont été majoritairement étudiés, parmi tous les effets cellulaires
induits par les rétinoides. Leur capacité a induire I’apoptose des cellules cancéreuses a été
quant a elle I’objet de moins d’attention. De nombreux rapports ont en effet été publiés sur les
effets antiprolifératifs et différenciatifs des rétinoides dans différentes lignées cancéreuses, et
notamment dans les lignées my¢loides telles que les cellules NB4, HL-60. Les cellules HL-60
sont bloquées au stade myélocytaire et répondent a un traitement par I’AR en suivant la voie
de maturation granulocytaire. Un co-traitement par un agoniste de RXR est nécessaire pour

obtenir I’apoptose des cellules apres la phase de différenciation.

Les cellules promyé¢locytaires NB4 représentent le seul modéle cellulaire de la
pathologie d’APL et expriment la protéine de fusion PML-RARa. Sous I’action de I’AR tout
trans, elles différencient dans la voie granulocytaire et I’on observe de maniére concomitante
un arrét dans le cycle cellulaire dans la phases G1. Au niveau moléculaire, 1’expression entre
autres des genes de la famille C/EBP et de p21 respectivement est impliquée dans les effets
décrits. Apres la phase de maturation, les cellules meurent par apoptose sans besoin d’activer
le récepteur RXR. On observe donc dans cette lignée cellulaire la récapitulation des
évenements induits par ATRA sur les cellules promyélocytaires leucémiques des patients
APL. Il existe également un clone mutant de ces cellules NB4 (NB4-R2) qui portent une
mutation dans le domaine de liaison du ligand de PML-RARa et par conséquent, ne

répondent pas a un traitement par ATRA.
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Il était primordial de comprendre les mécanismes impliqués dans 1’induction de
I’apoptose par les rétinoides dans le but de pouvoir améliorer et potentialiser I’action anti-
tumorale de I’AR dans le cas d’APL mais également d’autres types de cancer.

Les cellules NB4 et NB4-R2 ont donc été choisies pour étudier les effets
apoptogéniques des rétinoides dans la pathologie d’APL. D’autres types de cancer tels que les
cancers du sein ont été ¢galement étudiés au laboratoire. L une des approches expérimentales
a consist¢ en [’utilisation de la technique de RPA (RNAse protection assay) afin de
déterminer les programmes génétiques induits par ATRA dans ces cellules. Ceci a permis
d’étudier la modulation de I’expression de nombreux geénes connus pour participer a
I’apoptose et de se focaliser par la suite sur les candidats intéressants.

Lorsque je suis arrivée au laboratoire, j’ai donc rejoint ce projet et participé aux travaux
effectués sur les modeles leucémiques. Les résultats obtenus sont décrits dans la publication

suivante.
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Publication n° 2

Etude de la différenciation et apoptose induite par les rétinoides dans les
cellules myéloides PLLB98S. Utilisation de mutagénése par insertion

rétrovirale.

D’autres études ont été initiées au laboratoire toujours dans I’optique de mieux
caractériser 1’apoptose induite par les rétinoides. En parall¢le avec les études menées sur les
cellules APL NB4, d’autres systémes cellulaires ont également été étudiés, et parmi lesquels
les cellules myéloides PLB985. Ces cellules sont bloquées & un stade de différenciation
précédant les cellules NB4 et n’expriment pas la protéine de fusion PML-RARa. Récemment,
elles ont cependant été décrites comme étant un sous-clone des cellules HL-60. Leur
utilisation peut permettre de discriminer si les génes induits dans les cellules NB4 en présence
d’AR sont influencés par la protéine de fusion PML-RARa ou si les mémes geénes vont étre

induits en absence de cette protéine.

Certaines publications concernant ces cellules avaient déja rapporté leur sensibilité a
I’AR (Tucker et al., 1987). La premiére partie du travail a donc consisté a caractériser plus en
détail les effets induits par les rétinoides au niveau de la prolifération, différenciation et
apoptose. De plus, nous avons utilis¢ des ligands sélectifs de RAR et de RXR afin de
déterminer I’implication de chacun des récepteurs dans les effets cellulaires observés. La
méme approche de caractérisation des geénes régulés par un traitement par les rétinoides en

utilisant la technique de RPA a été ensuite réalisée.

Cependant, une autre approche a été tentée sur ces cellules afin de déterminer quels
geénes ¢étaient réellement nécessaires dans 1’apoptose induite par les rétinoides. Nous avons
réalisé sur les cellules PLB985 une mutagénése par insertion en utilisant un rétrovirus comme
vecteur. Les cellules PLB985 ont donc été infectées par le rétrovirus et premicrement
sélectionnées pour leur insertion en utilisant la résistance a la néomycine. Ensuite, elles ont
¢galement été¢ sélectionnées pour leur éventuelle résistance a I’AR 9-cis. Ainsi, seront
conservées les cellules ayant incorporé le virus a proximité ou dans un geéne impliqué dans
I’apoptose induite par I’AR. Il suffit ensuite, par PCR, de déterminer a quel locus le virus s’est
intégré. Cette approche avait pour but d’identifier les molécules clé nécessaires a I’induction
de I’apoptose par les rétinoides sans se limiter aux protéines connues pour leur implication

dans I’apoptose.
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J’ai collaboré a cette étude tout au long de sa réalisation. Les résultats obtenus sont

rassemblés dans la publication suivante.
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Abstract

Retinoic acid (RA), used as first line therapy for acute promyelocytic leukemia
(APL), exerts its anti-leukemic activity by inducing blast differentiation and
activating tumor-selective TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) signaling.
To identify downstream mediators of RA signaling we used retrovirus-mediated
insertion mutagenesis in PLB985 leukemia cells and established the RA-resistant
cell line WY-1. In PLB985 but not WY-1 cells RA induces TRAIL and its DR4 and
DR5 receptors. Knocking down TRAIL expression by RNA interference blocked
RA-induced apoptosis. WY-1 cells are defective for RA-induced differentiation, G1
arrest and exhibit co-resistance to TRAIL. In WY-1 cells, a single virus copy
integrated in a novel RA-regulated gene termed RAM (Retinoic Acid Modulator).
RAM, which spans 328,546 bp at chromosome 8g24.21 but can encode only 109
residues, is expressed in the myelomonocytic lineage and extinguished by RA in
PLB985 but not WY-1 cells. Surprisingly, over-expression of RAM did not alter RA-
induced differentiation, growth inhibition or apoptosis in PLB985 indicating that
RAM functions, distinct from the predicted protein, are impaired by the retroviral
insertion. Our study demonstrates that RA induction of the TRAIL pathway is also
operative in non-APL leukemia cells and identifies RAM as a possible novel RA-

dependent modulator of myeloid differentiation and death.
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Introduction

Retinoids, generally referring to the entire set of compounds including both
naturally occurring and synthetic vitamin A (retinol) metabolites and analogs, exert
their cellular effects via interactions with six nuclear receptors, the retinoic acid
receptors (RARs) and the retinoid X receptors (RXRs; each containing a, 3, and y
subtypes) (Laudet & Gronemeyer, 2002). Retinoids are physiological regulators of
essential biological processes that include cell growth, differentiation and apoptosis
(Altucci & Gronemeyer, 2001; Clagett-Dame & Deluca, 2002; Gavalas, 2002). The
strong cell differentiation potential of retinoids has led to their use in both
chemotherapy and chemoprevention of human cancers (Altucci & Gronemeyer,
2001; Hansen et al.,, 2000; Hong & Sporn, 1997; Sun & Lotan, 2002). The
prototype of successful “cancer differentiation therapy” is the all-trans RA (ATRA)
therapy of acute promyelocytic leukemia (APL) caused by a leukemogenic RAR
fusion protein (PML-RARa) (de The et al., 1991; Kakizuka et al., 1991; Pandolfi et
al., 1991). In addition to inducing differentiation, ATRA and all RARa-selective
agonists also trigger apoptosis in the human APL cell line, NB4 and in leukemic
blasts of patients by activating the TRAIL (TNFSF10) death signaling pathway
(Altucci & Gronemeyer, 2004; Altucci et al., 2001; Clarke et al., 2004). So far it has
remained unclear, if death induction by RARa agonist is a specific feature of PML-
RARa positive APL cells, or there is any requirement for RXR agonists, for

example in non-APL cells, to activate differentiation and/or apoptosis programs.
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TRAIL initiates apoptosis through DR4 (TNFRSF10A) (Pan et al., 1997) and
DR5 (TNFRSF10B) (MacFarlane et al., 1997; Walczak et al., 1997) which contain
a cytoplasmic death-domain (DD). Upon ligation by TRAIL, its receptors form
trimers and recruit to their death domains Fas-associated death domain (FADD),
which in turn recruits procaspase-8 through its death effector domain (DED), and
result in the formation of a death-inducing signalling complex (DISC) (Kischkel et

al., 2000; Muzio et al., 1998; Sprick et al., 2002)

Two cell types have been identified based on differences in signal
propagation downstream of the DISC formation (Scaffidi et al., 1998; Suliman et
al., 2001). In type | cells, FADD-recruited procaspase-8 auto-processes itself
through self-oligomerization to the active protease (Muzio et al., 1998; Salvesen &
Dixit, 1999), leading to rapid cleavage of downstream effector caspases prior to the
loss of mitochondrial membrane potential. In type Il cells, where DISC formation is
poor, activated caspase-8 truncates the pro-apoptotic bcl-2 family member, Bid
(Wang et al., 1996), which then translocates to mitochondria, resulting in the loss
of mitochondrial membrane potential. In this case, the mitochondria function as
‘amplifiers’ to initiate the caspase cascade via release of cytochrome ¢ (Luo et al.,
1998) which binds to Apaf-1 (Zou et al., 1997), followed by the recruitment and
oligomerization of procaspase-9 (Srinivasula et al., 1998). In the resulting complex,
termed “apoptosome” (Zou et al., 1999), oligomerized procaspase-9 auto-activates
itself (Shiozaki et al., 2002; Srinivasula et al., 1998) and triggers cleavage of the

downstream executioner caspase-3 (Li et al., 1997).

In the present study we have investigated first the implications of RAR and

RXR in leukemia cell differentiation and apoptosis to reveal possible differences
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between leukemia cells containing the leukemogenic PML-RARa fusion protein
(NB4 cells, APL blasts) and those devoid of the fusion protein. For this we chose
PLB985 myelomonoblastic cells (Tucker et al., 1987) which have normal diploid
karyotype and can differentiate into granulocytes or monocytes. We observed that,
in contrast to NB4 cells, the RARs and RXRs of PLB985 display distinct
functionalities in regulating cell growth, maturation and apoptosis. Subsequently, in
an attempt to identify master switches downstream of RAR/RXR-dependent
apoptosis signaling we used a retrovirus-mediated insertional mutagenesis gene
trap approach and generated a mutant cell line (WY-1) that is defective in RA-
induced differentiation and apoptosis, and notably, also in TRAIL-induced
apoptosis. Tracking the inserted virus led to the identification of a poorly annotated
gene, RAM, which is selectively expressed in the myelomonocytic lineage and is
negatively regulated by RA. Surprisingly, over-expression of the 109 amino acid-
coding region of RAM did not alter differentiation or apoptosis of the parental cells,
suggesting that RAM RNA may have functions unrelated to its hypothetical

translation product.

Results Sections

Distinct roles of RAR and RXR on PLB985 cell proliferation, differentiation
and apoptosis.

RARa-selective retinoids are sufficient to induce differentiation and apoptosis of
NB4 cells and APL patients’ blasts (Altucci et al., 2001; Chen et al., 1996). In
PLB985 myelomonoblastic cells, RARa agonists (BMS753) alone decrease cell

proliferation (Figure 1A) due to G1 arrest (data not shown) and induces
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differentiation (Figure 1B) but not cell death (Figure 1C). The co-treatment with a
RXR agonist (SR11237, “SR”), which itself had no effect, induces a synergistic
differentiation which isfollowed by a post-maturation apoptosis (Figure 1A, B and
C). These results demonstrate that PLB985 cell differentiation can be triggered by
just RAR activation, while apoptosis requires the actions of both RAR and RXR. In
the subsequent studies we used 9-cis RA, which is a pan-RAR and pan-RXR
agonist (Allenby et al., 1993) and induces both PLB985 differentiation and death

(Figure 1D).

Retrovirus insertional mutation of RAM generates 9-cis RA-resistant PLB985
cells.
To identify key mediators of 9-cis RA-induced apoptosis we used a mutational
approach and infected PLB985 cells with an amphotropic retrovirus (LXSN) (Miller
& Rosman, 1989). We established a 9-cis RA-resistant PLB985 mutant cell-line
(WY-1) (Figure 2A), which is defective for RA-induced differentiation as revealed
by NBT reduction (Figure 2B) and CD11c expression (the intensity of the signal in
WY-1 cells was only 25% of that seen with WT cells, Figure 2C). The impaired
differentiation of WY-1 cells correlated with the absence of the G1 arrest seen in
the WT cells treated with 9-cis RA (Figure 2D). Note that no alteration of RAR or
RXR expression or integrity was observed in WY-1 cells (data not shown).
Southern blotting with a PCR-amplified retrovirus fragment as probe
indicated that a single LXSN retrovirus (schematically illustrated in Figure 3A) copy
is present in the WY-1 genome (Figure 3C, left). Ligation-mediated PCR-based

genome walking localised the virus at position 130,629,014 (Figure 3B) at the
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chromosomal locus 8g24.21, about 200kb downstream of the closest known gene,
melanoma-derived leucine zipper extra-nuclear factor (MLZE). Southern blotting
with Ase I-restricted DNA confirmed the single copy integration at this locus, as a
PCR-generated genomic fragment of PLB985 DNA (Figure 3B) hybridised to 1.4 kb
and 4.9 kb fragments of WT and WY-1 DNA, respectively, corresponding to the
addition of the 3.5 kb virus sequence in WY-1 DNA (Figure 3C, right panel).

The insertion occurred in the putative first intron of a gene (gene ID:
137196) whose function is unknown and subsequently referred to as RAM
(Retinoic Acid Modulator). RAM is a hypothetical 328,546bp-spanning gene
comprising 4 exons that encode a 1,718bp transcript (Figure 4A). EST data
confirmed RAM expression, which is highly restricted (bone marrow, spleen, testis,
eye, heart, kidney, skin); during development RAM is predominantly expressed in
the embryo. Surprisingly, RAM has a short open reading frame (ORF) encoding a
peptide of only 109 amino acids, which does not exhibit any predictable motifs,
domains or features (Figure 4B). There is yet no evidence supporting the
expression of the predicted RAM protein.

While no known gene in the vicinity of the insertion site (up to 1 Mb) is found
controlled by RA or involved in RA signalling or apoptosis, RAM itself is negatively
regulated by RA in both PLB985 (Figure 4C, “WT”) and NB4 cells (Figure 4D).
Interestingly, WY-1 cells expressed higher basal level of RAM mRNA than PLB985
cells (compare the “0” lanes in Figure 4C), suggesting that the inserted retrovirus
enhanced RAM transcription. Indeed, RAM expression in PLB985 cells is
extinguished after 10 days of 9-cis RA-exposure, while WY-1 cells show a

reduction but retain a significant RAM mRNA level even after 14 days of treatment
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(Figure 4C, lane “14"). The enhanced and sustained expression of RAM s
probably responsible for the altered RA responsiveness of WY-1 cells.
Interestingly, RAM expression pattern is apparently restricted to cells of the
myelocyte-monocyte lineage as no expression was detected in a panel of breast or
prostate cancer or Jurkat T cells (Figure 4E). Thus, RAM may constitute a marker

for this lineage or even play a role in myelopoiesis.

9-cis RA activates TRAIL death pathway in PLB985 but not in WY-1 cells.

9-cis RA, similar to TRAIL which is used as a positive control, triggered the
extrinsic death pathway, as shown by the caspase-8 active pattern (p43, p41, p18)
(Sprick et al., 2002)(Figure 5A, top panel). Not surprisingly, both 9-cis RA and
TRAIL cleave PARP, one of the downstream targets of the caspase cascade
(Figure 5A, bottom panel).

As the extrinsic death pathway is activated by several death receptors, we
used RNase protection assay to study potential effects of 9-cis RA on the
expression profiles of TNFa, FasL, TRAIL and their receptors (Figure 5B). In
PLB985 (“WT”") cells, the expression of FasL and Fas was barely detectable, which
largely excludes their involvement in the 9-cis RA apoptotic signalling. In contrast
the mRNA levels of both TNFa (data not shown) and TRAIL were strongly induced.
TRAIL mRNA level started to increase at day 4 and peaked at day 8 (Figure 5B,
lanes 6-10), correlating with the kinetics of apoptosis. Moreover, also the
expression of the cognate receptors DR4 and DR5 was upregulated, while DcR1

MRNA levels increased only transiently upon treatment. In keeping with the mRNA
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data immunoblotting confirmed strongly increased TRAIL protein expression
(Figure 5C).

In WY-1 cells hardly any effects of 9-cis RA on the expression of TRAIL,
DR4, DR5 and DcR1 were discernible (Figure 5B, lanes 1-5). Together these data
support an implication of the TRAIL or TNFa, but not FasL, death pathways in 9-cis

RA induced apoptosis.

WY-1 cells are co-resistant to TRAIL.

While TNFa did not induce PLB985 apoptosis (data not shown), recombinant
TRAIL caused massive cell death within 12 hours (Figure 6A). Most interestingly,
the 9-cis RA-resistant WY-1 cells exhibited co-resistance to TRAIL (Figure 6B). We
have previously established that PLB985 are type Il cells (see introduction) in
which TRAIL activates also the mitochondrial death pathway (our unpublished
observations). In keeping with the above TRAIL resistance, no alteration in the
mitochondrial membrane potential could be observed in WY-1 cells upon exposure
to RA, while there was an obvious loss of mitochondrial membrane potential in WT
cells (Figure 6C). This data suggest that RAM is involved not only in 9-cis RA-
induced differentiation and post-maturation apoptosis but also in TRAIL-induced

cell death.

TRAIL siRNA inhibits 9-cis RA-induced apoptosis.
To confirm the critical requirement of TRAIL in 9-cis RA-induced PLB985 cells
apoptosis, we used a 21-nt small interfering RNA (SiRNA) to knock down TRAIL

expression. While the scrambled siRNA showed little effect, the TRAIL-specific
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siRNA inhibited about 45% of 9-cis RA-induced apoptosis (Figure 6D, top). This
corresponds to 75% in the transfected cells, as the transfection efficiency was
about 60% with a FITC-conjugated oligonucleotide (data not shown). Western blots
confirmed that TRAIL siRNA indeed diminished TRAIL protein expression (Figure
6D, bottom). We conclude from this data that TRAIL induction is critically involved

in 9-cis RA-induced post-maturation PLB985 cell apoptosis.

Over-expression of RAM does not alter 9-cis RA-induced differentiation or
apoptosis in PLB985 cells.

To assess a possible role of the putative RAM protein on cell differentiation and
apoptosis induced by 9-cis RA, we stably expressed a B10 epitope-tagged RAM
ORF into H3396 breast cancer cells and confirmed B10-RAM protein expression
by immunoblotting (data not shown). However, using the identical construct with
PLB985 cells, we were able to detect RAM mRNA but not the corresponding
protein, suggesting decreased RAM protein stability in PLB985 cells. The same
result was obtained when using a lentivirus system in which RAM was tagged with
the V5-epitope, indicating that the protein instability is inherent to RAM and not due
to a particular tag. Over-expression of RAM did not exert any notable effects on the
9-cis RA-induced differentiation and apoptosis in PLB985 cells (Figure 7) and did
not affect the growth or apoptosis of H3396 cells (data not shown). These results
indicate that RAM is either highly unstable in PLB985 cells and may not be
expressed at significant levels, or the huge gene and/or its transcript may function

independently of its 109 amino acid peptide-coding capacity.
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Discussion

We have previously provided evidence that the induction of TRAIL contributes to
the chemotherapeutic efficacy of retinoids in the treatment of APL (Altucci et al.,
2001). To study whether retinoids can induce TRAIL also in cells devoid of PML-
RARa, we chose the myelomonoblastic PLB985 (Tucker et al., 1987) cell model to
define the individual actions of RAR isotype and RXR-selective (“rexinoids”)
retinoids on differentiation, proliferation and apoptosis. Our results fully confirm that
both retinoids and rexinoids are required to induce apoptosis in these cells
(Monczak et al., 1997), which differs fundamentally from promyelocytic NB4 cells
that require only RARa-selective agonists for both maturation and apoptosis (Chen

et al., 1996), suggesting that PML-RARa expression may obliterate the additional

requirement for RXR activation. However, also in PLB985 cells RARa-dependent
maturation is prerequisite for RXR selective ligands to induce cell death. Together
with earlier data on HL60 (Nagy et al., 1995) these results exclude very clearly that
apoptosis is by default a consequence of RARa-dependent cell differentiation
along the granulocyte lineage. Indeed, we have previously provided evidence for
distinct activities of RAR and RXR (Chen et al.,, 1996) and it is tempting to
speculate that different RXR heterodimer(s) may trigger maturation (e.g. retinoid-
activated RARo-RXR) and post-differentiation apoptosis (e.g. one or more
permissive RXR heterodimers, such as PPAR-RXR or alike).

To identify factor(s) critically involved in differentiation and/or apoptosis

induced by the retinoid-rexinoid combination, we employed a retrovirus insertion
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mutagenesis-mediated gene trap approach, established and characterized in detail
one mutant PLB985 cell-line (WY-1) that is resistant to the dual RAR, RXR agonist
9-cis RA. The mutant cells are partially defective for differentiation as RA-induced
CD11 marker expression is strongly decreased and NBT reduction, a classical test
for efficient maturation is virtually negative. Importantly, WY-1 is not only resistant
to 9-cis RA but also to TRAIL apoptogenicity, suggesting that the virus integration
has activated a survival pathway or, inactivated a factor that is required for both 9-
cis RA and TRAIL-induced apoptosis.

Mapping the LXSN integration site resulted in the identification of a poorly
annotated gene, RAM, whose function(s) were entirely unknown. Several
arguments support that virus integration in RAM is the cause of the altered
differentiation and apoptosis characteristics of PLB985, (i) our expression analyses
show that RAM is a RA-regulated gene (ii) that is expressed in immature cells of
the myeloid lineage and silenced by RA in PLB985 cells but (iii) due to viral LTR
enhancer WY-1 cells retain considerable RAM expression even after long term
exposure to RA. It is highly unlikely that selection of the retrovirus-infected cells
resulted in the isolation of a cell that is resistant to 9-cis RA and just fortuitously
carried a single virus inserted in a RA-regulated myeloid-specific gene. It is
similarly unlikely that the insertion has affected the expression of another gene, as
the next hypothetical gene downstream of RAM is nearly 1Mb away and the first
exon of the closest downstream gene, MLZE (Watabe et al., 2001), which is
expressed primarily in human trachea and spleen, is more than 200kb away from
the retrovirus insertion (see Fig. 4A). A scan of 60kb around the first exon of RAM

identified only three putative retinoic acid response elements (1,124bp upstream
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DR2: AGGTCAQgAGTTCG; 6,207bp upstream DR2: AGGTCAggAGTTCA;
12,965bp upstream DR5: AGTTCAactccAGGTCA on the positive strand), which
may mediate the RA response. Interestingly all three elements are of the G/T type
which displays anisotropic RAR-RXR binding (Mader et al., 1993). It will be
interesting to study if this type of response element architecture mediates negative
regulation by RA.

Expression of the 1,718bp RAM transcript, covering all four exons is
confirmed by EST data. Unexpectedly in view of its size, RAM can only encode a
109-residue basic peptide (13.192Da, theoretical pl 9.51), which displays no
predictable motifs other than a 17-residue signal peptide (InterProScan, EBI).
Over-expression of the epitope-tagged reconstructed coding region generated the
corresponding mRNA, but the protein was not stable in PLB985 cells albeit it could
be detected in breast cancer cells. However, despite significant mRNA expression
levels, no effects on PLB985 differentiation or apoptosis were observed using two
different expression strategies. It is thus possible that the coding capacity of the
mature RAM transcript is functionally irrelevant and that the full-length transcript
exerts as yet undefined functions involved in the regulation of differentiation and
apoptosis.

Together with our previous work the present study further emphasizes the
central role of TRAIL-mediated tumor selective death signaling in the anti-cancer
action of retinoid, rexinoids and even novel epigenetic drugs (Altucci et al., 2001,
Clarke et al., 2004; Nebbioso et al., 2004). Our data reveal a link between cell
maturation, apoptosis and TRAIL signaling which is at first sight puzzling in view of

the well-established apoptogenic action of TRAIL. However, it is becoming
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increasingly documented that TRAIL has signaling capacity beyond the mere

induction of apoptosis. Indeed, TRAIL itself is a regulator of cell differentiation and

has been reported to promote NFxB-dependent maturation of myeloid cells

(Secchiero et al., 2003). Moreover the crosstalk between TRAIL and NFxB
signaling pathways is well established (Altucci et al., 2001; Baetu et al., 2001,
Bernard et al., 2001; Ravi et al., 2001). Interestingly, we have observed that NFxB
signalling is dramatically de-regulated in WY-1 cells (our unpublished data) which
could suggest that RAM may be a key regulator at the node of multiple signaling

crosstalks that impact on cell survival, differentiation and death.

Materials and Methods

Reagents.

Recombinant human TRAIL and anti-TRAIL antibody were from R&D (Minneapolis,
MN); antibodies against caspase-8 and cleaved PARP were from Cell Signalling
Technology (Beverly, MA); phycoerythrine (PE)-conjugated anti-CD11c and FITC-
conjugated anti-CD14 antibodies were from PharMingen (San Diego, CA); antibody
for B-actin was from Santa Cruz (Santa Cruz, CA); FITC-conjugated Annexin V
was from CALTAG Laboratories (Burilingame, CA); BMS753, SR11237 and 9-cis

RA were provided by Bristol-Myers Squibb (Princeton, NJ) and used at 10° M.

Cell culture, retinoic acid treatment and retroviral infection.
PLB985 and NB4 cells were grown in RPMI 1640 medium containing 10% FCS.

For LXSN retrovirus production, the amphotropic packaging PA317 cells were
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transfected with pLXSN by calcium phosphate co-precipitation. PLB985 cells were

infected with the retrovirus-containing supernatant at MOI of 1:1 and subjected to

800 pg/ml of neomycin selection for 2 weeks. The neomycin-resistant cells were

then exposed to 1 uM 9-cis RA for 3 weeks. From the double resistant cells, one

cell-line (termed as WY-1) was established

LM-PCR, Southern blot and sequence analysis.

Ligation-mediated PCR was performed using the TOPO Walker Kit (Invitrogen).
Briefly, the genomic DNA was first digested with Pst I, then primed by a LXSN LTR
primer (5-CCGCCAGATACAGAGCTAGTTAGC-3’) to create double-stranded
molecules with 3" A-overhangs, which were later ligated to a TOPO Linker. These
linked molecules were amplified by PCR using another LTR primer (5'-
GACGCAGTCTATCGGAAGACTGGC-3) and a linker primer (provided with Kkit).
Taking the PCR products as templates, a nested PCR was performed using a
nested LTR primer (5-TCACTCAGCTGTCTCATCTGTTCT-3’) and a nested linker
primer (provided with kit), which yielded an 800bp fragment containing part of LTR
of LXSN and 508 bp of PLB985 genomic DNA. Localization of the retrovirus
insertion site was done by analysis of the 508bp sequence by BLAST
(blast@ncbi.nlm.nih.gov). For Southern blot, Ase | digested DNA was
electrophoresed on 0.7% agarose gel and blotted onto Hybond-N+ membrane
(Amersham Pharmacia). A fragment of pLXSN amplified by PCR using P-1 and P-
2 (see Figure 3A; P-1, 5-CTGAGCTATTCCAGAAGTAGTGAG-3; P-2, 5'-
CAGGTAGCCGGATCAAGCGTATGCAGC-3) and a PCR-amplified genomic

fragment encompassing the retrovirus insertion site (using P-3 and P-4 depicted in
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Figure 3B; P-3, 5-GGCCACTTTTGGAGAGTCCGACTA-3; P-4, 5'-
GCAGAGGCCAAGGCTAGTTGTCTT-3") were labelled with digoxigenin and used
as probes for Southern blots (DIG Easyhyb system; Roche Mol Biochem,

Indianapolis, IN).

Semi-quantitative RT-PCR and RNase Protection Assay.

In RT-PCR, 2 nug of total RNA (extracted using TRIzol (GIBCO)) was used to
synthesize cDNA using oligo(dT),; as primer. Identical quantities of cDNA were used
for PCR [RAM specific primers, sense: 5-ATGGAAAGATTGTGCCTGCAG-3’, anti-
sense, 5-TTATTTCAGCTCTCTTCTCTC-3; V5 primer, anti-sense: 5'-
ACCGAGGAGAGGGTTAGGGAT-3'. PCR was performed for 25 to 30 amplification

cycles at an annealing temperature of 60°C. As control, either B-actin or L32 cDNA

were simultaneously amplified with the following primers: B-actin, sense, 5'-

CCTCGCCTTTGCCGATCCGCC-3 and anti-sense, 5'-
GGATCTTCATGAGGTAGTCAGTC-3'; L32, sense, 5-
GCTGCCTACGGAGGTGGCAGCCATCTCCTT-3, anti-sense, 5'-

GAAGGAAGATGCCAGATGGCAGTTTTTAC-3.
RNase Protection Assays were performed with RiboQuant RPA template

sets (BD PharMingen, Franklin Lakes, NJ) according to the provided instructions.

Western blot analysis.
Total cellular protein was prepared using RIPA lysis buffer (150 mM NacCl, 10 mM

Tris-HCl pH 7.5, 1 mM EDTA, 1% NP-40, 1 mM DTT, 20 pg/ml leupeptin, 10 pg/ml

pepstatin, 10 ug/ml aproptinin, 1 mM PMSF). Proteins were separated by SDS
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acrylamide gel electrophoresis and transferred to BA85 nitrocellulose membranes
(Schleicher & Schuell, Dassel, Germany) and probed by antibodies as indicated.

ECL detection kit (Amersham) was used for visualization.

Flow cytometry.
For Annexin V-staining 2.5 x 10° cells were resuspended in 50 ul HEPES buffer

(10 mM HEPES/NaOH pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 mM MgClp, 5 mM KCI, 1.8 mM

CaClp) containing 1 ul Annexin V-FITC and kept for 15 min in dark at room

temperature. HEPES buffer containing 0.25 pug/ml propidium iodide (Pl) was added
before analysis by FACScan. For cell cycle analysis, 2.5 x 10 cells were
resuspended in 500 ul hypotonic buffer (0.1% Triton X100, 0.1% sodium citrate, 50
ug/ml PI), incubated in dark over night at 4°C and subjected to FACScan analysis.
In differentiation assays, 2.5 x 10° cells were incubated with 10 pl PE-conjugated
anti-CD11c antibody in dark on ice for 30 minutes. Cells were washed,
resuspended in PBS with 0.25 pg/ml Pl and subjected to flow cytometry.

Mitochondrial membrane potential was assayed by incubating 2.5x10° cells with 50
nM DiOC6(3) for 30 min in the dark and subsequent examination by flow

cytometry.

NBT reduction assay.
500 pl medium containing 1 x 106 cells was mixed with 500 ul solution containing
0.2% nitroblue tetrazolium (NBT) and 200 ng 12-O-tetradecanoylphorbol-13-

acetate (TPA; SIGMA), after incubation for 30 minutes at 37°C, 500 ul lysis buffer
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(50% Dimethylformamide, 20% SDS, pH 7.4) was added and OD was measured at

570 nm.

RNA interference.

TRAIL siRNA kindly designed and provided by Ana Jimenez-Lara, was synthesized
at Dharmacon Research, Inc. (Lafayette, CO). The sequences are for sense
SsiRNA, 5-AACGAGCUGAAGCAGAUGCAGATAT-3" and for anti-sense siRNA, 5'-
CUGCAUCUGCUUCAGCUCGUUdTdT-3'. siRNA transfection was performed with
Oligofectamine (Life Technologies). The siRNAs were applied daily to the PLB985
cultures at final concentration of 200 nM after 4 days of treatment with 9-cis RA. At

day 8, the cells were harvested for FACS analysis or Western blot experiments.

Lentiviral expression of exogenous RAM ORF in PLB985 cells

The Virapower lentiviral expression system (Invitrogen) was used to produce the
lentivirus coding for RAM/V5 protein following the provided instuctions using the
pLenti6-RAM/V5 construct. Once collected, the lentivirus was concentrated by
ultracentrifugation (25000 rpm, 90 min, 4°c). PLB985 cells were infected with the
virus at a concentration of 2.10° lU/ml.corresponding to a MOI of 20:1 and selected

for stable integration with 20mg/ml blasticidin.,
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Legends to Figures

Figure 1 Retinoids and rexinoids synergistically induce growth arrest,
differentiation and apoptosis of PLB985. (A) Proliferation of PLB985 cells grown
in the presence of BMS753 (753), SR11237 (SR) or both ligands. (B)
Expression of CD11c on PLB985 cells treated for 7 days with 753 and/or SR.
The mean fluorescence intensity represents CD11c abundancy on cell surface.
(C) Quantification of PLB985 cell apoptosis by Annexin V-propidium iodide (PI)
co-staining of cells exposed for 10 days to the indicated ligands. (D) PLB985
cells grown in presence of 9-cis RA for 4 and 10 days were double-stained with
PE-labelled anti-CD11c antibody and Annexin V-FITC. The data shown in A, B
and D are representative, similar results have been obtained in at least three

independent experiments.

Figure 2 WY-1 mutant PLB985 cells are resistant to the differentiative, anti-
proliferative and apoptogenic actions of 9-cis RA. (A) Growth curve of wild-type
(circle) and WY-1 (triangle) PLB985 grown in the presence (solid) or not (open)
of 9-cis RA. (B) NBT reduction assays performed with wild-type (WT) and WY-1
PLB985 cells before and after a 7-day exposure to 9-cis RA. (C) Expression of
differentiation markers CD11c and CD14 on WT and WY-1 PLB985 cells
untreated (DO) or treated for 7 days (D7) with 9-cis RA. The mean CD11lc
fluorescence intensity (I) is indicated. (D) FACS analysis of the cell cycle
repartition of WT (top panel) and WY-1 (bottom panel) cells untreated (left lane)
or treated for 7 days with 9-cis RA (right lane) and stained using PIl. The % of
cells in Go-G; is indicated. Results are representative of three independent

experiments.
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Figure 3 A single LXSN integrated in the genome of 9-cis RA-resistant (WY-1)
mutant PLB985 cells. (A) Schematic structure of pLXSN which integrated
(marked *) between position 130,629,014 and 130,629,015 in chromosome
8024.21 (Build 35.1 of Oct. 1, 2004). (B) Localization of the LXSN integration in
the PLB985 genome by genome walking based on ligation-mediated PCR. The
sequence of 200 nucleotides flanking the integration site is shown; genomic and
viral sequences are in capital and small lettering, respectively. The insertion site
is about 200 kb downstream of the closest known gene, MLZE. (C) Verification
of the LXSN integration site by Southern blotting. A fragment of LXSN amplified
by PCR (using P-1 and P-2 as primers) and a genomic DNA fragment (PCR
with P-3 and P-4 as primers on wild-type PLB985 DNA) encompassing the
LXSN insertion site were used as probes for Southern blot; linearized pLXSN
(L, 10 pg; H, 100 pg probe) was used as the positive control; the depicted

markers correspond to sizes of 10, 8, 6, 5, 4, 3.5, 3, 2, 1.5, and 1 kb.

Figure 4 Sequence of RAM and its regulation by 9-cis RA. (A) Genes map
around the LXSN insertion site. (B) The predicted amino acid sequence of RAM
does not reveal any known motif. (C) Negative regulation of RAM expression by
RA in WT and WY-1. (D) 9-cis RA down-regulates and extinguishes RAM
expression in NB4 cells. (E) The RAM mRNA expression in different human

tissue cell-lines.

Figure 5 9-cis RA induces TRAIL signalling pathway in PLB985 cells. (A)
Western blot analysis of caspase-8 activation and PARP cleavage in PLB985

cells treated for 8 days with 9-cis RA. The solid triangle indicates full-length
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caspase-8, the open triangles the cleaved fragments of caspase-8 and PARP.
PLB985 cells treated with TRAIL (100 ng/ml, 8h) were used as positive control.
(B) Multiplex RNase protection assay revealing gene expression profiles of
PLB985 (WT) and WY-1 cells grown in presence of 9-cis RA for 2, 4, 6, and 8
days. (C) Western blot analysis of TRAIL induction in PLB985 cells (WT) treated
for 8 days with 9-cis RA. Cell lysate from COS cells transfected with a TRAIL
expression plasmid was used as positive control (lane “C”). The non-specific

band (“NS”) and actin reveal equal loading of protein in the “-* and “+” lanes.

Figure 6 TRAIL is critically involved in 9-cis RA-induced apoptosis. (A). Sub-
G1 profile of PLB985 cells treated (right) or not (left) with exogenous
recombinant TRAIL (50 ng/ml, 12h). (B) PLB985 (WT) and WY-1 cells were
exposed to recombinant TRAIL (50 ng/ml, 24h) and assayed as in (A). (C)
TRAIL (50 ng/ml, 24h) induces mitochondrial membrane potential loss in WT
PLB985 but not WY-1 cells. (D) Annexin V staining and Western blot detection
of TRAIL in PLB985 cells treated for 8 days with vehicle (lanel), 9-cis RA (lane
2), 9-cis RA and TRAIL-specific siRNA (200 nM, lane 3) or 9-cis RA and
scrambled control siRNA (200 nM, lane 4). TRAIL transfected COS cells were

used as positive control (lane 5).

Figure 7 9-cis RA signalling is not altered in PLB985 cells infected by a
lentivirus encoding RAM/V5 protein (A). RT-PCR analysis of RAM or RAM/V5
using RNA from PLB985 cells infected or not with a lentivirus encoding RAM/V5
protein. (B). Expression of CD11c differentiation marker on PLB985 cells

overexpressing or not RAM/V5 protein after a 5 days treatment with 9-cis RA.
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(C) Annexin-V staining of PLB985 cells overexpressing or not RAM/V5 protein

and submitted to 9-cis RA.for 8 days.
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Etude de la synergie entre un agoniste de la Protéine Kinase A (PKA) et un
rexinoide dans les cellules de Leucémie Myéloide Aigué (AML) résistantes

aux rétinoides. Conséquences sur la différenciation et apoptose des cellules.

> Rappel sur ’axe AMPc¢/PKA

La PKA est une protéine cytoplasmique composée de 2 sous-unités régulatrices et 2
sous-unités catalytiques. La liaison d’un second messager, ’AMP cyclique (AMPc), sur les
sous-unités régulatrices induit la dissociation de la protéine et 1’activation des sous-unités
catalytiques ainsi capables de phosphoryler leurs protéines cibles au niveau de sérines ou
thréonines particulieres. Au niveau cellulaire, la concentration d’AMPc est finement régulée
par différentes enzymes. L’ AMPc est produit par I’adényl cyclase généralement en réponse a
I’activation des récepteurs a protéine G. La dégradation de cet AMPc en AMP (incapable
d’induire une signalisation) est controlée par une famille d’enzymes appelées

phosphodiestérases (pour revue, (Fimia and Sassone-Corsi, 2001)) (figure n°21).

L’activation de I’axe AMPc/PKA est impliquée dans de nombreux processus cellulaires
tels que le controle du métabolisme, la prolifération ou la différenciation. La PKA peut en
effet agir directement sur la transcription de genes cibles en phosphorylant et activant les
facteurs de transcription CREB (cAMP response element-binding protein). Elle peut
¢galement moduler I’activit¢ de nombreuses protéines et voies de signalisation. Dans ce
contexte, il a ét¢ démontré que I’AMPc ou ses analogues synthétiques, via 1’activation de la
PKA, sont capables de synergiser avec I’AR et d’induire la différenciation des cellules APL

NB4 par un mécanisme encore non élucidé (Duprez et al., 1996; Ruchaud et al., 1994).

En collaboration avec 1’équipe du professeur Lanotte, il a été prouvé au laboratoire qu’il
existe également un « crosstalk » entre RXR et la PKA (Benoit et al., 1999). En effet, un
cotraitement avec un analogue de I’AMPc et un agoniste de RXR induit la différenciation des
cellules NB4 dans la voie granulocytaire et ceci de maniére indépendante de 1’activation de
RAR. Il faut noter que I’activation de RXR seul par son ligand n’induit aucun phénotype dans
ces cellules. Cette voie est totalement dissociable de celle activée par I’AMPc et un agoniste
de RAR car elle n’induit ni la dégradation de la protéine de fusion PML-RARa ni la

reformation des corps nucléaires PML. De plus, ce co-traitement est capable d’induire la
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L’Adényl cyclase produit I’AMPc suite a différentes stimulations (dont les récepteurs
couplés aux protéines G). Pharmacologiquement, I’adényl cyclase peut étre activée
par la forskolin. L’AMPc est dégradé par une famille d’enzymes : les
phosphodiestérase (PDE) qui peuvent elles-méme étre inhibées par des inhibiteurs
sélectifs tels que la théophylline ou le rolipram.
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différenciation des cellules NB4-R2 résistantes a I’AR (de part la présence d’une mutation
dans domaine de liaison au ligand de PML-RARa). Les bases moléculaires de cette synergie

n'ont également pas été élucidées.

> La leucémie myéloide aigué¢ ou AML

Les AML sont caractérisées par un blocage de la différenciation de précurseurs
hématopoiétiques myéloides. Ceci induit I’accumulation de ces précurseurs immatures dans le
sang et la suppression de la croissance et maturation des cellules impliquées dans
I’hématopoiese normale (John et al., 2004). Différentes classifications de ces AML existent et
la plus utilisée est la classification FAB (French-American-British) qui utilise comme critére
le stade de maturation des cellules leucémiques (voir figure 9).

AML-MO : AML montrant peu d’évidence de différenciation
AML-M1 : Leucémie my¢loblastique aigué¢ sans maturation
AML-M2 : Leucémie myéloblastique aigué€ avec maturation
AML-M3 : Leucémie promyélocytaire aigu€ = APL
AML-M4 : Leucémie myélomonocytaire aigué

AML-MS : Leucémie monocytaire aigué

AML-M6 : Leucémie €rythrocytaire aigué

AML-MT7 : Leucémie mégacariocytaire aigué

Ainsi, sous le terme d’AML sont regroupés des leucémies trés hétérogénes. Excepté
pour le cas de I’APL, il n’y a pas de traitement trés efficace et les traitements
chimiothérapeutiques classiques utilisés actuellement ne permettent qu’un taux de survie
faible. De plus, I’incidence de ’AML est en constante évolution certainement a cause de
facteurs environnementaux mais également en conséquence a des thérapies administrées lors

d’un premier cas de cancer.

40% des patients AML présentent des anomalies chromosomiques telles que des
translocations et des délétions tandis que les autres cas présentent des mutations plus
ponctuelles (Ferrara, 2004). Un mode¢le simple de cette maladie consiste a regrouper les
mutations en 2 catégories : celles qui conférent a la cellule un avantage prolifératif et celles

qui affectent les facteurs de transcription et bloquent la différenciation (Gilliland, 2004).
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Les mutations qui conférent un avantage prolifératif ont un impact trés minime sur la
différenciation des cellules. Elles affectent en général les voies de signalisations impliquées
dans la survie des cellules et incluent les mutations de Ras, FLT3, Kit et les autres récepteurs
a activité tyrosine kinase.

Les mutations affectant les facteurs de transcription ou les coactivateurs sont en général
des translocations chromosomiques. Les plus fréquentes concernent le récepteur RARa dans
le cas d’APL. D’autres peuvent également affecter les génes Hox ou générer une protéine de
fusion entre AML-1 (facteur de transcription également appelé RUNXT1) et ETO (répresseur
de transcription) (Croce, 2005). Des mutations ponctuelles dans les facteurs de transcription
impliqués dans la différenciation myéloide, tels que les membres de la famille C/EBP ont
¢galement été rapportées.

Les données actuelles convergent toutes vers la nécessit¢ de deux événements, une de

chaque classe de mutation pour induire le développement de I’AML (Gilliland, 2004).

Les RARs sont impliqués dans la différenciation my¢loide et il a ét¢ démontré qu’un
agoniste de RARa est capable d’accélérer le processus de granulopoiése. Cependant, excepté
dans le cas de I’APL, la majorité des patients AML ne répond pas a un traitement a I’AR. Or,
il a été démontré que le co-traitement entre un agoniste de la PKA et un rexinoide est capable
d’induire la différenciation des cellules NB4-R2 résistantes aux rétinoides. Nous avons donc
décidé de tester ’efficacité de ce traitement sur les lignées leucémiques AML puis sur des
blastes de patients AML cultivés ex-vivo. Les résultats obtenus sont présentés dans la

publication suivante.
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Abstract

Apart from PML-RARa acute promyelocytic leukemia (APL) all other acute myeloid
leukemias (AML) are unresponsive to retinoid differentiation therapy. However, elevating the
levels of cAMP confers onto retinoid X receptor (RXR)-selective agonists (“rexinoids™) the
ability to induce terminal granulocyte differentiation and apoptosis of ATRA-resistant and
insensitive AML cells and patients’ blasts. Protein kinase A activation leads to co-repressor
release from the RAR subunit of the RAR-RXR heterodimer, resulting in “de-subordination” of
otherwise silent RXR, which acquires transcriptional competence in response to cognate ligands.
Rexinoid-cAMP induction of endogenous RARP is blunted in mouse embryo fibroblasts lacking
RARs but re-introduction of exogenous RAR« re-establishes responsiveness, thus confirming
that the RAR0-RXR heterodimer is the rexinoid mediator. The apoptogenic effect of this
treatment involves enhanced expression of the death receptor DRS and its cognate ligand TRAIL,
both of which are known to induce apoptosis in a tumor cell-selective manner and lead to the
activation of initiator caspases. Immunohistochemistry confirmed induction of TRAIL and DR5
in AML patient blasts cultured ex vivo. AML patients’ blasts responded to rexinoid-cAMP
combination treatment with induction of maturation and apoptosis, independent of karyotype,
immunophenotype and FAB status. Clonogenic assays revealed complete inhibition of blast
clonogenicity in four out of five tested samples. Our results suggest that despite the genetic,
morphological and clinical variability of this disease the combination of rexinoids and cAMP
elevating drugs, such as phosphodiesterase inhibitors, may lead to a novel therapeutic option for

AML patients by inducing a tumor-selective death pathway.
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Introduction

Acute myeloid leukemia (AML)(1) is characterized by an accumulation of granulocyte or
monocyte precursors in bone marrow and blood. Despite improved therapies the survival rate
among patients who are less than 65 years old is only 40%. AML is a heterogeneous disease that
originates from differentiation blocks at various stages of commitment and maturation within the
myeloid lineage. This heterogeneity is reflected by morphological differences of the blasts, which
is at the origin of the French-American-British (FAB) classification into 9 distinct subtypes that
differ with respect to the myeloid lineage involved and the degree of cell maturation (2). Recent
studies have supported the concept that aberrant expression or mutation lineage-specific
transcription factors, or the formation of abnormal transcription factor hybrids due to
chromosome translocation cause this heterogeneous disease and correlate with specific FAB

subtypes (3).

Acute promyelocytic leukemia (APL, classified as FAB M3) accounts for ~5-10% of AML
cases (1). APL has received particular attention not only as the prototype of successful cancer
differentiation therapy which leads to overall survival rates of approximately 70% at 5 years (4,
5), but also because the cause of this leukemia and the success of the all-frans retinoic acid
(ATRA) therapy are understood in molecular detail. In 98% of cases APL originates from a
t(15;17)(q22;921) chromosomal translocation, which generates a fusion protein (PML-RAR)
that causes the disease. At the molecular level the PML fusion with RAR« results in an enhanced
recruitment of histone deacetylase (HDAC) complexes that epigenetically silence cognate gene
programs; apparently this silencing cannot be relieved at physiological concentrations of ATRA
(for reviews and references see 6, 7-11). In addition to the formation of heterochromatin over
RAR target genes the formation of the PML-RAR« fusion protein results in a variety of signaling

aberrations that affect also blast survival and self-renewal of stem cells (12-17). Supra-
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physiological ATRA levels, however, induce dissociation of the silencing complex, activate the

differentiation program and, furthermore, activate tumor-selective death signaling (18, 19).

Unfortunately, >90% of AML patients that do not present with the t(15;17) translocation are
refractory to ATRA-based differentiation therapy. In addition, APL with the alternative
translocation t(11;17)(q23;921) leading to the formation of the PLZF-RARa« fusion, which is the
second commonest molecular subgroup of the disease, is generally resistant to classical retinoid
therapy (20). Moreover, relapse of APL patients is frequently associated with mutations in the
ligand-binding domain of the PML-RAR«a fusion protein resulting in abrogation of ligand-
binding capacity (21). Thus, there is serious need for additional therapeutic tools to treat AML

patients.

Retinoids are ligands for retinoic acid receptors (RARs) that heterodimerize with retinoid X
receptors (RXRs); the corresponding RAR-RXR heterodimers are thought to mediate the retinoid
signal. RXRs can, in addition to forming heterodimers with RARs, heterodimerize with a great
number of other nuclear receptors (for a general review see reference 22). While all-trans retinoic
acid is well accepted to correspond to the endogenous ligand for RARs, the nature, origin and
signaling function of endogenous RXR ligand(s) is still a matter of debate (23). Several synthetic
RXR selective ligands have been generated and their analysis revealed that these rexinoids are
transcriptionally silent when binding to RXR in heterodimers with non-liganded partners.
However, together with retinoids, rexinoids can act synergistically (24). Mechanistic analyses
revealed that RAR-bound corepressors do not dissociate from the heterodimer in the absence of a
RAR ligand, thus preventing rexinoid-induced recruitment of coactivators - this phenomenon is
usually referred to a “RXR subordination” — while synergy between retinoid and rexinoid

agonists is due to the cooperative recruitment of a single coactivator to the heterodimer (23, 25).

There is ample evidence that retinoids are chemotherapeutic and chemopreventive drugs that

are active also in non-APL malignancies (6, 26-28). Also rexinoids on their own, despite their
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subordination in some heterodimers, can exert cancer-preventive activity, although the
mechanistic basis has remained elusive (29, for review see reference 30). We have previously
shown a further paradigm by which pure rexinoids can spring into action when combined with
drugs that elevate cAMP levels. Importantly, such a drug combination exerts anti-leukemic action
even in APL cells that have become resistant to retinoic acid treatment (31), revealing that the
signaling is clearly distinct from that induced by retinoic acid. Here we reveal the mechanistic
basis of the so-called “cAMP-rexinoid crosstalk”, demonstrate that it is mechanistically distinct
from the synergy observed between protein kinase A agonists and RAR ligands, and report that
pure rexinoids, when used together with agents that increase intracellular cAMP levels, induce
post-differentiation apoptosis in ex vivo cultures of AML patient blasts. We show that apoptosis
targets the clonogenic blasts and involves activation of the TRAIL-DRS signaling pathway. The
analysis of multiple blast cultures reveals that the combinatorial treatment is effective irrespective

of the karyotype, immunophenotype or morphological features.

Materials and Methods

Ligands and chemicals. Retinoid and rexinoid agonists and antagonists have been described
(25, 32) and were used at 1uM unless stated otherwise; 8CPT-cAMP, theophylline, IBMX,

rolipram and forskolin were from Sigma.

Cell culture, transfections and differentiation assays. All leukemia cell lines were cultured
in RPMI, 10% fetal calf serum, 100 U/ml penicillin, 100mg/ml streptomycin, 10mM HEPES and
2mM glutamine. MEF cells were cultured in DMEM, 10% fetal calf serum, 100 U/ml penicillin,
100 mg/ml streptomycin and 2mM glutamine. For the PLZF-RARo APL case (N° 7, table 1),
bone marrow was subject to Ficoll separation (blasts >90%) and cells were cultured as described

33). For the remaining AML samples (table 1), peripheral blood containing 80-90% leukemic
( g p perip g
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blasts was purified over Ficoll and processed as described (34). This study has been approved by
the Ethical Committee of the Second University of Naples. Cell morphology was analyzed after
May-Griinwald staining. At least 300 cells were analyzed for each treated culture. Each treatment
was repeated at least three times, with each experiment performed in triplicates. Transient
transfections for transactivation assays were done according to routine procedures using
luciferase or CAT reporter genes, the corresponding constructions have been described
previously (25). For 2-hybrid assays, HeLa cells were transiently transfected with 20ng of
RAR@-VP16 or RAROs3604-VP16, 40ng of Gal-SMRT and 200ng PRKACA per well of a 24 well
plate using the calcium phosphate method. Primary mouse embryo fibroblasts (MEFs) were
generated from triple RAR “floxed” (RAR0™"“*RARB"*"*RARY**) mouse embryo’s (35-37),
generously provided by N. Ghyselinck, immortalized by transfection of an expression vector
encoding SV40 Tag. Immortalized cells were infected with CRE-expressing adenovirus (a kind
gift of M. Giovanini) at a multiplicity of 100 PFU/cell and cloned by limiting dilution. Excision
was verified by both PCR on the 3 RAR loci and failure to induce the transcription of two
retinoic acid target genes, RARP and cytochrome P450 26A1 (CYP26A1). RARo cDNA was
reintroduced into excised cells by retroviral transfer followed by G418 selection. Quantitative
PCR on the engineered MEFs or U937 hematopoietic cells was performed using Tag-man assays
for mouse or human RARP and CYP26A1. B2microglobulin and TBP were used as internal
controls. Cells were treated with the indicated compounds at a concentration of 10° M for 12
hours. Induction was calculated over the pre-induction level of expression, assuming a 100%
yield of the PCR assay. Details on the verification of the triple RAR knockouts, re-introduction of
the RAR« expression cassette and primers used for RARP expression analysis are available on

request.

Colony forming assays. 1 x 10° Ficoll-purified blasts were re-suspended in 0.3ml of
RPMI1640, added to 3ml MethoCult GF (Stem Cell Laboratories, Vancouver, Canada) and

vehicle or ligands (1uM BMS retinoids or SR11237, 200uM 8CPT-cAMP, ImM theophylline,
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100uM rolipram, 500uM IBMX) were added. After complete re-suspension 1.1 ml of the mixture
was plated into the wells of a 6 multiwell plate (Falcon, BD, Franklin Lakes, NJ); at least 2 wells
of the same plate were filled with sterile water. Cultures were placed in a 37°C humidified

incubator at 5% CO,.

Differentiation analysis. Cells were harvested and re-suspended in 10ul phycoerythrin-
conjugated murine anti-human CD11c (CDI11¢c-PE; IgG1) and 10ul fluorescein isothiocyanate-
coupled murine anti-human CD14 (CD14-FITC; IgG2a; Pharmingen, San Diego, CA). As
isotypic controls FITC-conjugated mouse IgG2a and PE conjugated mouse IgG1 were used. Ex
vivo cultured blasts of patient N° 7 (table 1) were exposed to PE-conjugated murine anti-human
CD56 and anti-human CD11b FITC-conjugated mouse monoclonal antibodies (DAKO Corp,
Carpinteria, CA), using murine IgG1 antibody (DAKO Corp) as a negative control. Samples were
incubated for 30 min at 4°C in the dark, washed in phosphate buffered saline (PBS) and
resuspended in 500ul PBS containing propidium iodide (PI; 0.25pug/ml). Differentiation was
determined exclusively for viable Pl-negative cells. Cell surface expression of DRS5 was
measured after rexinoid-PKA agonist exposure (1uM SR11237; 200uM 8CPT-cAMP) for 4 days
using monoclonal anti-DR5 antibodies (IgGl; Alexis, San Diego, CA) and FITC-coupled

secondary antibody. Mouse IgG1 was used as isotypic control.

NBT staining. 1 x 10 cells re-suspended in 500ul of culture medium was mixed with 500ul
solution containing 0.2% nitroblue tetrazolium (NBT) and 200ng 12-O-tetradecanoylphorbol-13-
acetate (TPA; SIGMA). After incubation for 30 minutes at 37°C, the formazan deposits were
dissolved by 500ul lysis buffer (50% Dimethylformamide, 20% SDS, pH 7.4). The degree of

NBT reduction was quantified by measuring ODsy.

Apoptosis and cell cycle analyses. Sensitization of PLB985 cells to near sub-lethal doses of
TRAIL by rexinoid—PKA pre-treatment was as follows. PLB985 cells were treated for 4 days
with 1uM SR11237 and 200uM 8CPT-cAMP. Cells were spun down and resuspended in fresh
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medium, before TRAIL, SR11237 and 8CPT-cAMP were added to final concentrations of,
respectively, 25ng/ml, 1uM and 200uM. Apoptosis was determined after another 4 days by
Annexin V staining (Boehringer Mannheim, Germany). Briefly, cells were incubated in buffer
(10mM HEPES/NaOH pH 7.4, 140mM NaCl, 2.5mM CaCl2) containing Annexin V-FITC (1
pg/ml) for 10 min in the dark, and resuspended in HEPES buffer containing 0.25ug/ml PI for
FACS analysis. Apoptosis was quantitated from the Annexin V-positive PI-negative fraction. The
quantification of PLB985 cells apoptosis after PDEi/rexinoid treatment was done by detection of
the 7A6 mitochondrial antigen (which is selectively exposed in cells undergoing apoptosis) using
the Apo2.7 antibody (Immunotech). 2.10° cells were permeabilized for 20 min with 100 pl of
cold (4°C) solution of 100 pg/ml digitonin (Sigma) in PBS-2.5% FCS. The cells were washed
with cold PBS, incubated for 15 min in the dark with 30 ul of a 1/5 dilution of APO2.7 PE

conjugated antibody in PBS-2.5% FCS at room temperature, and analysed by flow cytometry.

For cell cycle analysis, the AML blasts were re-suspended in 500 pl hypotonic buffer (0.1%
Triton X100, 0.1% sodium citrate, 50 pug/ml PI), incubated in 1 hour at room temperature and
subjected to FACScalibur acquisition and analysis with ModFit version 3 software (Verity). The
percentage of cell death in these patient blasts was measured by FACScan analysis of the PI

positive cells after their incubation with 1ml of PBS solution containing 1 pg/ml PI.

To quantify caspase activity, pellets of 2x10° NB4 cells were lysed in 50pl of ice-cold lysis
buffer, incubated for 10 min on ice, and centrifuged for 1min at 10,000xg. Casp-8, and casp-10
colorimetric assays were performed according to the supplier's instructions (R&D; Alexis, San
Diego, CA). Briefly, after adding reaction buffer and specific substrates (IETD-pNA for casp-8
and AEVD-pNA for casp-10) samples were incubated for lh at 37°C and the OD,ys was

determined on a microplate reader.

To block caspase activity after rexinoid-cAMP treatment, pan-caspase (Z-VAD-fmk; R&D,

San Diego, CA) inhibitor was added to the culture media to a final concentration of 100uM.
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RPA assays. To check the expression of rexinoid-cAMP induced mRNAs, multiplex RNase
mapping was performed. Total RNA was extracted with Trizol (Invitrogen-Gibco BRL, Carlsbad,
CA) and RNase protection assays were performed according to the supplier's instructions
(Pharmingen, San Diego, CA). Briefly, 4ug total RNA and 6-8);105 cpm of (x-[32P]-uridine
triphosphate-labelled template sets were used; after RNAse treatment protected probes were

resolved on 5% urea-polyacrylamide-bis-acrylamide gels.

Immunoblots and immunohistochemistry. To analyze the expression of the DRS, immunoblots
were performed. Pellets from 5x10" NB4 cells were lysed in RIPA buffer and proteins were
separated on 12% acrylamide gels. After blotting nitrocellulose filters were probed with anti-DR5
antibodies (Sigma). As positive control Cos cell-expressed recombinant human DRS5 cDNA
(provided by Immunex/Genentech, Seattle, WA) was used. For normalization blots were re-

probed with anti-actin antibodies (Santa Cruz Biotechnologies, Santa-Cruz, CA).

To detect DRS and TRAIL by immunohistochemistry, ex vivo treated or non-treated patient
blasts were spun onto glass slides, fixed for 10 min in 4% formalin, washed in PBS and incubated
in 1% H,0, to inactivate endogenous peroxidase. The slides were washed 3 times in PBS,
incubated for 1h in 4% BSA-2% fetal calf serum, washed in PBS, and incubated overnight in
PBS-0.2% BSA containing goat anti-DR5 or anti-TRAIL (R&D; Alexis, San Diego, CA)
antibodies. After 3 washes in PBS the slides were incubated for 20 min with the appropriate
biotinylated secondary antibody [anti-goat polyvalent biotinylated IgG (Lab Vision Corp.,
Fremont, CA)] washed in PBS, incubated for 20 min with streptavidine peroxidase (Lab Vision),
washed in PBS and processed with DAB (Lab Vision). After washing in double distilled H,O,
nuclei were stained with hematoxilin (30 min). Finally the slides were washed for 5 min each

with H,0, 50%, 70%, 80%, 90%, 100% ethanol and xylene.



Altucci et al. 08/06/2005 10

Results

Initial experiments with established AML cell lines (HL60, PLB985, U937, NB4, NB4R2)
demonstrated that the combination of retinoid X receptor and protein kinase A (PKA) agonists
efficiently induced differentiation, growth arrest and apoptosis in all tested myeloid cells, while it
was without effect on several other cell types, such as epithelial HeLa cells. In contrast ATRA or
other synthetic retinoids alone or in combination with rexinoids resulted in differentiation and/or

apoptosis of only some but not all cell lines (data not shown).

Maturation of PLZF-RARo APL blasts. To extend these observations to the blasts of
ATRA-insensitive APL patients we assessed the efficacy of the combined treatment to induce
maturation of PLZF-RAR-positive blasts carrying the t(11;17) chromosomal translocation. We
used the novel rexinoid BMS749 (38), a potent RXR agonist and simultaneous antagonist of
RAR, to exclude the possible effects of serum-borne traces of retinoic acid. Notably, PLZF-
RARo blasts responded with differentiation after 3 days of the treatment as shown by nuclear
morphology (Fig. 1A), NBT reduction and CD11b expression (Figs. 1B, C), as well as by down
regulation of CD56 (Fig. 1C), which is expressed in PLZF-RAR« positive APL (39).

Differentiation and apoptosis of non-APL AML patient blasts. The induction of
differentiation and apoptosis in established AML cell lines prompted us to investigate whether
rexinoid-cAMP treatment would also be effective for the blasts of AML patients. Indeed, in ex
vivo cultures, acute myeloid leukemia blasts of a patient (N° 5 in table 1) classified as FAB-M2
with no apparent karyotype abnormality, differentiated and displayed morphological changes
reminiscent of cell death following 4 days of rexinoid-cAMP treatment. Notably, various stages
of induced myeloid maturation could be identified (metamyelocyte, band and polymorphonuclear
neutrophil) and nuclear fragmentation indicated apoptosis (Fig. 1D, lower panel). FACS analysis

of Annexin V-Pl-stained cells confirmed severe apoptosis (data not shown; for % of apoptosis
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see table 1). In contrast, morphological analysis or Annexin V-PI staining after exposing the
blasts to ATRA for 7 days did not reveal any sign of differentiation or apoptosis (top panel).
FACS analyses of another blasts sample clearly revealed the synergistic effects of cAMP and
SR11237; only a marginal increase of apoptosis was seen after 6 days ex vivo culture with cAMP
alone and no effect for the rexinoid. However, nearly 40% of the blasts died upon treating them

with the cAMP and rexinoid together (Fig. 1E).

To assess the clonogenic potential of AML blasts upon treatment we used fresh blasts and
measured colony formation in semisolid medium. While colonies were readily seen in non-
treated condition, the presence of rexinoid and cAMP occluded colony formation completely
(table 1 and see below), indicating that these compounds affected the actively proliferating
fraction of blasts. Similar results have been obtained with the blasts of 11 other non-APL AML
patients, irrespective of FAB subtype, karyotype or immunophenotype. Generally, rexinoid and

cAMP induced maturation and subsequent apoptosis (Table 1).

Mechanism of death induction. We have previously observed that ATRA induces in APL
cells the expression of the tumor-selective death ligand TRAIL (18), which is the cause of
retinoid-dependent apoptosis, and defined the molecular basis of TRAIL induction (19). To study
the possible implication of this tumor cell-selective death-signaling pathway in rexinoid-induced
apoptosis in presence of elevated cAMP levels we used initially multi-probe RNAse mapping to
compare in established NB4 APL cells death signaling programs induced by ATRA with those
induced by rexinoid-cAMP treatment. Both treatments enhanced TRAIL mRNA levels
concomitantly with the onset of apoptosis albeit ATRA was more efficient (Fig. 2A, lanes 6, 13).
Conversely, there was a very strong induction of the TRAIL receptor DR5S mRNA upon rexinoid-
cAMP treatment; in fact the induction was more than one magnitude higher than that seen with
ATRA. The same stimulation was also observed at the protein level by immunoblot analysis,

which indicated a major stimulation of both DRS5 receptor and its splice variant (“DR5 sv”)
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relative to the actin control (Fig. 2B). Increased expression of TRAIL and DRS5 was also seen

with HL60 and U937 cells (data not shown).

FACS analysis with anti-DRS5 antibodies confirmed that the newly produced TRAIL receptor
protein is correctly sorted, as it leads to enhanced cell surface expression of DR5 in both NB4
and PLB985 cells (Fig. 3A). Importantly, the overexpressed DRS is functional, as rexinoid-
cAMP pre-treated cells became highly susceptible to low doses of exogenous TRAIL, which on
their own were hardly apoptogenic (Fig. 3B, compare the extent of death in lanes 2 and 4 with
that in lane 5). Moreover, the rexinoid-cAMP treatment led to activation of the initiator caspases
8 and 10, which are known downstream mediators of the TRAIL-DRS complex (40, 41) (Fig.
3C). Consistent with these results the pan-caspase inhibitor Z-VAD abrogated rexinoid-cAMP
induced death (Fig. 3D). These results show that rexinoid-cAMP-induced expression of DRS
sensitizes myeloid leukemia cells to TRAIL-induced apoptosis and indicates that the amount of

endogenous TRAIL induced by this program is limiting.

We studied several other pro- and anti-apoptogenic signaling pathways but no major
differences were observed between ATRA and rexinoid-cAMP treatment for programs that are
mediated by [IAPs, TRAFs and NFxB, and only minor effects were noted for bc/2 family
members, such as bcl2, bfli/bcl2A1, mcll, bik, bax and bak. With respect to cyclin—dependent
kinase inhibitors the rexinoid-PKA crosstalk resulted in a stimulation of p2/ in all cell lines
tested, while ATRA stimulated predominantly p/9 (particularly in PLB985) and to a lesser
extent p21 gene expression (18) (data not shown). Thus, as far as the induction of pro-apoptotic
factors is concerned, there is a consistent super-induction of DRS concomitantly with a moderate
increase of TRAIL mRNA levels in all cell lines that undergo post-maturation apoptosis in

response to the rexinoid-cAMP treatment.

TRAIL-DRS activation in AML blasts. As the above data were derived from experiments

with established cell lines we investigated if the expression of TRAIL and its cognate receptor
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would also be enhanced in AML blasts. Several non-t(15;17) AML blasts were cultured ex vivo
and exposed to SCPT-cAMP and SR11237. In all cases a strong induction of DR5 expression was
apparent from immunohistochemical analysis (Fig. 2C, left panels; DRS staining appears in
brown). The nuclear morphology of the positively staining cells is indicative of terminal
differentiation. Rexinoid-cAMP treatment induced also TRAIL expression in the differentiated
blasts (Fig. 2C, right panels). Remarkably, no TRAIL or DRS5 expression was seen in cells
exhibiting a non-differentiated phenotype (arrows in Fig. 2C). We conclude from this data that

differentiation is requisite for apoptosis.

Rexinoid crosstalk with phosphodiesterase inhibitors suppresses clonogenic growth of
leukemic blasts. While protein kinase A agonists are not available for clinical use,
phosphodiesterase inhibitors (PDEi’s), which increase intracellular cAMP by blocking its
degradation, are available for therapeutic indications other than leukemia. Theophylline, a pan-
PDEj, is used as bronchodilator and rolipram, a PDE4-selective inhibitor, is currently studied in a
phase II clinical trial for the treatment of multiple sclerosis (NIH clinical research studies,
protocol N° 01-N-0089). As far as rexinoids are concerned, Targretin® (bexarotene, LG1069)
has been approved for treating cutaneous T-cell lymphoma in patients that are refractory to prior

systemic therapy.

To investigate whether the PDEi’s could be as efficient as cAMP, we first exposed PLB985
cells to LG1069 or SR11237 together with one of two pan-PDEi’s, theophylline or IBMX, or
together with the PDE4-selective inhibitor rolipram. All three drug combinations induced
differentiation of PLB985 cells, as revealed by CD11c expression (Fig. 4A) and NBT reduction
assay, which indicates the production of superoxide, a functional marker for granulocyte
differentiation (Fig. 4B). At equal retinoid/rexinoid concentration the rexinoid — PDEi induced
differentiation of PLB985 cells was even superior to that seen by 100 nM TTNPB alone and
comparable to the TTNPB — PDEi crosstalk (Fig. 4C). Apoptosis was induced with similar

efficacies by either rexinoid or the retinoid, but required in both cases the presence of the PDEi
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(Fig. 4D). Note the very strong synergy between the PDEi and rexinoid for the induction of
differentiation/apoptosis of PLB985 (Fig. 4) and other AML (data not shown) cells, as no
differentiation was seen with the phosphodiesterase inhibitors alone, and LG1069 alone induced

only a low level of differentiation.

To study if the combination of these drugs could have the potential to be active on
patients’ blasts, we treated primary blasts from several AML patients ex vivo with combinations
of PDEi’s and LG1069 and focused on the proliferative fraction of the blasts. For this we used
the particularly aggressively growing blasts of one patient (N° 9; Table 1) for clonogenic assays.
Strong inhibition of colony cell growth was observed in presence of LG1069 and either of the
three PDEi’s (Fig. 4E). Similar results were obtained in clonogenic assays with the blasts of
several other AML patients (Table 1). These data suggest that a combination of rexinoids and

phosphodiesterase inhibitors could limit blast growth in AML patients.

De-subordination of RXR in RAR-RXR heterodimers by protein kinase A. To assess the
molecular basis of the rexinoid-cAMP crosstalk we first studied whether RAR-RXR or other
RXR heterodimers would mediated this signaling pathway. We reasoned that strong antagonists
selectively targeting the RAR subunit in the RAR-RXR heterodimer should have no effect if
RXR heterodimers with other nuclear receptors were the signaling species. We took advantage of
a well characterized RAR antagonists, BMS493 and BMS614 (25 and Germain et al., manuscript
in preparation), which do not at all interact with RXRs, and tested if these antagonists would
affect PLB985 differentiation induced by LG1069 in presence of the PDEi theophylline (Fig.
5A). As expected a strong induction of differentiation, which was inhibited by an excess of the
RXR-selective antagonist UVI3003 (32) (lane 7), was observed by the rexinoid-theophylline
combination, while no effect was seen with either of the two agents alone (lanes 2-4).
Importantly, however, the pure RARa antagonist BMS614, as well as BMS493, an inverse pan-
RAR inverse agonist that enforces RAR-corepressor interaction (25), fully blocked the

differentiation induced by the rexinoid-PDEi combination (lanes 5, 6), thus indicating that it is
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indeed the RAR0-RXR heterodimer that responds to the rexinoid in presence of elevated cAMP
levels. In keeping with previous reports (42 and refs. therein) also RAR agonists synergize
efficiently with agents that increase intracellular cAMP levels, as the combination of ATRA and
theophylline at concentrations which alone do not yield significant effects, strongly induce
differentiation of PLB985 cells (lanes 2, 8, 9). This synergy can be blocked by RAR antagonists
(lanes 10, 11) but not by the RXR antagonist UVI3003 (lane 12; note that a weak inhibition is
due to contamination of ATRA by 9-cis retinoic acid; no such inhibition was seen with pure RAR

ligands), demonstrating that it operates exclusively through the RAR subunit of the heterodimer.

To study if the observed differentiation effect reflected gene regulation by the RAR-RXR
heterodimer, a DRS reporter gene was transfected into U937 cells and the response of the
endogenous receptors to the various compounds was determined (Fig. 5B). Importantly, in the
presence (but not absence) of theophylline or a synthetic cAMP analogue (8CPT-cAMP) the
rexinoid LG1069 strongly induced transactivation of the DR5 reporter (lanes 8, 12), which was
blocked by the RAR inverse agonist BMS493 (lane 10, 14). As expected, the RAR-selective
agonist TTNPB activated reporter gene transcription on its own (lane 2) and synergized with
8CPT-cAMP (lane 7), and less pronounced with theophylline (lane 11), in a BMS493

antagonized manner (lanes 9, 13).

Our previous work indicated that RXR subordination results from the inability of RXR ligands
to displace the corepressor from the heterodimer (25) and evidence has been presented suggesting
that synergy between RXR and cAMP may also result from RXR de-subordination (43). To
assess if corepressor release from apoRAR could be induced or facilitated by increased cAMP
levels we used 2-hybrid experiments in HeLa cells (Fig. 5C left panel). Importantly, while RAR-
VP16 interacted strongly with Gal-SMRT (lane 7), co-expression of the cDNA of the catalytic
subunit of the human cAMP-dependent protein kinase gene PRKACA blocked this interaction
(lane 15) nearly as efficiently as the RAR agonist TTNPB (lane 8). Thus, with respect to

corepressor dissociation from the RAR-RXR heterodimer, activation of protein kinase A is an
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apparent functional equivalent of RAR agonist binding. In parallel experiments in identical
experimental conditions also NCoR dissociated from RAR, albeit less efficiently than in the case
of SMRT (data not shown). Two-hybrid experiments with the heterodimer composed of RAR«
and RXRo-VP16 confirmed that, in principle, the heterodimer recapitulates the results obtained
with RARa-VP16 (Fig. 5C right panel, compare lanes 9 and 19). Thus, PKA activation

destabilizes also the interaction between the RAR0-RXR heterodimer and cognate co-repressors.

We predicted that RXR de-subordination should result in activation of endogenous retinoic
acid target genes. Indeed, RARP expression was 53-fold induced by rexinoids in presence of
cAMP (Fig. 5D lane 4), while no significant induction was observed with each agent alone (lanes
2, 3). Moreover, induction of RARP by either rexinoid-cAMP or ATRA is blunted (Fig. 5E lanes
3, 5) in mouse embryo fibroblasts in which all three RARs have been deleted by using the Cre-
lox technology (see materials and methods and refs. 35, 36, 37). This is in perfect agreement with
the antagonistic affect of the inverse agonists BMS493 (25) on ATRA and rexinoid-cAMP
inductions of RARP (lanes 4, 6). Most importantly, re-introduction of the RARo. ¢cDNA re-
established RARP responsiveness to both rexinoid-cAMP and ATRA (Fig. 5F lanes 4, 5). Note
that relative to its induction by ATRA the induction of RARP by rexinoid-cCAMP exposure is
significantly enhanced upon RAR« re-expression, indicating that the RARa-RXR heterodimer is

particularly prone to RXR de-subordination.

Upstream activation of the protein kinase A signaling pathway leads to rexinoid-
dependent myeloid cell differentiation and apoptosis. Given that upon the addition of
exogenous cAMP analogues or blocking PDE-mediated cAMP degradation rexinoids could
induce differentiation and apoptosis, we wondered if upstream activation of the signaling cascade
would replicate the observed events. Indeed, while activation of adenylyl cyclase by the diterpene
forskolin did not significantly affect PLB985 cell differentiation or apoptosis, addition of the
rexinoids SR11237 or LG1069, which alone were without effect, dramatically induced cell

differentiation and subsequent apoptosis in a dose- and time-dependent manner (Fig. 5G, H).



Altucci et al. 08/06/2005 17

Discussion

The precise regulation of multiple signaling pathways that accurately control cellular decisions
to proliferate, differentiate, arrest growth, or initiate programmed cell death (apoptosis) is
essential for normal life. Cancer arises when cells escape this balance and proliferate
inappropriately without compensatory apoptosis. As differentiation generally limits the
proliferative capacity and life span of a cell, agents able to restore normal differentiation
pathways in cancer cells and/or induce post-maturation apoptosis are promising tools for cancer
therapy (6, 8, 19, 44). Here we show that the recently identified novel APL differentiation
pathway that relies on rexinoid-PKA crosstalk (31) is a powerful inducer of maturation and death
of several established AML cell lines in vitro. Most importantly, primary AML blasts studied in
ex vivo cultures responded to this treatment by induction of maturation, apoptosis and loss of
clonogenic potential in all cases tested, irrespective of FAB subtype, karyotype and
immunophenotype. In contrast, no response was observed with ATRA, suggesting that in the
presence of elevated levels of cAMP, rexinoid agonists may extend the repertoire for

differentiative and/or apoptogenic treatment of AML.

Our mechanistic analysis demonstrates that it is the RAR0-RXR heterodimer, which mediates
the differentiative and apoptogenic effect of the rexinoid — cAMP crosstalk. This is most obvious
from the observation that (i) the endogenous retinoic acid target gene, RARP, is activated by
rexinoid-cAMP as by ATRA, albeit less efficient, (ii) pure RARo antagonists or pan-RAR
inverse agonists blocked this crosstalk, (ii) knockout of all three RARs blunted both the ATRA
and rexinoid-cAMP response, which (iv) could be restored by re-expression of RARo. We thus
show that the RAR-RXR heterodimer has two distinct options to activate its target program,
either through the classical route using RAR agonists or through the combination of rexinoids

and agents that increase intracellular cAMP levels (cAMP analogues or phosphodiesterase
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inhibitors). Note also that in keeping with previous observations (42, 45, 46) the signaling
induced by RAR agonists (ATRA or TTNPB) is significantly enhanced in presence of increased
cAMP levels. However, in contrast to the rexinoid — cAMP crosstalk the retinoid — cAMP
crosstalk is insensitive to RXR antagonists, clearly demonstrating that the two mechanisms are

fundamentally distinct (see also below).

How to explain the ability of RXR to signal in view of the well-documented RXR-
subordination in heterodimers with apoRAR? Having previously identified persistent co-
repressor binding to the heterodimer as the cause of RXR subordination (25) we assessed by 2-
hybrid experiments the fate of SMRT and NCoR in the presence of elevated cAMP level.
Importantly, RARa, the signaling receptor in myeloid cells, dissociates from the co-repressor
upon activation of protein kinase A. Thus protein kinase A is a functional mimic of an RAR
agonist with respect to co-regulator binding. We asked if the known phosphorylation of RARo at
Ser369 by protein kinase A (47) could be responsible for this dissociation. However, our
preliminary data reveal that activation of protein kinase A still induced the dissociation of co-
repressors from RAROs3604 (data not shown). Together, our results suggest a mechanism (Fig. 6)
in which signaling events that increase cAMP levels, thereby inducing activation of protein
kinase A and entry of its catalytic subunit (“c”) into the nuclear compartment leads to
dissociation of the co-repressor complex from RARa. This results in a “de-subordination of RXR
allowing RXR agonists to induce co-activator complex recruitment (for mechanistic details see
ref. 25), thus initiating the RAR®-RXR heterodimer-dependent gene programs. If
phosphorylation of RAR0O369 contributes at all to co-repressor dissociation (option 1 in Fig. 6)
remains to be established but certainly other targets are involved. This could be phosphorylation
of the co-repressor itself (option 2) or of presently unidentified factors (option 3) that acquire

upon phosphorylation the ability to interfere with RARo — co-repressor interaction.

Importantly, there is a fundamental difference between the retinoid and rexinoid — cAMP

induced signaling pathways, even though both activate similarly the RARo-RXR heterodimer.
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Acute myeloid leukemia cells are not differentiated by retinoids but we show here that the
differentiation and apoptosis program is fully activated by the rexinoid — PKA crosstalk. Thus, in
addition to “RXR de-subordination” further protein kinase A-dependent gene programs facilitate
RARo0-RXR-mediated cell differentiation and apoptosis. Our results indicate that the crosstalk
between retinoids and PKA should result in the activation of similar differentiation and apoptosis
pathways. The precise “master switches” which in response to coordinate activation of the
RAR@-RXR heterodimer and PKA induce differentiation and TRAIL/DRS5 dependent apoptosis

remain to be identified.

In addition to revealing the mechanistic basis of RXR de-subordination our study provides
important information about the apoptogenic program induced by rexinoid-cAMP synergy and
the factors involved. We show that the combination of RXR and PKA agonists consistently leads
to strongly enhanced expression of the TRAIL receptor DRS in all myeloid cells tested. In
contrast to retinoic acid treatment (18), TRAIL expression is only moderately enhanced and
exogenous TRAIL can dramatically increase cell death in PKA-rexinoid pre-treated cells.
Notably, the induction of DRS5 and TRAIL was observed by immunohistochemical staining of
several AML patient blast cultures treated in ex vivo and staining correlated with a nuclear
morphology indicative of cell differentiation. Therefore, it is likely that rexinoid-cAMP signaling
induces post-maturation apoptosis through TRAIL-DRS ligand-receptor activation. However, we
do not exclude TRAIL-independent death induction due to highly expressed DRS, because the
death domains present in DRS5 function as oligomerization interfaces and mere DRS
overexpression leads to TRAIL-independent apoptosis (48). Interestingly, DRS activation in the
absence of TRAIL also induces apoptosis in a tumor cell-selective manner as shown with anti-
DR5 antibodies that induce receptor oligomerization (49). Thus, up-regulation of DRS5 by
rexinoid-cAMP may be sufficient to induce AML blast apoptosis. While our results provide
compelling evidence for a contribution of the TRAIL-DRS signaling to rexinoid-cAMP-induced

apoptosis, we do not exclude the additional implication of other death receptors (DR3, DR4),
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which we see induced in some, but not consistently in all, cell lines tested. The block of apoptosis
by the pan-caspase inhibitor Z-VAD excludes a significant contribution of caspase-independent

death signaling pathways.

We report here for the first time that in the presence of elevated cAMP levels RXR-selective
agonists differentiate and kill blasts derived from AML patients with retinoic acid-insensitive
disease. Not only did PLZF-RAR« positive blasts fully differentiate upon this treatment, but also
non-APL AML blasts that are normally unresponsive to retinoids underwent differentiation and
apoptosis upon RXR-PKA treatment. The possible importance of the signaling option for AML
therapy prompted us to look for alternative ways to increase cAMP level, as to our knowledge no
synthetic cAMP analogue is presently in clinical use. Indeed, it is known that cAMP levels can be
elevated also by treating cells with 3°,5’-cAMP phosphodiesterase inhibitors (PDEi’s) and the
corresponding drugs are already in clinical use for the treatment of neurologic, cardiovascular or
inflammatory disorders (50). Moreover, PDEi’s, such as the pan-specific theophylline or the
PDE4-selective rolipram, can induce apoptosis in chronic lymphocytic leukemia concomitantly
with elevated cAMP levels. These effects were reported to be cell-type dependent, as interleukin-
2-cultured whole mononuclear cells and anti-Ig stimulated CD19 (+) B cells were resistant to the
induction of apoptosis by rolipram while unstimulated CD19 (+) B cells were more sensitive
(51). Furthermore, the PDE4-selective inhibitor rolipram suppressed growth of acute
lymphoblastic leukemia cells (52). As far as rexinoids are concerned we used LG1069 (53), a
rexinoid used for the treatment of cutaneous T-cell lymphoma. Studying initially PLB985 cells,
we saw a dramatic synergy between each of the three PDEi’s, theophylline, IBMX and rolipram,
and LG1069 for induction of differentiation. Most importantly, the clonogenic growth potential

of AML blasts in ex vivo cultures was completely suppressed by PDEi-rexinoid treatment.

Our observations may provide additional options for the treatment of ATRA-resistant or
ATRA-insensitive acute myeloid leukemia. We note in this respect that in a retinoic acid and

arsenic trioxide-resistant APL patient the addition of theophylline to the therapeutic protocol
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yielded a complete clinical remission (46). In view of our results it is possible that the RXR
ligand 9-cis retinoic acid formed from, or present in, the all-trams retinoic acid given to the
patient contributed to this response. In view of the low toxicity of rexinoids (6) these
observations and the clinical availability of the corresponding drugs provides a rationale for
initiating clinical studies addressing the efficacy of combinatorial PDEi-rexinoid therapy in AML
patients. Together with our recent finding that a very promising class of epigenetic anti-tumor
drugs operates through activation of TRAIL expression (54, 55) the possibility to target both the
ligand (TRAIL) by HDAC inhibitors and the cognate receptors (DR4, DRS) by the above
described rexinoid crosstalk may present a promising therapeutic option to limit, or even

substitute, chemotherapeutic drugs with non-genotoxic signaling compounds.
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Legends to figures

Figure 1: Induction of maturation and apoptosis of AML patients’ blasts. (A to C) ATRA-
resistant t(11;17) APL blasts differentiate in response to a 3 day treatment with rexinoid
(BMS749) and PKA (8CPT-cAMP) agonists as revealed by nuclear morphology (A), NBT
reduction assays (B), and expression of CD56 and CDI11b cell surface markers (C). (D)
Morphology of blasts of patient N° 5 (FAB-M2; table 1) cultured ex vivo for 7 days in vehicle
(“untreated”) or 1uM ATRA (top panel), or treated for 4 days with 1uM SR11237 plus 200uM
8CPT-cAMP (bottom panel; three different views illustrate cell maturation and apoptosis).
Similar results were obtained in ex vivo cultures of blasts of all other patients described in table 1.
(E) Synergistic induction of apoptosis with rexinoid and PKA agonist in blasts of patient 71.
Cells were treated for 6 days with 1uM SR11237, 200uM 8CPT-cAMP or both of them and

submitted to FACS analysis (cell cycle and PI staining).

Figure 2: Activation of the TRAIL receptor DRS and its ligand by rexinoid-cAMP treatment
revealed by multiplex RNase protection (A), immunoblotting (B) and immunohistology (C).
Comparative RNAse protection in (A) shows strong up-regulation upon combined treatment with
rexinoid (SR) and PKA (cAMP) agonists of the death receptors DR4, DRS, the cognate ligand
TRAIL, and the death receptor DR3 in NB4 cells. ATRA treatment was for 0, 4, 18, 24, 48 or 96
h (lanes 1-6); cAMP exposure was for 0, 24 or 48 h (lanes 7-9); SR and combined cAMP+SR
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treatments were for 24 or 48 h (lanes 10-13). ATRA, all-trans retinoic acid; SR, SR11237;
cAMP, 8CPT-cAMP. The immunoblot analysis in (B) demonstrates a major increase in DRS
protein levels upon exposure to PKA (8CPT-cAMP, “cAMP”) and rexinoid (SR11237, “SR”)
agonists in NB4 cells. The identity of the DRS5 signal was verified by comparison with
recombinant DRS transiently expressed in Cos cells (not shown). (C) Post-maturation induction
of the TRAIL signaling pathway by rexinoid-PKA agonists in AML patient blasts.
Immunohistochemical analysis of TRAIL receptor DRS (left panels) and TRAIL (right panels)
expression upon exposure of blasts of patient N° 8 (FAB M4; table 1) in ex vivo cultures to
vehicle (top panels) or 1uM SR11237 plus 200uM 8CPT-cAMP (bottom panels). To assess
differentiation nuclei were counter-stained with May-Griinwald-Giemsa; the arrows point to

residual immature blasts (which do not express DR5 or TRAIL) in the pool of differentiated cells

Figure 3: Rexinoid-PKA induces cell surface expression of TRAIL receptor DRS5 and
caspase-dependent cell death, which is super-induced by TRAIL. (A) FACS analysis of DR5
expression on NB4 and PLB985 cell surfaces in absence and presence of rexinoid and PKA
agonists (4 days exposure) as depicted. (B) PLB985 cells were pre-treated for 4 days (lanes 3-5)
[or left untreated (lanes 1, 2)] with rexinoid and PKA agonists and subsequently exposed for
another 4 days to exogenous TRAIL, SR11237, or 8CPT-cAMP. Apoptosis was determined by
Annexin V-PI staining. (C) The initiator caspases, casp-8 and casp-10, are activated by the
crosstalk (lanes 4) and, less pronounced, by cAMP alone (lanes 2), while no significant
induction is seen by the rexinoid alone (lanes 3). (D) Rexinoid-cAMP (“SR+cAMP”)-induced
apoptosis (lane 2) is nearly completely blocked by a pan-caspase inhibitor (“Z-VAD”, Z-VAD-
FMK; lane 4).

Figure 4: Phosphodiesterase inhibitors (PDEi’s) functionally substitute PKA agonists in the
crosstalk with rexinoid agonists. (A) PLB985 cells were exposed for 7 days to two rexinoids
(1uM SR11237, 1uM LG1069), the pan-PDEi’s theophylline (2mM) or IBMX (500uM), or the

PDE4-selective PDEi rolipram (100uM) alone or to combinations of rexinoid and PDEi as
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indicated. Differentiation was assessed by FACS analysis of CDIllc cell surface marker
expression. (B) Similar treatment of PLB985 cells as in A. As a functional marker for
differentiation, superoxide production was determined using the NBT reduction method. (C, D)
PLB985 were treated for the indicated time with 2mM theophylline, 100nM LG1069 or 100nM
of the RAR-selective pan-agonist TTNPB. The cells were assayed for NBT reduction (C) or
apoptosis (D). (E). Inhibition of the clonogenic growth of AML blasts in presence of PDEi’s and
the rexinoid LG1069. The left panels show colony formation after 16 days in presence of vehicle;
no colonies form under identical conditions in presence of the indicated combinations of LG1069
and PDEi’s (right panels). Similar results were obtained with ex vivo cultures of blasts of three

other AML patients.

Figure 5. The rexinoid-cAMP crosstalk involves signaling through the RAR0-RXR heterodimer.
(A) PLB985 cells were exposed for 4 days to pan-PDEi’s theophylline (2 mM), the rexinoid
LG1069 (30nM), the RAR pan agonist TTNPB (30nM), in combination with the selective RARo
antagonist BMS614 (1uM), the pan-RAR inverse agonist BMS493 and the RXR antagonist
UVI3003 (5uM) as indicated. Differentiation was checked by NBT reduction assay. (B)
Luciferase assay on electroporated U937 submitted to 100nM TTNPB, 1uM BMS493, 1uM
LG1069, 200uM 8CPT-cAMP, 2mM theophylline alone or in combination as indicated. (C)
Two-hybrid experiment to assess RARo. VP16 — co-repressor (left panel) or RXRow VP16-RAR
- corepressor (right panel) interaction, as schematically depicted. Cells were co-transfected with a
luciferase reporter gene and the indicated vectors. PRKACA encodes the catalytic subunit of
protein kinase A. (D). In presence of elevated cAMP levels rexinoids induces expression of the
endogenous RARP gene in U937 cells. Cells were exposed for 12h to 200uM 8CPT-cAMP
and/or 1pM SR11237 as indicate and RARP expression was quantitated by real time PCR. (E).
MEFs with “floxed” RAR genes (RAR0™"RARB"*"RARY*"%; black columns) or their triple
RAR knockout derivatives (RARo™’ L'RARBL'/L'RARYL'/ L. grey columns) were treated as

indicated and the expression of RARP (primers are upstream of the deletion) was monitored by
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real-time PCR. Similar results were obtained with CYP26A1 (not shown). Note that the inverse
agonist BMS493 (5uM) is a good pharmacological mimic of RAR deletion. ATRA, 1uM. (F).
Rexinoid-cAMP and ATRA responsiveness is re-established in the triple RAR knockout MEFs
by expressing retrovirally transduced RARa cDNA. Cells were treated and analyzed as described
in (E). (G, H) The adenylate cyclase activating agent forskolin synergizes with rexinoids to
induce cell differentiation and death. The PLB985 cells were treated with the indicated
concentration of forskolin in combination with 1uM SR11237 or 100 nM LG1069. After the

indicated time, differentiation (D) and apoptosis (E) were assessed.

Figure 6. Mechanism of rexinoid — cAMP crosstalk. (Top). Subordination of RXR by apoRAR is
due to persistent co-repressor (complex) interaction with RAR not allowing, possibly for steric
reasons, binding of the co-activator (complex) to agonist-bound RXR (for details see 25).
(Bottom). Signaling that leads to activation of protein kinase A and nuclear compartmentalisation
of its catalytic subunit leads to dissociation of the co-repressor complex from RARa due to three
non-exclusive signaling options, (1) phosphorylation of RARwis369, Which is insufficient on its
own but may contribute to RXR de-subordination, (2) phosphorylation of the co-activator or (3)
phosphorylation of an unknown factor that acquires the ability to interfere with RARa — co-
repressor interaction. For differentiation and apoptosis to occur in acute myeloid cells additional
cAMP-inducible gene programs need to be activated in addition to the RAR-RXR heterodimer-

dependent gene regulation.
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Table 1 Comparison between ATRA and rexinoid-PKA responsiveness of AML patients’ blasts

RXR-

N° FAB Ctrl  ATRA PKA Karyotype Immunophenotype*

1 M1 13(5) 14 (5) 61(5) 46, XX CD11b+/-, CD11c+, CD13+/-, CD14-,
CD33+, CD34-, CD56+/-, CD117+,
DR-, MPO+

2 M1 10 (3) 8(3) 31(3) 46, XX CD11b+, CD11c+, CD13+, CD14+,

CD33+, CD34-, CD36+, CD56+,
CD117+, DR+, MPO+

3 M1 19(4) 18(4) 49 (4) complex CD11b+, CD11c+, CD13+, CD33+,
CD34-, CD56+, CD117+, DR+, MPO+
4 M2 13(4) 12(4) 35(4) 46, XX CD11b+, CD11c+, CD13+, CD33+,
CD34+, CD56-, CD117+, DR+, MPO+
5 M2 11(5) 9(5) 60(5) 46, XX CD10+, CD11b+, CD11c+, CD13+,

CD14+/-, CD33+, CD34+/-, CD56+,
CD117+, DR+, MPO+

6 M3 13(5) 49(5) 58(5)’ 46, XX, t(15;17) CD2+, CD11b-, CD11c-, CD13+,
(PML-RARq. CD14+, CD33+, CD34-, CD56-,
positive) CD117+, DR-, MPO+

7 M3 NO YES 46, XY, t(11;17) CD2-, CD3-, CD5-, CD7-, CD10-,
(PLZF-RARa/ (923;q12-21)[12] /46, CD11c-, CD13+, CD14-, CD19-,
RARo-PLZF XY[3] CD22-, CD33-, CD34-, CD56+, MPO+,
positive) IgM-, Tdt-

8 M4 16 (5) 15(5) 40 (5) 46, XX, t(9;11) CD11b+, CD11c+, CD13+, CD14+,

(p22;923) CD33+, CD34-, CD36+, CD56+,
CD117-, DR+, MPO+
9 M5 10(6) 7(6) 39(6)" 46, XX CD11c+, CD13+, CD33+, CD117+,
DR+, MPO+
10 M4 12(3) 10(3) 31(3)" 46, XY CD11c+, CD13+, CD14+, CD33+,
CD36+, CD56+, DR+

11 M2 12(3) 12(3) 31(3)"® 46, XY CD33+, CD117+, MPO+

12 M4 10(4) 8(4) 21(4)" 46, XY DR+, CD14+, CD33+, DR+, MPO+

13 M2 14 (4) 15(4) 49(4)"* 46, XX CD11c+, CD13+, CD33+, CD117+,

DR+, MPO+

The blasts of 13 AML patients were cultured ex vivo and exposed to 1 uM ATRA or 1uM
SR11237 plus 200uM 8CPT-cAMP. Numbers in the ‘Ctrl’, ‘ATRA’ and ‘RXR-PKA’ columns
refer to % apoptosis determined by Annexin V staining and FACS analysis; the number in
parenthesis is the day of analysis and corresponds to the length of ex vivo treatment (apoptosis
was not quantitated in case N° 7 but was obvious in the RXR-PKA case (‘YES’) from
morphological inspection). ('), blasts tested also in colony forming assays with SR11237 and
8CPT-cAMP; (), clonogenic assays done in presence of LG1069 and PDEis (theophylline,
rolipram, or IBMX). In general blasts that responded to SR11237-8CPT-cAMP also responded to

LG1069-PDEi and, when tested, induction of differentiation/apoptosis corresponded to reduction
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of clonogenicity. Blasts of patient 12 (who died the same day) responded in ex vivo cultures only
partially. Case N° 8 corresponds to a secondary myeloid leukemia occurring in a patient that was
in complete molecular remission from APL and was under maintenance treatment with ATRA;
the second primary leukemia was diagnosed one year after the onset of APL. Blasts showed a
complete resistance to conventional chemotherapy and the patient died within twenty days. FAB,
French-American-British classification of AML (2). Unless stated otherwise karyotypes were
established from 20 readable mitoses. *Surface antigen positivity was defined on the basis of

expression in <20% (“-), >20%-40% (“+/-*) and >40% (“+”) of the gated blast cell population.
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Etude de I’ apoptose induite par les rexinoides dans les cellules AML.

Ce travail a été initié au laboratoire avant mon arrivée et provient également de la
collaboration entre notre équipe et celle du professeur Lanotte. L’idée de base du projet a été
déduite de D’existence de la signalisation croisée entre RXR et la PKA qui induit la
différenciation et apoptose des cellules NB4. En effet, cette observation suggere qu’il pourrait
exister une voie autonome induite par RXR et les rexinoides et que celle-ci pourrait étre
régulée de maniére positive ou négative par d’autres voies de signalisation. Ainsi, il est
possible que I’absence d’effets biologiques induits par les rexinoides dans les systémes
cellulaires puisse provenir d’un effet masquant des autres voies de signalisation. Afin de
réduire I’'impact des voies de signalisation activées par les facteurs présents dans le sérum
(que ce soient les facteurs de croissance ou d’autres hormones ou vitamines), les cellules NB4
ont été¢ adaptées en culture avec une concentration réduite en sérum (de 10% en condition
normale a 0,5% finale) et en présence d’un substitut synthétique dont la composition est
définie. L’adaptation des cellules est effectuée progressivement de mani¢re a conserver le

méme taux de croissance.

Il a été alors démontré que 1I’hypothése de départ était valide : ’addition d’un rexinoide
induit en effet une apoptose massive des cellules NB4 seulement en absence de sérum. Cette
apoptose est trés rapide et ne nécessite pas de maturation préalable comme c’est le cas lors
d’un traitement par les rétinoides. La voie d’apoptose induite est totalement indépendante de
RAR et est observée également dans les cellules résistantes a I’AR. 3 signaux différents
peuvent inhiber cet effet apoptotique des rexinoides : premi¢rement, 1’addition de sérum dans
le milieu de culture permet de contrecarrer 1’apoptose de manic¢re dose-dépendante et
restaurer un signal de survie. De plus, I’addition d’agoniste de RAR ou d’agonistes de le PKA
vont permettre d’inhiber ’apoptose induite par les rexinoides en induisant une voie de
différenciation. J’ai rejoins ce projet a ce stade de son ¢élaboration. Ma contribution a d’abord
consisté a démontrer que cette voie apoptotique n’était pas restreinte aux cellules APL mais
qu’on pouvait également 1’observer dans des cellules dépourvues de la protéine de fusion
PML-RARI] telles que les cellules myé¢loides PLB985. L’ensemble de ces résultats ont fait

I’objet d’une publication que je mets en annexe de ce manuscrit (Benoit et al., 2001b).
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Cette publication et les premiers résultats obtenus sur ce sujet soulévent de nombreuses
questions :
> Quelles sont les voies apoptotiques induites par les rexinoides ?
> Quels sont les facteurs présents dans le sérum capables d’inhiber cette apoptose et par
quelles voies de signalisation ?
> Quel est le partenaire de RXR ?

> Cette voie induite par les rexinoides est-elle restreinte aux cellules myéloides ?

La majeure partie de ma these a consisté a répondre a ces questions. Les résultats ont été

rassemblés dans une publication en cours d’écriture et qui suit ce paragraphe.
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ABSTRACT

Retinoid X Receptor (RXR) ligands (rexinoids), eventhough unable to activate RAR-RXR
heterodimers, induce apoptosis of immature acute myeloid leukemia (AML) cells in the
absence of growth factor signaling. Here, we show that the permissive RXR-PPARy
heterodimer mediates rexinoid apoptosis. Accordingly, rexinoids and PPARy agonists
synergistically induce apoptosis in AML cells in conditions where growth factor-mediated
antagonism is abrogated. Mechanistic studies revealed that the production of nitric oxide
(NO) is critically required, as pan NO synthase inhibitors decreased rexinoid apoptosis.
Rexinoid-induced NO led to the loss of mitochondrial transmembrane potential and release of
the proapoptotic proteins cytochrome ¢ and smac/Diablo into the cytoplasm. Activation of the
intrinsic death pathway was further boosted by a caspase 3/ caspase 8/ tBid amplification loop
and the late overexpression of the death receptor DRS. Growth factor and serum-induced
inhibition of rexinoid-apoptosis involves activation of IGF Receptor I and subsequent MAP
Kinase signaling. Our results provide the molecular basis of rexinoid apoptosis and suggest
the existence of a novel mechanism of cell life and death regulation in which growth factor

signalling antagonizes RXR-PPARy-mediated default apoptosis to support cell survival.
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INTRODUCTION

Due to their ability to control cellular proliferation, differentiation and death, retinoids
are used in the prevention and treatment of different types of cancer such as acute
promyelocytic leukemia (APL), Kaposi sarcoma, neuroblastoma or leukoplakia (Altucci and
Gronemeyer, 2001; Clarke et al., 2004; Sporn et al., 1994; Sun and Lotan, 2002). APL, which
accounts for 5 to 10 % of acute myeloid leukemia (AML) cases (Lowenberg et al., 1999), is
the prototype of a successful differentiation therapy as the incorporation of all-trans retinoic
acid (ATRA) to the chemotherapeutic protocol has led to complete remission in more than
70% of treated patients (Degos and Wang, 2001; Wang et al., 1999). In most cases, APL
originates from a t(15;17) chromosomal translocation which leads to the expression of a
PML-RARa fusion protein. Aberrant recruitment of multisubunit complexes that contain
histone deacetylase (HDAC) and DNA methyltransferases (Dnmt) by the PML-RARa protein
is responsible for the repression of transcription and for the differentiation block of myeloid
precursors at the promyelocytic stage (Di Croce et al., 2002; Grignani et al., 1998; Lin et al.,
1998) and for reviews (Minucci et al., 2001; Villa et al., 2004). While physiological ATRA
concentration are inefficient, pharmacological doses induce the release of the corepressors,
revert silencing and reprogram cells to differentiation (de The and Chelbi-Alix, 2001; Mistry
et al., 2003). However, a variety of recent observations indicate that the etiology of APL is
more complex. Aspects that have to be further investigated involve (i) the sumoylation of
PML-RARa which is required for the development of APL phenotype, (ii) the alteration of
crosstalk to key regulatory factor such as p53 which potentiates cell survival and (iii) the
expression of the reciprocal fusion protein whose function is not yet defined (Altucci et al.,

2001; Insinga et al., 2004; Mistry et al., 2003; Zhu et al., 2005). With respect to therapy, the
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role of TRAIL-mediated tumor-selective death of the APL blasts needs to be considered
(Altucci et al., 2001).

Retinoids stimulate transcription through activation of a heterodimer composed of
retinoic acid receptors (RARa., B or ) and retinoid X receptors (RXRa., 3 or y) (Bastien and
Rochette-Egly, 2004). In absence of ligand, the RXR-RAR heterodimer interacts with co-
repressor complexes containing HDACs . The binding of a RAR agonist induces the release
of co-repressors, the recruitment of co-activator containing complexes and the transcriptional
machinery, whereas a RXR agonist is unable to dissociate corepressor and activate
transcription (Chen et al., 1996; Germain et al., 2002). This phenomenon is known as RXR
subordination. However, a rexinoid can synergize with the retinoid to enhance the RXR-
RAR-mediated transcription via the cooperative recruitment of co-activators. In addition to its
ability to interact with RAR, RXR can heterodimerize with a variety of other nuclear
receptors such as PPARs, VDR, TR or orphan receptors (Laudet and Gronemeyer, 2002). In
RXR-VDR or RXR-TR, RXR is also subordinated to its partner but in permissive
heterodimers, such as PPAR-RXR, transcription can be activated by both liganded partners
and rexinoids operate autonomously (Gronemeyer et al., 2004).

Data from cellular and animal models as well as clinical trials reveals a potent
antitumor activity of rexinoids (Gottardis et al., 1996; Sporn and Suh, 2002; Szanto et al.,
2004). Indeed, the selective RXR agonist LG1069 (targretin, bexarotene) is currently used as
treatment for persistent or refractory cutaneous T-cell lymphoma and is in phase II clinical
trials for the treatment of non-small-cell lung cancer (Rigas and Dragnev, 2005; Zhang and
Duvic, 2003). Rexinoids exhibit limited toxicity compared with retinoids which could favour
their use in the clinic. We have previously demonstrated that in presence of elevated cAMP
level, rexinoids induce post-maturation apoptosis of non-APL. AML cells and patients blasts

which are largely insensitive to retinoids (Benoit et al., 1999). At the molecular level, this

_4-
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phenomenon involves “desubordination” of RXR in the RXR-RAR heterodimer. In studying
whether additional signalling options of RXR may exist, we discovered the existence of a
rexinoid-induced cell death in ATRA-resistant APL cells (Benoit et al., 2001). Importantly,
rexinoid-induced apoptosis is also operative in non-APL AML cells PLB985 (later discribed
as a sub-clone of HL-60). This apoptotic pathway, which we termed “rexinoid apoptosis”
does not require any prior maturation process but is counteracted by growth factor-mediated
survival signalling.

In the present work, we demonstrate that rexinoid apoptosis operates mainly but not
exclusively through the intrinsic death pathway. This apoptosis is counteracted by IGFI-like
activity and involves MAP kinase signalling. Unexpectedly, our results reveal that rexinoid

apoptosis is not mediated by RXR-RAR but the permissive RXR-PPARY heterodimer.

Results

Rexinoid apoptosis involves primarily activation of intrinsic death pathway.

Although RXR agonists do not affect growth or differentiation of myeloid PLB985
cells in normal culture conditions, cells adapted to growth in low serum undergo rapid and
massive apoptosis upon exposure to the rexinoid BMS749 (Benoit et al., 1999) (Fig la
and(Benoit et al., 2001)). This apoptosis induces the activation of caspases because the pan-
caspase inhibitor Z-VAD completely blocks the formation of apoptotic bodies (Fig 1b, lanes
1-3). It is well established that apoptosis can be initiated by at least two mechanistically
distinct events: activation of death receptors (extrinsic pathway) and permeabilisation of the
mitochondrial membrane (intrinsic pathway) (Debatin, 2004). That rexinoid apoptosis was

decreased upon treatment with caspases 8 and 10 selective inhibitors revealed that the death

-5-
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receptor pathway is involved (fig 1b, lanes 1, 2, 4, 5, 7). Specific cleavage pattern of caspase
8 detected by immunoblot confirmed its rapid activation upon BMS749 exposure (fig 1c). On
its own, the caspase 9 inhibitor had no effect on BMS749-induced cell death (Fig 1b lane 5)
but in addition to caspase 8 and 10 inhibitors, it further reduced BMS749-mediated apoptosis
(fig 1c compare lane 7 and 8). Indeed, activation of caspase 9 has been confirmed by western
blot analysis which reveals the active p37/35 fragments (fig 1c). Moreover, some cleavage of
the pro-apoptotic bcl-2 family member Bid is observed between 3 and 4 hours of rexinoid
treatment (fig 1c) and demonstrates that the two apoptotic pathways are connected. The
activation of the executor caspase-3 and the cleavage of its direct substrate PARP were also
detected (fig 1c¢ and(Benoit et al., 2001)). Altogether these data account for a contribution of

the two apoptotic pathways to rexinoid-induced cell death.

RNAse protection assays did not show any regulation of FasL, TNFa or their cognate
receptors by rexinoids (data not shown). While TRAIL expression rather decreased upon
rexinoid treatment, its cognate receptor DRS was strongly overexpressed (fig 2a). However,
this up-regulation occured too late to correspond to the trigger of rexinoid apoptosis. To
assess whether DRS signaling may contribute to rexinoid apoptosis, we generated PLB985
cell lines stably expressing a dominant negative FADD fused to GFP (GFP-FADD-dn) or (3-
galactosidase using lentivirus transduction. Efficient transgene expression was confirmed by
immunoblotting (fig 2b) and FACS analysis of GFP fluorescence, revealing that 98% of the
cells were infected (fig 2¢). That sensitivity to apoptosis induced by exogenous TRAIL is
reduced in GFP-FADDdn expressing cells compared to wild type or LacZ demonstrated that
the death receptor pathway is effectively inhibited in these cells (fig 2d). In contrast,
staurosporine and CCCP, two drugs which target the mitochondrial death pathway induce

apoptosis with the same efficiency in the different cell lines (fig 2d). Interestingly, the

-6-
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BMS749-induced cell death is 25% lower in the GFP-FADDdn expressing cells than wild
type or B-galactosidase expressing cells. This indicates at least a partial involvement of the

death receptor signalling in the rexinoid-induced cell death.

Activation of the intrinsic pathway is initiated by permeabilisation of the outer
mitochondrial membrane resulting in a loss of transmembrane potential (A¥Ym) (Green and
Kroemer, 2004). Indeed, rexinoids induces a loss of AWm as demonstrated by DioC6 staining
(fig 3a) and the release of proapoptotic mitochondrial cytochrome ¢ and Smac/Diablo in the
cytoplasm 2 to 3 hours after rexinoid exposure (fig 3b). In order to validate the critical
involvement of the intrinsic death pathway in rexinoid-induced apoptosis, we generated cells
lines stably expressing Bcl-2 and GFP or only GFP from bicistronic vectors by nucleofection.
Immunoblotting (fig 3c) and FACS analysis of GFP fluorescence (fig 3d) confirmed
transgene expression. Notably, the sensitivity to rexinoids is dramatically reduced in Bcl-2
overexpressing cells compared to wild type or GFP expressing control cells, demonstrating a
major contribution of mitochondrial-dependent apoptosis in rexinoid-induced cell death (fig
3c). That Z-VAD or caspase 8 and 10 inhibitors reduced rexinoid apoptosis (fig 1b) but did
not inhibit cytochrome c release (fig 3f), indicated that the permeabilisation of the
mitochondrial outer membrane is independent of prior caspase activation. Inhibition of
caspase 3 but not caspase 9 resulted in inhibition of caspase 8 cleavage and argued for the
presence of a caspase amplification loop. It suggests that activation of caspase 9 is not
sufficient to induce rexinoid cell death and that the release of other pro-apoptotic protein such
as smac/diablo is also required to activate caspase 3. Altogether, these data provide evidence
for initiation of rexinoid apoptosis at the mitochondria and further expansion of apoptosis

through amplification loop.
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Rexinoid-induced nitric oxide (NO) production is required for apoptosis.

While we did not obtain evidence for an involvement of reactive oxygen species
(ROS) or bcl-2 family members in rexinoid apoptosis (supplementary figure 1), we could
detect production of NO in BMS749-treated PLB985 cells, which was strongly decreased by
the pan NO synthase inhibitor L-NMMA (fig 4a). Interestingly, the kinetics of NO production
correlated with that of cytochrome c release (fig 2b). In keeping with the observation that NO
production induces the mitochondrial apoptosis pathway (Brune, 2003), L-NMMA decreased
rexinoid apoptosis by 60% (fig 4c) and inhibited the cytochrome ¢ release. That antioxidants
such as GSH or L-NAC do not affect apoptosis or cytochrome ¢ release (fig 4c, d) excluded
the contribution of ROS. Together, these results support that rexinoid-induced NO mediates

activation of the intrinsic death pathway.

IGF Receptor | activation antagonizes rexinoid-apoptosis.

That serum concentration progressively inhibited rexinoid apoptosis (figure 5a and
(Benoit et al., 2001)) prompted us to investigate the contribution of growth factor signalling in
this antagonism. Out a battery of growth factors and cytokines, only IGFI, IGFII or EGF
reduced rexinoid apoptosis (fig 5b and data not shown). This antagonism involves the block
of cytochrome c release revealing that the growth factors inhibit rexinoid apoptosis at an early
stage (fig 5¢). The absence of synergy between the 3 growth factors indicated that they act
through the same mediator (fig 5b, compare lanes 3-5 and 6). Notably, TRAIL or etoposide-
induced apoptosis was not rescued by these factors (fig 5d).

To determine which pathway is activated by the three growth factors, we analysed
their signalling cascades in PLB985 cells. MEK1/2 inhibitors U0126 or PD98059 reversed
EGF or IGF-mediated survival (fig 6a compare lanes 2-3 to 9 and data not shown) whereas

p38 MAP kinase (SB) or PI3 kinase (LY) inhibitors were inefficient (fig 6a lanes 2-7). In
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keeping with these results, addition of EGF to the culture medium induced a rapid and
sustained phosphorylation of the MEK1/2 substrate p42/44 MAP kinase as shown by western
blot analysis (fig 6b). The induction of p42/44 activity by IGFI, EGF but also FCS was
confirmed by in vitro kinase assay with elk-1 as a substrate (fig 6¢). Altogether, these results
suggest that the MEK/p42/44 MAPK pathway is mediating the anti-apoptotic action of IGFs
and EGF against rexinoid-induced cell death.

Although EGF supports survival and counteracts rexinoid apoptosis, we could not
detect EGF receptor expression in PLB985 cells while IGF receptor I (IGF-RI) was rapidly
detected (data not shown). Consistent with these results, inhibition of the tyrosine kinase
activity of IGF-RI with AG1024 reversed IGFI as well as EGF-induced survival (fig 6d, lanes
1-5 and 8-9) whereas co-treatment with EGFR tyrosine kinase inhibitor AG1478 is inefficient
(fig 6d lanes 6 and 10). This suggests that IGFI and EGF both antagonized rexinoid-apoptosis
through activation of IGFRI.

Most notably, the inhibition of rexinoid-induced cell death by the serum was also
reversed specifically by the MEK1/2 inhibitor U0126 (fig 6e lane 1-5) and to a lower extend
by the IGF-RI tyrosine kinase inhibitor AG1024 (fig 6e lanes 1-3 10-11) but not by AG1478,
SB203580 or LY294002. This decrease of FCS, EGF or IGFI-mediated apoptosis by AG1024
or U0126 correlated with their ability to inhibit p42/44 kinase activation by the growth factors
(figure 6f). Altogether, these results demonstrate that growths factors with IGFI-like activity
are responsible for serum-induced inhibition of rexinoid apoptosis by activating IGF-RI and

MEK1/2/p42/44 MAPK pathway.

Rexinoid-induced apoptosis is mediated by the RXR-PPARY heterodimer.
That the RARa agonist did not induce (BMS753 in fig 1a) but rather inhibited while

RAR antagonists increased rexinoid apoptosis (data not shown and Benoit) excluded
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involvement of RAR-RXR heterodimer transactivation. In screening a panel of ligands for
multiple permissive and non-permissive RXR heterodimer partners, we observed
unexpectedly that the PPARy agonist troglitazone induced PLB985 cells apoptosis. Most
importantly, this apoptosis occurred exactly under conditions where rexinoid induced
apoptosis, i.e. when serum concentration is limiting (fig 7a lanesl, 6, 7 and 11). Note that
under identical conditions the cells do not respond to PPARa (WY) or PPARB (BMS990)
agonists (fig 7a). RT-PCR and western blot analysis confirmed PPARa, 3 and y expression in
these cells (data not shown). Most importantly, rexinoids and the PPARYy agonists troglitazone
(fig 7b) or 15d-PGJ2 (fig 7c) strongly synergized for apoptosis induction, supporting a
specific involvement of RXR-PPARY heterodimers in rexinoid apoptosis.

In agreement with these results, the combination of troglitazone with the rexinoid
SR11237 induced a similar profile of caspase activation (fig 7d) and cytochrome c release (fig
7e) as did rexinoids alone, suggesting a common mode of action. Indeed, overexpression of
Bcl-2 equally decreased troglitazone/SR11237 and rexinoid-mediated apoptosis (fig 7f) and
NO production was detected upon troglitazone/SR11237 exposure (fig 7g). Finally, EGF and
IGFI treatment antagonized PPARy agonist and PPARY agonist/rexinoid mediated apoptosis
(fig 7h). Altogether, these results reveal that the PPARYy agonist/rexinoid combination induces
apoptosis by activation of the same signalling pathways as by rexinoids, comforting the

hypothesis that RXR-PPARY is the functional unit mediating the rexinoid signal.

DISCUSSION

Over the past few years, we have witnessed a rapid accumulation of knowledge on the

molecular mechanisms underlying t(15;17) APL, the basis of the therapeutic success of
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ATRA combined with chemotherapy and the failure in treating APL variants. While this is a
major breakthrough, the large number of non-APL AML patients can not benefit from ATRA
therapy. With the aim to uncover novel treatment paradigms, we have tested the potential of
alternative rexinoid-based treatments and observed two signalling options which could be
effective in AML therapy (Altucci, 2005; Benoit et al., 1999; Benoit et al., 2001). In addition,
we and others have explored the use of epigenetic drugs for their antileukemic potential
(Ferrara et al., 2001; Insinga et al., 2005; Nebbioso et al., 2005).

Although RXR has been for long considered as a silent partner of non-permissive
nuclear receptors (Germain et al., 2002), we have reported that RXR can induce
differentiation and/or apoptosis in leukemic cell systems. Rexinoid crosstalk with the PKA
pathway can overcome ATRA resistance in APL cells (Benoit et al., 1999) and induces post-
maturation apoptosis even in retinoid-insensitive AML cells (Altucci, 2005). The
corresponding mechanism has been defined as RXR de-subordination within the RXR-RAR
heterodimer which synrgizes with additionnal cAMP-induced signalling (Altucci, 2005;
Kamashev et al., 2004). Here we report on the mechanisms of a second entirely distinct
signalling pathway of RXR which we termed “rexinoid apoptosis”. Rexinoids which are
usually silent have the capacity to induce maturation-independent apoptosis in AML cells
when signalling by certain growth factors is interrupted. The two RXR signalling pathways
are entirely different because : (i) rexinoid apoptosis is not inhibited but rather increased by
RAR antagonists, (ii) rexinoid apoptosis does not involve the RXR-RAR but the RXR-PPARY
permissive heterodimer, (iii) rexinoid apoptosis does not require prior differentiation and (iv)
apoptosis induction involves different apoptotic pathways.

The intrinsic death pathway has a predominant role in rexinoid apoptosis, which is
supported by an early release of cytochrome c, a subsequent depolarisation of the

mitochondrial membrane potential and the inhibitory role of bcl-2 overexpression in rexinoid-
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induced cell death (figure 8). This apoptosis signalling is further enhanced by a caspase 3/
caspase 8/ Bid amplification loop and a late induction of DRS overexpression. Notably, we
have identified NO as an early mediator of rexinoid apoptosis. This is supported by the fact
that the selective NO synthase inhibitor L-NMMA is dramatically decreasing rexinoid-
induced NO production and apoptosis. NO was described to induce a MAPK-mediated
phosphorylation and activation of p53 (Brune, 2003). It is possible that NO-mediated p53
activation is responsible for the observed induction of DRS, a known p53 target (Wu et al.,
1997). It remains to be established how rexinoids, in absence of growth factor support, induce
NO production and whether the transcriptional induction of iNOS can play a role. A number
of mechanisms have been proposed to explain NO-mediated apoptosis through induction of
the intrinsic pathway, one of them is based on ROS production as a critical event. We have
excluded that ROS production is the cause of rexinoid cell death as antioxidant molecules do
not modulate rexinoid apoptosis. It is possible that protein nitrosylation which leads to the
opening of the mitochondrial transition pore or inhibition of cytochrome c¢ oxidase play a
critical role in NO-mediated apoptosis (Beltran et al., 2000; Halestrap et al., 1997; Moncada
and Erusalimsky, 2002).

Growth factor removal is known to induce apoptosis and it has been shown that some
receptors called “dependence receptor” transmit directly a signal to the apoptosis machinery
(Mehlen and Bredesen, 2004). The IGFRI has not been reported to have the characteristics of
a dependence receptor. Our results support an alternative mechanism in which a default
apoptosis is triggered by ligands of RXR-PPARY heterodimers in absence of growth factor
antagonism. Evidence for the existence of endogenous RXR or PPARy agonists has been
reported (de Urquiza et al., 2000; Forman et al., 1995; Solomin et al., 1998). As classical
knock-out are embryonic lethal (Barak et al., 1999; Sucov et al., 1994), future studies with

RXR or PPARY conditional knock-out mice will be necessary to reveal the possible role of
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rexinoid apoptosis in developmental events such as control of compartment size or tissue
remodelling.

Cell proliferation in body compartments is tightly controlled by hierarchical cell-cell
communication involving factor signaling. Uncontrolled growth in the absence of supporting
factors progressively leads to cancer. In this respect, rexinoid apoptosis may correspond to an
innate cancer preventive strategy. A number of observations support this hypothesis: (i) loss
of function mutations in PPARY have been associated with colon cancer and could argue for a
tumor suppressor function of PPARYy (Sarraf et al., 1999); (ii) the discovery that the PAXS8-
PPARy fusion protein plays a critical role in thyroid follicular oncogenesis through a
dominant negative function of PPARy has raised the possibility that abrogation of normal
PPARy function may play a role in the developpement of cancer (Kroll et al., 2000); (iii) a
PPARY agonist and a rexinoid can synergistically prevent the developpement of chemically-
induced preneoplastic mammary lesions in a mouse model of organ culture (Mehta et al.,
2000) and (iv) rexinoids and PPARY agonists have been reported to induce apoptosis in breast
cancer, thyroid carcinoma, or multiple myeloma cells (Crowe and Chandraratna, 2004;
Klopper et al., 2004; Ray et al., 2004).

Collectively, our results suggest that rexinoids, alone or combined with PPARy
agonists, may be powerful anti-cancer drugs which can act through several apoptogenic
signalling paradigm. It will be interesting to see whether combination therapies with rexinoids
which have relatively low toxicity compared with retinoids and agents that increases
intracellular cAMP (such as phosphodiesterase inhibitors) and/or inhibitors of the IGFRI

signalling pathway can lead to improved AML therapy.
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MATERIALS AND METHODS

Ligands, chemicals and antibodies. Retinoids, rexinoid and PPARs agonists were provided
by Bristol-Myers-Squibb. BMS749 was dissolved in ethanol and used at 1uM unless
specified. Caspases inhibitors (Z-VAD-FMK, Z-IETD-FMK, Z-AEVD-FMK, and Z-LEHD-
FMK) as well as EGF, IGFI, IGFII, insulin, G-CSF, IL3, IL4, IL10, SCF and GM-CSF were
purchased from R&D Systems. TRAIL was kindly provided by Immunex .The kinase
inhibitors U0126, LY294002 come from Cell Signalling Technology whereas SB203580 and
L-NMMA were from Calbiochem, and AG1024 and AG1478 from Alexis biochemicals.
Antibodies directed against caspase 3, caspase 8 caspase 9, PARP, Bid, Bcl-2, EGFR, total
and phospho IGFR, Akt, p42/44 and p38, were purchased from Cell Signalling technology.
Anti-cytochrome ¢ and anti-FADD antibodied were from BD Bioscience, anti-DR5 from
Sigma and anti-TRAIL from R&D Systems. The Apo2.7 antibody was purchased from

Beckman Coulter and DIOC6 and DAF-FM diacetate from molecular probe.

Cell culture, infection and transfection. PLB985 were adapted to culture conditions with
minimal serum addition in the synthetic media. To this purpose, cells were cultured in RPMI,
1% fetal calf serum, complemented with 1% HY (Biosepra), 100 U/ml penicillin, 100mg/ml
streptomycin, 10mM HEPES and 2mM glutamine. Stable PLB985 cell lines were obtained as
followed: PLB985 cells were transfected by pIRES GFP and pIRES-Bcl2 GFP via
nucleofection using the Amaxa technology and selected for transfection by 0.8 mg/ml G418
on the entire population. The GFP-FADDdn was cloned into the pLenti6/v5 lentiviral vector
(Invitrogen) following the manufacturers’instructions. The Virapower lentiviral expression
system (Invitrogen) was used to produce lentivirus coding for GFP-FADDdn or (-
galactosidase protein following the provided instuctions using the pLenti/GFP-FADDdn/v5

and pLenti/LacZ constructs. Once collected, the lentivirus was concentrated by
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ultracentrifugation (25,000 rpm, 90 min, 4°c). 3.10° PLB985 cells were infected with 2.10°

[U/ml of virus at an MOI of 20:1 and selected for stable integration with 10mg/ml blasticidin.

Flow cytometry. PLB985 cells apoptosis was quantified by detection of the 7A6
mitochondrial antigen (which is selectively exposed in cells undergoing apoptosis) using the
Apo2.7 antibody. 2.10° cells were permeabilized for 20 min with 100 ml of cold (4°C)
solution of 100pug/ml digitonin(Sigma) in PBS, washed with cold PBS, incubated for 15 min
in the dark with 30 ml of a 1/5 dilution of APO2.7 PE conjugated antibody in PBS, and
analysed by flow cytometry. An isotypic IgG1-PE antibody was ussed as non-specific control.
For quantification of sub-G1 fraction, the cells were resuspended in 500 pl hypotonic buffer
(0.1% Triton X100, 0.1% sodium citrate, 50 pg/ml PI), incubated in dark over night at 4°C
and subjected to FACScan analysis. Mitochondrial membrane potential was assayed by
incubating 2.5x10° cells with 50 nM DiOC6(3) for 30 min in the dark and subsequent
examination by flow cytometry. Nitric Oxide production was quantified using the selective
DAF-FM diacetate probe. Briefly, 2.5x10° cells were incubated for 30 min at 37 °C with 5uM
DAF-FM diacetate, washed in PBS and reincubated for 15 min at 37°C prior FACScan

analysis with FL2 channel.

RNAse Protection Assay. Total RNA was extracted with Trizol (Invitrogen-Gibco BRL,
Carlsbad, CA) and RNase protection assays were performed according to the supplier's
instructions (Pharmingen, San Diego, CA). Briefly, 4ug total RNA and 6-8x10° cpm of a-
[**P]-uridine triphosphate-labelled template sets were used; after RNAse treatment protected

probes were resolved on 5% urea-polyacrylamide-bis-acrylamide gels.

Western blot Total cellular protein was prepared using high salt lysis buffer (420 mM KClI,

10 mM Tris-HCI pH 7.5, 0,5 mM EDTA, 0,5 mM EGTA, 0,3% NP-40, 1 mM DTT, 20 pg/ml
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leupeptin, 10 pg/ml pepstatin, 10 pg/ml aproptinin, I mM PMSF and 0,25uM okadaic acid).
50ug proteins were separated by SDS acrylamide gel electrophoresis, transferred to
nitrocellulose = membranes and probed by antibodies as indicated. The
mitochondrial/cytoplasmic fractionnated protein extraction was done as decribed (Adrain et
al., 2001). Briefly, 10 cells were permeabilised in 300ul of 200ug/ml digitonin buffer
(250mM sucrose, 70mM Kcl, 137 mM NaCl, 4.3 mM Na2HPO4, 1.4 mM KH2PO4, 100uM
PMSF, 10 pg/ml leupeptin, 2 pg/ml aproptinin) for 5 min at 4°C. Cells were centrifuged at
1000g for 5 min, the supernatant representing the cytosolic fraction. The pellet was
solubilized in 300 pl mitochondrial lysis buffer (S0mM Tris pH 7.4, 150mM NaCl, 2mM
EDTA, 2mM EGTA, 0.2% triton X-100, 0.3% NP-40, 100uM PMSF, 10 pg/ml leupeptin, 2
ug/ml aproptinin) for 30min at 4°C and centrifuge at 10000g for 10min. The supernatant is

the mitochondrial fraction. 25ul of each extract was used for western blot.

p42/44 MAP Kinase assay. p42/44 activity assay was mesured in vitro, using the non-
radioactive p42/44 MAP Kinase Assay Kit (Cell Signalling Technology) according to the
manufacturer’s protocol. Briefly, 200 pg of cell extract were immunoprecipitated with
immobilized Phospho-p42/44 antibodies. The resulting immunoprecipitate is incubated with a
Elk-1 fusion protein in the presence of ATP. Phosphorylation of Elk-1 is then verifie d by

western blot analysis.
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FIGURE LEGEND

Figure 1. The rexinoid BMS749 induces PLB985 cells apoptosis via a caspase-dependent
process. 8, BMS749 induces a dose-dependent apoptosis while the RARa agonist BMS753
has no effect. The cells were treated for 24 hours with the 2 ligands at the indicated
concentration and assayed for apoptosis by apo2.7 staining. On the right panel, FACScan
analysis of Apo2.7 staining. b, Caspase inhibitors reduces BMS749-induced apoptosis. The
PLB98S5 cells were pretreated for 2 hours with 100uM Z-VAD-FMK (pan inhibitor), Z-IETD-
FMK (caspase 8 inhibitor), Z-AEVD-FMK (caspase 10 inhibitor), Z-LEHD-FMK (caspase 9
inhibitor) or a combination of them prior addition of BMS749. After 48 hours of treatment,
the sub-G1 fractions representing apoptotic bodies were analysed by PI staining and FACS
analysis. €, The rexinoid treatment induces the cleavage of caspase-3, -9, -8, PARP and Bid as
revealed by western blot experiments. The PLB985 cells were treated with BMS749 and
collected at the indicated time for protein extraction. The full length (FL) or cleaved

fragments are indicated.

Figure 2. The death receptor pathway contributes partially to rexinoid-induced apoptosis. a,

Western blot analysis of TRAIL and DRS protein expression. The PLB985 cells were treated
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for the indicated time with BMS749. The non-specific band (NS) confirms equal loading. b,
¢, PLB985 cell lines stably expressing a GFP-tagged dominant negative FADD (GFP-
FADDdn) fusion protein or a -galactosidase protein (LacZ) were generated by lentivirus-
mediated infection of the PLB985 wild type (WT) cells. The expression of the fusion protein
was verified by western blot in ¢ or by GFP fluorescence using FACS analysis in b. d,
PLB985 cells expressing the GFP-FADDdn protein are less sentitive to rexinoid-induced
apoptosis. WT, Lac Z or GFP-FADDdn PLB985 cells were treated for 24 hours with
BMS749. TRAIL treatment (20ng/ml) was used as positive control for FADD dominant
negative effect. Staurosporine (STS, 100nM) and CCCP (2uM) are targeting the

mitochondrial apoptotic pathway and were used as negative control.

Figure 3. Crucial role of the mitochondial death pathway in rexinoid-induced PLB985 cells
death. a, BMS749 induces loss of mitochondrial transmembrane potential. The PLB985 cells
were treated for 24 hours with 1uM BMS749 or with 20ng/ml of TRAIL as positive control,
stained with DiOC6 and analysed by flow cytometry. b, Western blot analysis of cytochrome
¢ and Smac/Diablo release from the mitochondria to the cytoplasm. The cells were treated
with BMS749 or TRAIL (20ng/ml) as positive control (+) and were collected at the indicated
time for mitochondrial and cytoplasmic protein extraction. ¢, d, PLB985 cells were stably
transfected with pIRES EGFP or pIRES Bcl-2 EGFP vectors by using nucleofection
technology. Western blot of bcl-2 (c) and GFP detection by FACS analysis (d) confirmed the
expression of the transgene. €, Bcl-2 overexpression decreases rexinoid-induced apoptosis.
WT, pIRES or pIRES Bcl-2 GFP expressing cells were exposed to BMS749 at the indicated
concentration for 30 hours and assessed for apoptois by Apo2.7 detection. f, Cytochrome ¢

release acts upstream of caspase activation as assessed by western blot analysis of cytochrome
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c release and caspase 8 clivage. PLB985 cells were pretreated for 2 hours with 100 uM of the

indicated caspase inhibitors and then exposed for 4 hours to BMS749 prior protein extraction.

Figure 4. Nitric oxide (NO) production is required for rexinoid-induced apoptosis. a,
FACScan analysis revealing the production of NO. The cells were pre-treated or not with 500
uM of the pan NO synthase inhibitor L-NMMA, then exposed for 2 hours to BMS749 and
prepared for flow cytometry. b, Time course of NO production in PLB985 cells treated with
BMS749 and detected by FACScan analysis. ¢, The pan NO Synthase inhibitor decreases
rexinoid-induced apoptosis. PLB985 cells were pre-treated for 2 hours with L-NMMA (200
and 500uM) and 2 antioxidant GSH (reduced gluthatione at 1 and 5 mM) and L-NAC (N-
Acetyl cysteine at 1 and 5 mM) prior exposition to BMS749 for 24 hours. The apoptosis was
assessed by FACScan detection using Apo2.7 antibody labelling. d, NO production induces
cytochrome c release as demonstrated by this western blot analysis of cytochrome c release.
PLB985 cells were pre-treated for 2 hours with L-NMMA (200 and 500uM), or with 2mM of
GSH or L-NAC. BMS749 was added to the culture for 4 hours before collecting the cells for

fractionated protein extraction.

Figure 5. IGFI, IGFII and EGF rescue PLB985 cells from rexinoid-induced apoptosis. a Seric
factors inhibit rexinoid-induced cell death. The cells were treated for 24 hours with BMS749
and increasing amount of serum and assayed for apoptosis by Apo2.7 detection .b, PLB985
cells were co-treated with BMS749 and 1pg/ml of several growth factors as indicated. After
48 hours, the cells were submitted to apoptosis detection by FACSscan analysis of Apo2.7
labelling. ¢, EGF and IGFI inhibit apoptosis by blocking cytochrome ¢ release, as revealing
by western blot. PLB985 cells were pre-treated for 2 hours with EGF and IGFI and exposed

for 4 hours to BMS749. d, PLB985 cells were treated with 20ng/ml TRAIL or 2uM
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etoposide. Addition of the 3 indicated growth factors does not inhibit apoptosis as assessed by

APO2.7 labelling and FACScan detection.

Figure 6. p42/44 MAP Kinase pathway mediates the survival signal counteracting rexinoid
apoptosis through IGF-RI activation. a, MEK-1/2 inhibition reverses EGF induced survival.
PLB985 cells were pre-treated for 2 hours with 10uM SB203580 (p38 inhibitor), 10uM
LY294002 (PI3 Kinase inhibitor) and 5 uM U0126 (MEK inhibitor). The cells were then
exposed or not to a combination of BMS749 and EGF and assessed for apoptosis by Apo2.7
detection after 24 hours of treatment. b, Kinetics of p42/44 phosphorylation under EGF
exposure as assessed by western blot. c, In vitro kinase assay of p42/44 activity performed
with PLB985 cell extracts treated or not for 1 hour with IGFI, EGF or 10% FCS. Elk-1 is used
as p42/44 target. d, PLB985 were pre-treated with 2 tyrosine kinase inhibitors, the tyrphostin
AG1024 which inhibits the IGFRI and the tyrphostin AG1048 which inhibits the EGFR. The
cells were then exposed to BMS749 in combination or not with EGF or IGFI and submitted to
apoptosis detection by Apo2;7 staining. €, The FCS-mediated survival is also triggered via
IGFRI and p42/44 activation. PLB 985 cells were first pre-treated for 2 hours with 10 pM
U0126, 10uM LY294002, 10pM SB203580 and 2puM of the tyrphostins AG1024 and
AG1478. The cells were then exposed for 48 hours to BMS749 combined or not with 10%
FCS and apoptosis was detected by FACScan detection of Apo2.7 antibody. d, p42/44 kinase
activity assay performed on protein extract of PLB985 cells exposed to the indicated

treatments. U0126 was used at SuM and AG1024 at 2uM.

Figure 7. PPARy agonists induce PLB985 cells apoptosis and synergize with rexinoid. a,
PLBO985 cells cultured in 1 or 10% FCS were treated for 24 hours with the indicated

concentration of PPAR agonists. WY-14643 is agonist for PPARa, BMS990 for PPAR and
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troglitazone (TZD) for PPARy. Apoptosis was detected by Apo2.7 staining. b,c, PLB985
were exposed to 4 different rexinoids : BMS649 (1uM), 9-cisRA (1uM), LG1069 (1uM), and
BMS749 (0.5uM), in combination with the synthetic PPARy agonist troglitazone (b) or the
natural PPARy agonist 15d prostaglandine J2 (c). Apoptosis assessed by FACScan detection
of Apo2.7 staining demonstrates a synergistic action of PPARy and RXR agonists. d, Western
blot analysis of troglitazone (S5uM) and BMS649 (1uM) treated PLB98S5 cells extracts reveals
specific cleavage of caspase 3, 8,9 and PARP, as well as decrease of Bid expression. e,
Western blot analysis of cytochrome c release using fractionated protein extracts of PLB985
cells treated as in (a). f, Bcl-2 overexpression reduces PPARy/rexinoid-induced cell death.
PLB985 cells stably expressing pIRES or pIRES-Bcl-2 GFP were treated for 24 hours with
SuM troglitazone/1uM BMS649 and 100nM staurosporine (STS) as positive control. The
cells were then submitted to apoptosis detection using A po2.7 staining. g, FACS analysis of
Nitric Oxide production assessed on PLB985 cells treated for 2 hours with BMS649,
troglitazone or both of them. h, EGF, IGFI or FCS treatment reduces PPARy and
PPARy/rexinoid-induced cell death. PLB985 were co-treated for 24 hours with the indicated
ligands in the presence or not of IGFI, EGF or 10% FCS. Troglitazone was used at 5 uM,
BMS649 at 1 uM and 15d-PGJ2 at 2uM. The cells were then assayed for apoptosis by

FACScan detection of Apo2.7 staining.

Figure 8. Schematic representation of RXR-PPARy-mediated apoptosis in AML cells. The
activation of RXR-PPARY heterodimer by RXR or PPARY agonists induces NO production
which in turn affects mitochondria integrity and triggers cytochrome c release. This step can
be inhibited by bcl-2 overexpression. The activation of intrinsic pathway leads to caspase 3
clivage and the initiation of an amplification loop through caspase 8 and bid clivage. A late

overexpression of DRS which could be attributed to a NO/p53 mediated transactivation
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increases this caspase 8 activation and can be blocked by a dominant negative form of FADD.
IGF-I like growth factors, through their binding to IGFRI activate an antagonizing
MEK1/2/p42/44 survival pathway which could inhibit rexinoid apoptosis at several different
steps going from initiation of transcription by the heterodimer to activation of intrinsic

pathway.
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Discussion

DISCUSSION

1. Différentes voies d’induction de I’apoptose des cellules APL en ciblant les

récepteurs a ’AR.

Il est maintenant clairement établi que les rétinoides ont une action préventive ou
thérapeutique puissante sur un grand nombre de cancers (Altucci and Gronemeyer, 2001; Sun
and Lotan, 2002). Ils peuvent en effet réguler ’expression de génes impliqués dans le controle
de la prolifération, différenciation et apoptose des cellules cancéreuses traitées. Au
laboratoire, nous nous sommes focalisés ces derniéres années sur 1’étude de 1’action
apoptogénique des rétinoides sur les cellules cancéreuses en particulier en utilisant le modele
de la leucémie promyélocytaire aigué (APL). Les cellules NB4 représentent le seul modele
cellulaire d’APL, expriment la protéine de fusion PML-RAR« et sont bloquées dans leur voie
de maturation au stade promy¢locytaire (Lanotte et al., 1991). Le traitement des cellules APL
(que ce soient les blastes de patients in vivo, cultivés ex vivo ou les cellules NB4) par un
agoniste de RARa tel que ATRA restaure la différenciation de ces cellules dans la voie
granulocytaire puis, lorsque le stade de maturation terminal est atteint, induit leur apoptose

(Degos and Wang, 2001).

Les travaux réalisés sur les cellules NB4 dans le laboratoire démontrent qu’il existe
deux autres voies d’induction de 1’apoptose en ciblant I’activation du récepteur RXR. En
effet, si un agoniste de RXR seul est inefficace, I’addition simultanée d’un agoniste de la
protéine kinase A (PKA) permet également de réengager les cellules dans leur voie de
maturation finale suivie de leur mort par apoptose (Benoit et al., 1999). La troisiéme voie
repose sur 1’induction directe de I’apoptose des cellules par un rexinoide et en absence de
signaux de survie présents dans le sérum capables de contrecarrer ces effets apoptotiques
(Benoit et al., 2001b). Contrairement aux deux autres voies, 1’apoptose observée dans ce
dernier cas est induite sur les cellules promyélocytaires immatures sans nécessité d’une phase
de différenciation préalable en cellules my¢loides effectrices (voir tableau 1).

De maniére intéressante, ces deux voies impliquant I’activation de RXR sont également
fonctionnelles dans les cellules NB4-R2, un sous-clone des cellules NB4 qui présentent une

mutation dans le domaine de liaison du ligand de PML-RARa et sont par conséquent
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Agoniste de Agoniste de Agoniste de Agoniste de Agoniste de
RAR RXR RAR/ RXR/ RXR
agoniste de AMPc Sans sérum
RXR
NB4 | Différenciation / Différenciation | Différenciation Apoptose
Apoptose Apoptose Apoptose
NB4-R2 / / / Différenciation Apoptose
Apoptose
Lignées | Différenciation / Différenciation | Différenciation Apoptose
AML Apoptose Apoptose
Blastes / / / Différenciation ?
AML Apoptose

Tableau 1: Reécapitulatif des effets des traitements rétinoides et rexinoides sur différentes

cellules AML testées au laboratoire.

/ signifie qu’il n’y a aucun effet détectable.




Discussion

résistantes aux rétinoides. Or, environ 30% des patients APL traités par ATRA développent
une résistance et rechutent. Parmi les différentes causes de cette résistance, on observe
I’apparition de ce type de mutations dans la protéine de fusion oncogénique. En plus de
I’acquisition de résistance, il existe certains cas d’APL insensibles 8 ATRA. En effet, dans 95
a 98 % des cas, la protéine de fusion exprimée est PML-RARa. Cependant, dans certains cas
rares la translocation chromosomique génére une fusion entre RARa et PLZF et le traitement
par des doses pharmacologiques d’ATRA est insuffisant pour restaurer la transcription des
genes cibles et la différenciation des cellules. Nous avons eu I’opportunité de tester le co-
traitement agoniste de PKA/rexinoide sur des blastes de patients exprimant la protéine PLZF-
RARa. Alors que les traitements par chaque agoniste séparé n’a induit aucun phénotype de
maturation, leur addition simultanée a restauré le processus différenciatif apres seulement 3
jours de traitement démontrant qu’il pourrait étre effectivement utilisé¢ afin de traiter ces
patients APL.

Ces deux traitements basés sur les rexinoides pourraient donc enrichir ’arsenal thérapeutique
déja existant pour les thérapies APL et représenter une alternative moins toxique que ATRA

pour les patients.

2. Cibler les récepteurs a I’AR dans les cellules AML.

Les résultats obtenus sur les cellules APL résistantes a I’AR ont suggéré que les
traitements ciblant RXR pourraient étre étendus a d’autres types de leucémie réfractaires au
traitement retinoide. En effet, méme si cette observation semble paradoxale, seules les cellules
APL qui présentent une altération dans la fonction de RARa sont sensibles a ATRA alors que
les autres cas de leucémie my¢loide aigué (AML) qui expriment un récepteur fonctionnel sont
majoritairement insensibles 8 ATRA. C’est d’autant plus surprenant alors qu’il est admis que
I’activation de RARa par son agoniste permet de moduler le processus de différenciation
my¢loide (Kastner et al., 2001).

Les lignées cellulaires AML utilisées comme modele présentent une sensibilité variable
au traitement par les rétinoides. Les cellules HL-60 sont bloquées au stade myélocytaire et ne
présentent pas de translocation chromosomique particuliere. L’addition d’un agoniste de
RARa permet d’induire leur différenciation. L’activation concomitante de RXR par son

agoniste permet de potentialiser la différenciation des cellules et d’induire ensuite leur
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apoptose (Nagy et al., 1995). Les cellules U937 sont quant a elle moins sensibles aux
rétinoides : le traitement par ATRA induit leur différenciation mais qui n’est pas suivie par
I’apoptose (Ho, 1985). Nous avons utilisé une troisiéme lignée my¢éloide : les cellules PLB985
décrites comme ¢étant bloquées a un stade antérieur de différenciation comparé aux lignées
précédentes (Tucker et al., 1987). Cependant, des informations récentes laissent a penser que
les cellules PLB985 en circulation actuellement seraient un sous-clone particulier des cellules
HL-60. J’ai en effet démontré que leur fonctionnement était similaire a celui des cellules HL-
60 méme si I’on observe une synergie plus marquée entre un agoniste de RAR et un agoniste

de RXR au niveau de la différenciation (publication n°2) (tableau 1).

Cependant, il existe un décalage entre les lignées myéloides utilisées comme modele en
culture et les blastes de patients qui ne présentent pour la plupart aucune sensibilité aux
rétinoides. De part la trés grande hétérogénéité de cette maladie, il n’existe pas de traitement
universel capable de traiter tous les patients et excepté pour les cas d’APL. Le taux de survie
de ces patients reste trés faible et nécessite 1’intervention de nouvelles stratégies
thérapeutiques. Nous avons donc testé les traitements rexinoides sur ces cellules en
commengant par les lignées cellulaires PLB985, HL-60, U937 et NB4-R2. Dans toutes ces
lignées, 1’addition d’un agoniste de RXR seul n’induit aucun effet biologique décelable. Le
traitement par un analogue de I’AMPc (8 CPT-cAMP) induit quant a lui la différenciation des
cellules dans la voie granulocytaire. L’addition simultanée d’un agoniste de RXR synergise
avec 1’agoniste de la PKA pour induire la différenciation terminale des cellules suivi de leur
apoptose (publication n°3). Cette étape d’apoptose est ¢galement observée dans les cellules
U937 qui sont pourtant résistantes a 1’action apoptogénique des retinoides. La synergie
PKA/RXR est encore plus frappante lorsque 1’agoniste de la PKA (qui a de lui-méme une
forte action différenciative sur les cellules) est remplacé par des molécules permettant
d’activer la PKA par I’AMPc intracellulaire. C’est par exemple le cas de la Forskolin qui
active I’adényl cyclase et permet la production d’AMPc ou encore les inhibiteurs de
phosphodiestérase (théophylline, IBMX, rolipram) qui en inhibant la dégradation de I’AMPc
permettent d’augmenter sa concentration intracellulaire. Le traitement des cellules AML par
ces molécules seules n’induit qu’une tres faible différenciation difficilement détectable
puisqu’elles activent la PKA par une dose d’AMPc beaucoup plus physiologique. Cependant,
le traitement simultané par un agoniste de RXR induit une forte différenciation suivie de
I’apoptose des cellules démontrant une véritable coopération entre la PKA et RXR pour

réengager le processus de différenciation. De manicre trés surprenante, il s’est avéré que ce
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cotraitement agoniste de PKA/ rexinoide était également capable d’affecter la survie des
blastes de patients AML cultivés ex vivo. Le remplacement de I’agoniste de la PKA par la
théophylline ou d’autres inhibiteurs de phosphodiestérase induit également une forte
inhibition de la croissance des cellules en milieu semi-solide. Cette activation simultanée de la
PKA et de RXR semble pouvoir cibler tous les cas d’AML, sans se limiter aux cellules APL
et ceci quelque soient la classification des blastes, leur stade de maturation ou leur
immunophénotype. Cependant, cette coopération RXR/PKA semble limitée aux cellules
my¢loides. En effet, la lignée lymphocytaire T jurkat est insensible a ce co-traitement. Il en

est de méme pour des lignées cellulaires issues de tumeur solides.

Concernant le deuxiéme traitement ciblant RXR, j’ai adapté différentes lignées
leucémiques en condition de culture en milieu synthétique pauvre en sérum (publication n°4).
Les cellules PLB985 ont également démontré une forte sensibilité a 1’action apoptogénique
des rexinoides, de méme que les cellules HL-60. Les lignées U937, KGla et jurkat sont
¢galement sensibles mais nécessitent une exposition plus longue au ligand (48 heures) afin
d’observer les premiers effets. La lignée K562, dans laquelle les cellules sont engagées dans
la voie de différenciation érythrocytaire sont réfractaires au traitement. Nous avons
récemment établi une collaboration avec 1’hdpital de Strasbourg qui nous fourni des blastes de
patients leucémiques (my¢loides et lymphocytaires). Il sera intéressant de tester si ces cellules
sont elles aussi sensibles a 1’action apoptogénique des rexinoides comme les lignées
cellulaires.

I1 est difficile de statuer sur la sensibilité des lignées issues de tumeurs solides a 1’action
des rexinoides. En effet, ’adaptation de ces cellules, que ce soient des lignées de cancer du
sein, de neuroblastomes ou encore des cellules primaires embryonnaires de souris (MEF) en
milieu pauvre en sérum a présenté une difficulté majeure. En effet, certains facteurs
d’adhésion présents dans le sérum semblent nécessaires pour la croissance de ces cellules.
J’essaie actuellement de remédier a ce probléme en testant d’autres substituts synthétiques de
sérum. Il serait en effet trés intéressant de savoir si cette voie est limitée aux cellules
leucémiques ou si elle peut étre étendue a d’autres tissus. On pourrait effectivement imaginer
un réle physiologique de cette signalisation rexinoide au cours du développement : elle
constituerait une voie de mort par défaut induite dans certaines cellules en présence de ligands
engogenes lorsque la signalisation par les facteurs de croissance est interompue. Elle pourrait
ainsi permettre de réguler la taille de certains compartiments cellulaires. Cependant, cette

hypothese est difficilement vérifiable, les souris déficientes en RXRa n’étant pas viables.
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Figure 22 : Les différentes implications de RXR dans la différenciation et/ou
I’apoptose induite par les rétinoides et les rexinoides dans les cellules AML.

A. Synergie entre RAR et RXR qui conduit a la différenciation et apoptose des
cellulesAML.

B. Désubordination de RXR par la PKA qui conduit a la différenciation et apoptose
des cellulesAML.

C. Activation de I’hétérodimere permissif RXR-PPARy qui induit la transcription
de genes apoptotiques.
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En conclusion, nous avons démontré que les voies rexinoides découvertes dans les

cellules APL sont également applicables aux cellules AML.

3. Réle du récepteur RXR dans la différenciation et I’apoptose des cellules
AML.

Nos travaux démontrent que 1’activation du récepteur RXR par un agoniste sélectif peut
induire ou contribuer a la différenciation des cellules myéloides cancéreuses puis a leur
apoptose ou ¢également induire leur apoptose de maniere directe. Ces différents effets
biologiques induits par RXR reflétent son implication via différents hétérodiméres (voir
figure 22). Il est pour le moment impossible de discriminer quels isotypes de RXR (a, B ou y)
sont mis en jeu de part I’absence de ligands sélectifs de chacun de ces isotypes. Il semble
néanmoins que RXRa soit exprimé majoritairement dans le lignage my¢loide et que RXRf
soit également présent. L’isotype RXRy n’a pas été détecté et son expression dans les

différents tissus semble plus localisée que les autres isotypes.

3.1. Potentialisation de I’activation de I’hétérodimére RXR-RARa.

Nous avons démontré que la différenciation des cellules PLB985 peut étre induite par
un agoniste de RARa, (publication n°2). Cependant cette maturation est incompléte comme le
démontre le taux d’expression faible du marqueur de différenciation CD11c. L’obtention d’un
stade de différenciation terminale n’est observée que lorsque RXR est simultanément activé
par un agoniste. Ceci illustre au niveau cellulaire I’activation synergique de I’hétérodimere
RXR-RAR lorsque les 2 partenaires sont ligandés. Au niveau moléculaire, cette synergie
s’explique par la liaison d’une méme molécule de coactivateur par chaque partenaire de
I’hétérodimere et une potentialisation de 1’efficacité de la transcription (Germain et al., 2002).
Cet effet synergique de la différenciation a été décrit pour les cellules HL-60 mais également
des cellules issues de tumeurs solides telles que les neuroblastomes (Nagy et al., 1995; Rana
et al., 2002). (figure 22 A)

Des expériences d’invalidation de geénes n’ont pas pu confirmer I’implication de RXR
dans la différenciation myéloide. En effet, Les souris nulles pour RXRo présentent un
phénotype embryonnaire 1étal et les souris nulles pour RXR[P sont viables et leur

granulopoiése ne semble pas affectée (pour revue, voir (Kastner et al., 1995)). Cependant,
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I’expression ciblée d’un dominant négatif de RXR[ dans les cellules myéloides de souris
induit des perturbations de la différenciation plus ou moins importante selon le niveau
d’expression du transgeéne (Sunaga et al., 1997). Johnson et al ont utilisé un systéme cellulaire
dans lequel des précurseurs my¢loides exprimant une version mutée de RARa sont bloquées
au stade promy¢locytaire (Johnson et al., 1999). L’addition d’un agoniste de RARa ne permet
de réactiver la différenciation qu’a des doses treés ¢€levées alors qu’un agoniste de RXR
réengage les cellules dans la voie de la maturation avec une efficacité 100 a 1000 fois
supérieure. Ceci démontre que RXR a également un réle dans la différenciation myéloide par
sa contribution a I’hétérodimeére RXR-RAR.

Suite a l’induction de la différenciation terminale des cellules PLB985 par les 2
agonistes de RAR et de RXR, les cellules meurent par apoptose alors qu’aucun phénotype
apoptotique n’est observé méme apres plusieurs semaines de traitement par un agoniste de
RARa seul. Deux hypothéses peuvent étre invoquées. Il est possible que 1’apoptose ne puisse
étre induite que lorsque les cellules ont dépassé un certain seuil de différenciation qui n’est
obtenu que lors d’un traitement par les 2 agonistes et 1’activation synergique de la
transcription des génes cibles. Il est également possible d’envisager I’implication d’un autre
hétérodimere (permissif) formé avec RXR qui prendrait le relai pour induire la transcription
des génes impliqués dans I’apoptose.

Dans les cellules APL, ’activation de RARa ou PML-RARa par son agoniste est
suffisante pour induire la maturation terminale puis I’apoptose des cellules suggérant que la
protéine de fusion PML-RARq altére le fonctionnement normal de 1I’hétérodimere. Une

synergie est tout de méme obtenue lorsqu’un rexinoide est ajouté a 1’agoniste de RAR.

La compréhension de ce mécanisme d’induction de la différenciation et de 1’apoptose
par les récepteurs RARs et RXRs dans les cellules PLB985 et NB4 a permis d’utiliser ces 2
lignées comme un outil trés sensible afin de tester les activités et sélectivité de nouveaux
agonistes des récepteurs a I’AR. Ces expériences ont permis de déterminer de nouveaux
agonistes de RAR et RXR décrits dans les publications situées en annexe (Alvarez et al.,

2004; Ivanova et al., 2002; Ivanova et al., 2004).

3.2. Désubordination de RXR par la PKA.
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L’activation de RXR par son ligand en présence d’une concentration ¢élevée d’AMPc est
capable d’induire la différenciation et 1’apoptose des cellules AML insensibles a I’AR
(publication n°3). Cependant, RXR est subordonné a RAR dans un hétérodimére RXR-RAR.
Ceci permet d’émettre 2 hypothéses : le signal RXR/PKA peut étre médié par un
hétérodimere permissif ou un agoniste de RXR est capable d’activer seul la transcription. On
peut également imaginer que c’est effectivement 1’hétérodimere RXR-RARa qui est activé en
réponse aux ligands par un mécanisme de désubordination de RXR comme il a été suggéré
par Kamashev et al dans le systtme NB4 (Kamashev et al., 2004). Nous avons validé la
deuxieme hypothése par I’utilisation d’antagonistes sélectifs de RAR qui ont la capacité de
bloquer la différenciation des cellules PLB985 induite par un agoniste de RXR et un agoniste
de la PKA. Nous avons ensuite démontré que I’induction de la différenciation dans ce
contexte est médiée par I’activation de la transcription par 1’hétérodimére RXR-

RARa, (figure 22 B).

Des ¢études réalisées préalablement dans le laboratoire ont démontré que la
subordination de RXR provient de I’incapacité d’un agoniste de RXR de dissocier les
corépresseurs N-CoR et SMRT (Germain et al., 2002). Nous avons démontré que la PKA
activée permet en fait de dissocier SMRT de I’hétérodimere. Le rexinoide est alors capable
d’induire le recrutement des coactivateurs et la transcription des génes cibles de RXR-RARa.
La dissociation de SMRT en présence d’un analogue d’AMPc a déja été démontrée avec le
récepteur a la progestérone (Wagner et al., 1998). Cependant, aucun mécanisme n’a €té mis

en évidence pour expliquer cette dissociation au niveau moléculaire.

Plusieurs hypothéses peuvent expliquer cette action de la PKA. Sachant qu’il existe un
site de phosphorylation de la PKA dans le site de liaison du ligand de RARa, nous avons
pensé que la phosphorylation de RARa en réponse au traitement par I’AMPc pourrait induire
un changement conformationnel et permettre de dissocier le corépresseur. Cependant, la
mutation de la sérine cible de la PKA en alanine non phosphorylable n’a que trés peu modifié
ce phénomene de dissociation. On peut également envisager la phosphorylation du co-
répresseur lui-méme ou d’une autre protéine impliquée dans I’interaction SMRT/RAR.
Concernant la phosphorylation de SMRT, aucun site consensus de la PKA n’a été rapporté.

Cependant, SMRT peut étre phsphorylé par d’autres kinases telles que MEKK-1, MEK-1 ou
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CK-2 (Hong and Privalsky, 2000; Zhou et al., 2001). Il a ét¢ démontré que la phosphorylation
de SMRT par les protéines de la voie de MEK-1 en réponse a des facteurs de croissance induit
sa dissociation du récepteur TR et son export nucléaire (Hong and Privalsky, 2000). La PKA
peut activer la voie de MEK-1 dans les cellules HL-60 (Cho et al., 2003). On peut suggérer
que la dissociation de SMRT par la PKA est un événement indirect et passe par 1’activation
intermédiaire de la voie MEK-1. Il sera possible de vérifier cette hypothese par 1’utilisation
d’inhibiteurs sélectifs de MEK-1 ou la surexpression d’un dominant négatif de cette protéine.
Il serait alors intéressant de tester si 1’activation de la voie MEK-1 par des facteurs de
croissance tels que GM-CSF serait capable d’induire une induction de la différenciation en
présence de rexinoides. Hong et al ont démontré que I’arsenic, molécule utilisée en thérapie
des patients APL résistant 8 ATRA, est capable via I’activation de la cascade des MAP kinase
et la phosphorylation de SMRT, de diminuer !’interaction entre SMRT de PML-RARa.
(Hong et al., 2001). Ainsi, la coopération entre ATRA et I’arsenic dans les cellules APL peut
s’expliquer a 2 niveaux : premierement, par I’induction de la dégradation de PML-RARa et
deuxiémement par une activation plus efficace de PML-RARa par ATRA de part la
dissociation de SMRT. Ainsi, un co-traitement arsenic/rexinoide pourrait également étre testé

dans les cellules AML.

Ces résultats illustrent parfaitement le fait que 1’activation des récepteurs nucléaires par
leur ligand n’est pas le seul moyen d’activer la transcription. En effet, I’intégration de signaux
médiés par de nombreuses voies de signalisation module de manicre tres efficace leur activité,
que ce soit de maniére directe en ciblant la phosphorylation du récepteur ou de maniere plus

indirecte en ciblant d’autres protéines impliquées dans I’activation de la transcription.

3.3. Activation d’un hétérodimére permissif.

L’activation de RXR par un rexinoide peut également induire une apoptose directe des
cellules AML traitées sans nécessité d’'une phase de maturation préalable (publication n°4).
Les 2 mémes hypothéses que précédemment peuvent étre proposées pour expliquer la réponse
au rexinoide: 1’activation d’un hétérodimere permissif ou une désubordination de RXR dans
un hétérodimére RXR-RARa. Cependant, un antagoniste de RAR ne diminue pas 1’apoptose
induite par le rexinoide mais au contraire provoque son augmentation, ce qui invalide la

derniére hypothese. Il est possible d’expliquer cette augmentation: en présence de
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I’antagoniste de RAR BMS493, I’interaction récepteur/co-répresseur est renforcée. Ainsi, une
séquestration des co-représseurs sur I’hétérodimére RXR-RARa par I’antagoniste permettrait
de libérer les autres hétérodiméres de 1’action répressive des corépresseurs et augmenter leur

capacité transactivatrice.

Parmi les différents partenaires de RXR dans des hétérodimeres permissifs, les
récepteurs PPAR représentaient des candidats potentiels. De plus, il est a présent démontré
que I’hétérodimeére RXR-PPARy joue un rdle important dans la différenciation des
macrophages in vivo dans le contexte des 1ésions athérosclérotiques (Nagy et al., 1998;
Tontonoz et al., 1998). Or, nous avons démontré que le traitement des cellules AML par des
agonistes de PPARy permet également d’induire ’apoptose des cellules et seulement en
condition de culture faible en sérum. De plus, on observe une activation synergique de
I’apoptose en combinant différents agonistes de PPARy (synthétiques ou naturels) avec
différents rexinoides. Les voies apoptotiques alors activées sont exactement les mémes que
dans le cas de I’apoptose induite par les rexinoides seuls. Toutes ces données suggerent
fortement 1’implication de I’hétérodimére RXR-PPARy dans I’apoptose induite par les
rexinoides (figure 22 C). L’extinction de 1’expression de PPARYy par I’utilisation de shRNA
dirigés contre ce récepteur nous permettront de tester cette hypothése. On ne peut en effet pas
exclure totalement 1’implication d’autres hétérodimeres permissifs tels que RXR-TR3 et une
action non génomique de RXR. Récemment Konopleva et al ont démontré que 1’activation de
I’hétérodimere PPARY/RXR par leurs agonistes respectifs permet d’induire la différenciation
de différentes lignées myéloides en condition de culture normale (Konopleva et al., 2004).
J’ai testé ces combinaisons agonistes de PPARY /rexinoide en condition de culture normale en
sérum dans les lignées cellulaires U937, HL60 et PLB985. Je n’ai cependant observé ni
phénoméne de différenciation ni apoptose des cellules méme aprés 10 jours de traitement. 11
faut cependant préciser que les concentrations de ligands utilisés dans notre étude étaient
beaucoup plus faibles que celles utilisées dans cette publication. Cependant, cette modulation
de la prolifération, différenciation et apoptose des cellules a été rapportée dans de nombreux
cas de cellules cancéreuses traitées par les agonistes de RXR et de PPARY (voir introduction).
Ainsi, si P’action de I’hétérodimeére RXR-PPARy a été trés étudiée dans le controle de
I’homéostasie du glucose, de la sensibilit¢ a I’insuline ou encore dans 1’adipogenése, il

jouerait également un role important dans la carcinogenéese (pour revue, voir (Fajas et al.,

2001)).
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4. Cibler les cellules AML par la différenciation ou I’apoptose.

Les cellules AML sont bloquées dans leur maturation a des stades différents qui
définissent les différentes catégories de leucémie. Ce blocage des cellules incombe a une
mutation ou une altération de la fonction de différents facteurs de transcription qui vont
empécher I’induction de programmes génétiques nécessaires a la progression dans la voie de

maturation. Il existe 2 stratégies différentes afin d’affecter la survie des cellules AML.

La premiére stratégie consiste a réengager les blastes immatures dans le processus de
différenciation. Ce type de thérapie différenciative a été décrit en premier lieu dans le cas du
traitement des cellules APL par ATRA (Degos and Wang, 2001). En effet, ’addition d’ATRA
permet de réverser le processus de répression de la transcription exercé par la protéine de
fusion PML-RARGa. Dans les autres cas d’AML non APL, ni I’expression ni les fonctions des
récepteurs a I’AR ne sont altérées et des mutations dans d’autres facteurs de transcription sont
responsables de ’arrét dans le processus de différenciation (pour revue, voir (Tenen, 2003).
Cependant, on peut constater que I’activation de 1’hétérodimere RXR-RARa par 1’addition
d’AR 9-cis réinduit le processus de différenciation dans les cellules PLB985 ou HL-60. Le
role de RARa dans la différenciation myéloide normale a ét¢ démontré et 1’activation de
RARa par un agoniste accélére le processus de maturation (Kastner et al., 2001). On peut
donc penser que D’activation de I’hétérodimeére RXR-RAR dans les lignées myéloides va
permettre de réactiver 1’expression de genes cibles nécessaires pour 1’induction de la
différenciation (par exemple les facteurs de transcription de la famille de C/EBP) et dépasser
le stade de maturation dans lequel la cellule est bloquée, et ceci méme si 1’origine du blocage

de la différenciation est différent.

Cette situation n’est pourtant pas transposable aux blastes de patients AML qui sont de
manicre générale insensibles a I’action différenciative de I’AR. Cependant différents travaux
ont démontré que la combinaison d’ATRA avec d’autres agents différenciatifs tels que les
inhibiteurs de HDAC ou les facteurs de croissance GM-CSF et G-CSF permettent
d’outrepasser le blocage de la différenciation (Ferrara et al., 2001; Notario et al., 1996; Oka
and Takeda, 1997). Glasow et al suggérent que ces 2 facteurs de croissance activent la voie

des MAP kinases et potentialisent ainsi les capacités transcriptionnelles de RARa activé par
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son ligand (Glasow et al., 2005). La combinaison G-CSF/AR est actuellement en phase III
d’essais clinique pour les patients AML. Un recrutement abbérant des HDAC par des facteurs
de transcription est responsable de la répression de I’expression de nombreux génes impliqués
dans la régulation de la prolifération, différenciation ou apoptose. Traiter les cellules AML
par des inhibiteurs de HDAC est donc un moyen de restaurer I’expression de ces genes et
induire la différenciation des cellules (Nebbioso et al., 2005). La combinaison des inhibiteurs
de HDAC avec des inhibiteurs de DNA methyltransférase a également démontré son
efficacit¢ (Weisberg et al., 2004). Différentes classes d’inhibiteurs de HDAC existent et
certains d’entre eux sont actuellement en phase d’essai clinique pour traiter les leucémies

AML.

Nous avons mis en évidence un autre traitement composé d’un rexinoide et d’un
agoniste de la PKA qui permet également un réengagement des cellules dans le processus de
différenciation des cellules AML (APL compris). Nous avons démontré que la PKA induit la
désubordination de RXR via la dissociation du co-répresseur SMRT. Ainsi, le rexinoide est
capable d’activer I’hétérodimeére RXR-RAR et d’induire la transcription des génes cibles de
I’AR. Cependant ; si I’activation des genes cibles de RXR-RAR par le rexinoide est impliqué
dans ce rééngagement dans le processus de différenciation, cet événement n’est pas suffisant.
En effet dans la plupart des blastes AML testés, le traitement par ATRA ne permet pas
d’induire la maturation alors que le co-traitement agoniste de la PKA/rexinoide le peut. Ceci
suggere que ce co-traitement est capable d’induire 1’expression d’autres geénes cibles
supplémentaires par un mécanisme n’impliquant pas I’hétérodimere RXR-RAR. Il est donc
possible que le rexinoide puisse également induire 1’activation d’autres hétérodimeres
(permissifs) et plus probablement que la voie PKA/CREB induise la transcription de génes
cibles spécifiques qui pourraient avoir un rdle dans la différenciation. D’ailleurs, I’induction
de différenciation des lignées myéloides HL-60 ou U937 en présence d’analogues d’AMPc
suggere que la PKA peut effectivement induire un programme de genes impliqués dans la
différenciation.

Toutes ces données démontrent que 1’alternative de la thérapie différenciative peut étre
trés efficace dans le traitement des leucémies AML et de gros efforts sont menés actuellement
dans cette voie. Et dans tous ces cas décrits les cellules meurent ensuite par apoptose

lorsqu’elles ont atteint le stade de maturation terminal.
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Une autre stratégie permettant d’affecter la survie des cellules AML consiste a
directement induire leur apoptose. Par exemple, dans le traitement des cellules APL par
I’arsenic, I’induction d’apoptose sans différenciation préalable a été¢ décrite. D’autres équipes
émettent un jugement plus nuancé et concluent a 2 types de réponse a I’arsenic: I'une
induisant 1’apoptose et I’autre la différenciation des blastes (pour revue, voir (Zhu et al.,
2001)). Nous avons démontré de notre coté que le traitement des lignées myéloides par un
rexinoide peut induire une apoptose massive et directe en absence de signaux de survie
contrecarrant cet effet. L’apoptose observée ne requiert pas de différenciation préalable et au

contraire, est inhibée en présence de signaux différenciatifs.

Une seconde classe de mutation affectant les voies de transduction de signal prolifératifs
sont associées avec le phénotype AML. D’ailleurs le théorie des « 2 événements » suggere
qu’une mutation dans un facteur de transcription est nécéssaire pour induire le blocage de la
différenciation, mais qu’une deuxi¢éme mutation dans une voie de survie est nécessaire pour le
développement de la leucémie en conférant aux cellules un avantage prolifératif. Ainsi, les
agents ciblant ces voies de survie, tels que les inhibiteurs de la voie Ras (inhibiteurs de
farnésyl transférase) ou du récepteur a activité tyrosine kinase FLT3 permettent de bloquer la
prolifération des cellules AML et induire leur apoptose (pour revue, voir (John et al., 2004)).
Certaines de ces molécules sont également en phase d’essai cliniques. Un double traitement

ciblant respectivement les 2 types de mutation est envisagé pour les patients AML.

5. Rétinoides et différenciation : induction de programmes de survie
L’un des buts de nos travaux effectués au laboratoire consiste a comprendre quels sont

les programmes de genes induits par les traitements rétinoide ou rexinoide et responsables des

phases de différenciation puis d’apoptose.
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5.1. Induction de programmes de survie.

Nous avons utilis¢ la technique de RPA qui permet d’évaluer la modulation de
I’expression de nombreux ARNm au cours d’une seule expérience en nous focalisant sur les
genes connus pour moduler la balance survie/apoptose.

De maniére trés surprenante, les premiers signaux observés en réponse au traitement par
I’AR dans les cellules NB4 ou les cellules PLB985 sont des signaux de survie (publications
n°l et n°2). Ces geénes anti-apoptotiques sont également induits dans les cellules AML par un
traitement rexinoide/PKA.

Apres seulement quelques heures de traitement, une forte induction de la protéine anti-
apoptotique A1(Bfll) est détectée. Al est un membre anti-apoptotique appartenant a la
famille de bcl-2 et son induction a été répertoriée dans de nombreuses études au cours de la
différenciation neutrophile : il peut étre induit par de nombreux traitements différenciatifs tels
que GM-CSF, LPS ou I’AR pour prolonger la survie des neutrophiles (Chuang et al., 1998;
Lin et al., 1996; Moreb and Schweder, 1997). L’apoptose spontanée des neutrophiles de
souris Al-/- démontre un rdle essentiel de cette protéine dans la survie des cellules myéloides
(Hamasaki et al., 1998). Au niveau mécanistique Al est capable de séquestrer la version
tronquée de bid et d’inhiber sa collaboration avec les protéines pro-apoptotiques bak et bax. Il
est ainsi capable d’inhiber 1’apoptose induite par TRAIL ou fas L (Werner et al., 2002). 11 est
donc intéressant de constater que I’AR induit 2 programmes antagonistes : dans un premier
temps Al dont I’expression permet de contrecarrer 1’effet apoptogénique de TRAIL induit de
manicre plus tardive et ceci afin de permettre aux cellules d’atteindre la phase de maturation

terminale (Yin et al., 2005).

Une seconde vague de génes anti-apoptotique parmi lesquels les protéines de la famille
des IAPs est induite de manicre plus tardive. Elles peuvent inhiber I’apoptose a 2 niveaux :
dans un premier temps, elles inhibent I’activation des caspases 3, 7 et 9 (voir introduction).
De plus, I’expression simultanée de cIAP1, cIAP2, TRAF1 et TRAF2 contribue a la
transduction d’un signal anti-apoptotique par le récepteur TNF-R1 et conduit a ’activation de
NF-KB dans les cellules NB4 mais également PLB985. NF-kB est un facteur de transcription
qui permet d’activer I’expression de nombreux genes anti-apoptotiques dont les IAPs les
TRAFs et également bcl2A1 (voir introduction) . On observe donc une boucle d’amplification
de I’activation des voies anti-apoptotiques durant la phase de différenciation induite par I’AR.

Dans ce contexte une synergie entre ATRA et le TNFa dans 1’induction de la différenciation
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a été observée dans les cellules NB4 et résulte de 1’activation coopérative de NF-xB (Witcher
et al., 2004).

Il semble donc que les agents différenciatifs induisent les mémes voies anti-
apoptotiques dans un premier temps, afin de permettre aux cellules d’atteindre leur phase de

maturation terminale avant 1’induction de 1’apoptose.

5.2. RAM : modulateur du signal rétinoide.

La technique de mutagénése par insertion rétrovirale nous a permis d’identifier un
nouveau geéne régulé par ’AR et que nous avons nommé RAM pour Retinoic Acid
Modulator. L’intégration du virus dans le premier intron de ce géne induit un phénotype de
résistance a I’AR dans les cellules PLB985. Dans ces cellules mutantes (WY-1), la phase de
différenciation ainsi que la phase d’apoptose induites par I’AR sont altérées. L’analyse
comparative de I’expression de ce géne entre les cellules sauvages et mutante a démontré que
I’insertion virale a induit une surexepression de RAM certainement via un effet stimulateur du
promoteur du virus. Ainsi RAM aurait plutdt une fonction antiapoptotique puisque sa
surexpression est corrélée avec une sensibilité réduite a I’action des rétinoides. D’ailleurs,
I’expression de ’ARNm de RAM diminue au cours du traitement par I’AR jusqu’a sa
disparition qui coincide avec I’induction de I’apoptose. Cette diminution d’expression est
¢galement observée a moindre mesure dans les cellules mutantes mais un certain niveau basal
est conservé méme aprés 14 jours de traitement. L’expression de ’ARNm de RAM a été
détectée dans d’autres lignées myéloides mais semble restreinte a ce tissu. RAM pourrait donc

jouer un role dans le processus de différenciation neutrophile.

Toutes ces données convergent vers une contribution de RAM dans la modulation du
signal rétinoide. Cependant, la surexpression de RAM dans les cellules PLB985 par infection
rétrovirale n’a pas conduit a ’acquisition de résistance au traitement par I’AR. On peut
imaginer que 1’expression d’un tag a I’extrémité de la protéine puisse modifier sa structure ou
sa fonction. Nous envisageons donc d’utiliser une version non taggée de la protéine. L’ARNm
de RAM est extrémement long comparé a la séquence codante putative de la protéine. Il est
possible d’imaginer un rdle fonctionnel de cette ARNm et non de la protéine dans I’effet anti-
apoptotique observé. De nombreuses expériences peuvent étre envisagées afin de mieux

caractériser ce gene et définir son action. Dans un premier temps, nous étudions la possibilité
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Figure 23 : Les rétinoides et la voie de TRAIL.

Dans les cellules APL et AML non-APL, les rétinoides ou la combinaison
rexinoide/agoniste de la PKA induisent I’expression de TRAIL et de son
récepteur DR5. Les cellules voisines (homo ou hétérologues) qui expriment les
récepteurs de TRAIL DR4 ou DR5 vont entrer en apoptose suite a la liaison de
TRAIL a ses récepteurs et I’activation de la cascade apoptotique. Dans
certaines cellules, le rétinoide atypique ou CD437 induit I’expression des
récepteurs DR4 et DR5 et ainsi sensibilise les cellules a I’action de TRAIL. Il
peut aussi induire la translocation du récepteur orphelin TR3 a la mitochondrie
et induire le relargage du cytochrome c. Enfin, les agents chimiothérapeutiques
peuvent également sensibiliser les cellules a I’action apoptotique de TRAIL en
activant I’expression des récepteurs DR4 et DR5.

D’apres Altucci et al 2001.
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d’une structure tertiaire particuliere du transcrit de RAM qui révelerait une production
potentielle de microRNA qui pourrait médier ’extinction de génes impliqués directement
dans la signalisation par I’AR. Ceci pourrait ainsi expliquer I’absence d’activité de la protéine.
Nous envisageons également d’utiliser un siRNA dirigé contre le transcrit de RAM afin de
vérifier si I’extinction de son expression peut influencer la survie des cellules comme il serait
attendu. Il serait également intéressant d’étudier sa contribution éventuelle dans d’autres voies
de signalisation régulant la survie cellulaire. D’ailleurs, nous avons démontré une altération
de la signalisation de la voie NB-kB dans les cellules mutantes mais des études
supplémentaires sont nécessaires afin d’en déterminer les raisons. Enfin, nous envisageons de
cloner le promoteur de RAM afin d’étudier I’effet inhibiteur du traitement par ’AR sur

I’expression de RAM.

6. Les rétinoides et I’apoptose.

6.1. la connexion TRAIL-Rétinoides.

° Induction de TRAIL par les rétinoides

Suite a ’activation de programmes anti-apoptotiques, ATRA induit 1’expression du
ligand de mort TRAIL dans les cellules NB4 et les blastes de patients APL et nous avons
démontré que TRAIL est effectivement responsable de 1’effet apoptogénique de ATRA
(publication n°1). En effet, la neutralisation de TRAIL inhibe 1’apoptose induite par ATRA.
L’induction de TRAIL n’est pas restreinte aux cellules APL et nous avons également pu
I’observer dans les cellules PLB985 (publication n°2). Dans ces cellules, I’extinction de
I’expression de TRAIL par un siRNA diminue 1’apoptose induite par I’AR 9-cis. De plus, les
cellules mutantes WY-1 résistantes a I’AR présentent également une sensibilité réduite a
TRAIL confirmant I’existence d’un lien entre les rétinoides et TRAIL. Par la suite, I’induction
de TRAIL par I’AR a également €té confirmée dans des cellules de cancer du sein MCF-7 ou
SK-BR3 (Clarke et al., 2004b) démontrant que la connexion entre TRAIL et I’AR n’est pas
restreinte au systeme leucémique (pour revue, voir(Altucci and Gronemeyer, 2004)) (Figure
23).

Le cotraitement des cellules AML (lignées cellulaire et blastes de patients) par un
rexinoide et un agoniste de la PKA induit également 1’expression de TRAIL mais aussi et

surtout de son récepteur DRS5. Un marquage des cellules par des anticoprs sélectifs de TRAIL
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ou de DRS5 a démontré que seules les cellules présentant un phénotype différencié expriment
les 2 protéines a leur surface. Ceci suggére qu’une phase de maturation préalable est
nécessaire a I’expression de TRAIL et DRS5 et a I’induction de 1’apoptose.

En parallele, Sun et al ont démontré que le traitement des cellules du cancer de la
prostate et du poumon par le rétinoide atypique CD437 induit I’expression des récepteurs de
mort Fas, DR4 et DRS. Ainsi ils rapportent une induction synergique de 1’apoptose par un co-
traitement par le CD437 et TRAIL (Sun et al., 2000a; Sun et al., 2000b; Sun et al., 2000c).

Ainsi toutes les données convergent vers un lien entre les rétinoides (au sens large du
terme) et le systtme TRAIL/DR4/DRS. Il est donc probable que 1’activité anti-tumorale des
rétinoides soit liée a leur capacité a induire 1’expression de TRAIL et ceci dans différents

systémes cellulaires.

. Convergence des voies de I’AR et de ’interféron sur le promoteur de

TRAIL

L’induction tardive de TRAIL par I’AR dans les différents systemes étudiés implique
une induction transcriptionnelle indirecte. Une étude réalisée dans le laboratoire a permis
d’identifier IRF-1, une protéine impliquée dans la voie de I’interféron comme le facteur clé
responsable de I’induction de TRAIL par I’AR (Clarke et al., 2004b). En effet, I’expression de
IRF-1 est induite trés rapidement suite au traitement par I’AR. Il est ensuite recruté sur le
promoteur de TRAIL au niveau de 2 séquences consensus ISRE et IRF-E. Par conséquent, le
traitement des cellules par les 2 agents anti-tumoraux AR et interféron gamma (IFNy) induit la
liaison coopérative de IRF-1 sur le promoteur de TRAIL, permettant son induction de maniére
synergique. Ainsi, ce cotraitement peut induire la mort par apoptose de cellules cancéreuses
hétérologues d’une manicre paracrine.

De manicre intéressante, IRF-1 est décrit comme un suppresseur de tumeur et sa
capacité¢ a induire 1’expression de TRAIL est certainement liée a sa capacité¢ d’inhiber la
croissance des tumeurs ou de différentes cellules cancéreuses. Une étude est en cours au
laboratoire afin de déterminer les mécanismes d’induction de IRF-1 par I’AR. L’induction
rapide de IRF-1 par I’AR suggére en effet une régulation directe. De plus, des éléments de
réponse & I’AR ont ¢été identifiés sur le promoteur de IRF-1. Des expériences
d’immunoprécipitation de la chromatine vont nous permettre de déterminer si les récepteurs a
I’AR sont recrutés au niveau de ce promoteur, si ce recrutement se fait en réponse a I’AR et

lequel des isotypes de RAR est mis en jeu. En effet, RARa est exprimé dans ces cellules de

86



Discussion

maniére constitutive mais RARP, considéré également comme un suppresseur de tumeur est
induit suite au traitement par ATRA. Il serait donc intéressant de déterminer si un lien

RARP/IRF-1/TRAIL peut étre établi.

° Potentiel anti-tumoral de TRAIL.

L’intérét port¢ a TRAIL suite a son clonage a été¢ renforcé par la découverte de son
apparente sélectivité tumorale. De nombreuses ¢études réalisées in vitro et dans des modeles
animaux ont démontré que TRAIL serait capable d’induire I’apoptose des cellules tumorales
sans affecter les cellules normales, ceci en faisant le candidat idéal en thérapie des cancers.
Les bases moléculaires de cette sélectivité tumorale n’ont toujours pas été ¢lucidées. Certaines
hypothéses telles qu’une expression différentielle des différents types de récepteurs ou
I’expression de protéines inhibitrices telles que FLIP ont été évoquées mais ne permettent pas
de répondre a la question de maniére globale. Nesterov et al ont démontré que le processus de
transformation de cellules normales par 1’activation de Ras sensibilise les cellules a 1’action
de TRAIL en augmentant le recrutement de la caspase 8 au niveau du DISC (Nesterov et al.,
2004). Ce phénomene dépendrait de 1’activation de la voie des MAP kinases mais le lien entre
les 2 événements n’est pas clairement établi. Des études menées au laboratoire tentent

d’¢lucider cette sensibilisation des cellules a TRAIL au cours du processus de transformation.

Le role physiologique de TRAIL est également 1ié au cancer et serait majoritairement
un role de surveillance des tumeurs. En effet, Les souris TRAIL-/- n’ont pas de phénotype
particulier mais présentent une plus grande susceptibilité a développer des tumeurs (Cretney
et al., 2002; Sedger et al., 2002). TRAIL est exprimé sur de nombreuses cellules impliquées
dans le systeme immunitaire telles que les cellules dendritiques, les monocytes ou les cellules
NK (natural killer). De nombreux travaux menés dans le groupe de Okumura ont démontré
que I’induction de TRAIL par I'IFNy sur les cellules NK était nécessaire pour leur activité
d’immunosurveillance des cancers, dans le contexte de 1’inhibition du processus d’initiation
tumorale ou dans leur fonctions anti-métastasiques (pour revue, voir (Yagita et al., 2004)).
Dans un contexte un peu différent, il a ét¢ démontré que des cellules NK activées ex Vvivo
provenant de patient AML-M4 peuvent induire ’apoptose des cellules AML via 1’induction
de TRAIL lorsque celles-ci sont cultivées ex vivo mais également in vivo dans un modéle

murin (Nieda et al., 2001). Ceci démontre que 1’'induction de TRAIL sur les cellules NK
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activées pourrait étre utilisée en thérapie immunitaire adaptative des patients AML et peut-

étre dans d’autres cancers.

Des expériences réalisées dans des modeles murins ont démontré que le traitement des
souris par TRAIL exogeéne permet la régression de tumeurs et ne présente pas de toxicité
compar¢ a TNFa ou FasL (pour revue, voir (Yagita et al., 2004)). Des essais cliniques ont été
récemment initiés afin de valider I'utilisation de TRAIL en thérapie des cancers. Des
anticorps anti-DRS5 capables d’activer la voie apoptotique extrinséque sont également en cours
de développement. Il est donc trés intéressant de constater que 1’induction de TRAIL peut étre
médi¢e par différents agents anti-tumoraux tels que I’AR ou I'INFy. Plus récemment
I’induction de TRAIL par les inhibiteurs de HDAC a ¢été démontrée dans des modéles
cellulaires et murins d’AML. Cette induction de TRAIL est responsable de I’effet apoptotique
des inhibiteurs de HDAC et pourrait expliquer la sélectivité tumorale décrite pour certaines de
ces molécules (Insinga et al., 2005; Nebbioso et al., 2005). Induire 1’expression de TRAIL
dans les cellules tumorales par I’utilisation de molécules anti-cancéreuses semble étre une
stratégie prometteuse pour lutter contre le développement des tumeurs. Enfin, de nombreuses
études ont démontré que la combinaison de TRAIL avec certains agents chimiothérapeutiques
peut étre tres efficace dans le traitement de cellules cancéreuses. En effet, ces agents
chimiothérapeutiques, de méme que I’irradiation des cellules par les UV activent le
suppresseur de tumeur p53 qui est lui-méme capable d’activer la transcription des récepteurs
DR4 et DRS. Ainsi, I’induction de I’expression de ces récepteurs permet de sensibiliser les

cellules a I’apoptose induite par TRAIL.

En conclusion, I’activité¢ anti-tumorale intrinséque de TRAIL, son action synergique
avec certains agents chimiothérapeutiques et son induction par d’autres agents anti-tumoraux
tels que I’AR font de TRAIL un candidat idéal dans la thérapie de nombreux types de cancer.

6.2. L’apoptose induite par les rexinoides

° Voies apoptotiques impliquées.

L’apoptose induite par les rexinoides en condition pauvre en sérum implique un
mécanisme tres différent de celui des rétinoides et ne repose pas sur I’induction de TRAIL. Le

traitement par un rexinoide induit une dépolarisation de la membrane mitochondriale et un
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relargage du cytochrome ¢ de maniere trés rapide. De plus, la surexpression de bel-2 diminue
de maniere drastique 1’apoptose induite par les rexinoides, démontrant une contribution
majeure de la voie apoptotique intrinseéque. Ces dernieres années, 1’activation de la caspase 2
en aval de la mitochondrie a été suggérée comme mécanisme d’activation de la voie
apoptotique intrinseque (voir introduction). Cependant, 1’absence d’inhibition du relargage du
cytochrome ¢ par I’inhibiteur général de caspase Z-VAD démontre qu’aucune activation de
caspase ne précede cette étape et exclu donc une implication de la caspase 2.

Nous avons également démontré la présence d’une boucle d’amplification du signal
apoptotique : lorsque la caspase 3 est clivée suite a I’activation de la voie mitochondriale, elle
induit le clivage de la caspase 8 qui propage a son tour le signal apoptotique. La contribution
de la caspase 9 n’est pas tres claire dans ce systéme. En effet, 1’addition d’un inhibiteur de la
caspase 9 ne diminue pas ’apoptose induite par les rexinoides lorsqu’il est utilisé seul mais
seulement lorsqu’il est combiné aux inhibiteurs de caspase 8 et 10. De plus, alors qu’une
inhibition de la caspase 3 bloque I’activation de la caspase 8, I’inhibition de la caspase 9
n’induit pas ce méme effet. Ceci démontre que le clivage de la caspase 9 n’est pas suffisant
pour activer la caspase 3 et suggére un role fondamental de Smac/diablo dans ce processus.
Un mécanisme similaire a déja été décrit dans le cadre de I’apoptose induite par TRAIL
(Deng et al., 2002). De plus, 1’apoptose induite par différents stimuli n’est pas modifiée dans
des cellules caspase 9-/-, démontrant que son activation n’est pas toujours nécessaire a la
transduction du signal apoptotique (Marsden et al., 2002). Afin de clarifier le role de cette
caspase dans I’apoptose induite par les rexinoides, nous allons exprimer un dominant négatif
de la caspase 9 dans les cellules PLB98S.

Une seconde boucle d’amplification a ét¢ mise en évidence et implique 1’induction
tardive de DRS et 1’activation de la voie extrinseéque. Ceci explique la diminution partielle de
I’apoptose induite par les rexinoides en présence d’un dominant négatif de FADD.

En conclusion, les rexinoides induisent 1’apoptose des cellules PLB985 via [’activation
principale de la voie mitochondriale et I’activation secondaire de la voie extrinseque (figure

24)

° Rexinoide et NO

Nous avons ensuite démontré que cette atteinte a 1’intégrit¢ de la mitochondrie est

dépendante de la production d’oxide nitrique (NO). Le lien entre les rexinoides et la
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production de NO n’est pas encore ¢lucidé. Il existe 3 enzymes capables de produire le NO :
les NO synthases endothéliales (eNOS) , neuronales (nNOS) ou inductibles (iNOS). Le NO
est un régulateur important de I’apoptose capable selon les circonstances d’induire ou de
prévenir la mort cellulaire. Il apparait de manic¢re générale qu’une production basale de NO
par la eNOS protege les cellules de 1’apoptose alors qu’une production ¢levée de NO par la
iINOS induit I’apoptose des cellules (pour revue, voir (Brune and Schneiderhan, 2003; Razavi
et al., 2005). Il semble plus probable que le NO produit suite au traitement rexinoide
provienne de I’expression de la iNOS. Il est donc nécessaire de vérifier si cette protéine est
effectivement induite suite au traitement rexinoide.

Au niveau moléculaire, les voies d’activation de la transcription de iNOS semble varier
selon les types cellulaires et les stimulis recus (pour revue, voir (Kleinert et al., 2003)). Entre
autres, NF-kB est une cible essentielle des activateurs ou inhibiteurs de 1’expression de iNOS
et différents éléments de réponse ont ét¢ identifiés. Certains travaux rapportent une activation
de NF-kB par des agonistes de PPARy (Schlezinger et al., 2002). Il serait donc possible
d‘imaginer que I’activation de I’hétérodimére RXR-PPARY par un rexinoide puisse activer la
voie NF-kB qui activerait I’expression de iNOS. Cependant, les nombreux éléments de
réponse présents au niveau du promoteur de iNOS permettent également d’envisager d’autres

scénarios et peut-&tre 1’induction directe de iNOS par I’hétérodimére RXR-PPARY.

Une fois produit, le NO peut moduler I’apoptose selon différents mécanismes. La
mitochondrie est I'une des cibles du NO et de nombreuses évidences démontrent que
I’inhibition de la chaine respiratoire via sa liaison et inhibition de la cytochrome ¢ oxidase est
un facteur clé dans I’apoptose induite par le NO (pour revue, voir (Brune, 2003; Moncada and
Erusalimsky, 2002)) Suite a ’inhibition de la cytochrome ¢ oxydase, une production de ROS
ou peroxynitrite est induite et peut affecter I’intégrité de la mitochondrie. I semble cependant
que dans notre cas, la production de ROS ne joue aucon rdle dans 1’apoptose puisque
I’addition de molécules anti-oxidantes ne diminue pas 1’apoptose induite par les rexinoides.
Une inhibition prolongée de la cytochrome c oxidase conduit a la diminution du potentiel
mitochondrial, I’ouverture du pore de transition et le relargage du cytochrome c (Beltran et
al., 2000). Ce scénario semble correspondre a ce que nous observons. En effet, la production
de NO entre 2 et 3 heures de traitemment par un rexinoide précéde le relargage du
cytochrome ¢ qui apparait maximum entre 3 et 4 heures de traitement. De plus, ’addition d’in

inhibiteur de NOS inhibe cette étape de relargage du cytochrome c. Enfin, le NO peut
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également activer 1’apoptose via la voie de p53 : NO active les MAP Kinases p38 et INK qui
conduisent a la phopsphorylation de p53 a la sérine 15. En conséquence, p53 est stabilisée,
transloquée dans le noyau ou elle active la transcription de génes cibles impliqués dans
I’apoptose (Li et al., 2004; Schneiderhan et al., 2003). DRS est une cible directe de pS3 (Wu
et al., 1997). 1l est donc possible que I’induction de DR5 observée suite au traitement par les
rexinoides provienne d’une activation de p53 par le NO. Nous allons vérifier I’hypothese de
I’activation de p53 par [Dutilisation d’anticorps sélectifs dirigés contre les formes
phosphorylées de p53.

Ainsi, la production de NO par les rexinoide pourrait affecter 1’apoptose a 2 niveaux :

I’altération de la mitochondrie et I’induction plus tardive de DRS via p53.

° Inhibition de I’apoptose par la voie des MAP kinases.

L’apoptose induite par les rexinoides peut étre contrecarrée par I’addition de sérum de
manicre dose-dépendante. Nous avons démontré que EGF, IGFI et IGFII ont la capacité
d’inhiber 1’apoptose induite par les rexinoides en activant la voie des MAP kinases p42/44.
L’inhibition de la voie p42/44 en présence de sérum permet d’ailleurs d’induire I’apoptose des
cellules PLB98S5 traitées par les rexinoides. Nous n’avons pas encore €lucidé le mécanisme
par lequel p42/44 inhibe la signalisation induite par les rexinoides. Il existe en effet une
multitude de cibles phosphorylables par p42/44 dont les protéines impliquées dans la
transcription ou I’apoptose. Il parait plus vraisemblable d’imaginer un role global de p42/44 et
la phosphorylation de différentes cibles plutét que la fonction primordiale d’une seule
protéine. Cependant, nous pouvons émettre certaines hypothéses. Alors qu’aucun site de
phosphorylation de p42/44 n’a été décrit pour RXR, PPARY peut étre phosphorylé par p42/44
dans sa région A/B (Camp and Tafuri, 1997) et cette étape de phosphorylation réduit
’activité transcriptionnelle du récepteur. Il est donc possible qu’en présence de sérum et donc
d’activaton de la voie p42/44, on observe une phosphorylation de PPARY et une inhibition de
I’hétérodimere PPARY-RXR. Lorsque cette voie est inhibée (en situation de concentration
faible en sérum ou en présence d’un inhibiteur de la voie), PPARy n’est plus phosphorylé et
un rexinoide ou un agoniste de PPARY peut activer la transcription des geénes cibles et induire
I’apoptose. De plus p42/44 comprends de nombreux facteurs impliqués dans I’apoptose parmi

ses cibles. Par exemple, il a été démontré que la phosphorylation de bcl-2 par p42/44 renforce
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ses capacités anti-apoptotiques. L’activation de la voie p42/44 par le sérum pourrait ainsi

cibler bcl-2 et contrecarrer des potentiels effets apoptotiques des rexinoides.

D’autres études ont démontré un réle pro-apoptotique des rexinoides et de RXR mais
aucun mécanisme n’a €ét€ mis en évidence (voir introduction). Il serait donc intéressant
d’¢étendre nos observations a d’autres modeles afin de vérifier si I’axe RXR-PPARY/NO est

valide dans d’autres systémes.

7. Implications thérapeutiques.

Les avancées réalisées ces derniéres années vont permettre d’envisager certaines
applications thérapeutiques. Tout d’abord, nous avons démontré que TRAIL était impliqué
dans I’apoptose induite par les rétinoides dans les lignées APL. Or les traitements des patients
par ATRA sont tres toxiques et induisent de nombreux effets secondaires lourds. De plus, les
traitements prolongés induisent trés souvent l’acquisition de résistance. Il serait donc
envisageable de diminuer les doses de rétinoides et compenser par 1’addition de TRAIL. Le
traitement par TRAIL avec des agents chimiothérapeutiques qui induisent 1’expression de
DRS5 (par exemple rétinoides atypiques) pourrait €tre également envisagé. Les résultats des
essais cliniques réalisés actuellement avec différentes formes de TRAIL recombinant seront

donc trés attendus.

Nous avons également démontré qu’un rexinoide en présence d’une concentration
¢levée d’AMPc peut induire la différenciation des blastes de patientas AML et pourrait
représenter une alternative thérapeutique intéressante pour les patients. Cependant,
’utilisation d’analogues de I’AMPc ou de la forskolin qui active la production d’AMPc sont
limités par leur toxicité élevée. Nous avons démontré qu’un inhibiteur de phosphodi¢stérase
peut remplacer fonctionnellement un analogue de ’AMPc en augmentant la concentration
intracellulaire d’AMPc et activant ainsi la PKA. Or, certains de ces inhibiteurs comme la
théophylline sont approuvés pour un usage clinique. La théophylline est actuellement utilisée
dans le traitement de 1’asthme. De plus, certaines études ont démontré que la théophylline,
utilisée seule ou en combinaison avec d’autres agents chimiothérapeutiques peut induire
I’apoptose de différentes cellules cancéreuses. Des essais cliniques sont actuellement en cours

dans le cadre du traitement de patients atteints de cancer du poumon (Hirsh et al., 2004).Un
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cas de rémission d’un patient APL résistants aux traitements par I’AR et ’arsenic a été
rapporté lorsque la theophylline a été ajoutée aux 2 traitements (Guillemin et al., 2002).
Concernant les rexinoides ; le LG1069 (ou bexaroténe ou targretin) est utilis¢ actuellement en
clinique dans le traitement des formes cutanées des lymphomes T. Comparé aux rétinoides,
les rexinoides ont I’avantage d’une toxicité treés réduite. La combinaison du bexaroténe et de
la théophylline pourrait donc étre utilisée pour traiter les patients AML réfractaires a d’autres
traitements. Nous envisageons le début des premiers essais prochainement en collaboration

avec I’hopital de Naples.

Enfin, il a été démontré que I’inhibition de la voie rassMEK/ERK pourrait étre une
stratégie intéressante pour traiter certains cancers. Ainsi de nombreux inhibiteurs de chacune
des protéines impliquées dans la voie de signalisation ont été générés et certains sont
actuellement en phase d’essai clinique (par exemple 1’inhibiteur de MEK PD184352) (pour
revue, voir (Lee and McCubrey, 2002)). L’induction de ’apoptose par certains de ces
inhibiteurs dans les cellules AML a d’ailleurs été rapportée (Milella et al., 2002; Milella et al.,
2001). Nous allons donc tester la combinaison rexinoide/inhibiteur de MEK en commengant
sur des blastes de patients AML ex vivo pour vérifier son efficacité. A plus long terme, cette

combinaison pourrait étre envisagée pour traiter les patients AML.
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Conclusions et perspectives

Au cours de cette theése, nous avons démontré que TRAIL est responsable de
I’apoptose induite par les rétinoides dans différentes lignées myéloides. D’autres études
réalisées au laboratoire dans la méme période ont étendu cette observation aux lignées de
cancer du sein, démontrant I’existence d’un véritable lien entre TRAIL et les rétinoides. De
méme, la connexion entre les inhibiteurs de HDAC et TRAIL a également été démontrée.
Suite a ces différents travaux, une partie du laboratoire s’est focalis¢ sur I’étude de TRAIL
selon 2 thématiques pricipales. La premicre s’intéresse a la régulation transcriptionnelle de
I’expression de TRAIL par I’étude de son promoteur. Il serait effectivement intéressant de
connaitre avec précision les différents facteurs impliqués dans sa régulation et leur
contribution respective afin de comprendre son mécanisme d’induction. La deuxiéme
thématique est orientée sur la compréhension de la sélectivité tumorale de TRAIL, plus

précisément de 1’acquisition de sensibilité 8 TRAIL au cours du processus d’oncogeneése.

Au cours de la deuxiéme partie de ma thése, nous avons démontré que 1’activation de
la voie de signalisation croisée entre RXR et la PKA induit la différenciation et I’apoptose des
cellules AML résistantes aux rétinoides. Nous avons ¢lucidé en partie le mécanisme
moléculaire sous-jacent. Il est a présent nécessaire de déterminer quels sont les cibles de la
PKA responsable de la dissociation de SMRT de I’hétérodimeére RXR-RAR afin de
déterminer précisément le mécanisme de la désubordination de RXR. Nous allons également
initier des essais cliniques combinant les inhibiters de phosphodiéstérase et les rexinoides en

collaboration avec le centre d’hématologie de Naples.

Enfin, nous avons mis en évidence 1’existence d’une voie de signalisation dépendante
des rexinoides en absence de signalisation par les facteurs de croissance. Il reste encore
certains point clé a étudier. Dans un premier temps, il serait nécessaire de clarifier 1’étape de
production du NO, de déterminer I’enzyme responsable et le mécanisme de son activation. La
contribution de I’hétérodimere RXR-PPARY doit également étre confirmée. Pour ceci, nous
avons construits des vecteurs exprimant des shRNA dirigés contre RXR et surtout PPARy. Il
serait également intéressant de déterminer si cette apoptose induite par les réxinoides est
limitée aux cellules myéloides et également si elle est efficace in vivo. Nous envisageons en
effet de tester une combinaison rexinoide/inhibiteur de MAP kinase dans un modele murin de

cancer.
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Annexe 1

Ligand Sélectivite Activité
ATRA RAR a, B,y Agoniste
AR 9cis RAR o, B,y et RXR a, B, ¥ Agoniste
BMS753 RAR « Agoniste
TTNPB RAR o, B, y Agoniste
BMS493 RAR o, B, y Agoniste inverse
BMS614 RAR’ oc’ Antagoniste
LG1069=Targretin=Bexarotene Agoniste
- RXR a, B,y .
BMS649 = SR11237 RXR a, B, y Agoniste
BMS749 RXR o, B, v Agoniste
UVI3003 Antagoniste
RXR a, B,y

Tableau récapitulatif des activités et sélectivités des différents agonistes des

RAR et RXR utilisés au cours des études présentées.
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donné lieu a des publications. Les publications correspondantes sont a la

suite.

Autonomous rexinoid death signaling is suppressed by converging signaling pathways
in immature leukemia cells. -Gr. Benoit, M.Flexor, F.Besancon, L.Altucci, A.Rossin,
J.Hillion, Z.Balajthy, L.Legres, E.Segal-Bendirdjian, H.Gronemeyer, M.Lanotte. - Molecular
Endocrinology. 2001 Jul;15(7):1154-69

Les 3 publications suivantes correspondent a la caractérisation de nouveaux ligands. J’ai

contribu¢ au travail en les testant sur les lignées NB4 et PLB98S5.

RAR-RXR selectivity and biological activity of new retinoic acid analogues with
heterocyclic or polycyclic aromatic systems — D. Ivanova, C.Gaudon, A.Rossin, W. Bourguet,
H.Gronemeyer - Bioorganic and Medicinal Chemisty. 2002 Jul;10(7):2099-102.

Structure-activity relationships of methylene or terminal side chain modified retinoids
on the differentiation and cell death signaling in NB4 promyelocytic leukemia cells. -
D.lvanova, A.Rossin, H.Gronemeyer, A.Valla, D.Cartier, R.Le Guillou, R.Labia - Bioorganic
and Medicinal Chemisty Letters. 2004 Aug 16;14(16):4257-61.

9-cis Retinoic Acid analogues with bulky hydrophobic rings : new RXR-selective agonists —
R.Alvarez, MJ.Vega, S.Kammerer, A.Rossin, P.Germain, H.Gronemeyer, A.De Lera -

Bioorganic and Medicinal Chemisty Letters. 2004 Dec 20;14(24):6117-6122
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