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“It is not the strongest of the species that survive, nor
the most intelligent, but the one most responsive
(metabolically) to change” - Darwin
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Abréviations

2
2-HG : 2-hydroxyglutarate
2DG : 2-Désoxy-d-Glucose

A

AA : Antimycine A

ADN : Acide désoxyribonucléique

ADNmt : ADN mitochondrial

ADP : Adénosine diphosphate

Ag : Argent

AgCl : chlorure d'argent

AMM : Autorisation de mise sur le marché
AMPc : Adénosine monophosphate cyclique
APAF1 : Facteur activateur des protéases
apoptotiques

Ara-C : Cytarabine

ARN : Acide ribonucléique

ARNt : ARN de transfert

ASNase : L-Asparaginase

Asp : Acide Aspartique

ASXL1 : Additional Sex Combs Like 1
ATRA : acide rétinoique all-trans

ATP : Adénosine triphosphate

ATU : Autorisation temporaire d’utilisation
ATUn : Autorisation temporaire d’utilisation
nominative

B
Bcl-2 : B-cell leukemia 2

C

C'?: Carbone 12

C": Carbone 13

CCCP : Carbonylcyanure m-
chlorophénylhydrazone

CE : Communauté européenne

CEBPA : CCAAT Enhancer Binding Protein
Alpha

CFU-GEMM : Colony Forming Unit-
Granulocyte, Erythroblast, Megakaryocyte,
Monocyte

CFU-GM : Colony Forming Unit-Granulocyte,
Monocyte

CI: Chlore

CLP : progéniteurs communs lymphoides
CIVD : Coagulation intravasculaire disséminée
CMF : Cytométrie en flux

CMP : progéniteurs communs my¢loides
CMV : Cytomégalovirus

CO; : Dioxyde de carbone

CoASH : Coenzyme A

CRC : capacité de rétention calcique

CS : Cellule souche

CSH : Cellule souche hématopoiétique

CSL : Cellule souche leucémique
CytC : Cytochrome C

D

D-2HG : D-2-Hydroxyglutarate

DCF : 2',7'-dichlorodihydrofluorescéine
DCPIP : Dichlorophénolindophénol

Del : Délétion

DFG : Asp — Phe - Gly

DHE : dihydroethidium

DiOC2(3) : 3,3'-Diethyloxacarbocyanine
lodide

DiOC6(3) : 3,3'-Dihexyloxacarbocyanine
lodide

DNMT3A : DNA méthyltransférase 3 alpha
DTNB : 5,5° DiThiobis-2-NitroBenzoic acid
DO : Densité Optique

E

e : Electron

EBV : Virus d’Epstein-Barr

ECOG : Eastern Cooperative Oncology Group
EFS : survie sans événement

EGIL : European Group for the Immunological
Characterization of Leukemias

EIM : Espace intermembranaire mitochondrial
ELN : European Leukemia Net

Em : Emission

EMA : agence européenne des médicaments
ERO : Espéces réactives de I’oxygene

Ex : Excitation

F

FAB : French-American-British

FAD : Flavine adenine dinucléotide
FCCP : Carbonyl cyanide-p-
trifluoromethoxyphenylhydrazone

FDA : Food and Drug Administration
FISH : Fluorescence in situ hybridization
FMN : Flavine mononucléotide

FLT3 : Fms-related tyrosine kinase 3

G

G : Giga

G6P : Glucose 6-phosphate

G6PD : Glucose 6-phosphate déshydrogénase
G-CSF : Granulocyte-Colony Stimulating
Factor

Gln : Glutamine

GLS : Glutaminase

GLUT : Glucose transporter

Gly : Glycine

GSEA : Gene SET Enrichment Analysis
GTP : Guanosine triphosphate
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GvHD : Graft versus Host disease
GvL : Graft versus leukemia

H

H" : Proton

H>DCFDA : Diacétate de
dichlorodihydrofluorescéine
H;O : Eau

H,0O> : Peroxyde d’hydrogene
HAS : Haute autorité de santé
HDCA : Histone désacétylase
HIF1 alpha : facteur 1 alpha
HK-2 : Hexokinase-2

HLA : Antigéne leucocytaire humain

I

IDH1/2/3 : Isocitrate déshydrogénase 1/2/3
Inv : Inversion

IL : Interleukines

ITD : Internal Tandem Duplications

ITK : Inhibiteur de tyrosine kinase

IV : Intraveineuse

IRA : Insuffisance rénale aigué

J
JAK?2 : Janus kinase 2

K
KCl : Chlorure de potassium
KIT : Tyrosine-protein kinase Kit ou CD117

L

L : Litre

LA : Leucémie aigiie

LAL : Leucémie aigiie lymphoide
LAM : Leucémie aigiie my¢loide
LDH : L-lactate déshydrogénase

LLC : Leucémie lymphoide chronique
LMC : Leucémie myéloide chronique

M

MCT : Mono-carboxylates

MDR : Multidrug resistance

ME : Microscope ¢€lectronique

MEP : Progéniteurs communs
mégacaryocytaire-érythroide

MET : Microscope électronique en
transmission

Mg : Milligramme

Mg®" : Magnésium

MGG : May-Griinwald-Giemsa

NH3; : Ammoniac

MMI : Membrane mitochondriale interne
MME : Membrane mitochondriale externe

MPC : Mitochondrial pyruvate carrier
MPO : My¢loperoxydase

MPP : progéniteurs multipotents

MO : Moelle Osseuse

Mono : Monocytes

mV : MilliVolt

N

NAD : Nicotinamide adénine dinucléotide
NADH : Nicotinamide adénine dinucléotide
réduit

NASDA : Naphtol-ASD-Acétate

NCL-1 : Nuclear protein 1

NF1 : Neurofibromatose 1

NFS : Numération Formule Sanguine

NGS : Séquengage de nouvelle génération
NH; : Ammoniac

NK : Natural killer

Nm : Nanomeétre

Non-CSL : Cellules leucémique non-souche
NOS : Monoxyde d’azote

NPM1 : Nucleophosmin 1

NREF : facteur respiratoire nucléaire

NSG : NOD/SCID/IL2Ry-/-

0]

0O, : Oxygene

Oy : Anion superoxyde

OMS : Organisation mondiale de la santé
OxPhos : Phosphorylation oxydative

P

P-gp : Glycoprotéine P

PC : Pyruvate carboxylase

PDH : Pyruvate déshydrogénase

PDHK : pyruvates déshydrogénases kinases
PDK : Pyruvate déshydrogénase kinase
PDP : Pyruvate déshydrogénase phosphatase
PDX : Xénogrefte dérivée de patient

PEP : phosphoénol pyruvate

PGClalpha : PPARg coactivateur 1 alpha
Phe : Phenylalanine

Pi : Phosphate inorganique

PK : Pyruvate kinase

PTP : Pore de transition de perméabilité

Q

Q10 : Ubiquinone
Q10H2 : Ubiquinol
qPCR : PCR quantitative

R
RCP : Réunion de concertation
pluridisciplinaire
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RE : Réticulum endoplasmique

RMN : résonance magnétique nucléaire

Rot : Roténone

RT-PCR: réaction en chaine par polymérase de
transcription inverse

RUNX1 : RUNX family transcription factor 1

S

SC : Sous-cutané

SCENITH : Single-cell energetic metabolism
by profiling translation inhibition

SLC2AS5 : Solute carrier family 2, facilitated
glucose transporter member 5

SM : Spectrométrie de masse

SMD : Syndrome my¢élodysplasique

SMP : Syndrome my¢loprolifératif

SOD : superoxyde dismutase

SRC : Spare Reserve Capacity

T

T : Translocation

TFAM : facteur de transcription mitochondrial
A

TK : Tyrosine Kinase

TMRE : Tetramethylrhodamine ethyl ester
TMRM : Tetramethylrhodamine methyl ester
TNB : 5-thio-2-nitrobenzoic acid

TPS53 : Tumor protein 53

vV
VIH : virus de 'immunodéficience humaine
VHB : virus de I’hépatite B
VHC : virus de I’hépatite C

W
Wt: Wild type
WTI : Wilms’ Tumor
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Introduction

Ces dernicres années, la prise en charge des cancers a évolué¢ et ce, notamment grice aux
avancées de la biologie moléculaire. Dans les années 2000, il y a eu un changement de
paradigme ; désormais le traitement du cancer est sélectionné en fonction de 1’organe mais
¢galement des biomarqueurs altérés. En effet, ’ensemble de ces éléments permet de préciser la
spécificité tumorale et d’établir un profil personnalis¢é du patient. Actuellement,
I’aboutissement vers une médecine de précision utilisant un traitement unique en fonction du

profil génomique de la tumeur de chaque patient prend tout son sens (Figure 1).

Selon une altération v , .
Vers une médecine de

Selon I'organe génomique identifiée pour récision
un géne donné preds!
ARREARAR RARRARE RARARAR
RERFNERERIR SERERERERAER SRR
ARARRRIRAAANRAA FRERERAAIRIAA FRERERAARIAA
BRRRAARAARIAAA BRRRAAARAA FRERBRRARRAAA
ARRARARRARA AAARRRAFRARA RRERERERFRARA
RERRARREA] RERARAARAA PERRRERAR
ARARARA ARARAAR AERERER
CHIMIOTHERAPIE THERAPIE CIBLEE THERAPIE PERSONNALISEE
Le cancer est traité Le traitement du cancer est Vers un traitement unique en
principalement en fonction de sélectionné en fonction de I'organe fonction des caractéristiques
sa localisation dans le corps. et du ou des biomarqueur(s) altérés. du patient.

Figure 1: Schéma de I’évolution de la prise en charge des patients, d 'apres Roche

Le concept de « médecine personnalisée » comprend de nombreuses définitions, qui évoluent
au cours du temps et de nombreux synonymes comme « médecine de précision », « médecine
individualisée » ou encore « médecine stratifiée ». Focalisée sur le patient, la médecine de
précision est une approche émergente des soins de santé dans laquelle les caractéristiques d’un
individu, y compris son profil génétique, guident les décisions cliniques!!l.

Selon la Food Drug Administration (FDA), la médecine personnalisée a pour objectif de fournir
«le bon traitement, au bon patient, au bon moment» afin d’améliorer I’efficacité des
traitements et, par conséquent la qualité de vie du patient®3]. La 1 étape pour identifier et
faire correspondre le bon traitement au bon patient selon la FDA repose sur un diagnostic de
haute précision. La Commission Européenne (CE), quant a elle, définit la médecine de précision
d’un point de vue technique, en faisant référence aux outils de diagnostic. Cette médecine

personnalisée est devenue incontournable en cancérologie, puisqu’elle permet ainsi de choisir
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le traitement le plus adapté a chaque patient a partir des informations biologiques de sa tumeur
et de son environnement. Ainsi, la médecine personnalisée en oncologie, pilier de I’innovation
thérapeutique, se fonde sur les avancées scientifiques, la génération de données et les nouvelles
technologies de diagnostic, d’ou I’importance aujourd’hui de mieux caractériser les tumeurs
pour pouvoir trouver le bon traitement pour le bon patient.

Le lien entre cancer et mitochondries s’est tissé au gré de I’avancement des connaissances dans
ces deux domaines. Il y a des étapes clés qui ont mené a la notion que 1’étude du métabolisme
mitochondrial dans le cancer était un élément important : notamment les travaux de Warburg
(1956) qui proposent que les cellules cancéreuses présentent des altérations mitochondriales,
la mise en évidence du role central de la mitochondrie dans les mécanismes de la mort cellulaire
programmeée et en particulier de la mort induite par les molécules anticancéreuses!*!. Ainsi, un
certain nombre de travaux déja publiés souligne I’intérét d'évaluer le métabolisme énergétique
mitochondrial dans différents types de cancers tels que le mélanome!®), le cancer de la
prostatel’), le cancer du poumon®?), le cancer du sein triple négatif!!'®!!l et la leucémie aigué
myéloide (LAM)!'2171. A partir des éléments de la littérature scientifique, nous
déterminerons si le métabolisme énergétique mitochondrial peut-étre un biomarqueur de
la réponse au traitement en particulier dans les LAM.

Dans un premier temps, 1’état de 1’art de la physiologie de I’hématopoiese sera abordé. En effet,
la compréhension des processus physiologiques est indispensable pour mieux appréhender la
physiopathologie, le diagnostic, le traitement et le suivi des pathologies tel que la LAM.

Dans un second temps, ce manuscrit se focalisera sur 1’état de I’art de la LAM avec des éléments
permettant de démontrer que le métabolisme énergétique mitochondrial influence la réponse
aux traitements des LAM. Cette partie aménera a introduire par la suite le métabolisme
énergétique d’une cellule.

Dans un autre paragraphe, le métabolisme énergétique mitochondrial sera évalué en tant que
biomarqueur clinique d’évaluation. Pour cela, différentes méthodes de mesure du métabolisme
mitochondrial seront évoquées, en passant par [’ultrastructure mitochondriale, la masse
mitochondriale, le potentiel de membrane, la consommation d’oxygéne, 1’acidité
extracellulaire, le taux d’Adénosine triphosphate (ATP), I’activité enzymatique des complexes
de la chaine respiratoire, le profilage immuno-métabolique, le priming mitochondrial, la
quantification de I’Adénosine désoxyribonucléique (ADN) mitochondrial et les signatures de
genes.

Pour conclure, une question se posera sur le choix du meilleur de ces biomarqueurs pour une

utilisation en clinique.
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I. Physiologie de I’hématopoiese

a) Définition

L hématopoiese est ’ensemble des mécanismes physiologiques qui concourent a la fabrication
et au remplacement continu et régulé de milliards de cellules sanguines ayant une durée de vie
limitée, des la formation du feetus et tout au long de 1’existence. Elle implique des capacités de
prolifération/de renouvellement, de différenciation/de maturation et d’adaptation par rapport
aux besoins. Ainsi, lorsqu’il y a une diminution du nombre de cellules dans un type de lignée
cellulaire, I’hématopoiese va augmenter la production de la lignée qui fait défaut. Au contraire,
lorsqu’il y a une augmentation d’une lignée ou plusieurs lignées, un frein va étre mis en place
pour diminuer le nombre de cellules ; c’est la qu’intervient I’apoptose ou la mort cellulaire
programmée. Ainsi cette hématopoiése qui, chez I’adulte, se fait principalement dans la moelle
osseuse (MO), est capable de produire plusieurs milliards de cellules par jour, par exemple, 50

milliards de polynucléaires, 100 milliards de plaquettes et 200 milliards d’hématies par jour!!3-

20]

b) Compartiment sanguin

Comme expliqué précédemment, I’hématopoicse correspond a I’ensemble des mécanismes
impliqués dans la production des différentes cellules sanguines. Le sang est composé de cellules
en suspension dans le plasma. Le plasma peut d’ailleurs étre séparé des éléments figurés du
sang. Le plasma représente 55% du sang qui lui-méme est composé de 91,5% d’eau, 7% de
protéines et 1,5% d’autres solutés, tels que des nutriments, des gaz, des vitamines et des déchets.
Les 45% restant sont représentés par les éléments figurés du sang, qui présentent des fonctions

particuliéres (Figure 2)2!-22]

- Les érythrocytes, donnent la couleur rouge du sang, puisqu’ils contiennent le
pigment de I’hémoglobine. Il y en a entre 4,2 et 5,7 Tera/L, ¢’est-a-dire, 10'2
hématies par litre de sang. La fonction des globules rouges est le transport de
I’oxygene vers le tissu.

- Les leucocytes, fine couche de cellules qui apparaissent blanches représentant 4
a 10 Giga/L, c’est-a-dire 10° globules blancs par litre de sang. Il en existe
différents types dont les polynucléaires, les monocytes et les lymphocytes. Les
globules blancs ont pour rdle la défense contre les infections.

- Les plaquettes, avec une proportion de 150 2 450 x 10° cellules/L de sang, jouent

un rdle dans ’hémostase primaire et la coagulation.
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Erythrocytes (@1%)

Figure 2: Composition du sang aprés centrifugation sur un coussin de sucrose (Ficoll)

Ces différentes populations de cellules sanguines sont distinguables et reconnaissables au
microscope a partir de frottis sanguins. Il faut savoir que les cellules sanguines sont, en majorité,
des cellules matures et différenciées, qui sont a I’origine de I’ensemble des fonctionnalités
permettant a 1’organisme d’agir. Elles ont une capacit¢ de division quasiment nulle, a
I’exception de certains sous-types comme les lymphocytes T activés. Malgré cette division
quasi nulle, les taux dans le sang sont assez constants et élevés. Leur durée de vie est
relativement limitée, de quelques heures a quelques années : 7 a 10 jours pour les plaquettes,
120 jours pour les hématies, quelques mois pour les monocytes et quelques mois a plusieurs
années pour les lymphocytes. C’est pourquoi, pour constituer ce stock constant de cellules
sanguines, il y a une nécessité d’avoir une production quantitativement importante. Les cellules

souches hématopoiétique (CSH) sont a I’origine de ces différentes cellules.

¢) Cellules Souches Hématopoiétiques (CSH)

Dans le schéma général de I’hématopoicse, les cellules souches (CS) constituent le premier
compartiment. Les CS ne sont pas reconnaissables morphologiquement mais par leurs capacités
fonctionnelles. Une CS est une cellule présente dans les organismes pluricellulaires qui a pour
propriétés de pouvoir s’auto-renouveler pour produire d’autres CS et se différencier en

23241 Les types de CS sont au nombre de trois (Figure 3)12! :

différents types spécialisés!
- Totipotentes : Ce type de CS peut se différencier en tous les types cellulaires,
embryonnaires et extra-embryonnaires et donner a lui seul un organisme vivant en entier.

- Pluripotentes : Ce sont les cellules filles des cellules totipotentes. Elles peuvent générer
les cellules des 3 lignées germinales : endodermique, mésodermique, et ectodermique mais ne
peuvent plus générer les cellules du trophectoderme a 1’origine des cellules des annexes

embryonnaires. Elles ont donc la capacité de donner un organisme en entier mais ne peuvent

fournir I’environnement propice a son développement, les annexes embryonnaires.
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- Multipotentes : Elles peuvent donner différents types cellulaires spécifiques d’un tissu,

tels que les CS hématopoiétiques, mésenchymateuses, neurales...
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Figure 3: Différenciation cellulaire (CS, Cellule souche ; CSH : Cellule souche hématopoiétique)

L’hématopoiese est assurée par des cellules, dites cellules souches multipotentes ou cellules
souches primitives. Les CSH sont donc des cellules souches adultes multipotentes a 1’origine
de toutes les lignées hématopoiétiques et qui résident au sein d’une structure anatomique et
fonctionnelle, la niche hématopoiétique. C’est dans cette niche que les CSH se caractérisent par
plusieurs propriétés : leur capacité d’auto-renouvellement (division symétrique) et leur capacité
de différenciation (division asymétrique) en cellules matures sous I’influence de signaux?-281,

Ainsi, la différenciation et le renouvellement des trois lignées matures du sang dérivent d’une

CSH multipotente qui est située dans la MO chez I’adulte.

d) Différenciation hématopoiétique

Les CSH engendrent successivement et de maniére hiérarchique les progéniteurs
hématopoiétiques afin de générer soit des précurseurs lymphoides produisant des lymphocytes,
soit des précurseurs myéloides aboutissant aux plaquettes, aux hématies, aux polynucléaires et
aux monocytes. Plus précisément, les CSH générent en premier lieu des progéniteurs
multipotents (MPP), qui se différencient en progéniteurs communs myé¢loides (CMP) et
lymphoides (CLP). Ces progéniteurs communs sont a 1’origine des cellules érythroides et

my¢loides d’une part, et aux cellules lymphoides d’autre part. En effet, les CMP, appelés
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également Colony Forming Unit- Granulocyte, Erythroblast, Megakaryocyte, Monocyte (CFU-
GEMM) se différencient en GMP ou Colony Forming Unit-Granulocyte, Monocyte (CFU-GM)
ou en progéniteurs communs mégacaryocytaire-érythroide (MEP). Ces progéniteurs vont eux-
mémes se différencier en progéniteurs tardifs, qui ne donneront naissance qu’a une lignée

cellulaire, en se différenciant en précurseurs morphologiquement identifiables (Figure 4)12°1,

® Mégacaw;cyte & “ ' @ {\"’}
Erythrocyte | Eosinophile _ Monocyte  Lymphocyte L}'ml-)»lvloc}'te
Basophile Neutrophile | NK  Lymphocyte T

N B
Thrombocytes (:: .]

Macrophage

Figure 4: Représentation schématique de I’hématopoiése du sujet adulte sain, adapté de Metcalf"

(CSH, Cellule souche hématopoiétique ; MPP, Progéniteurs multipotents ; CLP, Progéniteurs communs lymphoides ; NK,
Natural killer ; CMP, Progéniteurs communs myéloides ; GMP, progéniteur granulocytaire-monocytaire ; MEP, progéniteur
commun mégacaryocytaire-érythroide)

En fonction du compartiment cellulaire, les cellules présentent différentes propriétés et
capacités. Les CSH représentent 0,01% des cellules de la MO. Elles sont capables d’auto-
renouvellement en se divisant asymétriquement. Elles sont également multipotentes et font
preuve d’une plasticité importante, puisqu’elles sont capables de produire I’ensemble des
cellules du sang. Les progéniteurs, eux, représentent 0,1% des cellules de la MO et ont un
pouvoir d’auto-renouvellement plus faible et un potentiel de prolifération et un engagement
progressif et irréversible vers une lignéel%. Ce sont des cellules qui ne sont pas
morphologiquement reconnaissables, mais identifiables grace aux marqueurs cellulaires a leur
surface. Les précurseurs sont les principales cellules qui composent la MO (>99%),

identifiables morphologiquement tout comme les cellules matures.
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e) Caractéristiques immunophénotypiques des CSH et de ses

progéniteurs

Il n’existe pas de marqueurs spécifiques des CSH. Cependant, a I’aide de certains marqueurs
phénotypiques, il est possible d’exclure les progéniteurs, les précurseurs et les cellules matures
pour obtenir une population hétérogéne de cellules immatures. Le marqueur le plus répandu

pour identifier les cellules les plus immatures est le CD3431],

Ainsi, chez ’'Homme, les cellules CD34+ CD38- CD90+ CD45RA- (HLA DR- CD33-
CDI133+) ne présentant aucun marqueur de différenciation, sont considérées comme

appartenant au compartiment des CSH[32341,

Dans la littérature, les CSH sont également caractérisées par un taux d’espéces réactives de
’oxygéne (ERO) particuliérement faible*>7. Les MPP, qui prennent naissance a partir de ces
CSH, perdent phénotypiquement le CD90 (CD34+ CD38- CD90- CD45RA-)3334 Le
compartiment CD34+ CD38+, en aval dans le processus hématopoiétique, est composé des
MEP, CMP et GMP, qui se différencie selon leur expression du CD123 et de CD45RAB®3),
Les CMP sont caractérisés comme CD34+ CD38+ CD45RA- CD123+ (CD33+ CD13 + HLA
DR+), les GMP comme CD34+ CD38+ CD45RA+ CD123+ et les MEP comme CD34+ CD38+
CD45RA- CDI123- (Figure 5)B32401,

29



CD45+ CD34+ CD38- CD45RA-

CD9%0+ HLA DR-, CD33-
CSH

MPP
CD34+ CD38- CD45RA- CD90-

CMP . CLP
g{, CD34+ CD38+ CD45RA- CD10- ({ CD34+ CD38+ CD45RA+
'’ CD123+CD33+ CD13+ HLA DR+ ! CD10+ CD7+
MEP /

CD34+ CD38+ CD45RA- \ GMP
CD10- CD123- CD135+ 2 0 CD34+ CD38+ CD45RA+

~ € Dot oo
?; ® \))
T - s ©

)l\’. '-.\.?e l l l | ‘L

=N il
'g\:,_- .J// o> A3 N
. Mégacaryo‘:;‘te c ‘ ‘o ' ] .] 4 - ,‘: .

Erythrocyte CD41+

Basophile  Fosinophile  Neutrophile Monocyte Lymphocyte Lymphocyte Lymphocyte
i +
cg).;:: cbst CD11b+  CD11b+ CDi3+  CD13+ NK 5 T
CD13+ CD15+ CD33+  CD33+ CD16+ e
CD15+  CDl4+ CD45+ CD3+
i oot CD36+ CD20+ CD45+
‘ CD16+ CD64+ CD11b+ CD3- CD22+
Thrombocytes CD16+  CD64+
CD11b+

Figure 5: Différenciation des CS et des progéniteurs et leurs -caractérisations

immunophénotypiques (CSH, Cellule souche hématopoiétique ; MPP, Progéniteurs multipotents ; CLP, Progéniteurs
communs lymphoides ; NK, Natural killer; CMP, Progéniteurs communs my¢loides ; GMP, progéniteur granulocytaire-
monocytaire ; MEP, progéniteur commun mégacaryocytaire-érythroide)

f) Localisation

L’hématopoiese conduit au renouvellement cellulaire permanent principalement au niveau de
la MO. Il faut préciser cependant que le sie¢ge de I’hématopoiese est différent tout au long de la
vie (Figure 6). Ainsi, avant la naissance, [’hématopoic¢se s’effectue déja en 3 stades qui
impliquent successivement, le sac vitellin, le foie et la rate et enfin la moelle osseuse :

- Stade primitif mésodermique : 21%™¢ et 60°™ jour de gestation avec une

érythropoiése primitive ou embryonnaire.

- Stade hépato-splénique : 40°™ jour au 6°™ mois avec une hématopoicse

compléte, majoritairement érythroblastique, impliquant le foie et la rate.

- Stade médullaire : 100°™ jour jusqu’a la naissance et au-dela par la moelle

0sscuse.
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Figure 6: Les si¢ges de ’hématopoiése au cours de la vie, d ‘aprés Wang and Wagers'*"

Ainsi chez I’adulte, I’hématopoicse est essentiellement présente au niveau du sternum, du

sacrum, des vertébres, du crane et des épiphyses puisque la MO se situe dans la cavité des os!*?].

g) Régulation et dérégulation de I’hématopoiese

L’hématopoiése est soumise a un contrdle et une régulation a tous les niveaux. Nous pouvons

ainsi décrire 3 ¢éléments régulateurs :

e Le « microenvironnement » médullaire : 1l procure aux CS les conditions anatomiques
et intercellulaires satisfaisantes pour assurer I’hématopoiese. Le tissu de soutien sécrete
des matrices extracellulaires et des facteurs de croissance. Les matrices extracellulaires
permettent 1’adhésion des CS, en particulier grace au collagene.

o Les vitamines et oligo-éléments : Des vitamines (vitamine B12 et acide folique) sont

nécessaires a la syntheése de I’ADN et donc a la division cellulaire. D’autres éléments,
comme le fer, sont nécessaires a la fabrication des protéines spécifiques des lignées,

comme la synthése de I’hémoglobine.

e Les facteurs de croissance médullaires : Les facteurs de croissance hématopoiétiques

sont des substances (glycoprotéines) agissant comme des hormones. Certaines font
partie de la famille des cytokines et des interleukines (IL). Ces molécules reconnaissent

leurs cellules cibles par I’intermédiaire de récepteurs membranaires spécifiques®3l.

Cependant, il peut y avoir une dérégulation de ce processus. En effet, une perturbation de
I’hématopoiese normale peut conduire a des cancers du sang. En fonction de la lignée affectée,

c’est-a-dire les CS de la MO a partir desquelles elle se développe, les patients vont développer
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une leucémie dite lymphoide ou myéloide. En fonction de la vitesse d’évolution de la
pathologie, une leucémie peut étre soit a un stade chronique (les leucémies se développent
lentement et restent longtemps silencieuses) soit a un stade aigué (les leucémies se manifestent
brutalement et sont rapidement diagnostiquées). Ainsi, quatre principaux types de leucémies se
distinguent (Figure 7) :

- LLC : Leucémie Lymphoide Chronique

- LAL : Leucémie Aigué¢ Lymphoide

- LMC : Leucémie My¢loide Chronique

- LAM : Leucémie Aigué My¢éloide

Patient sain Patient leucémique

Neutrophile N Blaste
el ) leucémique

Hématie

Figure 7: Schéma de la différence de la composition sanguine entre patient sain et leucémique

Avant de poursuivre ce manuscrit, il est important de souligner que ce travail de thése sera

uniquement focalisé sur la LAM.

II. Leucémie aigué myéloide (LAM)

a) Définition

Une LAM est un ensemble d’hémopathies malignes liées a la prolifération anormale de cellules
immatures et clonales de la lignée my¢éloide dans la MO. Les précurseurs des cellules sanguines
sont bloqués a un stade précoce de leur différenciation, qui sont les cellules souches
leucémiques (CSL) et donnent naissance a I’ensemble des blastes leucémiques. Cette expansion
clonale peut conduire a un hiatus leucémique, ¢’est-a-dire une absence de formes intermédiaires

entre le blaste et le polynucléairel+43],

b) Epidémiologie
Les LAM se définissent comme une maladie rare représentant 1 a 2% des cancers de I’adulte

et 10 a 15% des hémopathies malignes. D’apres les données de ces derniéres années, elles
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représentent 80% des leucémies aigués (LA) de 1’adulte, avec un d4ge moyen de 67 ans. La LAM
est 1égérement plus fréquente chez les hommes que chez les femmes, mais le risque moyen au
cours de la vie dans les deux sexes est d’environ 1,1. L’incidence estimée de cette maladie est
autour de 3,5 cas pour 100 000 personnes/an (environ 3000 cas/an en France)!#647],

Cette maladie peut se présenter a tout a4ge mais sa fréquence augmente avec 1’age. En fait, les
LAM constituent la quasi-totalit¢ des LA des personnes agées, avec un age médian de
diagnostic de 67 ans. De ce fait, a plus de 65 ans, il passe a un ratio de 17,9 cas pour 100 000
personnes. En moyenne, I’age de survenue de la maladie est de 66 ans chez ’homme et de 69
ans chez la femme. Les données épidémiologiques montrent donc clairement que I’incidence
de LAM augmente avec 1’age, et cela de manicre importante a partir de 65 ans. Ces données
montrent a quel point la prise en charge de cette pathologie représente un enjeu, avec une
incidence globale de 4 a 5 cas/100 000 habitants/an. En effet, les LAM représentent a elles
seules 1,1% des cancers en 2021, avec un taux de survie globale a 5 ans de 24%4]. C’est donc
une maladie de trés mauvais pronostic caractérisée par un exces de mortalit¢ dans les 2
premicres années apres le diagnostic. La survie globale ne s’est pas beaucoup améliorée ces
trente derniéres années, avec une survie des patients de 30,5% (2012-2018), 5 ans apres le

diagnosticl#->],

) Etiologie
Dans la majorité des cas, 1’étiologie est inconnue mais certains facteurs peuvent favoriser
I’apparition de la pathologie. Au-dela de I’age, d’autres facteurs de risque ont été associés au
développement des LAM (Figure 8). En effet, les antécédents de maladie hématologique, les
mutations génétiques (Trisomie 21, Syndrome de Fanconi, Wiskott-Aldrich, Neurofibromatose
de Von Recklinghausen), les irradiations (Bombardements atomiques d’Hiroshima et de
Nagasaki), I’exposition a des produits chimiques (benzéne) ou a des traitements antérieurs par
chimiothérapies et radiothérapies sont des facteurs de risque de la LAM. 1l est reconnu que 2
classes de cytotoxiques sont concernées et peuvent étre responsables de 10% des LAM : les
agents alkylants (5 a 10 ans) et les inhibiteurs de topoisomérase II (1 a 5 ans). L’acutisation
peut également étre un facteur de risque, c’est-a-dire le passage d’une maladie de I’état
chronique a I’état aigu et une évolution rapide vers une aggravation de la malignité,
d’hémopathies préexistantes comme le syndrome myélodysplasique (SMD), le syndrome
my¢loprolifératif (SMP) ou des aplasies médullaires... et généralement ce sont des LA

secondaires qui sont de mauvais pronostics®!=71,
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Figure 8: L’ensemble des étiologies pouvant amener a la LAM

d) Physiopathologie

1) Leucemogénese

La leucémogénese est désignée comme [’ensemble des mécanismes responsables de la
transformation d’une cellule de I’hématopoiése normale en cellule leucémique. Bien sir le
terme de « leucémogénése » ne comprend pas uniquement les leucémies, mais également des
lymphomes, SMP, SMD. Dans le cadre de la LAM, la physiopathologie est multi-étapes avec
une combinaison d’altérations génomiques acquises clonales affectant la différenciation, la

prolifération, la survie et I’auto-renouvellement!>8],

2) Abeéerration d’anomalies génétiques et moleculaires

Les CS polyclonales conduisent a I’expansion des différentes lignées hématologiques. Des
anomalies génétiques et moléculaires peuvent conduire a un blocage de la maturation. Ainsi,
sans cette maturation, il ne va pas y avoir de différenciation d’une part des CSL et d’autre part
des cellules leucémiques non-souches (non-CSL).

Les CSL sont définies comme une population rare de cellules leucémiques primitives résidant
dans la niche hématopoiétique et étant a 1’origine de toutes les autres cellules leucémiques. Les
CSL sont des cellules relativement quiescentes. D’ailleurs, les CSL peuvent étre définies
immunophénotypiquement comme des cellules CD34+ CD38- associées a un marqueur
aberrant non présent sur les CSH saines, par exemple, CD45RA+ TIM3+ CLL-1+ CD97+. La
présence de CSL est également associée a 1’absence de CD90P-%1, Les CSL ont une capacité
d’auto-renouvellement aberrante et une prolifération indéfinie, donnant naissance a I’ensemble

[62]

des blastes leucémiques (Figure 9) Ces blastes entrainent une absence de formes
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intermédiaires entre le blaste et le polynucléaire, en bloquant la fonction et le développement
des cellules sanguines matures.

* Mutation de FTADN
* Environnement pro-inflammatoire

* Anomalie chromosomique
BLOCAGE DE LA
DIFFERENCIATION

Auto-renouvellement Auto-renouvellement

Cellule souche
leucémique (CSL)

v

***

Cellule souche
hématopoiétique (CSH)

*)
\E A
* *‘ * L

Blastes leucémiques

Figure 9: Schéma de la physiopathologie de la LAM, d’aprés Craver, Brianna M., et al.!*

Ainsi, les LAM se développent aprés une accumulation d’aberrations génétiques, c’est-a-dire
de translocations spécifiques, mutations et autres altérations génétiques. En effet, la
caractérisation moléculaire de cellules leucémiques de patients atteints de LAM a révélé de
multiples preuves montrant que la maladie est caractérisée le plus souvent par une dérégulation
des facteurs de transcription impliqués dans la différenciation hématopoiétique normale.

De plus, un certain nombre de mutations a également été associé a des génes impliqués dans
des voies de signalisation affectant la croissance cellulaire et 1’apoptose. Ces anomalies
moléculaires sont a I’origine de ’accumulation de cellules leucémiques grace a une capacité de
prolifération accrue et au blocage de la capacité¢ de différenciation conférant aux cellules
tumorales un avantage de survie tel que 1’échappement a 1’apoptose.

Ainsi, les mutations ont été regroupées en différentes classes :

- Laclasse I englobe des génes codant pour des protéines de signalisation liées a une
croissance cellulaire incontrolée, a la survie et a la résistance a I’apoptose : Fms-like
Tyrosine Kinase 3 (FLT3), Tyrosine-protein kinase (KIT), Janus Kinase 2 (JAK?2),
Neurofibromatosis type 1 (NF1).

- La classe II regroupe des altérations des facteurs de transcription conduisant a
I’inhibition de la différenciation : Nucleophosmin 1 (NPM1), CCAAT-/enhancer
binding protein alpha (CEBPA), RUNX Family Transcription Factor 1 (RUNX1).
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- La classe III est constituée des mutations des régulateurs épigénétiques : DNA
méthyltransférase 3 alpha (DNMT3A), Isocitrate déshydrogénase 1 et 2
(IDH1/IDH2), Additional Sex Combs Like 1 (ASXL1).

- La classe IV englobe les mutations des génes suppresseurs de tumeurs : Tumor
Protein 53 (TP53), Wilms’ Tumor (WTTI).

- Laclasse V regroupe les génes impliqués dans la maturation d’acide ribonucléique
(ARN).

Les expériences in vivo ont démontré qu’une seule mutation ne permettrait pas d’induire la

leucémogénese, mais que 1’association des mutations était nécessaire.

Au diagnostic, les LAM ne sont pas des amas uniformes de cellules cancéreuses identiques
mais présentent une grande hétérogénéité clonale, vu qu’elles possédent un, voire plusieurs
clones pathologiques (Figure 10)[6%],

Ainsi, des mutations génétiques s’accumulent dans différents clones leucémiques qui coexistent
chez un méme patient. Lors d’une chimiothérapie, il y a d’une part, les clones résistants aux
traitements qui pourront proliférer au détriment des clones sensibles aux traitements. Ce
mécanisme va changer les caractéristiques mutationnelles du patient. D’autres part, une fois
que les clones présentent les nouvelles mutations, conférant un avantage de résistance et de
prolifération, ils vont pouvoir recoloniser le patient. Ainsi, comprendre 1’hétérogénéité de la
tumeur, étre capable de contrer la résistance et développer des stratégies thérapeutiques
adaptées sont des axes de recherche majeurs en oncologie hématologie pour les années a

venirto+68],

Figure 10: Schéma de I’évolution clonale de la leucémie primaire a la rechute, adapté de Li Ding!*"
(CSH : Cellule souche hématopoiétique)

L’architecture clonale et I’ordre d’apparition des mutations peuvent étre déduits par 1’étude des

fractions de 1’allele variant lors d’un séquengage a haut débit.
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Dr’ailleurs, bien que les LAM soient caractérisées par de nombreuses mutations somatiques,
seules certaines d’entre-elles contribuent a la progression de la pathologie. Ainsi, la
prolifération clonale de cellules médullaires immatures entraine une altération de
I’hématopoiese. Cette altération amene a une infiltration de la moelle par des blastes > 20%, ce
qui induit 2 conséquences :

e Syndrome tumoral avec infiltration secondaire par les cellules blastiques dans d’autres

organes extra-médullaires.

e Insuffisance médullaire : prolifération leucémique au niveau médullaire et du tissu

lymphoidel¢?],

Ces 2 conséquences sont a I’origine de la symptomatologie de la LAM.

e) Symptomatologie

Les symptomes de la LAM peuvent apparaitre seulement quelques jours ou semaines avant le
diagnostic. La présentation clinique la plus courante est due a une hématopoiese perturbée et
aux troubles qui s’ensuivent, c’est-a-dire : Anémie, Thrombopénie et Granulocytopénie,
représentatifs du syndrome d’insuffisance médullaire(®”,

e Un syndrome anémique peut se manifester par une asthénie, des acouphénes, une

faiblesse, une paleur, un malaise, des signes d’hypoxie (une dyspnée d’effort, une

tachycardie et des douleurs thoraciques a 1’effort).

e Un syndrome hémorragique représent¢ par des hémorragies cutanées (purpura
pétéchial, ecchymotique), des muqueuses (épistaxis, gingivorragies) ou viscérales
(hématuries et les hémorragies gastro-intestinales), méme si elles sont plus rares. Des
hémorragies spontanées, notamment des hématomes intracraniens ou intra-
abdominaux, peuvent apparaitre au début chez les patients.

e Un syndrome infectieux avec la neutropénie peut entrainer une hyperthermie, des

pneumopathies, des septicémies, une angine ulcéro-nécrotique voire un choc septique.
Ces infections peuvent alors étre bactériennes, fongiques et virales. Les patients peuvent
présenter une fiévre et une infection grave et/ou récurrente.
Des symptomes liés a I’infiltration leucémique extra-médullaire sont présents dans environ 5%
des cas, souvent au travers des manifestations cutanées. Un syndrome tumoral peut se
déclencher mais reste variable en fonction des sous-types de LA. Dans le contexte du syndrome
tumoral dans les LAM, une hypertrophie des organes hématopoiétiques (splénomégalie,

hépatomégalie) et des douleurs osseuses (chlorome ou sarcome granulocytique) se déclenchent.
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Il est indispensable de connaitre les signes de gravité des LAM afin de les reconnaitre et de
pouvoir agir en urgence deés que la situation se présente.

Les signes de gravité sont une hyperleucocytose, un syndrome de leucostase (surtout dans les
LA hyperleucocytaires (> 100 G/L)) avec I’apparition d’une détresse respiratoire, des troubles
neurologiques/conscience, un syndrome de lyse tumorale (insuffisance rénale aigiie (IRA),
hypocalcémie, hyperkaliémie) et enfin une coagulation intravasculaire disséminée (CIVD) qui
est associ¢e a certains sous-types de LAM. Cette CIVD survient chez un patient avec une
insuffisance médullaire (CIVD a risque hémorragique) ou le risque est majoré par I’introduction
d’une chimiothérapie. En plus de ces manifestations cliniques, la LAM est accompagnée de
manifestations biologiques avec un échappement aux processus apoptotiques par la
surexpression de protéines anti-apoptotiques tel que B-cell leukemia 2 (Bcl2) et Nuclear protein
1(NCL-1)l62,

Cependant, il faut étre conscient que la présence de cette symptomatologie est variable en
fonction du patient, allant de la forme peu symptomatique a la forme grave d’emblée,

nécessitant 1’hospitalisation en urgence dans un service spécialisé.

f) Démarche diagnostique

L’étape de diagnostic est une étape cruciale dans la prise en charge de la maladie. Malgré ces
symptomes, le diagnostic de la LAM est souvent inopiné puisqu’il s’agit d’une pathologie
aigué€. Ainsi la découverte est le plus souvent fortuite ou découverte lors du suivi d’une autre
hémopathie. La démarche diagnostique d’une LAM débute par une prise de sang périphérique
ainsi qu’une ponction médullaire. Ces prélévements fournissent le matériel biologique
nécessaire a I’étude et a la caractérisation de la LAM. Le diagnostic biologique d’une LAM
nécessite la réalisation d’une numération de la formule sanguine (NFS), d’une étude
morphologique réalisée a partir d’un frottis médullaire, d’une étude cytochimique, et est
éventuellement complété par un immunophénotypage, une étude cytogénétique et des études
biomoléculaires. Chacune de ces techniques spécifiques sont présentées ci-dessous!’%.
L’ensemble des informations obtenues au cours des examens permettent par la suite de

déterminer le pronostic et de proposer une stratégie de traitement adaptée aux patients!’!. Il faut

savoir que c’est une urgence de diagnostic et de traitement car une LA est rapidement mortelle.

En tout premier lieu, étant donné les signes cliniques, un hémogramme est réalis¢ afin d’évaluer

la quantité et la qualité des cellules du sang tels que les hématies, les leucocytes et les plaquettes.
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Effectuée a partir d’une prise de sang, la NFS permet de quantifier les différentes cellules
sanguines et de détecter les anomalies présentes telles qu’une neutropénie, une anémie
normocytaire arégénérative ou encore une thrombopénie. A 1’hémogramme, une LAM pourra
se présenter sous une forme hyperleucocytaire (blastose sanguine) ou au contraire
pancytopénique (baisse du taux des différentes cellules sanguines dans le sang : Hématies,
Leucocytes, Plaquettes). Ainsi, I’hémogramme participe a une visée diagnostique de la

pathologiel”?!,

Le frottis médullaire est une technique indispensable pour confirmer le diagnostic de la LAM.
C’est I’examen clé du diagnostic. Celui-ci est réalisé sous anesthésie locale, et consiste a insérer
une aiguille creuse dans un os. Le choix du site de ponction dépend du contexte et du patient.
En effet, il s’agit généralement d’une ponction sternale, cependant un antécédent de sternotomie
ou un antécédent de radiothérapie localisée (cancer du sein, maladie de Hodgkin..) sont contre-
indiqués avec une ponction au niveau du sternum ou d’une ponction iliaque. Lors de cette
intervention, une petite quantit¢ de moelle est aspirée, permettant d’analyser les cellules
anormales, leurs chromosomes et leurs génes. Ainsi, le myélogramme permet de quantifier et
de répartir les différents précurseurs et de vérifier que soient respectées les différentes
proportions de la lignée granulocytaire, et érythrocytaire de méme que la pyramide de
maturation. Il permet donc de prouver qu’on a une infiltration de la moelle par au moins 20%
de blastes, ce qui est nécessaire afin de conclure a une LAM. Il permet également d’orienter
vers le type de LA. Cette technique permet 1’analyse morphologique des cellules
hématopoiétiques issues de la MO. Ainsi le myélogramme est un examen indispensable
permettant d’affirmer le diagnostic, de caractériser ’infiltrat blastique et d’orienter le type de

LA par une étude cytomorphologiquel”3l.

Les réactions cytochimiques sur frottis de moelle recherchent la présence d’une activité
enzymatique myéloperoxydase (MPO) et d’une activité des estérases (certes de maniére moins

systématique pour ces derniéres)!’4l,

e Cytochimie sur la myéloperoxydase (MPQO)

La MPO est caractéristique de la lignée my¢loide et permet de poser le diagnostic différentiel

entre LA my¢loide ou lymphoide. En effet, une MPO positive, c’est-a-dire supérieure ou égale
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a 3% de blastes positifs affirme le caractére myéloide de la LA. Cependant, une MPO négative
(< 3% de blastes positifs) n’exclut pas une LAM. A titre d’exemple, une MPO négative est
présente dans les myéloblastes trés peu différenciés et les mégacaryoblastes. En conséquence,
si la MPO est négative, il sera nécessaire de réaliser un immunophénotypage comme examen
complémentaire. La MPO est une enzyme spécifique des cellules myéloides, présente
physiologiquement au niveau des granulations primaires des cellules granulocytaires et cellules
monocytaires et participe a la fois a la défense immunitaire contre les pathogénes par son
activité de peroxydation et a la résistance aux molécules de chimiothérapies dans les LAM. Le
principe de cet examen se fonde sur I’oxydation de la benzidine en présence du peroxyde
d’hydrogene produit par la myéloperoxydase cellulaire avec formation de grains vert-noir au

May Grunwald Giemsa (MGG)!"2].

e Cytochimie des estérases

En fonction de I’hypothése proposée par I’examen morphologique, les cytochimies des
estérases sont réalisées. Les réactions de I’estérase avec différents substrats facilitent la
distinction entre les leucémies myéloblastes et monoblastes. Les estérases sont soit non

spécifiques soit spécifiques.

- Estérase non spécifique (NASDA = Naphtol-ASD-Acétate) : L’enzyme hydrolyse le

Naphtol-ASD-Acétate, ce qui produit de fins précipités bleus. Cette réaction entraine une
réaction tres faible voire absente dans les my¢loblastes et une positivité dans les monoblastes.
Cette réaction a la particularité d’étre inhibée en présence de fluorure de sodium. C’est cette
inhibition qui la rend spécifique.

- Estérase spécifique (Butyrate estérase) : Cette coloration permet de reconnaitre les

cellules de la lignée monocytaire. L’enzyme butyrate estérase hydrolyse 1’alpha naphtyl
butyrate, ce qui produit une coloration rouge brun. Ainsi, ce marquage montre une positivité
dans les cellules monocytaires notamment lorsque la différenciation monocytaire est évidente

contrairement aux monoblastes.

Comme détaillé précédemment, I’immunophénotypage est surtout réalisé lorsqu’on est face a
une MPO négative. En effet, celui-ci va ainsi permettre de différencier les LAM des LAL, de
diagnostiquer les phénotypes mixtes et de confirmer le diagnostic de LAM, notamment

certaines LAM indifférenciées (LAM 0) et rares (LAM 7). L’immunophénotypage est réalisé
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par I’intermédiaire de la cytométrie en flux (CMF), qui permet de rechercher I’expression de
marqueurs cellulaires et cytoplasmiques de différenciation des cellules sanguines ou de la MO.
Cette quantification est fondée sur 1’expression de marqueurs spécifiques de chacun des types
cellulaires, mis en évidence par des anticorps fluorescents de couleurs différentes :

- Les marqueurs d’immaturité (Human Leukocyte Antigen — DR isotype (HLA-DR),
CD34, CD38) ;

- Les marqueurs de la lignée myé¢éloide (MPO, CD11b, CD13, CD14, CD15, CD33, CD65,
CD117);

- Les marqueurs de la lignée lymphoide B (CD10, CD19, CD20, CD22) ;

- Les marqueurs de la lignée lymphoide T (CD2, CD3, CD4, CD5, CD7) ;

- Les marqueurs associés aux cellules Natural Killer (NK) (CD56).

Cependant, afin d’étudier les anomalies phénotypiques rencontrées dans les LAM, il est
nécessaire de connaitre la maturation normale des différentes lignées médullaires. Pour cela, il
existe des courbes de maturation des lignées granulocytaires, monocytaires et érythroblastiques
avec modulation de I’expression antigénique au cours de la maturation (Figure 11). Les cellules
leucémiques montrent un profil différent d’une cellule normale au cours de la maturation.
Cependant, il persiste des analogies avec le profil de maturation d’une cellule normale,
permettant de définir le stade de maturation auquel la cellule s’est arrétée, mais on peut observer
différents types d’anomalies permettant de distinguer une cellule blastique normale, d’une

leucémiquel’>l.

MYELOBLASTE PROMYELOCYTE | MYELOCYTE ’METAMYELOCYTEI NEUTROPHILE

CD15

CD10

cp117))|

Figure 11: Schéma de ’expression des antigenes pendant la différenciation neutrophile, adaptée
de A. ORfao, EJNet Flow MDS, Amsterdam (MPO, Myéloperoxydase)
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3 types d’anomalies sont possibles d’étre retrouvés :

- L’absence d’expression de marqueurs présents normalement a un stade de maturation
donné pour la lignée dont est issue la cellule leucémique ;

- Le niveau d’expression anormale d’un marqueur présent pour un stade de maturation
donné ;

- L’expression de marqueurs d’autres lignées non exprimées normalement par les cellules

de la lignée dont sont issues les cellules leucémiques.

Cet examen permet ainsi une caractérisation phénotypique de la LA en confirmant
I’appartenance a la lignée myéloide et 1’état de différenciation des cellules leucémiques. En
effet, on sélectionne la population blastique de cellules tumorales parmi les autres, en utilisant
la faible expression du CD45 des blastes. Ainsi, 1’objectif de I'immunophénotypage est
d’identifier la lignée cellulaire en cause, d’identifier le stade de maturation, d’identifier une
éventuelle LA biphénotypique (avec I’expression aberrante d’un marqueur), de rechercher les
antigénes de maturité (CD34, HLA-DR), de caractériser une LA MPO négative et de faire un
suivi de la maladie résiduelle. L’ immunophénotypage, se base sur un score, qui est accordé en
fonction du type de marqueur exprimé par la cellule, ou les antigenes les plus spécifiques auront
le score le plus élevé (Figure 12). Ainsi, pour poser le diagnostic, il faut avoir I’expression des

antigénes spécifiques et la non-expression des antigénes des autres lignées!’®l,

LAM LAL-B LAL-T
9 CD79a, Cyt IgM, CD3 (cyt/m), Anti-
2 Anti-MPO 2 Cyt CD2 2 TCRap, Anti-TCRYS
w
€| (7)) CPI13,CD33,CDUT, |4 (pjg cpio,cp20 |(1) D2, CDs, CDS,
3 CDw65 CD10
x
0,5 CDI14,CDI15,CD64 (0,5 TdT, CD24 0,5 TdT, CD7

Figure 12: Score de ’European Group for the Immunological Characterization of Leukemias

EGIL), permettant de caractériser les LA (LAM, Leucémie aigué myéloide ; LAL, Leucémie aigué lymphoide ;
s P g y
MPO, My¢éloperoxydase ; TCR, Récepteur des lymphocytes T ; TdT, Terminal déoxy-nucléotidyl-transférase)

Donc pour I’'immunophénotypage des LAM, on se base sur 1’expression anti-MPO tout d’abord,
puis sur la présence de plusieurs antigenes myéloides comme CD33, CD13 ou CDI117. Plus
précisément, on peut évaluer le sous-type de LAM par cytométrie en recherchant I’expression

de certains marqueurs de surface.
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Cette technique se base sur une analyse des cellules en mitose (caryotype) ou non (FISH) pour
la recherche d’anomalies a I’échelle des chromosomes. La technique conventionnelle est le
Caryotype +/- FISH (Fluorescent in situ hybridization). Cette analyse permet d’observer les
anomalies caryotypiques de nombre ou de structure (insertion, délétion, translocation) par
marquage de portions de chromosome avec des sondes fluorescentes apportant un intérét
diagnostique (si présence indépendamment du pourcentage de blastes) et un intérét pronostique.
En effet, cette technique permet ainsi de participer a la classification des différents types de
LAM puisque certaines anomalies caryotypiques constituent un facteur pronostique
indépendant des autres facteurs de risque :

e Résultats Favorables : pour les LAM avec des translocations t(8;21), t(15;17) et

inversions ou translocations du chromosome 16, inv(16) / t(16;16) ;

e Résultats Défavorables : pour les LAM avec délétion du bras long du chromosome 5

del(5q), réarrangement de la région 11g23 et caryotypes complexes!’”],

La biologie moléculaire a un intérét diagnostique, pronostique mais également dans le suivi de
la maladie. Elle se fonde sur des études de transcrits de fusions récurrentes, de mutation génique
et de suivi par réaction en chaine par polymérase de transcription inverse (RT-PCR) des
mutations pour recherche d’anomalies au niveau de I’ADN notamment. On peut y retrouver des
genes impliqués dans la méthylation, dans 1’activation de la signalisation (JAK2, FLT3, KIT),
dans les suppresseurs de tumeur (TP53, WT1), facteur de transcription (NMP1), maturation
d’ARN, régulateurs épigénétiques (ASXL1). Environ 40% des LAM ont des caryotypes
normaux. En conséquence, 1’identification de ces anomalies moléculaires est indispensable et
permet d’avoir une vue d’ensemble d’anomalies génétiques propres aux patients, ce qui

participe a la stratification des patients, impactant la prise en charge thérapeutique!®®-78,

Dans le contexte de la démarche diagnostique, des examens biologiques complémentaires sont
effectués :
- Un bilan rénal, un ionogramme, un bilan hépatique, un bilan d’hémostase
(CIVD) ;
- Une échographie cardiaque ;

- Les sérologies virales EBV, VIH, CMV, VHB, VHC ;
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- Le typage des antigénes d’histocompatibilit¢ (HLA) du patient (et de la fratrie si
projet d’allogreffe).

g) Classifications

Une fois la démarche diagnostique réalisée, il est possible de statuer sur la pathologie et de
classifier la LAM (sous-type), ce qui permet de mettre en place la prise en charge du patient.
Les LAM regroupent un ensemble d’entités trés hétérogénes nécessitant la mise en place d’une
classification consensus. Trois classifications sont utilisées pour définir le sous type de LAM :
la classification FAB (Franco-américano-britannique), la classification de 1’Organisation

Mondiale de la Santé (OMS) et la plus récente, la classification ELN (European Leukemia Net).

1) Classification Franco-américano-britannique (FAB)

Le blocage de la différenciation des précurseurs des cellules myéloides peut toucher I’ensemble
de cette lignée. Les différents stades de blocage ont ainsi été regroupés au sein de la
classification FAB, reposant sur des caractéristiques principalement morphologiques et
cytochimiques des cellules leucémiques (Figure 13). La diversité des stades de blocages dans

I’hématopoiese myéloide constitue le premier niveau de complexité des LAMI7%-801,
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Figure 13: Schéma de I’hématopoiése et des différents sous-types de LAM associés au blocage
dans la différenciation hématopoiétique, d’aprés Krause Daniela S., et al./’"

Cette classification a été établie en 1976 par un groupe coopérateur franco-américano-

britannique puis révisée en 1985. Jusqu’en 2017, cette classification était en vigueur, permettant
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d’une part de distinguer les LAM des LAL et d’autre part de classer la LAM en sous-types
suivant leurs critéres morphologiques et cytochimiques. Ainsi, 8 sous-types de LAM peuvent

étre distingués, allant de MO a M7 selon leur appartenance a une lignée cellulaire et au stade de

maturation (Figure 14)31-831,

e

12l

MO - LAM avec M1 - LAM sans M2 - LAM avec M3 - Leucémie
Moclle Osscuse normale  différenciation minimale maturation maturation promy¢locytaire aigué
(5%) (15%) (25%) (10%)

#

o

M4 - Leucémie aigué MS - Leucémie aigué M6 - Leucémie M7 — Leucémice aigué
myélomonocytaire monocytaire ou ¢rythroblastique aigué ou mégacaryocytaire ou
(25%) monoblastique ¢érythroleucémie mégacaryoblastique
(10%) (5%) (5%)

Figure 14: Les différents types cytologiques (coloration May-Grundwald-Giemsa) de LAM selon
I’ancienne classification FAB, (source ASH Image Bank)

2) Classification de ['Organisation mondiale de la santé (OMS)

Cette classification a été élaborée en 2001 et révisée en 2008 et 2016. L’OMS a développé une
nouvelle classification en y intégrant les caractéristiques cytogénétiques, moléculaires ainsi que
les antécédents pathologiques et thérapeutiques des patients (Tableau 1). C’est donc un systéme
qui prend en compte les caractéristiques de la cellule d’une part et de la génétique d’autre part
pour classer la LAM. Cette classification vient donc compléter les critéres de la classification
FAB. L avantage est le caractére pronostique en termes d’évolution et de réponse au traitement.
Grace aux progres de la cytogénétique et a une meilleure compréhension des mécanismes de
leucémogénese, la classification n’a cessé d’évoluer et de s’affiner, d’ou la révision en 2016.
Cette révision fait part de la reconnaissance des LAM avec anomalies cytogénétiques

récurrentes et entités provisoires avec mutations des génes NPM1 et CEBPAB4,
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Tableau 1: Classification des LAM selon ’Organisation Mondiale de la Santé

Types Sous-types
LAM avec anomalies cytogénétiques -1(8:21)(q22;922.1) ; RUNX-RUNXITI
récurrentes -inv(16)(p13.1922) ou ((16;16)(p13.1;q22) ; CBFB-MYHI11 LAP avec
PML-RARA
(30% des LAM) -t(9;11)(p21.3;q23.3) ; MLLT3-KMT2A

-1(6;9)(p23;q34.1) ; DEK-NUP214

-inv(3)(q21.3;926.2) ou t(3;3)(q21.3;926.2) ; GATA2, MECOM(EVII)
-1(1;22)(p13.3;q13.3) ; RBM15-MKL1

-BCR-ABL1

-NPM1 muté

-CEBPA avec mutation bi-allélique

-RUNXI muté
LAM avec dysplasie multi-lignée
(10% des LAM)
LAM secondaire a une chimiothérapie -LAMavec différenciation minimale

-LAM sans maturation

-LAM avec maturation

( 10% des LA ]\4) -Leucémie myélomonocytaire aigué
-Leucémie monoblastique / monocytaire aigué
-Leucémie érythroide aigué

-Leucémie érythroide pure

-Leucémie mégacaryocytaire aigué

- Leucémie basophile aigué

-Panmy¢lose aigué avec my¢lofibrose

LAM inclassable dans les 3 premiéres

catégories et classées selon la FAB

(50% des LAM)
Prolifération myéloide associée au syndrome | -Prolifération myeloide transitoire
de Down -Leucémies myéloides associées au Syndrome de Down
Sarcome myéloide
Néoplasme a cellules dendritiques
plasmacytoides blastiques

3) Classification European Leukemia Net (ELN)

Les progres scientifiques dans le domaine de la biologie moléculaire en plus d’avoir impacté la
prise en charge thérapeutique des patients, ont permis le développement d’une nouvelle
classification des LAM. En effet, I’étude des anomalies moléculaires sur d’importantes cohortes
de patients a permis le développement d’une classification prédictive de I’évolution des LAM,
connue comme la classification ELN. En effet, cette classification a permis d’affiner les sous-
groupes pronostiques en reprenant les données de I’OMS et en y ajoutant des sous-groupes
basés sur les mutations des génes FLT3, NPM1 et CEBPA. Les éditions 2010 et 2017 des
recommandations de ’ELN pour le diagnostic et la prise en charge de la LAM chez l'adulte

s1821, Cependant, depuis 2017, il y a

sont largement reconnues par les médecins et les chercheur
eu des avancées majeures dans notre compréhension de la LAM, y compris de nouvelles

connaissances sur la pathogenése moléculaire, conduisant a une mise a jour de la classification
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de la maladie, des progres technologiques dans le diagnostic génomique et 1'évaluation de la
maladie résiduelle mesurable, et le développement réussi de nouveaux agents thérapeutiques,
comme les inhibiteurs de FLT3, IDH1, IDH2 et Bcl2 [1657:831 Ces progrés ont incité a la mise a
jour de I’ELN en 2022, qui comprend une classification révisée des risques génétiques ELN,
des criteres de réponse révisés et des recommandations de traitement. Les recommandations de
I’ELN ont déterminé des profils de mutations pour fournir des informations pronostiques et
permettre la stratification des patients en 3 catégories de risques, c’est-a-dire, un groupe
favorable, intermédiaire et défavorable (Tableau 2)3]. De ce fait, cette classification repose sur
les anomalies cytogénétiques ou moléculaires retrouvées au diagnostic des hémopathies

malignes.

Tableau 2: Classification pronostique des LAM basée sur les données génétiques selon ’ELN
2022

Favorable -1(8;21)(q22;q22.1) ; RUNX-RUNXIT1

-inv(16)(p13.1922) ou ((16;16)(p13.1;922) ; CBFB-MYHI11
-Mutation NPM1 sans FLT3-ITD ou avec FLT3-ITDlow
-Mutation bi-allélique CEBPA

Intermédiaire -Mutation NPM1 et FLT3-ITDhigh

-Sauvage NPM1 sans FLT3-ITD ou avec FLT3-ITDlow
-t(9;11)(p21.3;923.3) ; MLLT3-KMT2A

-Anomalies cytogénétiques non classifiées dans favorable ou défavorable
Défavorable -1(6;9)(p23;q34.1) ; DEK-NUP214

-t(v;11@23.3) ; KMT2A réarrangé

-1(9;22)(q34.1;q11.2) ; BCR-abll

-1(8,16)(p11;p13) ; KAT6A-CREBBP

-inv(3)(q21.3;926.2) ou t(3;3)(q21.3;q26.2) ; GATA2, MECOM(EVII)
-1(3926.2;v) ; MECOM(EVI1) réarrangé

--5 ou del(5q) ; -7 ; -17/abn(17p)

-Caryotype complexe ; Caryotype monosomal
-Mutation ASXL1, BCOR, EZH2, RUNX1, SF3B1, SRSF2, STAG2, U2AF1 OU ZRSR2
-Mutation TP53

Ces recommandations ELN pour la prise en charge des LAM proposent de nouveaux criteres
d’évaluation de réponse au traitement et prennent en compte 1’évaluation de la maladie
résiduelle. Actuellement I’ELN permet depuis plusieurs années d'orienter les cliniciens vers les

choix thérapeutiques les plus efficaces pour soigner les patients atteints de LAM.

h) Prise en charge

La prise en charge dépend donc en partie de la classification de la LAM. Il faut savoir que la

LAM est une urgence de traitement, car une LA est rapidement mortelle en absence de
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traitement, a cause de I’insuffisance médullaire et du syndrome tumoral. Ainsi, dans ce cadre,
lorsque le patient est diagnostiqué atteint de LAM, le dispositif d’information du patient peut
étre adapté avec dans un premier temps, I’annonce de 1’urgence de la situation et la mise en
route du traitement, puis dans un second temps 1’annonce du diagnostic précis avec I’intégralité
des résultats biologiques complets et I’avis rendu en réunion de concertation pluridisciplinaire
(RCP). Il est évident, qu’avant tout traitement, les patients sont informés des bénéfices attendus
et des effets indésirables potentiels des thérapeutiques disponibles dans leurs situations ainsi
que de I’intérét de participer a un essai clinique.

Cependant, la prise en charge des LAM présente des obstacles : le risque infectieux, le risque
d’échec de rémission, le risque de rechute. C’est pourquoi, il faut qu’elle soit adaptée au patient.
Ainsi, la prise en charge des patients atteints de LAM dépend de la classification de la LAM.
Mais elle peut étre également guidée par divers facteurs classés en deux groupes, soit les
facteurs liés au patient soit les facteurs liés a la pathologie. Une partie du traitement de la LAM
dépend de I’état général du patient. En effet, comme dit précédemment, 1’age est un facteur
important dans la prise en charge des LAM. Il est fréquent que les patients agés de plus de 60
ans ne bénéficient pas du méme traitement que les patients plus jeunes et ce notamment da a
leurs comorbidités (polypathologie, polymédication,...)®7],

Le traitement de la LAM est complexe et évolutif, donc il est préférable qu’il soit pratiqué dans
le centre le plus spécialisé disponible, en particulier lors des phases critiques (exemple :
induction de la rémission) et notamment en chambre stérile puisque les traitements induisent

une phase d’aplasie ou le risque infectieux et hémorragique est important.

Au 19°™° sigcle, les traitements utilisés étaient purement palliatifs, combinant fortifiants et
analgésiques. Les travaux de Kar!/ Landsteiner en 1905 ont permis la découverte des groupes
sanguins entrainant 1’utilisation progressive des transfusions pour lutter contre I’anémie et les
hémorragies dans les LA. A la suite de la mise évidence de I’action inhibitrice de la Colchicine
sur les mitoses végétales, celle-ci fut une des premieres thérapeutiques utilisées dans la LAM,
via des injections intramédullaires. L efficacité a certes été remise en cause, mais les résultats
transitoires étaient impressionnants pour des premiers essais d’exsanguino-transfusion, par
Marcel Bessis et Jean Bernard, entrainant des premicres rémissions de LA. Cependant, les
rechutes étaient systématiques. A la méme époque, outre-Atlantique, les débuts de la

chimiothérapie des LA commengaient avec Sidney Farber et ses collaborateurs, qui
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annoncerent en juin 1948 des rémissions temporaires pour 16 enfants traités avec de
I’ Aminoptérine, un antagoniste de I’ Acide folique!®®l,

Par la suite d’autres anti-foliques ont été testés notamment 1’ Améthoptérine, jugé plus efficace
et moins toxique par voie orale, commercialisé sous le nom de Méthotrexate®, devenu
actuellement 1’anti-folique de référence. Par la suite, 1’association anti-folique/Cortisone a été
remplacée par 1’association 6-Mercaptopurine / Améthoptérine / Cortisone, considérée en 1964

comme le meilleur traitement disponible.

2) Objectif thérapeutique

L’objectif thérapeutique des traitements des LAM est de maintenir le plus longtemps possible
des patients en phase de rémission. Pour ce faire, il faut d’abord réduire la charge blastique a

I’aide d’agent cytotoxique puis il sera alors envisageable de greffer ces patients afin de favoriser

la récupération hématopoiétique (Figure 15)3%°01,
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L’ . S - 7 * }
Y. ¥ ;:&*z:f\--—{‘ TORE
"t 3 (W)L 5k (W) ‘ {
N * =\ * ot - *
N Expansion IDiagnosticl ITraitementl I Rémissionl | Rechute I
clonale - :
L . . v \\
kR - Greffe ~.___
CSH -

Figure 15: Schéma de Ditinéraire des cellules mutées au traitement, d aprés Garg, Manoj, et al.”*”
rigure 15 D & )J

Cependant une greffe de CSH n’est pas envisageable pour I’ensemble des patients et ce
notamment car les greffes induisent une immunosuppression avancée que les patients les plus
fragiles ne sont pas a méme de supporter. En effet, la prise en charge de la LAM dépend de
I’aptitude médicale de 1’individu. Différentes options thérapeutiques alternatives ont donc été
développées afin de garantir la prise en charge des patients ne pouvant bénéficier d’une greffe
(Figure 16). Afin d’amener les patients jusqu’a cette étape cible de rémission, différents
traitements peuvent intervenir avec d’une part, les traitements conventionnels et d’autre part,

les nouvelles thérapies comprenant les thérapies ciblées.
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Figure 16: Schéma des différentes thérapeutiques dans la LAM

La thérapie conventionnelle repose principalement sur la chimiothérapie. La survie des patients
agés traités par une chimiothérapie standard est habituellement meilleure que par
chimiothérapie a faible dosel*!-2],

La décision de traiter ou non de fagon intensive est donc trés importante et ne dépend pas
seulement de 1’dge mais surtout des comorbidités du patient en plus de la classification

pronostique.

1) Induction

Chez les patients en bon état général, le traitement initial consiste en une chimiothérapie
d’induction visant a induire une rémission compléte. En onco-hématologie, un patient est
considéré « fit » s’il est un candidat a la chimiothérapie, sinon on le désigne comme « unfit ».
Les patients en rémission regcoivent ensuite un traitement de consolidation pouvant comprendre
une greffe allogénique de CSH. La rémission compléte est définie par une présence inférieure
a 5% de blastes dans la MO, une récupération d’une numération plaquettaire (>100.10°/L) et
des neutrophiles (>1.10°/L) sans signe de LAM extra médullaire.

La phase d’induction consiste en un traitement dit de « 3+7 », c’est-a-dire qu’il comprend
’association d’un antimétabolite tel que la Cytarabine (100-200 mg/m?), en perfusion
intraveineuse (IV) continue pendant 7 jours, et d’une anthracycline, tel que la Daunorubicine
(>60 mg/m?), administrée par voie IV pendant 3 jours au cours de la méme période. Ce
traitement se traduit généralement par une aplasie profonde qui persiste environ 4 semaines,
avec des risques d’infections et d’hémorragies. C’est pourquoi pendant cette période, des
mesures préventives et des soins de support sont vitaux. Les taux de rémission compléte sous

« 3+7 » sont d’environ 60-85% des patients de moins de 60 ans avec une génétique assez
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favorable. Contrairement aux patients plus agés, ou seuls 45-60% des patients obtiennent la

rémission complétel®3—31,

A. Anthracyclines
Ces molécules ont d’abord été décrites comme des intercalants, puis leurs activités sur les
topoisomérases II ont été mises en évidencel®® . En effet, la topoisomérase de type II coupe
les 2 brins d’un segment d’ADN, permettant ainsi le passage d’un autre segment du double brin.
Les anthracyclines, telles que la Daunorubicine et la Doxorubicine sont des inhibiteurs de la
topoisomérase II. Les anthracyclines possédent une structure caractéristique avec une quinone
et une osamine, groupement important pour I’activité inhibitrice de topoisomérase II (Figure

17).

Figure 17: Structure chimique de la Daunorubicine

Ces composés sont rouges a pH acide, bleus a pH alcalin, cela permet de les caractériser. Leur
couleur, généralement rouge dans les conditions habituelles explique une coloration possible
des urines en rouge, qui peut inquiéter le patient. D’ailleurs, la dose de Daunorubicine est passée
de 45 mg/m? a 90 mg/m? devant I’augmentation significative des taux de rémission compléte
et de la survie globale sans augmentation de la toxicité!1%%-101],

En 2018, il a ét¢é démontré dans 1’essai randomisé SAL-DaunoDouble que la dose de
daunorubicine a4 60 mg/m? était aussi efficace qu’a 90 mg/m?, et de ce fait de nombreux centres

en France utilisent cette dose en induction.

B. Antimétabolites
La spongouridine, issue de 1’éponge Tethya crypta, qui a inspiré la cytarabine (Aracytine®), est
souvent présentée comme le 1° médicament issu de 1’é¢tude des produits marins. Les
antimétabolites sont des médicaments agissant sur la biosynthése de I’ ADN en interférant avec
la synthése des acides nucléiques qui constituent I’ADN. Ils vont agir de fagon prépondérante
sur la phase S, ce qui inhibe la prolifération des cellules. La cytarabine ou cytosine arabinoside

(Ara-C) est un analogue de la cytosine, nucléosides pyrimidiques. En effet, ils ressemblent a la
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cytosine par isostérie ou la partie sucre et non la base est modifiée (le ribose est remplacé par

’arabinose) (Figure 18)11021,

Figure 18: Structure chimique de la Cytarabine

Plusieurs mécanismes de résistance cellulaire aux médicaments ont été décrits chez les patients
atteints de LAM. Le plus largement étudié est le phénotype MDR (Multidrug resistance) associé
a la surexpression des pompes d’efflux transmembranaires, telles que Glycoprotéine P (P-
gp)1%B1. Chez les patients atteints de LAM traités par des schémas thérapeutiques standards
associant anthracyclines et Ara-C, la surexpression de P-gp est associée a des taux de rémission
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compléte plus faibles et a une survie globale plus courtel!%. Cependant, d'autres mécanismes

liés a la résistance a 1'Ara-C peuvent étre impliqués.

Farge et al., ont d’ailleurs mené une étude afin de connaitre I’enrichissement des cellules de
LAM humaine résistantes a la chimiothérapie. Pour y répondre, ils ont développé une approche
chimiothérapeutique traitant les xénogreffes dérivées de patients (PDX) avec de la cytarabine.
Les cellules préexistantes et persistantes résistantes a I'AraC présentaient des niveaux élevés
d'espéces réactives de l'oxygéne (ERO), montraient une augmentation de la masse
mitochondriale et conservaient des mitochondries polarisées actives, ce qui correspond a un
statut de phosphorylation oxydative (OxPhos) élevée. Ainsi, les cellules LAM avec un
phénotype énergétique €élevé OxPhos sont nettement moins sensibles a la chimiothérapie AraC
par rapport aux cellules LAM faiblement OxPhos chez les souris immunoéficientes dites NSG
(NOD/SCID/IL2Ry-/-). 1l a également été montré que la modulation du statut OxPhos
mitochondrial a affecté 1’effet de 1’ AraC in vitro et in vivo. En effet, ces travaux ont démontré
que ’inhibition du métabolisme mitochondrial par différentes approches, que ce soit en inhibant
I’oxydation des acides-gras, 1’activit¢ de la chalne respiratoire, la réplication de I’ADN
mitochondrial (ADNmt) ou encore la synthése de protéines mitochondriales permettait de

restaurer la sensibilité a la cytarabine in vitro ainsi qu’in vivo.
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2) Consolidation

La premiére étape du traitement se poursuit avec une phase de consolidation. L’objectif
principal de 1’étape de consolidation est d’éliminer les cellules leucémiques résiduelles qui
persisteraient malgré 1’obtention d’une rémission compléte apres le traitement d’induction, pour
prévenir une rechute. Cette étape est réalisée par chimiothérapie ou greffe de CSH. Le choix du
traitement dépend du risque de rechute de la leucémie, de 1’age du patient, des comorbidités
existantes, ainsi que de la disponibilité d’un donneur approprié pour la greffe. De cette manicre,
le traitement de consolidation habituel repose sur 2 a 4 cycles de Cytarabine a forte dose, suivis

ou non d’une greffe de CSHP4.,

L’objectif d’une greffe, plus précisément de CSH, est de reconstituer le systeéme
hématopoiétique chez un patient ayant recu un traitement myéloablatif, par injection de CSH.
Dans le cas d’une LAM, une allogreffe de CSH d’un donneur sain est possible afin de remplacer
les CSH malades par des CSH saines issues d’un donneur (Figure 19). Cependant, afin d’en
bénéficier, il faut répondre a certains critéres d’¢éligibilité comme 1’age et le bon état de santé
générale, puisqu’avant la greffe, il y a une étape de conditionnement pré-greffe afin de vider la
niche hématopoiétique, d’¢éliminer les cellules tumorales et d’entrainer une
immunosuppression. Pour sa réalisation, le patient va étre placé en aplasie médullaire pour
détruire son systéme immunitaire et ensuite lui administrer des CS qui vont rejoindre la MO
grace au phénomene de « homing » et une fois dans la MO, celles-ci vont s’auto-renouveler et
se différencier, permettant la reconstitution du systéme hématopoiétique. Ce traitement est
indiqué dans le cadre d’hémopathies touchant les CSH, comme les maladies malignes (LAM,
LAL, LMC, LLC, Myé¢élome multiple, SMD) et les maladies non malignes (Drépanocytoses,

aplasies médullaires).

1) Conditionnement

hématoposatiques

2) Donneur sain: Recueil de
CSH (moelle osseuse ou CSP)
3)+/- wansformation
3
\ 4) Greffe
J Coliutes du sang

“
‘cordon ombllical

2) Unité de sang placentaire
(En banque) *

Patient (Receveur)

Figure 19: Déroulement d’une allogreffe
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Le patient va tout d’abord subir une étape de conditionnement (J-9), c’est-a-dire une
chimiothérapie a haute dose et/ou associée a de I’irradiation corporelle totale et parfois des
immunosuppresseurs, afin d’administrer un traitement my¢loablatif ou « atténué » au patient.
L’objectif de ce conditionnement pré-greffe est de vider les niches hématopoiétiques,
d’¢liminer les cellules tumorales et d’engendrer une immunosuppression. A JO, le patient va
subir une greffe (aprés recueil du greffon et d’une +/- transformation). L allogreffe peut étre
réalisée a partir de différents types de greffon, comme la MO (457 greffes/an), le sang
périphérique (1433 greffes/an) ou le sang placentaire (74 greffes/an). Ainsi la source
principalement utilisée en allogénique est le sang périphérique mais il faut étre conscient, que
chaque source a des avantages et inconvénients (Tableau 3)[195-107],

Tableau 3: Les différents types de greffon de I’allogreffe

AVANTAGES o Prélevement le jour méme de la greffe
Moelle

Osseuse INCONVENIENTS

o Ponction des crétes iliaques postérieures sous anesthésie

générale =» hospitalisation du donneur

o Prélévement par cytaphérése

AVANTAGES o 4210 fois plus riche que la MO

o Sortie d’aplasie plus précoce

o Faible fréquence des CSH dans le sang périphérique
Cellules - .
(0.04%) : nécessité d’une mobilisation a 1’aide du G-

souches . . .
CSF recombinant, facteur de croissance de la lignée

périphériques | INCONVENIENTS granuleuse, qui permet de cliver I’interaction de la CSH
avec le stroma de la MO. Effet du G-CSF chez le

donneur ?

o Riche en lymphocytes : risque accru de GVHD

o Ponction dans la veine ombilicale aprés clampage du
cordon ombilical lors de I’accouchement : prélévement
facile et sans douleur

Sang AVANTAGES o Disponibilité (grand nombre de donneurs, temps de

recherche plus court, pas de refus de derniére minute)

placentaire o Immaturité lymphocytaire : moins de GVHD

o Moindre exigence sur la compatibilité

o Faible richesse cellulaire

INCONVENIENTS | © Prise plus lente

o Reconstitution immunitaire lente avec risques infectieux
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En conclusion, le mode d’action de la greffe de CSH est d’associer un effet cytotoxique du
conditionnement et un effet allogénique immunologique du greffon contre la maladie : effet
GVL. Cet effet a pour objectif que le greffon, plus précisément les lymphocytes T du donneur,
reconnaissent les cellules du patient comme du non-soi, entrainant une attaque de celles-ci.
Cependant, ce type de thérapie présente des complications importantes, c’est pourquoi tous les
patients ne sont pas sujets a des allogreffes. En effet, lors du déroulement d’une allogreffe, il y
a des risques dus au conditionnement (Toxicité, infections, alimentation parentérale,...), et dus
a la greffe (Immunosuppression, effet de la greffe contre I’hote (GVHD), Rejet, Rechute).

Cette derniere est recommandée pour les patients répondant mal a la chimiothérapie seule ou
ayant un profil de risque intermédiaire ou défavorable. Chez les patients 4gés qui ne peuvent
supporter les traitements intensifs (patients « unfit »), I’utilisation d’agents hypométhylants,
comme la Décitabine ou Azacitidine, est recommandée (ce qui permet d’améliorer leur survie
et leur qualité de vie). Ces agents déméthylants sont des substances chimiques qui peuvent
inhiber la méthylation, entrainant I’expression des genes précédemment hyperméthylés
silencieux. Les 2 chefs de file de cette classe sont 2 analogues nucléosidiques de la cytidine : la
5-azacytidine (Azacitidine) et la 5-azadésoxycytidine (Décitabine), qui inhibent les ADN

méthyltransférases!! 81091,

En plus de cette stratégie thérapeutique, il est nécessaire de prendre en charge les signes de
gravité de la LAM donc il faut mettre en place :

- Une prévention du syndrome de lyse cellulaire avec une hyper-diurése alcaline et
Rasburicase, un agent uricolytique puissant qui catalyse I’oxydation enzymatique de
I’acide urique en allantoine ;

- Une chimiothérapie cytoréductrice et déxéthasone ou leucaphérése contre la
leucostase ; La prescription d’hydroxyurée (HYDREA®) permet généralement de faire
rapidement la leucocytose sans majorer le syndrome de lyse tumorale de facon
importante.

- Une correction du syndrome d’insuffisance médullaire (symptomatique).

o Transfusions de culots globulaires phénotypés, déleucocytés, irradiés pour
compenser une anémie ;

o Transfusions d’un concentré de plaquettes pour compenser une thrombopénie ;

o Antibiothérapie IV probabiliste a spectre large pour compenser une

agranulocytose.
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6) Rechute : Mutation, Maladie résiduelle, Dormance cellulaire / Maladie
refractaire

11 faut cependant savoir qu’il y a une forte proportion de rechute post-chimiothérapie, ainsi que

des patients non répondeurs au traitement. En effet, en dépit des progrés thérapeutiques, les
LAM restent des affections de trés mauvais pronostic avec un taux de survie sur 5 ans des
patients faibles de 30,5% sur la période 2012-2018[4*-*%1, La rechute équivaut a une preuve de
progression de la maladie chez un patient, qui a précédemment atteint les critéres de rémission
complete ou partielle sur une période supérieure ou égale a 6 mois. Les rechutes peuvent avoir
différentes origines : soit la sous-population clonale majoritaire au diagnostic a subi de
nouvelles mutations, soit une sous-population clonale résistante a la chimiothérapie initiale a
émergé (équivaut a une maladie résiduelle), soit la rechute est liée a une dormance cellulaire
(Figure 20). Le concept de maladie résiduelle se définit comme la présence de cellules
blastiques résiduelles chimiorésistantes chez les patients en rémission complete, qui sera alors
a I’origine des rechutes. Une rechute peut se faire également par le réveil de cellules jusqu’alors
en latence, et ce concept se nomme « la dormance tumorale »[!10:111],

Il y a donc une nécessité d’agir afin de réduire ces phénomenes de rechute. En revanche, la
maladie réfractaire est définie soit comme un échec du traitement soit comme une progression

de la maladie dans les 6 mois suivant la derniére dose de traitement.

1,0}
10-15 % de déceés liés a I'infection
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a
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g 0.2 30-40 % de survivants long terme
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Temps par rapport au diagnostic (années)
Figure 20: Schéma des problématiques du traitement des LAM/'%/

11y a donc une nécessité d’améliorer la prise en charge du patient atteint de LAM afin de limiter

ce phénomene de rechute.

56



Classiquement la prise en charge des patients atteints de LAM repose donc sur I’interprétation
de données cliniques et biologiques du patient, qui ménera le clinicien a mettre en place la
plupart du temps une chimiothérapie. Précédemment, la prise en charge était fondée sur le
concept de traiter le cancer en fonction de I’organe. Par conséquent, pour un type de cancer et
un stade de la maladie, des traitements uniformes s’appliquaient aux patients, pour étre dans
une approche dite « One-size-fits-all approach », c’est-a-dire « thérapie universelle ».
Cependant, cette approche présente des limites. En effet, prescrire une unique molécule pour
traiter le cancer est une réelle source de résistances tumorales, entrainant une diminution de
I’efficacité des médicaments, des problemes de toxicité et d’implications fonctionnelles a long

termel!!,

Aujourd’hui, le diagnostic et la prise en charge des hémopathies malignes reposent
principalement sur les caractéristiques cytogénétiques et moléculaires des blastes leucémiques.
Ces approches ont ainsi permis 1I’émergence de nouvelles cibles et ont ouvert la possibilité de
proposer des thérapies ciblées en fonction du profil génomique unique du patient!! >4 Ainsi,
de nombreuses thérapies ont émergé ces 10 derniéres années, approuvées depuis 2017 par
différents organismes de santé tels que la FDA, ’agence européenne des médicaments (EMA)

(Figure 21).

Inhibiteur FLT3: Inhibiteur IDH1:

Chimiothérapie: . 90 aa e .
Midostaurine (Rydapt®) Ivosidénib (Tibsovo®)

AraC + Anthracycline

Inhibiteur IDH2:

£ il . e Inhibiteur Bel2:
Enasidénib (Idhifa®)

Venotoclax
Inhibiteur FLT3:
Giltéritinib ( Xospata®)
Figure 21: Nouveaux traitements approuvés par la FDA et PTEMA
i.  Inhibiteur de Bcl2
L’apoptose est une mort cellulaire programmée afin d’éliminer les cellules indésirables. Pour
cela, I’apoptose via la voie mitochondriale induit la perméabilisation de la membrane

mitochondriale externe (MME), qui permet la libération du cytochrome C (CytC). Une fois

libéré, le CytC forme I’apoptosome avec la protéine Apafl, qui va alors activer la caspase 9. La
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famille de protéine Bcl2 régule 1’apoptose en contrdlant la perméabilité mitochondriale. Des
protéines activatrices de I’apoptose sont présentes dans cette famille de Bcl2 tels que Bax, Bak
et Bim. En effet, I’activation de Bax et Bak entraine la déstabilisation de la MME, qui est suivie
de la libération du CytC. L’activation de Bax et Bak est directement réalisée par les protéines
BH3-only. Celles-ci se fixent directement sur Bax et Bak. Des dépresseurs (Mcl-1, Bcl2) sont
¢galement présents, neutralisant I’apoptose en maintenant les protéines pro-apoptotiques (Bak,
Bax) sous forme inactive. Ainsi, I’oncoprotéine Bcl-2 joue un réle majeur dans le contrdle de
I’apoptose. La surexpression de Bcl-2 permet aux cellules cancéreuses d’échapper a I’apoptose
via la séquestration des protéines pro-apoptotiques. Des études ont mis en évidence que
’expression de la protéine anti-apoptotique Bcl-2 est augmentée dans les LAMI!!5],

Cette surexpression est associée a une résistance a la chimiothérapie conventionnelle. C’est
pourquoi, il parait intéressant de restaurer I’apoptose par inhibition de Bcl2. Le Vénétoclax
(Venclyxto®) se lie sélectivement a Bcl2, libérant des protéines pro-apoptotiques qui initient la
mort cellulaire programmée (Figure 22). En effet, bien que le Vénétoclax (BH3 mimetique),
inhibiteur sélectif de Bcl-2, ait montré une activité limitée en monothérapie, sa combinaison
avec des agents pro-apoptotiques (hypométhylants, cytarabine a faible dose) a démontré son

efficacité et son innocuitél!!6],

Protéine 4% Vénétoclax
pro-apoptotique j
Bcl2 Initiation de
|'apoptose
BIM
Protéine
pro-apoptotique BAX

Mort des cellules
Survie des cellules cancéreuses
cancéreuses

Activation des
-— N

caspases R
\ Cytochrome C

Figure 22: Mécanisme d’action du Vénétoclax

C’est pourquoi, le Vénétoclax a été approuvé par la FDA en 2016 chez les patients ayant une
LAM au diagnostic, en premicre ligne, inéligibles a la chimiothérapie intensive et/ou agés de
plus de 75 ans, en se fondant sur des essais cliniques associant le Vénétoclax a la cytarabine
faible dose ou aux déméthylants!!!®!17] En effet, cette approbation est fondée en premier lieu

sur les résultats des essais cliniques de phase 3 VIALE-A (étude randomisée, en double
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aveugle). Ces résultats ont démontré que 1’association Vénétoclax et Azacitidine améliore

significativement la survie globale par rapport a I’ Azacitidine seule (p<.001)118],

La validation se fonde également sur les essais cliniques de phase 1b M14-358 (étude ouverte,
non randomisée et multicentrique). Cet essai évalue le Vénétoclax en association avec des
agents hypométhylants (Azacitidine ou Décitabine). Il a alors montré un profil de tolérance
globale conforme aux profils de tolérance connus du Vénétoclax associé¢ a I’ Azacitidine et des
deux médicaments seuls!!!?],

En France, il dispose d’une Autorisation de Mise sur le Marché (AMM), post-Autorisation
Temporaire d’Utilisation (ATU) dans le traitement de la LAM nouvellement diagnostiquée

chez les patients adultes non-¢ligibles & une chimiothérapie d’induction standard, en association

avec un agent hypométhylant.

Des études ont été réalisées afin de comprendre davantage les résultats cliniques prometteurs
(rémissions profondes et durables, supérieures aux traitements conventionnnels) du Vénétoclax
en association avec Azacitidine. Il a ainsi été démontré que I’inhibiteur sélectif de Bcl-2, inhibe
le métabolisme mitochondrial. L’association a montré une perturbation du cycle de Krebs, se
manifestant par une diminution de I'a-cétoglutarate et une augmentation des taux de succinate,
suggérant une inhibition du complexe II de la chalne de transport d'électrons (inhibe la
respiration mitochondriale). Ainsi, le métabolisme énergétique joue sur la sensibilité¢ des

patients au Vénétoclax!!20:121],

ii.  Thérapies ciblées
Les thérapies ciblées correspondent a un ensemble de médicaments congus pour bloquer la
croissance ou la propagation des cellules tumorales en interférant soit avec des altérations
moléculaires, soit avec des mécanismes qui sont a I’origine de leur développement ou de leur
dissémination. Le terme « ciblée » est utilisé en raison d’une action plus spécifique sur les
cellules tumorales, et par conséquent limitant les dommages induits aux cellules saines. Ces

thérapies sont bien siir réservées aux patients présentant les cibles!!22-1241,

A. Inhibiteur d’Isocitrate Déshydrogénase (IDH)
Le cycle de Krebs comporte 8 étapes afin d’oxyder I’acétyl-CoA. L’isocitrate est présente dans
ce cycle et va subir une décarboxylation oxydative par ’'IDH, permettant la formation d’a-
cétoglutarate et générant du dioxyde de carbone (CO) et de la Nicotinamide Adénine

Dinucléotide réduit (NADH). Le NADH, synthétisé par la réduction du NAD", est transféré a
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la chaine de transport des électrons. Ainsi I'IDH est la 16 enzyme qui relie le cycle de Krebs a
la chaine respiratoire mitochondriale, elle-méme directement en lien avec le métabolisme
énergétique mitochondrial. Il existe 3 isoformes de I’'IDH : ’IDH1 (cytosolique), I’'IDH2 et
I’IDH3 (mitochondriales). Les IDH appartiennent a une grande famille d’enzymes qui jouent
un role central dans le métabolisme énergétique, la biosynthése des acides aminés et la
production des vitamines. Des mutations des IDH1 et 2 ont été¢ découvertes par le séquencage
intégral de tumeurs, dans une variété de tumeurs malignes, notamment la LAM. La protéine
IDH résultant de la mutation réduit 1’a-cétoglutarate en un oncométabolite, le 2-
hydroxyglutarate (2-HG)!?,

Ainsi, les mutations ponctuelles somatiques d’IDH1/2 conférent un gain de fonction aux
cellules cancéreuses qui entraine 1’accumulation et la sécrétion d’un excés considérable d’un
métabolite unique, qui est le D-2-hydroxyglutarate (D-2HG). La surproduction de D-2HG
interfére avec le métabolisme cellulaire et la régulation épigénétique, contribuant a
I’oncogenése, puisque le D-2HG est un inhibiteur compétitif des dioxygénases dépendantes de
I’a-cétoglutarate. Ceci conduit a une inhibition de la déméthylation de I’ADN, de I’ARN et des
histones, aboutissant a un profil hyperméthylé et un blocage de la différenciation myéloide
(Figure 23).

Les scientifiques ont développé des inhibiteurs d’IDH muté, utilisés par exemple dans le cadre
des LAM, et qui arrivent maintenant dans notre arsenal thérapeutique. Les inhibiteurs des
enzymes mutantes IDH1/2 représentent une nouvelle classe de médicaments pour un traitement
ciblé. Ces inhibiteurs sont entrés dans des essais cliniques combinés pour les patients porteurs
de mutations IDH1/2. On retrouve par exemple, 1’Ivosidénib et ’Enasidénib qui sont
respectivement des inhibiteurs sélectifs d’IDH1 et IDH2 mutées!!26:127],

Par exemple, en France, 1’Ivosidenib fait I’objet d’une Autorisation Temporaire d’Utilisation
Nominative (ATUn) dans l’indication « Traitement en monothérapie des patients adultes
atteints de LAM avec une mutation du gene IDH1 R132 en rechute ou réfractaires a partir de la
3%me ligne ou a partir de la 2™ ligne pour les patients non éligibles a une chimiothérapie

intensive de rattrapage ».
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Figure 23: Mécanisme d’action des inhibiteurs d’Isocitrate Déshydrogénase (IDH)

Cette approbation d’autorisation est due a des études comme un essai clinique de phase III
(étude en double aveugle, randomisée et controlée par placebo) sur 146 patients issus d’une
20% de pays, A4gés en moyenne de 75 ans au moment du diagnostic de LAM avec mutation

IDH-1 et inéligibles & une chimiothérapie intensivel!28],

Les patients ont été répartis aléatoirement en 2 groupes, soit le groupe recevait de 1’Ivosidenib
(500 mg en une prise quotidienne) et de 1’Azacitidine en IV ou sous-cutanée (SC), soit il
recevait, dans les mémes conditions, un placebo avec de 1’Azacitidine. Suivi sur 12 mois, le
critere d’évaluation principal de I’étude était la survie sans événement (EFS), c’est-a-dire
I’absence d’échec, de rechute, de progression de la maladie ou de déces. Les résultats montrent
que les risques de récidive ou de déces sont réduits de 67% dans le groupe ayant regu la
combinaison de traitement et également que 38% de ces patients traités étaient en rémission

compléte apres 24 semaines par rapport a 11% pour le groupe contrdle.

De la méme maniere, Stuani et al. (2021), ont pu montrer a partir de lignées cellulaires, de PDX
et de patients atteints de LAM présentant la mutation IDH, un métabolisme mitochondrial
amélioré. Ce métabolisme énergétique se produit par I'augmentation de 1'activité du complexe
I de la chaine respiratoire, de la respiration mitochondriale et de la B-oxydation des acides gras
induite par la CEBPa liée a la méthylation des cellules mutantes IDH1. C’est pourquoi, le

métabolisme énergétique joue sur la sensibilité des patients aux inhibiteurs d’ TDH!®],

B. Inhibiteur de FLT3-ITD
FLT3 appartient a la famille des récepteurs a Tyrosine Kinase (TK) de classe III. Il se compose
de 5 domaines extracellulaires de type immunoglobuline, d’un domaine transmembranaire,
d’un domaine juxta-membranaire et de 2 domaines intracellulaires tyrosine kinase (TK1/TK2)

liés par un domaine d’insertion de kinase. La fixation du ligand de FLT3 sur le récepteur FLT3,
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entraine la dimérisation du récepteur et ’activation de son domaine TK, qui est stabilisé par
autophosphorylation. FLT3 phosphorylé transduit des signaux d’activation mitogénique grace
a différentes voies de signalisation. Ces données ont conduit les équipes de recherche a explorer
I’¢tat de FLT3 dans les leucémies et ont ainsi pu voir que ce récepteur transmembranaire est
exprimé dans la grande majorité des LAM. Dans ce contexte, I’activation du récepteur FLT3
par son ligand entraine la prolifération des cellules leucémiques, mais également I’inhibition de

I’apoptosel82:129],

Il faut savoir qu’il a été¢ décrit des mutations du récepteur FLT3 dans les LAM, pour une
incidence globale de 30-35%. La mutation la plus fréquente correspond a une duplication en
tandem d’un nombre variable de triplets nucléotidiques a I’intérieur du géne de FLT3, sur
I’exon 11 et 12 prolongeant ainsi le domaine juxta-membranaire du récepteur. Ainsi cette
mutation dite FLT3-ITD (FLT3-Internal Tandem Duplications) rend le récepteur FLT3
indépendant de son ligand, entrainant une activité¢ TK constitutivement active, ce qui est associé
a des phénomenes de rechute et un mauvais pronostic vital. Une deuxiéme mutation est possible
sur ce gene, FLT3-TKD, qui est une mutation ponctuelle au niveau du domaine tyrosine kinase,
présente chez 5% des patients atteints de LAM. C’est pourquoi apres la découverte de ces
mutations activatrices de FLT3, celles-ci sont devenues une cible thérapeutique d’intérét.
Aujourd’hui, plus de 20 inhibiteurs de TK (ITK) ont une activité sur FLT3. La majorité de ces
médicaments sont des composés hétérocycliques qui inhibent I’activité de FLT3 par liaison au
sittt ATP dans le domaine TK du récepteur. Cette compétition avec I’ATP, inhibe
l'autophosphorylation ligand-indépendante du récepteur, donc 1'activation de ses substrats et
celle des voies de signalisation en aval. Les FLT3-ITK peuvent étre classés en 2 catégories
fonctionnelles selon 2 conformations de FLT3 en lien avec la position des acides aminés Asp-
Phe-Gly, ou “DFG”, qui sont a la base de la boucle d'activation. Ainsi, dans la position «DFG-
in», la poche a ATP est accessible puisque la boucle est dépliée et donc la kinase est active,
alors que dans la position «DFG-out», la boucle est repliée sur la poche a ATP, ce qui la rend
inaccessible, d’ou une kinase inactive et les acides aminés en position D835 et Y842 stabilisant
la conformation. Les FLT3-ITK de type I ciblent ces deux conformations et sont, en régle
générale, efficaces dans les LAM avec mutation de type FLT3-ITD et FLT3-TKD. Elle
comprend ainsi principalement des inhibiteurs multikinases initialement utilisés dans les
tumeurs solides tels que la Midostaurine alors que les FLT3-ITK de type II ciblent
exclusivement la conformation «kDFG-out» du récepteur, donc comprend des inhibiteurs plus

spécifiques, tels que le Quizartinib!!3%],
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11 a été¢ montré que le métabolisme mitochondrial participait a la survie des cellules traitées avec
des inhibiteurs de FLT3 et qu’une inhibition de la fonction énergétique des mitochondries a
I’aide d’Oligomycine A permettait d’éradiquer ces cellules. Cette association entre un inhibiteur
de la Fo-Fi ATP synthase et un inhibiteur de FLT3 induit une dépolarisation rapide de la
membrane mitochondriale interne (MMI), provoque une crise énergétique caractérisée par une
diminution du niveau d'ATP et favorise la production d’anions superoxydes!®’l. Par ailleurs
I’association d’inhibiteur de FLT3 avec une inactivation de la glucose 6-phosphate
déshydrogénase (G6PD) constitue une stratégie efficace pour éliminer les cellules leucémiques.
En effet cette association engendre un bouleversement du métabolisme du carbone responsable
de la perturbation de la synthese de glutathion favorisant ainsi les effets pro-oxydants induits
par les inhibiteurs de FTL3!3!. Ainsi, le métabolisme énergétique joue sur la sensibilité des

patients avec des inhibiteurs de FLT3-ITD.

8) Meédecine de précision

Ces dernicres années, la prise en charge des LAM a évolué et ce, notamment grace aux avancées
de la biologie moléculaire ouvrant ainsi la possibilité de la mise en place de la médecine de
précision. Les nouvelles technologies ont permis 1’identification d’un nombre important de
mutations dans la LAM et donc d’avoir une vue d’ensemble des anomalies génétiques propres
au patient mais également d’étudier les conséquences de leurs présences sur la survie des

patients (Figure 24)[132],
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Figure 24: Schéma des critéres de prise en charge des patients, d’aprés Boissel, Nicolas et al., et
Papaemmanuil Elli et al.l''*'3%
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De ce fait, c’est un basculement vers une médecine de précision en proposant au patient un
traitement adapté aux caractéristiques de sa pathologie, ce qui permet d’augmenter le nombre

de rémission au sein des patients atteints de LAM.

i) Limite actuelle

Comme expliqué précédemment, la prise en charge dépend en partie de la classification de la
LAM. C’est pourquoi, actuellement, les recommandations de ’ELN permettent depuis
plusieurs années d'orienter les cliniciens vers les choix thérapeutiques les plus efficaces pour
soigner les patients atteints de LAM. Bien que cette classification constitue un outil intéressant
pour évaluer I’agressivité de la maladie, elle trouve une certaine limite dans la précision de sa
prédiction. En effet, cette classification reste imparfaite puisque la réponse aux traitements et
le pronostic peuvent varier au sein d’un méme groupe de risque. A titre d’exemple, une étude
clinique a montré que trois ans apres le diagnostic, 1/3 des patients avec un profil favorable
était décédé, tandis que dans le groupe a profil défavorable, 20% des patients étaient toujours
vivants. Ces résultats ont émis 1’hypothese qu’il existe donc une marge de progression quant a

la maniére de classifier les patients (Figure 25)83:133-135],
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Figure 25: Courbes de survie selon la classification ELN appliquée a une large cohorte de patients,
d’apres Tobias Herold et al. '

Cette limite peut s’expliquer par le fait que I’existence d’un set de mutations n’est pas suffisante
pour définir la physiologie tumorale. En effet, les modifications phénotypiques consécutives a
I’apparition d’une mutation dépendent de nombreux facteurs. Il y a donc une nécessité de
développer a coté de ces marqueurs génétiques, des marqueurs fonctionnels plus proche de la
physiologie cellulaire. En ce sens, la classification ELN pourrait faire 1’objet d’une amélioration
via I’utilisation en complément des marqueurs biologiques fonctionnels comme le métabolisme

mitochondrial.
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En effet, comme nous I’avons vu, le métabolisme mitochondrial intervient dans les mécanismes
de résistance des 4 traitements fondamentaux, qui sont I’Ara-C, le Venetoclax, et les thérapies
ciblées avec les inhibiteurs d’IDH et de FLT3-ITD. Ainsi, le métabolisme énergétique
mitochondrial est une cible potentielle dans la réponse aux traitements. C’est pourquoi, le

métabolisme énergétique fait I’objet du prochain paragraphe.

III. Métabolisme énergétique mitochondrial

a) Acteurs moléculaires du métabolisme énergétique

Le métabolisme correspond a I’ensemble des réactions biochimiques se déroulant au sein des
cellules d’un organisme. Il correspond a la somme de 2 mécanismes : I’anabolisme et le
catabolisme. L’anabolisme représente la synthése des substrats métaboliques nécessaires a la
vie des tissus et a pour but d’assurer le fonctionnement cellulaire et de constituer des réserves.
Les voies cataboliques quant a elles, décomposent des molécules complexes provenant des
nutriments en molécules simples qui constituent des précurseurs nécessaires a la biosynthese,
puisqu’ils permettent la transformation en énergie des nutriments et des produits intermédiaires
du métabolisme. Ces voies permettent de libérer de 1’énergie sous une forme utilisable par la
cellule. Les réactions biochimiques forment un réseau de voies métaboliques interdépendantes.
Au centre du réseau se situe le métabolisme énergétique défini par I’ensemble des réactions
biochimiques qui permettent de produire de 1’énergie (Figure 26). Le métabolisme énergétique
est constitu¢é de deux voies cataboliques principales : la glycolyse et le métabolisme

mitochondrial comprenant le cycle de Krebs et la phosphorylation oxydative (OxPhos)!3¢].
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Figure 26: Schéma des relations entre le catabolisme et la synthése d’ATP (O,, Oxygéne ; €', électrons ;
ADP, Adénosine diphosphate ; ATP, Adénosine triphosphate ; CO,, Dioxyde de carbone; H,O, eau; Pi, Phosphate
inorganique)
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La majeure partie des substrats énergétiques provient de I’alimentation (lipides, acides aminés,
glucides). Pour réaliser ce processus, la respiration est indispensable car elle permet d’apporter
I’oxygéne nécessaire a I’ensemble des réactions biochimiques. A la suite de réactions de
catabolisme se trouvent les métabolites ultimes (CO2, Ammoniac (NH3), Eau (H20)), qui seront
¢liminés, et une production de 1’énergie sous forme d’ATP, qui est le donneur universel
d’énergie. Il faut savoir que I’ATP est produit par la glycolyse, mais également la

phosphorylation oxydative a la suite du cycle de Krebs.

Une fois dans la circulation sanguine, le glucose, qui est une molécule trés hydrophile et de
petite taille, circule librement. La glycolyse est la voie principale d’utilisation du glucose : il
s’agit d’une voie métabolique cytosolique, qui est présente dans toutes les cellules, permettant
la production d’énergie sous forme d’ATP. La glycolyse débute par 1’absorption du glucose qui
est médiée par les transporteurs transmembranaires du glucose (GLUT). A la suite de cette
entrée dans le cytosol, le glucose est immédiatement phosphorylé par I’hexokinase (HK-2) en
glucose-6-phosphate (G6P). Cette voie catabolique conduit a la conversion d’une molécule de

glucose en 2 molécules de pyruvate avec production de 2 molécules d’ATP (Figure 27)H137:138],

CH,OH 0
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Glucose (6 carbones) Pyruvate (3 carbones)

Figure 27: Finalité de la voie glycolytique

Cette voie dite d’Emdben-Meyerhof conduit donc a 1’oxydation progressive d’une molécule de
glucose, molécule a 6 carbones, en 2 molécules de pyruvate, molécule a 3 carbones. Elle se
déroule exclusivement dans le cytosol et par une succession de 10 réactions dont 3 irréversibles,
et conduit a la molécule de pyruvate ainsi qu’a la génération de NADH (Figure 28). La
glycolyse peut étre scindée en 3 grandes étapes :

o Etape I : Passage du glucose au fructose-1,6-bi-phosphate.

o Etape 2 : Passage d’une molécule a 6 carbones, le fructose-1,6-bi-phosphate, a 2

molécules a 3 carbones, le glycéraldéhyde-3-phosphate.

o Etape 3 : Passage du glycéraldéhyde-3-phosphate au pyruvate.
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Glucose + 2 ADP + 2 Pi + 2 NAD* [:> 2 Pyruvate + 2 ATP + 2 NADH + 2 H,0 + 2 H*

Figure 28: Bilan énergétique de la glycolyse (ADP, Adénosine diphosphate ; Pi, Phosphate inorganique ; NAD",
nicotinamide adénine dinucléotide ; ATP, Adénosine triphosphate ; NADH, nicotinamide adénine dinucléotide réduit ; H>O,
eau ; H, proton)

Cependant, il faut prendre en compte que le bilan est différent en fonction des conditions dans
lesquelles les cellules se trouvent. En condition anaérobie, et dans les cellules sans
mitochondries comme les globules rouges, le bilan est de 2 ATP/glucose, ce qui est assez faible.
En condition aérobie, dans les cellules avec mitochondries, 2 ATP/glucose sont également
obtenu par la glycolyse mais les atomes d’hydrogene (H") et les électrons de NADH vont passer
dans les mitochondries, ou il y aura une cascade de réaction qui conduit & un bilan d’environ
36 ATP/glucose. Ainsi la glycolyse en elle-méme, bien que peu rentable, est d’une importance
fondamentale car elle est universelle et ubiquitaire a tous les organismes, des bactéries les plus
primitives a I’Hommel!39-144],

Dans les LAM, il a ét¢ montré qu’il existait une association entre la surexpression de GLUT1
et une faible sensibilité aux chimiothérapies. En plus de leur avidité pour le glucose, les LAM
utilisent également le fructose, un autre hexose pouvant étre utilisé pour la glycolysel!*. 11 a
en effet ét¢ mis en évidence que les lignées cellulaires de LAM pouvaient surexprimer le
transporteur de fructose GLUTS dans des conditions de culture en présence d’une faible
concentration de glucose. Par ailleurs, la surexpression du gene SLC2AS5 codant pour GLUTS

est associée a un pronostic défavorable chez les patients! 4],

A la suite de la glycolyse, le pyruvate a plusieurs devenirs en fonction des organismes et des
types cellulaires mais également du contexte métabolique. En effet, le pyruvate peut se
transformer en éthanol, en lactate ou en acétyl coenzyme A. En I’absence d’oxygene, le
pyruvate produit au cours de la glycolyse est réduit en lactate, réaction catalysée par la L-lactate
déshydrogénase (LDH), qui posséde le NADH comme coenzyme. L’oxydation du NADH
permet le maintien d'un flux glycolytique élevé. Une fois produit, le lactate est expulsé dans le
milieu extracellulaire par des transporteurs : mono-carboxylates (MCT). Cette sortie du lactate
est associée a une sortie de proton, qui entraine une acidification extracellulairel!46l, D ailleurs
certaines techniques mesurent I’acidification extracellulaire pour évaluer ’activité de la
glycolyse (technologie XFe Seahorse) (cf page 78).

En présence d’oxygene, le pyruvate produit entre majoritairement dans la mitochondrie, pour

étre substrat du cycle de Krebs.
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Ainsi, la mitochondrie tient une place importante dans la cellule puisqu’elle participe a de
nombreux processus cellulaires dont une fonction principale repose sur la production d’énergie.
L’entrée du pyruvate au niveau de la matrice mitochondriale est sous la dépendance du
transporteur mitochondrial pyruvate carrier (MPC) (Figure 29). Le MPC est composé de deux
sous-unités MPC1 et MPC2 ayant été décrites dans la littérature comme pouvant s’oligomériser

pour former un transporteur fonctionnel!4>-144],
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Figure 29: Schéma représentant les différentes voies cataboliques du pyruvate (LDH, Lactate
deshydrogénase ; MPC, Mitochondrial pyruvate carrier ; PC, Pyruvate carboxylase ; PDH, Pyruvate déshydrogénase ; MMI,
Membrane mitochondriale interne ; MME, Membrane mitochondriale externe ; EIM, Espace intermembranaire mitochondrial)

3) Le cycle de Krebs

Ce cycle portant également le nom de cycle de 1’acide citrique mais aussi cycle des acides
tricarboxyliques, est un carrefour du métabolisme intermédiaire, qui relie pratiquement toutes
les voies du catabolisme et la plupart de celles de 1’anabolisme, mais son role principal est
associ¢ au catabolisme. Il se compose de réactions séquentielles formant une boucle, et se
déroule en aérobiose dans la matrice mitochondriale. Le cycle de Krebs est alimenté par
I’acétyl-CoA provenant a la fois de 1’oxydation du pyruvate issu de la glycolyse, de 1’oxydation
des acides gras (B-oxydation), ainsi que du glutamate provenant de la désamination de la
glutamine.

En ce qui concerne le pyruvate, une fois qu’il pénétre I’espace matriciel de la mitochondrie par
les transporteurs spécifiques MPC, il est transformé en acétyl-CoA par le complexe
enzymatique de la pyruvate déshydrogénase (PDH).

La premiere réaction spécifique au cycle de Krebs permet 1’association de ’acétyl-CoA a
I’oxaloacétate, formant ainsi le citrate par ’intermédiaire de la citrate synthase. Cette réaction

permet la réduction du NAD™.
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Le citrate peut soit rester dans le cycle de Krebs, soit étre exporté hors de la mitochondrie par
son transporteur afin de soutenir la synthése des lipides. Le citrate restant est ensuite converti
en isocitrate par I’aconitase. Ce dernier subit une décarboxylation oxydative par IDH afin de
produire I’a-cétoglutarate. L’IDH est la premicre enzyme qui crée le lien entre cycle de Krebs
et la chaine respiratoire en synthétisant du NADH par réduction du NAD". Ce NADH produit
va rejoindre la chaine de transport des électrons mitochondriaux afin de faire fonctionner
1’0OxPhos et produire I’ATP. A partir de I’a-cétoglutarate, a-cétoglutarate déshydrogénase
produit le succinyl-CoA accompagné de NADH. La transformation du succinyl-CoA en
succinate par la succinyl-CoA synthétase permet la synthése d’une molécule de GTP. Par la
suite, I’oxydation du succinate en fumarate par la succinate déshydrogénase conduit a la
production d’une molécule de FADH; qui est aussi, comme NADH, un des cofacteurs essentiels
au fonctionnement de la chaine respiratoire mitochondriale. Le fumarate produit est converti en
malate par le fumarate hydratase et la derniére réaction du cycle de Krebs permet la régénération
de ’oxaloacétate par la malate deshydrogénase en produisant le NADH (Figure 30)[1471,
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Figure 30: Schéma représentant les principales réactions du cycle de Krebs (ADP, Adénosine
diphosphate ; ATP, Adénosine triphosphate ; CO,, Dioxyde de carbone; H,O, Eau; NAD", Nicotinamide adénine
dinucléotide ; NADH, Nicotinamide adénine dinucléotide réduit; HY, Proton; GTP, Guanosine triphosphate ;
GDP, Guanosine diphosphate ; FAD, Flavine adénine dinucléotide ; FADH,, Flavine adénine dinucléotide réduit)

L’ensemble de ses métabolites appartenant au cycle des acides tricarboxyliques peut étre
mesuré par des techniques de la métabolomique afin d’évaluer le métabolisme énergétique (cf

page 97).
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Le cycle de Krebs aboutit ainsi a la production de co-enzymes réduits NADH et FADH et de
COs. Ensuite, les réactions d’oxydation mitochondriale mettant en jeu I’oxygene, I’hydrogeéne
et les transferts d’¢lectrons aboutissent a la production d’H>O, et générent une grande quantité
d’énergie utilisable pour la synthése de I’ATP.

Le cycle de Krebs peut étre régulé au niveau de ses étapes irréversibles, c’est-a-dire, la citrate
synthase, I’isocitrate déshydrogénase et 1’a-cétoglutarate déshydrogénase. La citrate synthase
est activée par ’ADP et inhibée par le NADH, I’ATP et le citrate. L’isocitrate déshydrogénase,
quant a elle, est activée par le calcium et I’ADP et inhibé par le NADH et I’ATP. Enfin, I’a-
cétoglutarate déshydrogénase est activée par le calcium et inhibée par le NADH, I’ATP et le
succinyl-CoA.

Pour aboutir au bilan énergétique de ce cycle, il faut comptabiliser les coenzymes hydrogénés
donneurs d’¢électrons a la chaine respiratoire :

- 3 molécules de NADH,H" génératrices de 7,5 ATP ;

- 1 molécule de FADH, génératrice de 1,5 ATP ;

- 1 molécule d’ATP générée a partir d’une molécule de GTP.

Ainsi, le total est de 10 ATP par tour de cycle, ou encore par groupement acétylé oxydé en 2
molécules de CO,. C’est pourquoi, la chaine respiratoire mitochondriale suit ce processus afin

que I’énergie des oxydations soit récupérée sous forme d’énergie chimique, ATP.

La chaine respiratoire est un ensemble physique et fonctionnel, localisé dans la membrane
interne des mitochondries, qui va permettre la production d’énergie sous forme d’ATP et
d’H>O0. En effet, la chaine respiratoire produit de I’ATP et de I’H>O a partir des hydrogénes des
molécules énergétiques (NADH2, FADHb>) et de I’oxygene de I’air. Cette chaine respiratoire est
localisée dans la MML. 1l faut savoir que la MME est perméable, contrairement a la MMI qui
est trés imperméable. Ainsi, pour franchir cette derniére, il faudra donc des transporteurs. La
chaine respiratoire est donc constituée de complexes protéiques dénombrés de I a IV et de
navettes.

o Complexe I = NADH-Q-oxydoréductase : Ce complexe présente le transporteur flavine

mononucléotide (FMN), qui permet le transport a la fois des ¢électrons et des protons
H*. Le substrat du complexe I est le NADH,H" qui réduit le FMN de la NADH

déshydrogénasel!48-1491,
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*  Navette . Co-enzyme Q = Ubiquinone : Petit transporteur lipophile donc trés
mobile, dynamique, dans la membrane mitochondriale. Ce co-enzyme Q
transporte a la fois des ¢lectrons et des protons.

o Complexe II = Succinate-Q-reductase : Ce complexe est localisé au niveau de la MMI,

et présente une activité enzymatique, succinate déshydrogénase, que 1’on retrouve dans
le cycle de Krebs. Le substrat du complexe II est le succinate et le FAD, coenzyme du
complexe II, réduit I’'ubiquinone!3%-1511,

o Complexe IIl = O — Cytochrome - C oxidoreductase: transfére les électrons de

’ubiquinol aux cytochromes b, c1 puis c[!*2],

*  Navette . Cytochrome C (CytC): Petite molécule hydrophile, mobile. Permet le

passage des ¢électrons du complexe III au complexe IV.

o Complexe IV = Cytochrome C oxydase : transfert des électrons a I’oxygene moléculaire

puis a la production de molécules d’eaul!3],

Drailleurs, pour évaluer le métabolisme énergétique mitochondrial, certaines techniques

mesurent 1’activité enzymatique de ces complexes de la chaine respiratoire (cf page 91).

Les ¢électrons a haut potentiel de transfert du NADH vont étre transférés au niveau de la NADH
déshydrogénase, pour redonner du NAD", tandis que ceux du succinate y entrent au niveau du
complexe II, pour donner du fumarate. Dans ces deux cas, les électrons proviennent de la
matrice mitochondriale et sont transférés a la coenzyme Q10 (ubiquinone) pour former de
I'ubiquinol (Q10H?2), liposoluble, qui diffuse dans la bicouche lipidique constituant la MMI.
Puis le complexe 111, transfere les électrons du Q10H2 au CytC dans l'espace intermembranaire,
et la cytochrome c oxydase transfere les électrons de 4 cytochromes ¢ réduits a une molécule
d'oxygeéne pour former deux molécules d'H>O. Dans cette optique, une technique permet de
mesurer la consommation d’oxygene pour évaluer le métabolisme énergétique mitochondrial

(cf XFe seahorse page 87).

Les ¢lectrons vont passer d’un complexe a 1’autre jusqu’a 1’accepteur final, qui est I’oxygéne
moléculaire. D’ailleurs, ce transport des €électrons a travers la chaine respiratoire s’accompagne
d’une sortie de protons de la matrice au niveau du complexe I, III et IV. Ces protons se
retrouvent alors dans I’espace intermembranaire, ce qui entraine la création d’un gradient avec

une différence de potentiel €lectrique transmembranaire (Ay) et de pH (ApH).

Cette différence de potentiel €lectrique entre les deux faces d’une membrane cellulaire définit
un potentiel de membrane (Aym). D’ailleurs, celui-ci peut étre mesuré par des techniques de

cytométrie en flux afin d’évaluer le métabolisme mitochondrial (cf page 78).
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La combinaison de tous ces gradients donne un gradient ¢lectrochimique, qui génére une force
protomotrice utilisée pour la synthése d’ATP. En effet, les protons vont alors chercher a
retourner dans la matrice mitochondriale pour équilibrer les charges et le seul moyen d’y
parvenir est de passer par le complexe de I’ATP synthase. Ainsi, le couplage de la respiration
a la phosphorylation de I’ ADP se fait par I’intermédiaire d’un gradient de protons généré par la

chaine respiratoire, qui est utilisé par I’ATP synthase (Figure 31)!154153],

Bien qu’il ne fasse pas partie de la chaine respiratoire, le complexe enzymatique responsable
de la synthése d’ATP est ’ATP synthase, aussi appelé¢ complexe V. Il utilise le gradient de
protons généré par le transfert d’électrons le long des 4 complexes de la chaine respiratoire afin
de regénérer de I’ATP a partir d’ADP (amené de I’extérieur) et de Phosphate inorganique (P1).

Une fois généré, ’ATP va sortir.
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Figure 31: Schéma des complexes de la chaine respiratoire

L’activité de I’OxPhos varie selon les besoins en ATP. Au plus la cellule a des besoins d’ATP,
au plus elle consommera de substrats et donc d’oxygeéne. C’est un couplage énergétique, entre
I’activité du cycle de Krebs, la chaine respiratoire et I’ATP synthase. Il faut savoir que pour
avoir une molécule d’ATP, il faut qu’il y ait environ 3 protons qui rentrent dans la matrice par
I’ATP synthase. Cependant, il est difficile d’estimer précisément le nombre de protons qui va
sortir au niveau de chacun des complexes, mais on estime qu’au final :

o Le complexe I : sortie de 4 protons

o Le complexe II : sortie de 0 protons

o Le complexe III : sortie de 4 protons

o Le complexe IV : sortie de 2 protons
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Par exemple, pour une paire d’électrons transférée du NADH: jusqu’a ’accepteur final
(oxygene) dans la chaine respiratoire, 10 protons vont sortir de la matrice et donc 10 protons
vont rentrer. En sachant qu’il en faut 3 pour fabriquer une molécule d’ATP, on aura 2,5
molécules d’ATP qui seront produites pour une molécule de NADH produite. De la méme
maniere, le FADH, rentre au niveau du complexe 2, ce qui va entrainer la sortie de 6 protons et
donc I’entrée de 6 protons. Ainsi, 1,5 molécules d’ATP sont produites par le transfert des

¢lectrons d’une molécule de FADH; jusqu’a I’oxygene final.

Ce paragraphe a permis de décrire les différents mécanismes liés a la production d’énergie et
de mentionner les techniques qui les mettent en évidence : I’oxymétrie, la métabolomique, la
mesure de activité enzymatique des complexes de la chaine respiratoire et la mesure du
potentiel de membrane. Maintenant que ces acteurs moléculaires du métabolisme énergétique
ont été¢ définis, les paragraphes suivants vont faire I’état de 1’art du métabolisme des cellules

saines et leucémiques.

b) Métabolisme énergétique d’une cellule saine hématopoiétique

Dans I’hématopoiese, les CSH constituent le premier phénotype métabolique cellulaire. Ces
cellules reposent dans un état relatif de quiescence et présentent des besoins métaboliques
réduits qui se traduisent par un hypométabolismel!>°],

Comme précisé précédemment, ces cellules résident dans la MO qui est un microenvironnement
hypoxique. D’ailleurs, il a été mis en évidence que les CSH expriment de maniere accrue le
facteur 1 alpha inductible par hypoxie (HIF1a). D’un point de vue cellulaire, HIF 1o soutient
I’expression des pyruvates déshydrogénases kinases (PDHK) 2 et 4, enzymes inhibant la PDH,
responsable de la transformation du pyruvate en acétyl-CoA. De cette manicre, 1’hypoxie
conditionne le métabolisme des CSH en favorisant la glycolyse anaérobiel!>7:1581,

L’OxPhos, quant a lui, serait importante au maintien de la quiescence des CSH. En effet, une

¢tude sur un modele murin a montré que la délétion d’une sous-unité du complexe III de la

chaine respiratoire entrainait une perte de la quiescence des CSH!!?),

Les progéniteurs, eux, représentent le 2" phénotype métabolique cellulaire et ont un potentiel

de prolifération important. C’est pourquoi, ce phénotype métabolique doit répondre aux besoins
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énergétiques et anaboliques de ces cellules, qui présentent une avidité importante pour la
captation de nutriments. En effet, les besoins des progéniteurs hématopoiétiques en termes de
prolifération sont des besoins qui visent a soutenir la production de macromolécules a travers
le métabolisme anabolique. Par exemple, 1I’expression de GLUT]1, transporteur du glucose, est

augmentée au cours de la différenciation des cellules dendritiques!!®°l.

3) Cellules hematopoiétiques difféerenciées

Les cellules différenciées présentent différents types de métabolisme énergétique, conditionnés
par la fonction cellulaire qu’elles assurent. Par exemple, les neutrophiles sont des cellules
présentant trés peu de mitochondries, donc leurs métabolismes énergétiques reposent
essentiellement sur la glycolyse. De la méme maniére, le métabolisme glycolytique est I’'unique
option des érythrocytes étant donné qu’au cours de leurs différenciations leurs mitochondries

sont éliminées par autophagiet!6!,

Les monocytes, quant a eux, peuvent adopter un métabolisme soit préférentiellement
glycolytique dans le cadre d’une différenciation en macrophage pro-inflammatoire (type M1)
soit favorable a la OxPhos si le monocyte s’oriente vers un phénotype macrophagique anti-
inflammatoire (type M2). Les plaquettes augmentent a la fois leur métabolisme glycoplytique

et leur OxPhos!162:163],

Il y a ainsi une diversité de comportement métabolique au sein des cellules hématopoiétiques

saines conditionnées par leur phénotype cellulaire (Figure 32).
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Figure 32: Evolution métabolique des cellules hématopoiétiques au cours de la différenciation
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Le métabolisme dépend du type cellulaire mais également de 1’age. En effet, les monocytes
issus de sujets sains agés de 60 a 80 ans présentent une OxPhos plus faibles que les sujets sains

dgés de 18 a 35 ans!!%4],

¢) Métabolisme mitochondrial énergétique des LAM

1) Cellules souches leucémiques

Les CSL présentent un hypométabolisme caractérisé par une faible activité glycolytique et une
faible chaine respiratoire mitochondriale (OxPhos)!¢!-¢%1,

Le métabolisme des CSL est totalement différent de celui des CSH, dans les LAM. En effet,
lorsqu’on inhibe 1’OxPhos dans des CSL, elles n’arrivent pas a augmenter leur activité
glycolytique, ce qui entraine leurs morts. Elles présentent donc une addiction plus importante

pour 1’OxPhos pour répondre a leurs besoins énergétiques, car elles ne peuvent pas augmenter

significativement la glycolyse en compensation de la chute de I’OxPhos (Figure 33)7),

.................................................................................................
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Figure 33: Processus métaboliques actifs au sein des cellules souches leucémiques et des blastes
leucémiques

2) Cellules leucemiques en prolifération

Les cellules blastiques de LAM peuvent étre hautement glycolytiques, ce qui est corrélé a un
mauvais pronostict!®>1%%1, D ailleurs, I'inhibition de la glycolyse améliore la cytotoxicité de la
cytarabine et la suppression de plusieurs enzymes de glycolyse retarde la progression de la
leucémie. Cependant, les cellules leucémiques en prolifération devenues résistantes apres
certains traitements, peuvent reprogrammer leur métabolisme au profit d’une phosphorylation

oxydative exacerbéel!¢7],

3) Métabolisme de la LAM : Nouvelle approche diagnostique ?

La mitochondrie joue un role central dans le métabolisme énergétique. Comme nous I’avons

vu, dans la littérature, le métabolisme des LAM et en particulier le fonctionnement énergétique
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des mitochondries est clairement identifi¢ comme une caractéristique influengant la réponse
aux thérapies anti-tumorale. En effet, les cellules leucémiques issues de LAM nouvellement
diagnostiquées présentent des phénotypes métaboliques différents en fonction des
caractéristiques cytologiques et génétiques des blastes!!®”]. Chez les patients traités par certaines
chimiothérapies (exemple : cytarabine), les cellules leucémiques devenues résistantes
reprogramment de nouveau leur métabolisme : elles dépendent davantage de la phosphorylation
oxydative mitochondriale (OxPhos) et moins de la glycolyse. C’est pourquoi, des fonctions
mitochondriales essentielles contribuent donc a la résistance et représentent une voie

12]

thérapeutique pour traiter la chimiorésistance et la maladie résiduelle!'?. Des études

précliniques ont montré que 1’utilisation d’inhibiteurs pharmacologiques de 1’OxPhos
(Oligomycine®l, CB839!'*!) ou de médicaments ayant une activité similaire (Metformine® ou

168

Tigécyclinel'®®) augmente la mort cellulaire des LAM et favorise 1’éradication des CS

cancéreuses a I’origine des épisodes de récidives.

4) Comment cibler les LAM par [’intermédiaire du métabolisme comme approche
therapeutiqgue ?

Aujourd'hui le métabolisme énergétique est devenu une cible thérapeutique d'intérét en
cancérologie et particuliérement dans les LAMI!%°], De nouvelles molécules (MitoCANS) sont
évaluées dans le cadre d'essais cliniques pour le traitement des LAM en monothérapie. Elles
peuvent cibler les protéines de la chaine respiratoire (exemple : IACS-010759), le métabolisme
de la glutamine (CB839) ou la traduction des protéines mitochondriales (Tigécycline). Des
associations de molécules ciblant le métabolisme énergétique mitochondrial avec des
traitements conventionnels voient le jour et sont évaluées (exemple : Metformine® avec la

Cytarabine) (Figure 34)1!70],

IACS-010759 RESISTANCE
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Stuani Lucille et al., Journal of
Experimental Medicine (2021)

aLs Alvarez-Calderon Franscesca et al.,
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Jacque Nathalie et al., Blood (2015) o Inhibiteur de Bcl2 BoscClaudie et al., Nature Cancer (2021)
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Figure 34: Lien entre la phosphorylation oxydative et la LAM//2/310:63.168.171.172]

La mitochondrie est une actrice centrale du métabolisme des cellules d’ou son role majeur dans

la réponse aux traitements dans les LAM. Ainsi, développer des molécules pour atteindre les
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mitochondries des LAM, en tant que cible thérapeutique directe, est aujourd’hui une approche
envisagée comme le montrent les essais cliniques de phase 11731, Les inhibiteurs de 1’OxPhos
augmentent aussi I’efficacité d’autres traitements conventionnels lorsqu’ils leurs sont associés,
comme c’est le cas avec les inhibiteurs de tyrosine kinase FLT-3, avec les traitements de
chimiothérapies ou avec les BH3-mimétiques. Ces travaux démontrent ainsi que ’activité
métabolique mitochondriale soutient la résistance des LAM aux traitements et pourrait étre
considérée comme un biomarqueur potentiel pour prédire la réponse aux traitements.
L’évaluation du métabolisme mitochondrial pourrait donc étre une approche diagnostique
complémentaire et pertinente pour aider le clinicien a faire des choix thérapeutiques parmi les
nombreux traitements aujourd’hui disponibles. En ce sens, 1’évaluation du métabolisme
énergétique mitochondrial est possible selon la détermination de différentes caractéristiques des

mitochondries.

IV. Evaluation du métabolisme énergétique mitochondrial

Aujourd’hui, différents auteurs ont décrit des techniques d'évaluation du métabolisme
énergétique mitochondrial qui pourraient servir a développer cliniquement de nouveaux
biomarqueurs pour la prédiction de la réponse aux traitements des patients atteints de LAM. Le
paragraphe ci-dessous va recenser ces différentes méthodes qui mesurent et/ou évaluent
I’ultrastructure mitochondriale, la masse mitochondriale, le potentiel de membrane, la
consommation d’oxygene, 1’acidité extracellulaire, le taux d’ATP, 1’activité enzymatique, le
profilage immuno-métabolique, le priming mitochondrial, la quantification de I’ADN

mitochondrial (ADNmt), et la signature génique.

a) Ultrastructure et dynamique mitochondriale

11 existe différents types de microscopie utilisables au laboratoire pour évaluer 1’ultrastructure

et le dynamisme mitochondriale.

Un microscope ¢lectronique utilise un faisceau d’¢lectrons pour illuminer un échantillon et en
créer une image agrandie. L’étude détaillée de la mitochondrie fait appel au microscope
électronique en transmission (MET) qui posséde une bien meilleure résolution. En effet, le
MET donne des informations structurelles sur des cellules ou des tissus fixés. Ainsi, les
mitochondries sont classiquement étudiées au MET, permettant de les visualiser

individuellement. L’avantage de celui-ci est ’observation détaillée de la morphologie des
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mitochondries notamment de leurs tailles et de leurs crétes, avec une résolution maximale.
Chaque méthode présente cependant des limites, a savoir, par exemple, que ces observations
n’indiquent aucune information fonctionnelle. Il faut savoir que les mitochondries sont
organisées dans un réseau connecté dynamique au sein des cellules, s'adaptant constamment
aux exigences cellulaires en modifiant leur forme et leur position par fission et fusion. Les
connaissances acquises au cours de la dernieére décennie montrent que cette dynamique joue un
role crucial dans de nombreux processus tels que la bioénergétique mitochondriale, la
production d’ERO et I'apoptose. De manicre ancestrale, la MET était faite au Nitrate d’ Argent
sous forme de coupe. Actuellement, il existe des techniques de ME en trois dimensions
(Tomographie électronique), qui permet de recréer des volumes a 1’échelle nanométrique a

I’aide d’un MET.

Outre la microscopie €lectronique, la microscopie fluorescente confocale peut étre un autre
recours. En effet, le réseau mitochondrial, c’est-a-dire 1’existence de la mitochondrie dans un
¢tat fragmenté ou réticulaire peut étre observé par microscopie fluorescente confocale et la
dynamique mitochondriale (fusion/fission) par microscopie time lapse. Cette technique
nécessite I'utilisation des marqueurs fluorescents tels que le MitoTracker Green, MitoSOX,

TMRM également utilisable en CMF (cf page 82).

b) Production d’ATP

Il est possible de quantifier le taux d’ATP intracellulaire afin de mesurer 1’activité
mitochondriale. Pour doser I’ATP intracellulaire, des tests bioluminescents peuvent étre utilisés
tels que le Cell Titer Glo® (Promega). Le principe de cette technique se fonde sur la réaction
luciférase, ATP dépendante. En effet, la luciférase en présence d’ATP, cofacteur de la réaction,
entraine la réduction de son substrat, la luciférine en oxyluciférine (Figure 35). Celui-ci produit
une lumic¢re mesurable. La quantité de lumicre émise est ainsi proportionnelle a la quantité
d’ATP et donc au nombre de cellules vivantes contrairement aux cellules mortes qui, elles,
perdent cette capacité de réaction enzymatique. Par conséquent, cette technique n’est qu’un
reflet de I’activité mitochondriale en mesurant I’ ATP produit par le métabolisme mitochondrial
et le métabolisme glycolytique. Donc il convient d’utiliser des inhibiteurs spécifiques, de la
glycolyse ou de la mitochondrie, pour évaluer la contribution de chacune des voies

métaboliques!! 74,
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Figure 35: Mécanisme d’action de la luciférine

¢) Single Cell ENergetlc metabolism by profillng Translation inhibition
(SCENITH)

Le single-cell energetic metabolism by profiling translation inhibition (SCENITH) est un

acronyme pour une technique évaluant le métabolisme énergétique unicellulaire en profilant
I’inhibition de la traduction. Ainsi le SCENITH permet 1’étude des réponses métaboliques dans
plusieurs types cellulaires en parallele de la CMF.

Cette méthode se base sur le fait qu’environ la moitié¢ de 1’énergie totale produite par les cellules
de mammiferes en dégradant le glucose, les acides aminés et/ou les lipides est immédiatement

st173.176] -~ C’est pourquoi le cofit

consommée par la machinerie de syntheése des protéine
énergétique associé a ce processus métabolique offrait une opportunité méthodologique pour
déterminer les niveaux de la synthese des protéines en tant que mesure de I’activité métabolique
globale. Cette derniere sera établie a I’aide de 1’incorporation de la puromycine, un antibiotique
nucléosidique qui inhibe la biosynthése des protéines en mimant I’extrémité 3’ d’un aminoacy-
ARNt, ce qui provoque I’arrét anticipé de la traduction de I’ARN messager par le ribosome,
combinée a un nouvel anticorps monoclonal anti-puromycine, détect¢ par de 1’immuno-
fluorescence directel!"7].

Le principe est donc d’incuber un échantillon de sang donné avec des inhibiteurs spécifiques
des voies métaboliques tel que I’Oligomycine, qui inhibe le complexe Fo-F1 ATP synthase, qui
lui-méme phosphoryle I’ADP en ATP en utilisant le gradient électrochimique de protons, ou le
2-Désoxy-d-Glucose ou 2DG, qui est une molécule de glucose dont le groupement hydroxyle
en position 2 est remplacé par de 1’hydrogene, inhibant ainsi la glycolyse. Ainsi, si une
population cellulaire est énergétiquement dépendante de la voie métabolique inhibée, sa

concentration en ATP chutera, et par conséquent ses niveaux de synthése des protéines

¢galement (Figure 36).
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Chaque technique présente des avantages et des inconvénients par rapport aux autres. Cette
technique permet de distinguer 2 sous populations cellulaires présentes dans un méme
¢échantillon, mais mesure 1’activit¢é métabolique de facon indirecte, basée sur la synthése

protéique.

e e ——————————
Contréle (Co) \
[ 1 1
| Inhibiteurs: \
| 2-Désoxy-Glucose (DG) |
(DGO)
Oligomycine (O) |
|
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Cytométrie en flux ]

. : : o DGO
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|
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Translation (Puro MFI)

Co DG O DGO

Figure 36: Principe de la technique SCENITH (O, Oligomycine ; Co, Contrdle ; DG, 2-Désoxy-Glucose ; P,
Puromycine ; Pop, Population)

d) Sondes fluorescentes utilisables en cytométrie en flux

Les progres technologiques associés a 1’émergence de sondes fluorescentes permettent
d’étudier les mitochondries et leurs activités sans altérer I’intégrité des cellules, aussi bien par
CMF que par imagerie. Il existe de nombreuses sondes fluorescentes, qui possédent des
caractéristiques particulieres. En effet, certaines sondes sont sensibles aux variations du

potentiel membranaire alors que d’autres répondent a la présence ERO.

1) Potentiel de membrane mitochondriale

Le potentiel de membrane mitochondriale généré par des pompes a protons, sur les complexes
I, III et IV de la chaine respiratoire, est un composant essentiel dans le processus de stockage
d’énergie pendant la phosphorylation oxydative. En effet, le gradient des protons provoqué par
la chaine respiratoire mitochondriale et la distribution asymétrique des protons de part et d’autre
de la MMI créent un gradient chimique et un gradient ¢électrochimique élevés entre I’espace
inter-membranaire et la matrice. Cette différence de potentiel est essentielle pour maintenir la

fonction physiologique de la chaine respiratoire (production d’ATP) et le controle de la
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perméabilité membranaire mitochondriale!'’®), Une perte importante du potentiel de membrane
mitochondriale vide les cellules de leur énergie, entrainant une mort subséquente. C’est
pourquoi, la mesure du potentiel de membrane est largement utilisée pour caractériser 1’activité

(1791 11 faut savoir que le

métabolique mitochondriale et la mort cellulaire a un stade précoce

potentiel de membrane mitochondriale peut varier de -110-210 mV. Différentes sondes

fluorescentes en CMF peuvent étre utilisées pour déterminer le potentiel de membrane

mitochondriale (Tableau 4). Ces sondes fluorescentes sont répertoriées en plusieurs familles :
o Les Rhodamines : Rhodamine 123, TMRE, TMRM

o Les Carbocyanines : ]JC-1,]C-9,]C-10, DiOC6(3)

o Les Rosamines : Mitotrackers dont Orange, Red

Tableau 4 : Les différentes sondes de potentiel de membrane et leurs caractéristiques

Rosamines

Les mitochondries actives présentent un signal de fluorescence plus fort que les mitochondries en apoptoses.

Ces sondes cationiques s’accumulent et se localisent préférentiellement dans la matrice mitochondriale grace
au potentiel membranaire établit par 1’équilibre de Nernst selon la formule suivante : V = -RT/ZF In (Ci/Co) ou
V le potentiel membranaire, R la constante de gaz, T la température, Z la charge ionique, F la constante de
Faraday et Ci, Co les concentrations de sonde a I’intérieur et a I’extérieur de la cellule respectivement.

Puisque le potentiel théorique de la membrane plasmique est de -60 mV et celui de la membrane mitochondriale
de -180 mV, il en résulte un différentiel de concentration de la sonde cationique entre les différents
compartiments se traduisant par une accumulation d’un facteur 10 dans le cytosol et de 10 000 fois dans le
compartiment mitochondrial.

Du fait de cette accumulation, des précautions d’utilisation de ces sondes doivent étre respectées, concernant la
concentration limite au-dela de laquelle un quenching de fluorescence peut se produire mais également a une
redistribution de la sonde dans les différents compartiments (cytosol et mitochondries), suite a la réversibilité
de I’équilibre de Nernst lorsque le milieu d’incubation est remplacé par un milieu dépourvu de sonde

MitoTracker® Deep | - Permet de marquer et de localiser les mitochondries dans les cellules
Red FM vivantes.
- Fluorescence Ex/Em (nm) : 644/665 (rouge/violet).
MitoTracker® Red | - Colore la mitochondrie dans les cellules vivantes. Son accumulation
FM dépend du potentiel de la membrane.
- Fluorescence Ex/Em (nm) : 581/644 (rouge/violet).
Mitotracker™ Red | - Fluorophores cationiques, qui s’accumulent dans les mitochondries
proportionnellement au potentiel membranaire mitochondrial hautement négatif (-
= CMXRos 250 mV).
- Fluorescence Ex/Em (nm) : 579/599 (rouge).
MitoTracker Orange | - Colorant orange fluorescent qui colore les mitochondries dans les cellules
vivantes et dont ’accumulation dépend du potentiel de la membrane.
= CMTMRos - Fluorescence Ex/Em (nm) : 550/580 (orange).
Carbocyanines
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Les mitochondries actives présentent un signal de fluorescence rouge plus vif que les mitochondries a faible
potentiel membranaire qui fluorescent en vert. En effet, ces sondes cationiques s’accumulent et se localisent
préférentiellement dans la matrice mitochondriale grace au potentiel membranaire établit par 1’équilibre de

Nernst.
- Colorant cationique lipophile, qui s’accumule dans les mitochondries,
permettant I’évaluation du potentiel de membrane.
- Dans les cellules saines, la charge négative résultant du potentiel de la
membrane mitochondriale intacte facilite ’accumulation de JC-1 dans
JC-1 la matrice mitochondriale.
Monomére/vert : 514/529nm
Agrégat/rouge : 514/590nm
- Colorant cationique lipophile, qui s’accumule dans les mitochondries,
permettant I’évaluation du potentiel de membrane.
JC-9
Monomere/vert : 514/529nm
Agrégat/rouge : 514/590nm
- Sonde qui se concentre dans la matrice mitochondriale ou elle forme des
agrégats fluorescents rouges. Cependant dans les cellules apoptotiques et
nécrotiques, JC-10 diffuse hors des mitochondries. Elle se transforme en
forme monomere et colore les cellules en fluorescence verte.
- Sonde ratiométrique dont les propriétés spectrales varient suivant son état :
agrégé ou non agrégé. Lorsque des mitochondries sont polarisées et donc
JC-10 énergisées, la sonde JC-10 s’accumule dans la matrice mitochondriale puis
forme des agrégats.
- Cette sonde est de meilleure solubilité¢ en milieux aqueux que JC-1 et JC-
9.
Monomere/vert : 514/529nm
Agrégat/rouge : 514/590nm
= 3,3"-Diethyloxacarbocyanine lodide
DiOC2(3) - Permet la visualisation du potentiel de membrane.
Monomere/vert : 485/497nm
Agrégat/rouge : 485/650nm
= 3,3"-Dihexyloxacarbocyanine lodide
- Colorant lipophile vert-fluorescent, perméable aux cellules, qui est sélectif
pour les mitochondries des cellules vivantes, lorsqu’il est utilisé a des
. faibles concentrations. A des concentrations plus élevées, le colorant peut
DIOC6(3) faibles cor , ;
étre utilisé pour colorer d’autres membranes internes, telles que le RE.
Monomere/vert : 485/497nm
Agrégat/rouge : 485/650nm
Rhodamines
TMRE = Tetramethylrhodamine ethyl ester

- Colorant cationique orange, perméable aux cellules, qui s’accumule dans
les mitochondries.
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- Fluorescence Ex/Em (nm) : 549/575 (rouge/orang¢)

TMRM = Tetramethylrhodamine methyl ester

- Colorant fluorescent rouge-orange perméable aux cellules, cationique et
facilement séquestré par les mitochondries actives.
- Fluorescence Ex/Em (nm) : 549/575 (rouge/orang¢)

Cette technique présente cependant des limites. En effet, une question se pose sur la sensibilité
des sondes, qui ne sont peut-étre pas assez sensibles aux faibles variations. De plus, ces sondes

sont influencées par la masse mitochondriale des cellules.

Il a été montré dans la littérature que ’activité de la mitochondrie était augmentée dans les
cellules leucémiques. C’est pourquoi, le potentiel de membrane est également augmentél!8],

Récemment, Hlozkova et al., ont évalué le potentiel de membrane mitochondriale sur différents
types de lignées cellulaires de leucémies humaines d’origines différentes dont des LAM a I’aide
de la fluorescence du TMRE afin de mieux comprendre son lien avec la sensibilité sélective de
la L-asparaginase (ASNase). Les résultats ont montré que les lignées cellulaires avec une

fluorescence TMRE plus élevée ont en général une sensibilité plus faible a ' ASNasel!81],

11 faut savoir que la masse mitochondriale est le reflet de plusieurs événements :

- La biogénese mitochondriale qui dépend de facteurs de transcriptions comme PPARg
coactivateur 1 alpha (PGCl-alpha), facteur de transcription mitochondrial A (TFAM)
et facteur respiratoire nucléaire (NRF).

- Les mécanismes de fusion/fission. Ce dynamisme mitochondrial ne va pas modifier la
masse mitochondriale mais va permettre de visualiser le réseau mitochondrial. Par
exemple, la fusion est un phénomene favorable pour les cellules avec une OxPhos
importante.

- La mitophagie avec les protéines comme PINK ou PARKIN.

11 existe des sondes structurelles, qui sont liées uniquement a la masse mitochondriale. On peut
déterminer la masse mitochondriale avec le MitoTracker Green®. En effet, cette sonde
fluorescente en CMF sélective a la mitochondrie, se lie de maniere covalente aux protéines
mitochondriales en réagissant avec les résidus cystéine, entrainant une accumulation dans la

matrice mitochondriale.
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Grace a I’affinité de cette sonde envers un composant spécifique des mitochondries, I’ intensité
de fluorescence des cellules marquées est proportionnelle a leur contenu en mitochondries, ce
qui permet donc d’évaluer la masse mitochondrialel!82],

Cependant, des variations d’intensité peuvent résulter de modifications de I’état métabolique
ou d’organisation et de forme des mitochondries et non de variations de la masse
mitochondriale. Par ailleurs, ce marquage peut étre influencé par des modifications de

18] En effet, le marquage par le Mitotracker Green® nécessite une polarisation des

potentiell
mitochondries pour que la sonde entre dans ce compartiment. Si les mitochondries sont
inactives, dépolarisées ou découplées, le Mitotracker Green® ne pourra pas atteindre son site de
fixation dans les mitochondries, ce qui implique que le Mitotracker Green® ne pourra pas étre

réalisé sur des cellules fixées.

Comme rapporté précédemment, des publications ont montré que 1’activité de la mitochondrie
est augmentée dans les cellules leucémiques, entrainant une masse mitochondriale plus

importante dans les cellules de patients leucémiques!!6%-180.184],

Il faut savoir que les mitochondries sont considérées comme principales sources d’ERO dans
les cellules. En effet, le fonctionnement de la chalne respiratoire est non seulement associé a la
syntheése d’ATP mais aussi a la production de radicaux libres oxygénés. Ces radicaux sont issus
de la fixation sur I’oxygene d’¢lectrons s’échappant des complexes de la chaine respiratoire. Le
produit de cette réaction est I’anion superoxyde (O2"), toxique pour les constituants de la
mitochondrie. L’anion superoxyde, espece radicalaire de I’oxygene, présente un électron
célibataire, le rendant trés peu stable. La mitochondrie produit de fagon normale de trés faible
quantité de ces radicaux (2 a 5% de I’oxygene va étre partiellement réduit et échappe ainsi a la
chaine respiratoire pour former des ERO). C’est pourquoi, il est intéressant de mesurer les ERO
pour évaluer le métabolisme mitochondrial.

La production d’ERO mitochondriaux peut étre mesurée a I’aide de la sonde MitoSOX par
CMF. Le MitoSOX est une association de 2 molécules chimiques, c’est-a-dire, le TPP+, qui est
une molécule cationique et lipophile qui améne la sonde fluorescente vers la mitochondrie et
un dérivé cationique du dihydroéthidium, congu pour étre un indicateur de haute sélectivité du
superoxyde dans les mitochondries des cellules vivantes. En effet, le dihydroéthidium est oxydé

rapidement par superoxyde et non par d’autres dérivés réactifs de I’oxygene (Figure 37). Cette
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oxydation par superoxyde produit une fluorescence rouge (Ex : 510nm / Em : 580nm), qui

permettra d’évaluer le métabolisme mitochondrial.

L’article de Sriskanthadevan et al., a d’ailleurs évalué le niveau d’ERO via la sonde MitoSOX
sur des échantillons de cellules saines et leucémiques. Les résultats montrent que les cellules
LAM primaires sont plus sensibles a la production d’ERO induite par la roténone par rapport
aux cellules hématopoiétiques normales, contrairement a I’induction par I’ Antimycine ou les
cellules hématopoiétiques normales sont plus sensibles a la production d’ERO

mitochondrialel'84,

(cnm—‘P—{@] (cnm,—';u@]
3 3

MitoSOX 2 - 0OH-Mito-E*

Figure 37: Mécanisme d’action du MitoSOX

Il existe d’autres techniques de mesure des ERO, cependant elles ne sont pas toutes spécifiques
aux ERO mitochondriaux et/ou a I’anion superoxyde. En effet, la membrane mitochondriale est
semi perméable, permettant a ’anion superoxyde de se diffuser et de se retrouver dans le
cytosol. Cependant comme expliqué précédemment, I’anion superoxyde présente une demi-vie
tres breve du fait de I’électron célibataire. Celui est rapidement pris en charge par les
superoxyde dismutase (SOD), qui vont alors le transformer en peroxyde d’hydrogene (H20>),

molécule tres stable. Ainsi, la réaction catalysée est : 20 + 2H* 2 02 + Hz0:.

Chez I’'Homme, il y a trois formes de SOD qui coexistent. Parmi les trois, il y a deux types de
CuZn-SOD, soit le SOD1 qui est une protéine dimérique présente dans le cytoplasme et I’espace
intermembranaire mitochondrial, soit le SOD3 qui est une protéine extracellulaire tétramérique.
La troisieme forme est le SOD2, Mn-SOD, situé¢ dans la matrice mitochondriale et sur la paroi
interne des mitochondries. Ici, vu que I’on s’intéresse aux ERO mitochondriaux, il faut bien
prendre en compte I’implication des SOD mitochondriaux.

Ainsi, les ERO peuvent étre également mesurées avec une sonde fluorogéne, le HDCFDA,
diacétate de dichlorodihydrofluorescéine. Celui-ci, perméant aux cellules, est une forme

chimique réduite de fluorescéine, utilisée comme indicateur des ERO dans les cellules. Aprés
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diffusion dans la cellule, les groupes acétyle sur HoDCFDA sont clivés par l'estérase
intracellulaire pour donner le composé non fluorescent qui est rapidement oxydé par les ERO
en 2',7'-dichlorodihydrofluorescéine (DCF), hautement fluorescente (Figure 38). L'intensité de

fluorescence est proportionnelle aux niveaux des ERO dans le cytosol cellulaire.

! C=O0=C~CHy
SR |
7" HDCFDA \
Activité estérase é eytoplasme
cellulaire ! H,DCF P

Figure 38: Mécanisme d’action du H,DCFDA

Les ERO peuvent étre détectées et quantifiées également par le réactif CellRox. C’est une
nouvelle sonde fluorogénique permettant de mesurer le stress oxydatif dans les cellules
vivantes. Perméant aux cellules, il est faiblement fluorescent a 1’état réduit. Il affiche une
fluorescence lors de I’oxydation par des ERO.

Le dihydroethidium (DHE) peut étre dos¢ afin de mesurer les ERO directement dans les cellules
vivantes. Le DHE est utilis¢ comme une sonde fluorescente pour la détection de la génération
des ERO et il est spécifique a 'Oz et au H2O,. En effet, le DHE présente une fluorescence
bleue dans le cytosol jusqu’a ce qu’il soit oxydé, moment auquel il s’intercale dans I’ADN de
la cellule, colorant son noyau d’une fluorescence rouge. Le DHE est la forme réduite du
bromure d’éthidium, colorant de I’ADN, qui est capable de se diffuser passivement dans les
cellules. Lors de sa réaction avec 1’027, le DHE forme un produit fluorescent rouge, le 2-

hydroxyéthidum.

Des travaux dans les cancers solides ont mis en évidence qu’une activité¢ défectueuse de la
chaine respiratoire augmentait la production d’ERO. Ces ERO favorisent la prolifération et la

métastase des cancers!3%186],

Ces différentes techniques de sondes fluorescentes (masse mitochondriale, potentiel de

membrane, ERO) peuvent s’effectuer par I’intermédiaire de la CMF comme vu précédemment.

86



Donc, en plus des inconvénients propres a chacune de ces techniques, elles présentent des
inconvénients liés a cet appareil. Par exemple, en CMF, les expériences utilisent une densité

cellulaire importante.

e) Consommation d’oxygene

Il est également possible d’avoir recours a une analyse fonctionnelle du métabolisme
mitochondrial, en passant par la mesure de la consommation d’oxygeéne. La quantité totale
d’oxygene consommé par les mitochondries des LAM ne représente cependant qu’une image
partielle du fonctionnement de leur OxPhos. En effet, I’OxPhos est un processus biologique qui
associe la phosphorylation de I’ATP a partir d’ADP et de Phosphate inorganique au
fonctionnement de la chalne respiratoire (qui consomme 1’oxygene). Mais il existe plusieurs
enzymes qui consomment de 1’oxygene dans une cellule tels que le cytochrome ¢ oxydase
mitochondriale, mais aussi les NADPH oxydases, les xanthines oxydases, les
cyclooxygénases,... C’est I’utilisation d’inhibiteurs appropriés qui permet de faire le lien entre
consommation d’oxygeéne et phosphorylation oxydative mitochondriale. Deux types de
technologie sont basées sur la mesure de la quantit¢ d’oxygene dissous dans le milieu
extracellulaire : La mesure polarographique a 1’aide d’une électrode de Clark (exemple :

Oroboros O2k) et la mesure par fluorimétrie (exemple : Seahorse XFe24).

La polarographie est une méthode de détection électrochimique permettant de détecter la
quantité d’oxygene dissous grace a la mesure de la courbe courant-potentiel, polarisée entre 2
¢lectrodes au cours d’une électrolyse. Elle représente le « gold standard » en termes
d’oxygraphie. Fondée sur la mesure de la quantit¢ d’oxygeéne dissous dans le milieu
extracellulaire, 1’Oroboros, qui est constitué des électrodes de Clark, reste la technique de
référence. La polarographie est une méthode de détection électrochimique permettant de
déterminer la quantité d’oxygeéne dissous grace a la mesure de la courbe courant-potentiel
d’électrodes polarisées au cours d’une électrolysel'®7. L ¢électrode de Clark est composée d’une
cathode en platine polarisée a -0,6 V et d’une anode en argent reliées par un électrolyte (KCl
3M) et séparées du milieu de culture ou baignent les cellules par une membrane semi-perméable
par laquelle diffuse I’oxygene. Dans ces conditions, les molécules d’oxygene présentes dans la
cuve de mesure diffusent a travers la membrane et sont réduites a la cathode selon la réaction
suivante : Q2 + 4H* + 4¢ 2 2H,0.

La réaction d’oxydation qui se produit de maniére concomitante au niveau de I’anode est :
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4Ag +4ClF 2 44gCl + 4e.
Ainsi on a une équation bilan de la réaction équivalente :
4Ag +4ClF + O; + 4H' 2 44gCl + 2H;O0.
Entralnant ainsi la génération d’un courant proportionnel a la concentration d’oxygeéne dissous
dans le milieu (Figure 39). Dans ce contexte, la variation de courant induit est directement
proportionnelle a la concentration d’oxygene dissous dans le milieu d’incubation. En effet, le
nombre d’électrons que les électrodes s’échangent dépend de I’oxygeéne, ou plus on a

d’oxygene, plus le courant est fort.

Solution
de KCI

Electrode
de référence
(Ag/AgCl)

Electrode
de travail
(Au, Pt ou Pd)

Membrane en Téflon

Cellules
Milieu

. . . I d'analyse

Figure 39: Schéma de 1'électrode de Clark

Cependant les mitochondries ne sont pas les seules a consommer de I’oxygéne : les NOS, les
prolyl hydroxylases,... D’ou la consommation d’oxygeéne mitochondriale est déterminée en
utilisant différents substrats et/ou inhibiteurs de la chaine respiratoire.

- L’Oligomycine inhibe le complexe Fo-F1 ATP synthase, qui phosphoryle I’ADP en ATP
en utilisant le gradient électrochimique de protons. Ainsi, I’inhibition de I’ATP synthase, inhibe
toute 1’activité de la chaine respiratoire li¢ a la phosphorylation de I’ADP.

- Le FCCP, protonophore, qui fait rentrer des protons dans la matrice mitochondriale, ce
qui mime une demande d’ATP, entraine une accélération de la chaine respiratoire afin de
maintenir le gradient de proton. Il faut savoir qu’a chaque injection, on augmente la
consommation d’oxygene, jusqu’a saturation.

- La Roténone et I’Antimycine A, permettent d’éliminer totalement la consommation
d’oxygene par les complexes respiratoires, en inhibant respectivement le complexe I et le
complexe III.

11 faut étre conscient des avantages et inconvénients de chaque instrument. L’Oroboros présente

des avantages comme de travailler sur des cellules en suspension et également de faire de
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multiples injections d’inhibiteurs. Cependant, les électrodes de Clark ne permettent d’analyser
qu’un faible nombre d’échantillons (2 ou 3) a la fois et ne peuvent pas mesurer simultanément
’acidification extracellulaire relative a 1’activité glycolytique des cellules, comme c’est le cas

pour le Seahorse®.

Dans son article, Erdem et al., ont également utilisé I’Orobosos comme technique pour mettre
en évidence une adaptabilité métabolique des cellules cancéreuses dans une cohorte de patients
atteints de LAM FLT3-ITD+. Ainsi, par ’intermédiaire de I’Oroboros, il a été montré que
l'inhibition de l'activité du complexe II de la chalne respiratoire, entraine une réduction de la
consommation d’oxygeéne dans les cellules FLT3-ITD+ et MOLM13 contrairement aux cellules

FLT3-wt (wild type) et HL60!32],

i. Seahorse®

La détection par fluorimétrie de la concentration d’oxygene repose sur I’utilisation de molécules
sensibles a I’oxygene, dont la fluorescence sera détectée par un capteur optique. La fluorescence
de ces molécules est liée a la concentration d’oxygene dissous. Ainsi en absence d’oxygene, la
fluorescence est maximale, tandis qu’en présence d’oxygéne, 1’émission photonique des sondes
fluorescentes diminue, il s’agit du phénoméne dit de quenching. Un analyseur de flux
extracellulaire en temps réel, comme le Seahorse® permet de détecter cette fluorimétriel!88],

Le Seahorse® peut analyser de maniére automatisé semi-haut-débit simultanément 24 a 96 puits
selon les machines, ce qui a permis d’analyser plusieurs conditions a la fois. Les fluorimetres
(XFe Seahorse) sont aussi considérés aujourd’hui comme une alternative fiable et robuste pour
quantifier la consommation d’oxygéne de divers modeéles. Le principe de cette technologie
permet de créer une chambre hermétique contenant les cellules dans laquelle on détermine a
I’aide de sondes fluorescentes a la fois le niveau d’oxygéne dissous dans le milieu de culture et
la quantité de protons libérés par les cellules (via la mesure du pH avec I’acidité extracellulaire).
Avec la technologie Seahorse®, deux possibilités existent avec une plaque 24 puits ou 96 puits
ou se retrouveront les cellules dans leur milieu de culture ainsi qu’une cartouche (embarquant
les sondes fluorescentes et 4 pores contenant les différents composés a injecter). La chambre
peut se rouvrir pour la réoxygénation des cellules (et éviter I’hypoxie), ce qui maintient la
quantité d’oxygeéne constante au moment de I’analyse. Comme précisé précédemment, autour

de I’¢électrode, on a 4 petits réservoirs pour contenir des inhibiteurs. Ainsi, différentes
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composantes du métabolisme de I’OxPhos peuvent étre caractérisées a 1’aide d’inhibiteurs. En
effet, la consommation d’oxygene des mitochondries mesurée instantanément est naturellement
liée a la demande énergétique et a la quantité d’ATP disponible au moment de la mesure. La
capacité des cellules a augmenter rapidement leur phosphorylation oxydative pour faire face a
une demande urgente en ATP n’est pas appréhendable sur la base de cette seule consommation
d’oxygene dite « basale ». Il convient alors d’utiliser des substances pharmacologiques
protonophores comme le FCCP pour mimer une demande énergétique soudaine et déterminer
la capacité des cellules a atteindre la consommation d’oxygeéne maximale qu’elles sont
susceptibles d’atteindre. Cette valeur est définie comme la «capacité de réserve

mitochondriale » (ou SRC pour Spare Reserve Capacity)!'#1.

L’expérience se déroule de la maniére suivante : On réalise 3 mesures en absence d’inhibiteur
afin de mesurer la consommation basale en oxygéne (exprimé en pmol d’O>.min!). Puis, on
injecte ’Oligomycine, qui va inhiber le complexe Fo-F1 ATP synthase, qui phosphoryle I’ADP
en ATP en utilisant le gradient électrochimique de protons. Ainsi, ’inhibition de I’ATP
synthase, empéche toute 1’activité de la chaine respiratoire liée a la phosphorylation de I’ADP,
entrainant ainsi une chute de la consommation d’oxygene. La différence entre la consommation
d’oxygene basale et la consommation résiduelle, permet de mesurer la consommation
d’oxygene dépendante de la synthése d’ATP, aussi appelé ATP Turnover. On injecte ensuite le
FCCP, protonophore permettant de faire rentrer des protons dans la matrice mitochondriale et
de mimer une demande d’ATP, entrainant une accélération de la chaine respiratoire afin de
maintenir le gradient de proton. En réponse au FCCP, l’activité de la chaine respiratoire
augmente, ce qui entraine une augmentation de la consommation d’oxygene jusqu’a atteindre
un pic, définissant alors la consommation d’oxygéne maximale. Le ratio de la consommation
d’oxygene maximale et de la consommation d’oxygene basale permet de mesurer la capacité
de réserve mitochondriale ou SRC, qui caractérise la capacité d’accélération de la chaine

respiratoire face a un stress énergétique.

Une problématique technique pour la mesure de la SRC réside dans le fait que si le FCCP n’est
pas en concentration suffisante alors son effet sera minimis¢ et il ne permettra pas 1’induction
d’une consommation d’oxygene maximale. A 1’inverse si la concentration en FCCP est trop
élevée, cela déstabilise la membrane mitochondriale interne ce qui a pour conséquence de faire
chuter la consommation d’oxygene. Il est ainsi nécessaire d’utiliser une gamme de

concentration de FCCP afin d’atteindre la concentration de saturation.
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Enfin, on ajoute ’association de I’ Antimycine A (inhibiteur du complexe III) et de la Roténone
(bloque le transfert des électrons vers le complexe I) afin d’inhiber totalement I’activité de la

chaine respiratoire et permettre de définir les parts de I’OxPhos attribuées a la fuite de proton

(dit proton leak) et a la respiration non-mitochondriale (Figure 40)!!°%,
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Figure 40: Mécanisme d'action du Seahorse®
A I’aide du Seahorse®, on mesure ainsi la quantité d’oxygéne dissous dans le milieu par un
protocole spécifique. Il permet également de mesurer 1’acidification du milieu extracellulaire.
La mesure de ces taux est réalisée directement, permettant d’avoir une véritable valeur de
I’activité métabolique. Cette technique peut également permettre de mesurer la flexibilité

métabolique.

ii. MitoXpress
Une autre méthode permet d’évaluer la consommation d’oxygeéne par fluorimétrie, le
MitoXpress®. Contrairement au Seahorse®, le MitoXpress® mesure la consommation
d’oxygene dans des puits ou 1’on retrouve : les cellules a analyser, la sonde fluorescente qui
permet de mesurer la consommation d’oxygene et enfin une couche de gras permettant de
fermer la chambre d’analyse dans les puits. Les cellules ne vont pas étre ré-oxygénée pendant
I’expérience. Ce test de fluorescence a résolution temporelle est fondé sur la capacité de
l'oxygeéne a éteindre 1'état excité de la sonde. Ainsi, les modifications de la consommation
d'oxygene reflétent les modifications de l'activité mitochondriale par I'intermédiaire des

modifications du signal de la sonde MitoXpress® au fil du temps.
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Cependant la mesure de la consommation d’oxygene par les différentes de fluorimétrie présente
des limites :

- L’étude par oxymétrie de la consommation d’oxygene se réalise sur un modele fondé
sur ’utilisation du FCCP. Cependant, il est possible que le FCCP fasse rentrer un nombre de
protons plus élevé que ne pourrait le faire toutes les ATP synthases en fonctionnement. Ainsi
la consommation maximale d’oxygéne dans ce modele est possiblement surévaluée.

- La capacité de réserve mitochondriale est mesurée dans un contexte ou la Fo-Fi ATP
synthase est inhibée par I’Oligomycine, c’est-a-dire en absence de synthése d’ATP
mitochondriale. On se retrouve alors dans un contexte éloigné des mécanismes physiologiques.
- La consommation d’oxygéne est mesurée sur des échantillons de patients post-ficoll,
donc on n’est pas sur un échantillon purement blastique, celui-ci est contaminé par la présence
de certaines cellules saines.

- La derniére limite est que celles-ci mesurent une moyenne de 1’activité métabolique. Par
exemple, dans un échantillon de cellules, il peut y avoir plusieurs sous-types de cellules,
certaines actives métaboliquement contrairement a d’autres moins actives métaboliquement.
Ainsi, la fluorimétrie va donner une moyenne des activités métaboliques de ces sous-

populations sans pouvoir les distinguer.

f) Quantification de ’ADNmt

La mitochondrie posséde son propre génome. L.’ensemble de I’ADNmt code pour 37 génes dont
13 génes vont étre traduit en protéines présentes au niveau de la MMI, les autres genes codent
pour des ARNt et des ARN ribosomaux. Ainsi une évaluation de la quantité de mitochondries
permet de refléter le métabolisme mitochondrial. Celle-ci peut étre étudiée, par une
quantification d’un fragment d’ADN mitochondrial grace a une PCR quantitative (qPCR) en
temps réel. La qPCR est une méthode particuliére de réaction en chaine par polymérase
permettant de mesurer la quantité initiale d’ADN présente dans un échantillon donné. Diverses
publications ont ainsi montré que la quantité d’ADN mitochondrial était plus importante dans

la LAMI!80.191],
L’autre possibilité consiste a analyser 1’expression de plusieurs transcrits codés par I’ADNmt

dont I’expression relative mesuré en qRTPCR est proportionnelle a la quantit¢ d’ADNmt.

Sriskanthadevan et al. (2015), ont évalué le nombre de copies d’ADNmt par RT-PCR entre les
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cellules hématopoiétiques normales et les échantillons primaires de LAM et ont abouti a la

méme conclusion!'84],

g) Signature de génes codant pour des protéines mitochondriales

La transcriptomique regroupe un ensemble de techniques (RNAseq, Microarray) permettant
une analyse quantitative relative des ARN. Il faut étre conscient que dans le cas des génes
codant pour des protéines mitochondriales, la plupart des transcrits sont d’origine nucléaire
mais qu’un petit nombre est aussi codé¢ par le génome mitochondrial.

Ces résultats de transcriptomique vont permettre de déterminer dans chaque population
I’enrichissement des génes liés au métabolisme mitochondrial (analyse GSEA). Le GSEA
(«Gene SET Enrichment Analysis ») est une analyse bio-informatique qui interprete les données
d’expression génique, en se concentrant sur des ensembles de geénes, c’est-a-dire des groupes
de génes partageant une fonction biologique, une localisation chromosomique ou une régulation
commune. On peut alors identifier si un ou un ensemble de geénes est sur- ou sous-représenté.
De la méme maniére, la limite de cette méthode est que I’expression des génes n’est pas

systématique au niveau du phénotype.

h) Activités enzymatiques des complexes de la chaine respiratoire

A I’aide des techniques spectrophotométriques, il est possible d’analyser les activités de chaque
complexe de la chaine respiratoire mitochondriale. L’activité enzymatique de chaque complexe
de la chaine respiratoire peut étre dosée par des techniques d’enzymologie en
spectrophotométrie. Le principe des dosages des complexes repose sur le transfert d’électrons
d’un donneur a un accepteur. La spectrophotométrie va alors mesurer soit la vitesse d’apparition
d’un accepteur réduit, soit la disparition d’un donneur oxydé, afin de quantifier I’activité
enzymatique. Ces tests fournissent une estimation quantitative simple des activités
enzymatiques spécifiques en suivant les densités optiques des différentes enzymes
correspondant aux complexes dont on veut mesurer 1’activité en présence de leurs substrats
et/ou inhibiteurs spécifiques. Ces tests reposent sur des protocoles standardisés des

mitochondriopathies! %1931,

o Complexe I

Ce complexe catalyse la réaction enzymatique :

NADH +H"' + ubiquinone — NAD + ubiquinol
Le dosage de I’activité de ce complexe se fait en de mesurant I'oxydation du NADH, dont

I’absorbance est mesurée a 340nm, en présence d’un analogue de [’ubiquinone, le
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décylubiquinone (méme noyau aromatique mais la chaine latérale est beaucoup plus courte,
donc moins hydrophobe). On utilise cet analogue car I'ubiquinone est une molécule tres
hydrophobe, entrainant des problémes de solubilisation dans un dosage enzymatique comme

celui-ci (Figure 41).

Figure 41: Structure chimique de I’Ubiquinone

Lors de la mesure spectrophotométrique, la diminution de 1’absorbance a 340nm est
proportionnelle a I’activité du complexe I. On suit alors la densité optique (DO) du NADH en
présence ou non de roténone (inhibiteur spécifique du complexe I), afin d'obtenir 'activité
d'oxydation du NADH spécifique du complexe I. En effet, il existe des activités NADH qui ne
sont pas mitochondriale et donc insensible a la roténone, inhibiteur spécifique du complexe I

de la chaine respiratoire.

Erdem et al., ont récemment mis en évidence une adaptabilité métabolique des cellules
cancéreuses en €évaluant les signatures métaboliques dans une cohorte de patients atteints de
LAM FLT3-ITD+. Pour arriver a cette conclusion, ils ont réalisé plusieurs expériences dont la
mesure de I’activité du complexe I de la chaine respiratoire. Celle-ci précise que les lignées
cellulaires avec un métabolisme majoritairement OxPhos (MOLM13, MV411) présentent une
activité¢ du complexe I plus élevée que les cellules de la lignée glycolytique (FLT3-wt, HL-60,
THP1, K562) (Figure 42)1132,
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Figure 42: Activité enzymatique du complexe I de la chaine respiratoire dans des cellules LAM,
d’aprés Erdem et al 1132

o Complexe II

La Succinate déshydrogénase catalyse deux réactions enzymatiques successives :

succinate + FAD — fumarate + FADH? ¢t FADH) + ubiquinone — FAD + ubiquinol

Le dosage du complexe II fait intervenir un composé chimique de couleur bleue, le
dichlorophénolindophénol (DCPIP), qui absorbe la lumic¢re & 600nm. On utilise ce réactif
synthétique car le FADH; est produit a I’intérieur de ’enzyme et n’est donc pas mesurable.
Ainsi, la décylubiquinone va transférer au cours de la réaction ses électrons au DCPIP. Lorsque
ce compos¢ est réduit par I'ubiquinol, il perd alors sa couleur bleue et n'absorbe plus la lumiére
(Figure 43). C’est pourquoi, lors de la mesure spectrophotométrique, la diminution de
l'absorbance a 600nm est alors proportionnelle a l'activité du complexe II. Cette réaction est

relativement spécifique donc il n’est pas nécessaire d’avoir un inhibiteur du complexe II comme

b
N cl N._~_Cl
/©/ + 2HY 4 207 e— /©/ |
ci cl

Dichlorophénolindophénol Dichlorophénolindophénol
(forme oxydée) (forme réduite)
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Figure 43: Mécanisme d’action du Dichlorophénolindophénol

De la méme manicere, Erdem et al. (2022), ont montré que les lignées cellulaires avec un

métabolisme majoritairement OxPhos (MOLM13, MV411) présentaient une activit¢ du
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complexe II plus élevée que les cellules de la lignée glycolytique (FLT3-wt, HL-60, THP1,
K562) (Figure 44)1321,
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Figure 44: Activité enzymatique du complexe II de la chaine respiratoire dans des cellules LAM,
d’aprés Erdem et al 1132

o Complexe I1I

Le complexe III, quant a lui, catalyse la réaction suivante :
cytochrome c oxydé + ubiquinol — cytochrome c réduit + ubiquinone

On a donc une oxydation de 1’'ubiquinol en ubiquinone, entrainant le transfert des électrons au
CytC (réduction du CytC). Le dosage repose sur la mesure de la réduction du CytC qui une fois
réduit absorbe la lumic¢re a 550nm. C’est pourquoi, on retrouve une proportionnalité entre
I’augmentation de 1’absorbance a 550nm et ’activité du complexe III. On suit ainsi la DO en
présence ou non d’antimycine (inhibiteur spécifique du complexe III), afin d'obtenir 1'activité
de réduction du CytC spécifique du complexe III. En effet, il existe des activités non
respiratoires qui induisent 1’oxydation de 1’ubiquinol, d’ou I’intérét d’utiliser un inhibiteur
spécifique du complexe III. On peut ainsi mesurer 1’activité de ce complexe en calculant la
différence entre 1’activité totale et celle résistante a I’antimycine A, mesurée en paralléle par un

dosage en présence d’antimycine A.

Sriskanthadevan et al. (2015) ont mis en évidence un métabolisme mitochondrial dérégulé pour
les cellules de LAM. Pour arriver a cette conclusion, ils ont réalisé plusieurs expériences dont
la mesure de I’activit¢ du complexe de la chaine respiratoire entre des cellules saines et
leucémiques. Dans celle-ci, il a ét¢ montré qu’il y avait une différence d’activité enzymatique
des complexes I et I, mais pas des complexes III, IV et V de la chaine respiratoire (Figure 45).

En effet, I’activité¢ enzymatique des complexes I et II était plus élevée dans les lignées
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cellulaires LAM et les échantillons primaires de patients atteints de LAM par rapport aux

cellules hématopoiétiques saines!!34,
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Figure 45: Comparaison de I'activité des complexes de la chaine respiratoire entre cellules saines
et LAM, d apres Sriskanthadevan et al, 1'%

o Complexe IV
La cytochrome c oxidase catalyse cette réaction enzymatique :
cytochrome c réduit + 12 O, + p]: (N cytochrome c oxydé + H,O
Ce dosage repose sur la mesure de 'oxydation du CytC Le CytC réduit absorbe la lumicre a
550nm, c’est pourquoi, la diminution de 1'absorbance a 550nm est proportionnelle a l'activité
du complexe IV. 1l n’y a pas besoin d’inhibiteurs de ce complexe comme le cyanure de

potassium, car cette réaction est relativement spécifique.

o ATP synthase (= complexe V)

L’activité de I'ATP synthase est mesurée selon une méthode adaptée de Rustin et al. (1994). La
Fo-F1 ATP synthase catalyse la syntheése de I'ATP a partir de 'ADP et de Pi, mais il faut savoir
que cette réaction est réversible. Le principe du dosage de I’ATP synthase consiste a mesurer
la formation d’ADP a partir d’ATP, en utilisant le systéme enzymatique. Il faut pour cela
mesurer I’hydrolyse de I’ATP en ADP et Pi par la Fi-ATPase, en sachant que la formation
d’ADP est couplée a la formation de NAD™ en présence de phosphoénol pyruvate (PEP), de
NADH, de la pyruvate kinase (PK) et de la LDH (Figure 46).
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ATP F1-ATPase ADP

ADP + PEP — X, ATP + Pyruvate

Pyruvate + NADH NAD* + Lactate

Figure 46: Cascade de réaction chimique découlant de ’ATP

L’absorbance du NADH sera alors mesurée a 340nm. La diminution de 1’absorbance est
proportionnelle a D’activit¢ de 1I’ATPase. Ce dosage est réalis¢ en présence ou non
d’Oligomycine, inhibiteur de I’ATP synthase, afin de mesurer 1’activité spécifique de celle-ci.
Cependant, il y a une certaine limite a 1’analyse des activités de chaque complexe de la chaine
respiratoire mitochondriale. En effet, les données issues de ces dosages varient en fonction de
la masse mitochondriale, c'est a dire de la quantité de mitochondries dans la cellule. I1 est donc

nécessaire de normaliser.

o Citrate synthase

Pour la normalisation des mitochondries, on va doser une enzyme : la citrate synthase. On dose
cette enzyme du cycle de Krebs ce qui permet d’avoir un contrdle pour évaluer la quantité de
mitochondrie. La citrate synthase catalyse cette réaction enzymatique :

Oxaloacétate + Acétyl CoA — Citrate + CoASH

Le CoASH formé lors de la réaction va réagir avec le 5,5’ DiThiobis-2-NitroBenzoic acid

(DTNB) pour se transformer en TNB, qui absorbe spécifiquement a 412nm (Figure 47).

Oxaloacétate Acétyl CoA
Citrate
synthase
Citrate CoASH DTNB
CoA-S-S-TNB TNB

Figure 47: Mécanisme d’action de la citrate synthase

Par la suite, un ratio est réalisé entre I’activité des complexes et celle de la citrate synthase afin

de normaliser les dosages des activités de chaque complexe.
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C’est, dans ce contexte que, Sriskanthadevan et al., ont réalisé la normalisation de I’activité des

complexes de la chaine respiratoire (Figure 48)!84],
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Figure 48: Comparaison de I'activité des complexes de la chaine respiratoire entre cellules saines
et LAM 2 la suite d’une normalisation par la citrate synthase, d ‘apreés Sriskanthadevan et al,./"*"

i) Métabolomique & Fluxomique

Le métabolisme mitochondrial peut également étre évalué par des études de métabolomique et
de fluxomique. La métabolomique est I’analyse de 1’ensemble des constituants de faible masse
moléculaire d’une cellule ou d’un organisme. La technique de la métabolomique consiste a
identifier et quantifier les métabolites d’une cellule par spectrométrie de masse (SM)!'*# ou par
résonance magnétique nucléaire (RMN).

La fluxomique, quant a elle, mesure la dynamique du métabolisme permettant d’obtenir le
comportement du métabolisme a I’échelle d’une cellule, d'un tissu ou d'un organisme.

Ainsi, ces techniques peuvent étre réalisées afin d’évaluer les cellules leucémiques ou

directement le plasma des patients.

1) A partir de cellules leucémigues

Deux niveaux d’analyses se distinguent, soit une analyse ciblée soit une analyse globale.
L’analyse ciblée a pour but de mesurer quantitativement et spécifiquement un ou un nombre
réduit de métabolite. L’analyse globale, quant a elle, permet d’évaluer tous les composés
appartenant a une voie métabolique ou a une famille chimique donnée. Ce type d’approche
permet d’obtenir une meilleure compréhension de la fonction ou de la régulation d’une voie

métaboliques et/ou de ses liens avec les autres voies métaboliques (profilage métabolique). A
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travers ces méthodes, on peut soit obtenir la quantité de métabolites totaux et soit visualiser la

provenance et le devenir des métabolites.

L'énergie totale produite par les cellules de mammiferes est due a la dégradation du glucose,
des acides aminés et/ou des lipides. Dans le cadre de la métabolique avec marquage isotopique,
il est donc possible d’incuber les cellules avec du glucose dont tous les atomes de carbone 12
(C'2) ont été remplacés par des isotopes de carbone 13 (C'3). A I’aide de la spectrométrie de
masse, on peut alors identifier les molécules contenant du C'? ou celles contenant du C'3. De
cette maniére, si I’on incube les cellules avec du glucose marqué au C!3, on peut suivre le
devenir de ces atomes au niveau des métabolites du cycle de Krebs et donc identifier tous les
métabolites issus de ce glucose. Dans ce contexte, le marquage isotopique peut se faire sur le

glucose mais également sur la glutamine (un acide aminé) et le palmitate (un acide gras).

Erdem et al. (2022) ont récemment utilisé la SM afin de suivre et de quantifier le lactate marqué
C!3 sur des lignées cellulaires leucémiques, tel que les MOLMI13. Ces analyses du flux
métabolique du lactate marqué révelent que les cellules LAM utilisent le lactate (converti en
pyruvate) comme métabolite principal pour la respiration mitochondriale. C’est pourquoi,
I”'inhibition du transport du lactate en bloquant le transporteur d'acide monocarboxylique 1
(MCTT1) améliore la sensibilité a I'inhibition du complexe II de la chaine respiratoire in vitro

ainsi qu'in vivol132,

Drailleurs la SM peut détecter des composés a des concentrations inférieures au nanomolaire

(1951 Cette sensibilité supérieure est un avantage étant donné qu’elle peut détecter un nombre

s[1961 Cependant, celle-ci présente aussi certaines limites. 11

relativement important de composé
est nécessaire avec la SM, d’ioniser les composés afin de pouvoir les détecter. Ainsi, il faut
savoir que cette étape d’ionisation peut étre difficile a contrdler (celle-ci pouvant engendrer des
problémes de reproductibilité) mais également que certains compos€s non ionisables ne
pourront pas étre détectés par cette technique.

Dans le cadre des flux métaboliques, la méthode est fondée sur la combinaison d'expériences
de marquage isotopique et d'outils mathématiques permettant de calculer les vitesses des

réactions a partir du marquage isotopique des métabolites.
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La SM permet également de doser des métabolites du métabolisme énergétique dans le sérum
de patient. Le plasma des patients peut étre ainsi dos¢, donnant la composition des ¢léments
relargués ou utilisés par les blastes leucémiques (par exemple le pyruvate, le lactate ou le
citrate).

Gronningsceter et al. (2019) ont évalu¢ le profils métabolomiques sériques dans des
¢échantillons de sérum de patients atteints de LAM recevant un traitement a base d'ATRA (acide
rétinoique «all-transy) et d'acide valproique associ¢ a des médicaments cytotoxiques a faible
dose (cytarabine, hydroxyurée, 6-mercaptopurine). Le profilage non cibl¢ a identifi¢ 888
métabolites, dont environ 36 métabolites ont montré une différence significative entre les
échantillons de prétraitement provenant de répondeurs et de non-répondeurs. Les métabolites
concernés sont classés en peptides (gamma-glutamyltyrosine), en acides aminés (tyrosine,
méthionine, histidine, lysine, thréonine, homoarginine) en métabolites d'acides aminés
(indolepropionate, 2-méthylbutyrylcarnitine, 5-hydroxylysinepropionyl) en métabolites
lipidiques et en métabolites de la sous-classe du métabolisme glucidique/énergétique (mannose,

citrate)!184197],

i) Mesure de la capacité de rétention calcique (CRC)

Comme expliqué précédemment, le calcium a un role dans le métabolisme énergétique
mitochondrial avec la régulation du cycle de Krebs. Ainsi, on retient par la capacité de rétention
calcique, la quantité de calcium nécessaire et suffisante pour provoquer I’ouverture du pore de
transition de perméabilité (PTP). Afin de 1’évaluer, on mesure la fluorescence du Calcium
Green, qui est une sonde fluorescente spécifique du calcium extra-mitochondrial qui ne se
diffuse pas au travers des membranes. Comme précisé précédemment, le calcium est un
puissant inducteur de 1’ouverture du PTP. Cette molécule est alors ajoutée a doses fixes répétées
sur une suspension de mitochondries isolées. A chaque addition, une augmentation de
fluorescence est observée avant de diminuer au fur et a mesure que le calcium est capté par les
mitochondries. Une fois ’ouverture du PTP provoquée, le calcium est libéré par les
mitochondries entrainant une augmentation de fluorescence. La quantité de calcium utilisée
pour déclencher cette ouverture détermine la capacité de rétention calcique. Bien qu’utilisée en
routine pour évaluer la fonction mitochondriale, I’ensemble de cette technique s’effectue sur
mitochondries isolées, ce qui ne permet pas de prendre en compte I’ensemble des contraintes

métaboliques environnantes.
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k) Autres techniques en lien avec le métabolisme énergétique

mitochondrial

Des techniques comme la mesure de I’ouverture du pore de perméabilité et le priming
mitochondrial, n’évaluent pas le métabolisme énergétique, mais néanmoins présentent des liens
importants avec celui-ci. En effet, on sait que le potentiel de membrane influence 1’ouverture
du PTP ou bien que la protéine Bcl2 influence I’OxPhos. Ces techniques sont donc intéressantes

et pertinentes vu les liens qu’elles présentent avec le métabolisme énergétique.

Impliquée dans de nombreuses fonctions, la mitochondrie joue un réle majeur dans la régulation
de la mort cellulaire en participant a I’apoptose par la fuite du CytC dans le cytoplasme mais
aussi par I’ouverture du PTP. En effet, le PTP est reconnu comme un mécanisme essentiel a la
cellule pour s’adapter a son environnement ou stress métabolique et lui permettre de décider si
elle doit mourir ou survivre. Ainsi, dans certaines situations, la membrane interne devient
librement perméable a tous les composés d’une taille inférieure a 1,5 kDA. Cette modification
de perméabilité (= transition de perméabilité) est due a I’ouverture d’un canal non spécifique
appelé le PTP. C’est par ce phénomeéne, qu’en réponse a des signaux de stress, la mitochondrie

va libérer le CytC.

La technique de référence afin de visualiser par imagerie 1’ouverture du PTP se base sur
I’utilisation de Calcéine et de Cobalt!!®®). La calcéine est une sonde fluorescente perméante qui
se diffuse dans toute la cellule ou elle émet de la fluorescence tant que la membrane plasmique
reste intégre. Le cobalt, quant-a-lui, n’entre pas dans les mitochondries et éteins la fluorescence
de la calcéine dans le cytosol, ce qui permet de révéler les mitochondries. Un ionophore au
calcium va provoquer I’ouverture du PTP, le cobalt va alors pouvoir se diffuser partout
entrainant une distribution de la calcéine (Figure 49). L’expérience est réalisée avec du CsA
(prévenant le phénomene de décompartimentation et retardant 1’ouverture du PTP) pour

confirmer que I’effet est li¢ a I’ouverture du PTP.
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Figure 49: Evaluation du PTP par la méthode Calcéine-Cobalt

Cependant, cette technique de référence pour la visualisation de 1’ouverture du PTP, présente
des limites. En effet, elle permet uniquement d’interpréter deux statuts du PTP : « ouvert » ou
« fermé », mais ne permet pas de visualiser le phénoméne d’ouverture transitoire du PTP ou
flickering, durant lequel il y a libération de certains solutés sans diminution du potentiel

membranaire mitochondrial, puisque ce dernier n’est pas mesuré!®?],

La sensibilité au priming mitochondrial, ¢’est-a-dire a induire 1’apoptose, un processus par
lequel des cellules déclenchent leur autodestruction en réponse a un signal. C’est un phénomene
physiologique de mort cellulaire programmée. Afin d’expliquer au mieux ce phénomene, il est
nécessaire de le contextualiser. Nous savons que la capacité des agents anticancéreux a induire
I’apoptose des cellules leucémiques dépend en partie de leur capacité a activer la voie
mitochondriale de I’apoptose. Par exemple, les agents qui attaquent ’ADN induisent
I’augmentation d’expression des protéines pro-apoptotiques de la famille Bcl-2 comme Bax ou
Bak qui vont perméabiliser la MME et induire la libération du Cyt C, qui appartient a la chaine
respiratoire mitochondriale en assurant le transfert des électrons entre le complexe III et le
complexe IV. Une fois que le CytC est libéré dans le cytosol, il se lie au facteur activateur des

protéases apoptotiques (APAF1), ce qui déclenche une cascade de réactions responsables du

103



phénoméne d’apoptose. Cependant, les cellules cancéreuses surexpriment les protéines anti-
apoptotiques de la famille Bcl-2 comme Bcl-2, Bel-XL qui inhibent les protéines Bax ou Bak.
Il existe cependant une troisieme catégorie de protéines appelées BH3-only (Bim, tBid, Puma)
qui sont capables d’inhiber Bcl-2 ou Bel-XL en les empéchant d’inhiber Bax ou Bak!!*”1. Ainsi,
en fonction de I’expression de toutes ces protéines, les cellules cancéreuses sont plus ou moins

sensibles a I’apoptose induite par les agents anticancéreux.

Pour réaliser cette méthode, il faut perméabiliser les cellules cancéreuses avec de la digitonine
et les incuber avec des peptides de la famille BH3-only. On évalue par la suite la sensibilité au
priming mitochondrial soit par I’'immunomarquage du CytC soit en mesurant le potentiel de
membrane. Le potentiel de membrane est mesuré par la CMF ou le pourcentage de cellules a
mitochondries dépolarisées apres exposition aux peptides BH3-only, permet de déterminer la

sensibilité a ’apoptose mitochondriale.
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Le tableau ci-dessous établit une synthese des différentes techniques citées afin d’établir celles

qui pourraient étre utilisées en tant que biomarqueurs. Pour cela, les méthodes sont analysées

en termes de faisabilité clinique, de colt financier, et des modeles d’étude en cours (Tableau

5).

Tableau 5 : Les différentes techniques évaluant le métabolisme énergétique

Analyse Faisabilité Coiit Protocole disponible pour
fonctionnelle du clinique («+»:cher/ le modéle de LAM de
métabolisme «=-»: blastes de patients
mitochondriale abordable) (Données littérature)
Microscopie - -
¢électronique
Microscopie - -
fluorescent confocale
Dosage de I’ATP v - -
SCENITH + - Sur Fibroblastes
v embryonnaires, Argiiello et al.,
Cell Metab (2021)
Dosage de I’activité - - Dans la LAM, Sriskanthadevan
enzymatique de la v et al., Blood (2015)
chaine respiratoire
CMF — Mesure du v 444+ -
potentiel de membrane
CMF — Mesure de la v 4+ - Dans la LAM, Farge et al,
masse mitochondriale Cancer discovery (2017)
CMF — Mesure de v 444+ -
I’espéce réactive a
I’Oxygene
Oxymétrie v + - Dans la LAM, Fovez et al,
Cancers (2021)
Mesure de la rétention - _
de calcium
Meétabolomique - + Dans la LAM, Wojcicki et al.,
Mol Gen Metabol (2020)
Séquencage d’ADN ++ + Dans la LAM, Sriskanthadevan
et al., Blood (2015)
Transcriptomique ++ + Dans la LAM, Bosc et al,

Nature Cancer (2021) /_Cartel et
al., Leukemia (2021)
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V. Le métabolisme mitochondrial : Biomarqueur potentiel ?

a) Qu’est-ce qu’un biomarqueur ?

Grace au développement des connaissances sur la leucémogenese, différents biomarqueurs
pronostiques, prédictifs et théranostiques (= utilisation d’un test diagnostique, identifiant un
marqueur, pour orienter la thérapeutique du patient en fonction de son statut pour le marqueur)
ont pu étre mis en évidence dans les LAM. En effet, différents biomarqueurs (phénotypiques,
cytogénétiques et moléculaires) ont permis la mise en place des classifications actuelles de la

LAM (FAB, OMS, ELN).

D’une manicre générale, les biomarqueurs sont des outils de mesure des caractéristiques, de
manicre objective avec précision et reproductibilité. Au sens large, un biomarqueur est un
marqueur mesurable qui permet de distinguer un état physiologique normal, d’un état
pathologique. Au cours du temps, des biomarqueurs ont été¢ découverts pour un grand nombre
de cancers afin de trouver de meilleure fagon d’aider les médecins a diagnostiquer la LAM, a
en établir un pronostic (= probabilité que le cancer puisse étre traité avec succés ou qu’il

réapparaisse apres le traitement) et a trouver quels traitements seront les plus bénéfiques.

Donc il existe de nombreux biomarqueurs qui apportent des informations différentes (Figure
50). En effet, certains fournissent une indication sur le risque de développer ultérieurement un
type particulier de cancer, d’autres peuvent signaler la présence d’un cancer ou encore peuvent
apporter des informations sur la nature et la gravit¢ d’une tumeur ou permettent de suivre

I’évolution du traitement.
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o)) ey

Pathologie — Cible — Leads, Candidat médicament

Biomarqueur de diagnostic et/ou prédictif: permet d’identifier la pathologie et d’orienter le traitement
Biomarqueur de stade et de pronostic: permet de prédire I'évolution de la maladie

Biomarqueur d’efficacité = Biomarqueur de toxicité

Surrogate endpoint Surrogate endpoint de
d’efficacité: toxicité:
paramétre biologique se paramétre biologique se
substituant a un critére substituant a un critére
clinique clinique

Evaluation provisoire du ration Bénéfice/Risque

Biomarqueur pharmacogénomique: permet I’étude
des mécanismes génétiques et des variations
individuelles de la réponse aux médicaments

Biomarqueur de recherche

Biomarqueur mécanistique: Biomarqueur de stade:
permet d’étudier et/ou découvrir permet de faire la distinction
les mécanismes entre les différents stades de la
physiopathologiques d’intéréts maladie

Figure 50: Classification des biomarqueurs selon leurs positionnements cliniques

b) Biomarqueurs prédictifs de la réponse aux traitements et
pronostiques

Selon la définition de I’HAS, un marqueur prédictif peut étre défini comme un marqueur
influencant I’effet d’un traitement et dont la capacité a modifier le résultat clinique du patient a
¢té démontrée. En d’autres termes, les biomarqueurs tumoraux prédictifs sont utilisés pour

prédire la réponse ou non a une thérapie donnée!2%%,

Ils peuvent notamment étre étudiés pour identifier les patients pouvant tirer un bénéfice des
nouveaux traitements dits de précision. C’est pourquoi, la recherche de biomarqueurs est 'un
des piliers de la médecine de précision qui, contrairement aux traitements déja en place comme
la chimiothérapie conventionnelle, ne repose pas seulement sur I’endroit ou est situé¢e la tumeur

mais est également guidée par les caractéristiques moléculaires de la tumeur.

Un pronostic concerne la progression naturelle de la maladie. Ainsi, un biomarqueur
pronostique informe sur 1’évolution probable d’un cancer, c’est-a-dire la récidive du cancer, la

progression de la maladie ou déces indépendamment du traitement regu.

107



Jusqu’a présent, I’essentiel des études portant sur les marqueurs prédictifs de réponse aux
traitements ou de la survie des patients a été orientée sur I’identification d’anomalies

génétiques, ce qui a permis 1’émergence de nouvelles stratégies thérapeutiques personnalisées.

Ainsi les 2 biomarqueurs actuels, utilisés en clinique sont :

o Le caryotype du patient, permettant d’avoir une vue d’ensemble des anomalies
génétiques propres aux patients (mutation, délétion, inversion) par exemple la
translocation (8,21).

o La biologie moléculaire permet via le séquencage de nouvelle génération (NGS)
d’identifier les altérations moléculaires. Elle permet d’identifier les génes impliqués
dans I’activation de la signalisation (IDH1, IDH2, FLT3), dans les suppresseurs de
tumeur (TP53), dans les facteurs de transcription (NPM1) et dans la méthylation de
I’ADN (DNMT3A).

L’utilisation des biomarqueurs prédictifs de réponse au traitement ou de la survie des patients
sont de précieux alliés de la clinique dans les LAM. En effet, en les intégrant a la stratification
de I’ELN, ils ont permis le développement d’une médecine personnalisée ou les variations

individuelles sont prises en compte pour établir la stratégie thérapeutique.

¢) Perspective du métabolisme mitochondrial

Les évaluations des caractéristiques histologiques et moléculaires (mutations) des LAM
constituent la base du diagnostic et du suivi des hémopathies malignes. Mais les marqueurs
moléculaires des LAM (génotype) ne sont pas complétement prédictifs de la réponse aux
traitements. En effet, les modifications phénotypiques consécutives a 1’apparition d’une
mutation dépendent de nombreux facteurs tels que le contexte intracellulaire ou le
microenvironnement. C’est pourquoi, certaines mutations sont inoffensives, tandis que d'autres
peuvent provoquer des maladies. A 1’heure actuelle, les biomarqueurs étudiés dans la LAM sont
issus de ’analyse de I’ADN, ou sont cherchées mutations, anomalies chromosomiques et
altérations épigénétiques, ainsi qu’au niveau de I’ARN ou I’expression des geénes est comparée
entre les patients. Toutefois, le lien entre une anomalie au niveau du génome ou transcriptome
et le phénotype cellulaire n’est pas direct. Pour qu’il y ait une conséquence fonctionnelle a la
suite d’une altération génétique, il faut que cette altération induise des modifications au niveau
cellulaire. Et qu’au niveau de I’ensemble des cellules leucémiques cette altération ait un impact

prédominant supplantant la diversité clonale. C’est pourquoi, I’étude du phénotype et donc des
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caractéristiques fonctionnelles représentent ainsi une source potentielle de nouveaux
biomarqueurs. Donc il y a bien une nécessité de développer en plus de ces marqueurs
génétiques, des marqueurs fonctionnels plus proches du phénotype de la cellule pour améliorer
la prise en charge thérapeutique des patients et offrir de nouveaux éléments d’orientation
thérapeutique aux cliniciens. Parmi les caractéristiques fonctionnelles étudiées dans la LAM, le
métabolisme mitochondrial énergétique, comme nous avons pu le voir, occupe une place tres
importante au sein de la littératurel'>!>17.173] Comme expliqué précédemment, le métabolisme
mitochondrial est important dans la réponse aux traitements, ce qui fait de lui, une entité cible
pour fournir des moyens alternatifs pour le traitement de la LAM. En effet, dans une étude
dirigée par le CRCT de Toulouse, notre équipe a participé a montrer que plus les blastes
présentent une forte capacité de réserve mitochondriale (Cf page 89), plus ils sont sensibles a

la mort induite par le Vénétoclax avec la Cytarabine (Figure 51)['%,
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Figure 51: Relation entre la capacité de réserve mitochondriale des blastes de patients et la
réponse aux traitements anticancéreux Vénétoclax + Cytarabine, d aprés Bosc et al,.['¥
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Conclusion & Perspectives

La LAM est une hémopathie dont le pronostic reste trés défavorable malgré les progrés dans la
compréhension de sa physiopathologie. C’est pourquoi le traitement reste un défi clinique
majeur en raison d'un mauvais pronostic et d'un taux de rechute ¢élevé. A 1’heure actuelle, en
clinique, I’essentiel des biomarqueurs est d’ordre génétique. Mais comme évoqué dans ce
manuscrit, une anomalie génétique ne se traduit pas systématiquement par une modification du
phénotype. L’émergence de biomarqueurs fonctionnels pourrait ainsi venir renforcer I’arsenal
diagnostique dont dispose le clinicien lui permettant ainsi d’améliorer la prise en charge du
patient grace a une médecine personnalisée encore plus avancée. C’est la que I’évaluation du
métabolisme mitochondrial montre son intérét. L.’objectif de ce travail bibliographique était de
savoir si le métabolisme énergétique mitochondrial peut étre un biomarqueur de la réponse au

traitement dans les LAM.

Tout d’abord, a I’aide de nombreux articles, nous avons pu montrer qu’il y avait suffisamment
d’arguments de recherche préclinique et clinique démontrant I’influence du métabolisme
énergétique mitochondrial sur la réponse aux traitements des LAM. Dans un second temps,
nous avons montré qu’il existe de nombreuses techniques capables d’appréhender et de mesurer

le métabolisme énergétique sous différents aspects.

Dans le futur, il conviendra de savoir quelle est la meilleure technique qui permettra d’établir
un biomarqueur associé au métabolisme mitochondrial pouvant étre prédictif de la réponse aux
traitements. Cette question n’est pas encore résolue. Pour y répondre, il serait nécessaire
d’étudier une cohorte de patients afin d’évaluer les différentes techniques et de les comparer
entre elles sur les mémes échantillons de blastes. Cependant, un unique parametre métabolique
pourrait s’avérer insuffisant pour prédire la réponse aux traitements. Ainsi, ne serait-il pas
pertinent d’associer plusieurs caractéristiques du métabolisme issues des différentes techniques
afin d’obtenir un biomarqueur plus fiable. Une fois déterminé, un score mitochondrial pourrait
étre établit par bioinformatique, qui permettra de prédire la sensibilité ou la non-sensibilité des
blastes d’un patient aux traitements (chimiothérapie, thérapies ciblées). C’est dans ce contexte
que se déroule ma thése de recherche. L objectif est de savoir si I’évaluation du métabolisme
oxydatif des blastes pourrait étre un biomarqueur prédictif permettre d’orienter le clinicien vers
des meilleurs choix thérapeutiques. La finalité de cette étude est le potentiel développement de
nouvelles molécules au niveau de I’industrie pharmaceutique par la mise en évidence de pistes
thérapeutiques évaluant le métabolisme. A court termes, les perspectives seraient ’AMM de

molécules actuellement en essai clinique ciblant le métabolisme énergétique (IACS,
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Tigécycline, CB839) afin de potentialiser I’effet des chimiothérapies ou de certaines thérapies
ciblées. A moyen termes, les perspectives seraient d’aboutir 4 un nouveau biomarqueur

s’intégrant dans la démarche de stratification des patients.
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