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RESUME/MOTS CLES

Dans les leucémies aigués myeéloides (LAM), l'agibraanormale de nombreuses voies de
signalisation intracellulaires favorise la croissanet la survie des cellules tumorales.
L'amélioration des connaissances biologiques de pathologies hétérogénes, dont le
pronostic est réservé, devrait permettre le déyanment de thérapies ciblées. La kinase
oncogénique mMTOR est présente au sein de deux eresplparmi lesquels mTORC1, active
constitutivement dans la majorité des blastes prevade patients porteurs de LAM, qui
contrble la synthése protéique, et mMTORC2 activéstitmtivement dans 50% des LAM. Les
inhibiteurs allostérigues de mTORC1 (la rapamycateses dérivés) n’inhibent pas la
phosphorylation du répresseur traductionnel 4E-Bf,diminuent pas la traduction et
induisent peu d’apoptose in vitro dans les LAM.ligéis en monothérapie, leur effet est
décevant. De plus ces inhibiteurs n’agissent pasestomplexe mTORC2. J'ai étudié I'effet
d’'un inhibiteur catalytigue de mTOR, I'AZD8055, dcsur les deux complexes. In vitro,
I’AZD8055 inhibe efficacement la signalisation erabde mTORC1 et de mTORC2, dont les
sites de phosphorylation de 4E-BP1 résistants &apmmycine, ainsi que la synthése
protéique. Il diminue la prolifération, bloque lgcte cellulaire en phase GOGL1 et induit une
apoptose caspase-dépendante dans les blastesrgsirdai LAM. Il diminue également la
clonogénicité des progéniteurs leucémiques, sdastef celle des cellules CD34+ normales.
Dans un modele murin de xéno-transplantation, I'’8RAB5 inhibe la croissance tumorale et
ameliore la survie des souris traitées. Je me é&gadement intéressée a la régulation de
l'activité de mTORCL1 par les acides aminés. Dassédlules de mammiferes, I'activation de
MTORCL1 nécessite la présence de glutamine et @inéegui agissent en coopération via
deux transporteurs membranaires, SLC1A5 et SLC7AG3A2. J'ai montré que la privation
en glutamine, obtenue par l'activité¢ glutaminase ldedrogue L-asparaginase ou par
I'utilisation de milieux de culture spécifiques dépvus sélectivement en acides aminés,
inhibe l'activation de mTORCL1 et induit de I'apopéodans diverses lignées leucémiques et
dans les blastes primaires de LAM. La L-asparaginahibe la synthése protéique et ses
effets fonctionnels sont liés a son activité glutease. J'ai pu €galement constater une
augmentation de I'expression protéique de la glitamsynthase induite par la L-
asparaginase, dont l'inhibition majore I'apoptosduite par la L-asparaginase dans certaines
lignées leucemiques. J'ai également étudié I'efetl’inhibition spécifique par un shARN
inductible du transporteur SLC1A5, qui permet I'onp de glutamine. L’inhibition de
SLC1A5 bloque la réactivation de mTORC1 par l'assian leucine/glutamine aprés



privation et induit de lI'apoptose dans la lignéeicemique MOLM14. Cette inhibition

diminue la croissance tumorale dans un modele degtéffe.

Mots clés : LAM, mTOR, AZD8055, Tokinhib, L-aspanagse, glutamine



ABSTRACT

Acute myeloid leukaemias (AML) are heterogeneogsales associated with poor prognosis.
In AML, aberrant activation of many signaling patys enhances proliferation and survival
of leukemic blast cells. Understanding the mechmasisinderlying survival of tumoral cells
should allow the development of targeted therapi@gs. oncogenic kinase mTOR belongs to
two distinct multimeric complexes. MTORC1 that cofd protein translation, is
constitutively activated in most of primary blastls at AML diagnosis, while mTORC2 is
constitutively activated in about half of AML sarepl In AML, some phosphorylation events
of the translational repressor 4E-BP1, are redistanallosteric inhibitors of mTORC1
including rapamycin and its analogs. These firstegation inhibitors of mMTORC1 have only
few effects on AML and do not induce significanbpfosis in vitro. | have tested a second
generation mTOR kinase inhibitor active on both MRG0 and mMTORC2 complexes. In
vitro, AZD8055 blocked mTORC1 and mTORC2 signalimg;luding 4E-BP1 rapamycin
resistant phosphorylation events and protein sgrh&his compound decreased AML blast
cells proliferation and cell cycle progression, ueed the clonogenic growth of leukemic
progenitors and induced caspase-dependant apoptosesikemic cells but not in normal
immature CD34+ cells. Finally, AZD8055 reduced tungoowth and improved survival in
xenografted mouse model. In the second part ofwloik, | have studied the regulation of
MTORC1 by amino acids in AML. In mammalian cellstiation of mMTORC1 requires the
presence of glutamine and leucine acting togetieetwo membrane transporters, SLC1A5
and SLC7A5/SLC3A2. | showed that glutamine deprorgt obtained by L-asparaginase
glutaminase activity or specific alpha-MEM use,ibted mTORC1 and induced apoptosis in
AML cell lines and primary AML blasts. L-asparagseealso inhibited protein synthesis and |
have observed a correlation between the functieffdcts of L-asparaginase and its
glutaminase activity. L-asparaginase induced amegpdation of glutamine synthase (GS)
protein and shRNA-induced GS inhibition increasedsparaginase-dependant apoptosis in
the MV4-11 AML cell line. | have also studied th#eets of SLC1A5 inhibition with an
inducible shRNA expressed in MOLM14 cells. Inhibitiof this high afffinity transporter for
glutamine blocked mTORC1 stimulation by leucine agldtamine after deprivation and
induced apoptosis in MOLM-14 cell line. SLC1A5 iblion reduced tumor growth and

improved survival in transplanted mice.

Key words: Acute myeloid leukemia, mTOR, AZD805%Kinhib, L-asparaginase, glutamine
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1. Introduction

Les leucémies aigués myéloides (LAM) sont des nedatétérogenes, caractérisées par
l'acquisition d’anomalies génétiques et épigéndésmuau sein d'un compartiment de
progéniteurs myeéloides, qui favorisent leur prodifon et leur survie et induisent un blocage
précoce de leur différentiation. Récemment, lesvabes techniques de séquencage a haut
débit ont permis la mise en évidence d'un nombmssant d’anomalies moléculaires
dérégulant I'expression de genes et d’ARN non ctsddans ces pathologies, expliquant la
diversité a la fois de leur présentation clinicolbgique et de leur réponse thérapeutique. De
ce fait, la classification WHO (World Health Orgaaiion) actuelle, qui vise a déterminer des
sous-groupes de pronostics différents, repose #asldEmment sur la présence d’anomalies
géneétiques. Toutefois, les liens entre ces anomgkeétiques et les mécanismes biologiques
qui sous-tendent la croissance des cellules leupggine sont pas encore clairement établis.
En raison du pronostic tres péjoratif de ces patiies malgré les chimiothérapies actuelles et
les techniques d’intensification avec autogreffeallagreffe chez les patients les plus jeunes,
il demeure nécessaire de développer des thérapestigiblées, dirigées spécifiguement
contre le clone leucémique. Dans les LAM, la dél@mn de nombreuses voies de
signalisation intracellulaires participe au dévelement tumoral en favorisant la croissance
des cellules tumorales au détriment des cellulegesanvironnantes. Parmi ces voies, il est
maintenant bien établi que la voie mMTOR (mechanidiarget Of Rapamycine) est
constitutivement activée dans les cellules leucassgceci indépendamment du sous-type de
LAM. Les travaux antérieurs du laboratoire dansuéqgjai réalisé ma these soulignent
limportance de cette voie qui favorise la survie cdone leucémique. La kinase mTOR
appartient a deux complexes différents dans leuctsire et leur fonctionnalité, mMTORC1 et
MTORC2. Mes travaux de recherche se sont orienitsiiade deux grands axes que je
présenterai successivement. Tout d’abord, je me isiéressée a l'effet anti-leucémique
d’'une nouvelle génération d’inhibiteurs de MTOR, qgissent directement sur le site
catalytigue de la kinase et sont donc capablesithan son activité au sein des différents
complexes dans lesquels elle intervient. J'ai diesié I'effet de ’'AZD8055 dans les LAM.
D’autre part, il est connu que lactivation de mTOR dépend de la concentration
intracellulaire en acides aminés, principalementiegitine et en glutamine. J'ai donc testé
I'effet dO a I'inhibition du transporteur de la ¢gunine, SLC1A5, impliqué dans le contrdle de

MTORCL1 par les acides aminés dans les cellules atermiféres, ainsi que celui de la L-
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asparaginase, qui dégrade I'asparagine et la glngadans le milieu extracellulaire, par ses

activités d’asparaginase et de glutaminase resgectint, dans les LAM.
2. Les leucémies aigués myéloides

2.1 Généralités

2.1.1 Epidémiologie

Les leucémies aigués myeéloides sont des patholagigsises, définies par la prolifération
clonale d’'un progéniteur myéloide immature bloqaéddsa différenciation (blaste). Elles
représentent 70% des leucémies aigués de I'adidtecroissance et I'accumulation des
cellules leucémiques dans la moelle osseuse etalw, sau détriment des cellules
hématopoiétiques normales, expliquent les pringiEunptomes de cette maladie (fatigue,
saignement, infection, dyspnée...) en rapport avasuffisance médullaire et la leucostase,
présente lorsque le chiffre de leucocytes circglaxtcede 50G/L. Le diagnostic est établi par
la ponction de moelle osseuse lorsqu’il existentdittiat de blastes représentant 20% ou plus
des cellules nucléées.

L’incidence des LAM est de 2,3 pour 100 000 halt#avec un age médian de 65 ans lors du
diagnostic. Environ 12 000 cas par an sont diagmeoéss chez les adultes aux Etats-Unis. A
'exception des leucémies aigués promyélocytaient le traitement a base d’acide
transrétinoique a modifié considérablement le psbaavec plus de 75% de guérison, les
autres sous-types de LAM ont un pronostic réseve& ¢es traitements actuels (9000 morts
par an aux Etats-Unis). Ainsi, bien que le taux rdenission compléte obtenue apres
chimiothérapie standard incluant une anthracyainge I'aracytine atteigne 70-80% chez les
patients de moins de 60 ans, la majorité d’entsereahute et le taux de survie globale est
seulement de 40-45% a 5 ans (Fernandez et al.).2D8%lus, le pronostic s'altére avec I'age
avancé. Apres 60 ans, le taux de rémission complgteplus faible et la survie médiane
inférieure a 1 an. Malgré les progrés croissanteorant la biologie des LAM, le pronostic
réservé propre a cette tranche d’age ne s’est paticaé significativement au cours des

dernieres décennies.

2.1.2 Classification OMS

La découverte croissante d’anomalies moléculaedsndantes, dont la valeur pronostic est

plus ou moins bien établie, souligne I'hétérogénéiblogique des LAM. Ainsi, a c6té des
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facteurs classiques de pronostic péjoratif intguss a la maladie ou liés au patient
(hyperleucocytose supérieure a 30G/L, age supéaidly ans, comorbidités) ont été décrites
des anomalies cytogénétiques et moléculaires @oméleur pronostique majeure oriente la
prise en charge thérapeutique. Au diagnostic, aa @és analyses cytologiques et immuno-
phénotypiques, il est donc justifié de réaliseredamen cytogénétique sur le sang ou sur la
moelle osseuse ainsi que des analyses de biologikcuataire afin de rechercher
respectivement des réarrangements chromosomiguésents dans environ 55% des
echantillons, et la présence entre autres anonudid¢sanscrits de fusioRUNX1-RUNX1T1,
CBFR-MYH11, PML-RA&. Les techniques de biologie moléculaire perméetgalement de
détecter des mutations acquises dans certains gebh&8, NPM, DNMT3A, IDH1 et 2,
CEBPA, TET2) et la surexpression de géne (WT1). iésslltats de ces examens sont utiles
pour établir le pronostic de la LAM et servent poartains d’entre eux au suivi de la maladie
résiduelle aprés traitement. lls permettent dendéfes LAM selon les quatre catégories
suivantes, d’apres la classification OMS de 2008:
- LAM avec anomalies génétiques récurrentes:

« LAM avec t(8:21)(q22;q21)RUNX1-RUNX1T1

* LAM avec inv(16)(p13.1g22) ou t(16;16)(p13.1;g2CBFR-MYH11

* Leucémie aigué promyélocytaire avec t(15;17)(q22;RRL-RAR: et ses variantes

* LAM avec t(6;9)(p23;q34)DEK-NUP214

* LAM avec inv(3)(g21926.2) ou 1(3;3)(g21;926.RPN1-EVI1

 LAM mégacaryoblastique avec t(1;22)(p13;9IRBM15-MKL1

» Deux entités provisoires : LAM avec mutation de NPkt LAM avec mutation

CEBPA

- LAM avec myélodysplasie:

e LAM post-syndrome myélodysplasique

 LAM avec anomalies cytogénétiques associées aux SMD

* LAM avec dysplasie d’au moins 50% des élémentsatix tignées myéloides
- LAM secondaires a des traitements a base de chiothérapie et/ou radiothérapie
- LAM difficilement classables
Pour ce dernier groupe, la classification FAB (EreAmerican British) basée sur le degré de

différenciation des progéniteurs myéloides esisét.
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2.1.3 Pronostic et traitement

La prise en charge thérapeutique des patienthttde LAM est adaptée au niveau de risque
de la maladie. Celui-ci était initialement déterénan fonction des résultats cytogénétiques au
diagnostic. Plus récemment, l'amélioration des aigBances concernant la valeur
pronostique des principales anomalies moléculaigesrrentes a permis de distinguer des
catégories au sein du groupe de pronostique inthame (caryotype normal). On distingue
donc actuellement les sous-groupes suivants :

- Le groupe a cytogénétique dite « favorable »orrespondant aux LAM-CBF (1(8;21) ;
inv(16) ou t(16;16)) qui regroupe 25% des patieDens ce groupe, ont été inclus les patients
avec un caryotype normal (CN-LAM) et mutation de NNIP sans mutation FLT3-ITD
associéee et les CN-LAM avec mutation bi-alléliqeeGEBPA.

- Le groupe a cytogénétique « intermédiaire squi inclue les patients a caryotype normal
(45 a 60% des cas). Au sein de ce groupe, la dated¢ FLT3-ITD ou MLL-PTD (~30% et
8% des CN-LAM, respectivement) sont de pronostiawtable, ainsi que la surexpression
des génes BAALC et ERG.

- Le groupe a cytogénétigue « défavorable segroupant les patients a caryotype complexe
(10 a 15% des LAM) défini par la présence de 3 al@® genétiques ou plus, en dehors des
anomalies récurrentes selon la classification OM®B82 Les lésions les plus courantes
observées au sein de ce groupe de pronostic gemement défavorable sont des pertes (le
plus souvent: -5/5q-, -7/7g-, -17/17p-, -18/1892p<l et -16/16-), ou gains de matériel
chromosomique (+8/+8q, +21/+21q, +11q, et +22q).

Toutefois, des précisions seront probablement a@podans I'avenir a cette classification, au
vu des résultats récents de la cohorte allemarmategrps sur I'analyse de la valeur pronostique
de 18 mutations dans les LAM de novo des sujetsndms de 60 ans, traités de facon
homogene (Patel et al., 2012). Certaines mutativas fréquentes ne sont en effet
actuellement pas prises en compte dans cettefadaisn pronostique (comme par exemple
les mutations de DNMT3a, retrouvées chez prés djuart des patients, associées a un
mauvais pronostic). La figure 1 illustre la divégsiles anomalies moléculaires présentes dans

les LAM ainsi que la fréquence de leurs association

Le traitement d’induction des LAM, en dehors ddelacémie aigué promyélocytaire, repose
sur la méme association de chimiothérapie (araeyinanthracycline) depuis 40 ans. Les

patients en rémission complete aprés inductionéfi@ant ensuite d'un traitement de
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consolidation soit par chimiothérapie (aracytingdalose), soit par autogreffe ou allogreffe
de cellules souches hématopoiétiques selon le grgupnostic auquel ils appartiennent
(Roboz, 2011). Chez les sujets de plus de 60 danstrels molécules, testées en monothérapie
Ou en association avec l'aracytine, apparaissetéragsantes avec un profil de toxicité
acceptable dans cette population fragile (clofaraket decitabine). En ce qui concerne les
thérapies ciblées, certains inhibiteurs de FLT&@urs d’essais cliniques (sorafenib, AC220)
semblent prometteurs; le dasatinib est testé demdAM CBF avec mutations de KIT et
I'anticorps cytotoxique anti-CD33 (gemtuzumab ozugan) pourrait trouver sa place dans

les LAM a cytogénétiques favorables, pour ne gjtex quelques exemples.

Overall
Gene Frequency (%)
FLT3 (ITD, TKD) 37 (30, 7)
NPM1 29
DNMT3A 23

NRAS
CEBPA
TET2
WT1
IDH2
IDH1
KIT
RUNX1
MLL-PTD
ASXL1
PHFG
KRAS
PTEN
TP53
HRAS
EZHZ

ot
(=]
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Figure 1. Diversité des anomalies moléculaires datess LAM. Figure tirée de (Patel et al., 2012)

L'analyse mutationnelle de 18 genes a été réatisée 502 patients de moins de 60 ans avec LAM de.no

2.2 Physiopathologie des LAM

Les LAM sont caractérisées par un blocage de difigation ainsi qu'un avantage de survie
et de prolifération des cellules tumorales. Un nedi& coopération oncogénique d’au moins
deux évenements successifs a été décrit afin digpl le processus de leucémogenése
(Deguchi and Gilliland, 2002). Dans ce modele, tenger événement correspond a une
anomalie génétique perturbant la fonction de fastele transcription, aboutissant au blocage

de la différenciation observé (mutations de cldfsd.e second événement favoriserait la
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prolifération et la survie cellulaire des blastesLdAM par rapport aux progéniteurs normaux
(mutations de classe 1) ; il peut s’agir d’'anomglieoléculaires aboutissant a I'activation de
voies de signalisation intracellulaires comme degations de protéines a activité tyrosine
kinase.

Les événements oncogéniques initiaux au potemalstormant peuvent survenir dans un
compartiment de cellules souches, mais égalemerst des progéniteurs myéloides engagés
dans un processus de différenciation, auxquels coaferent des capacités d'auto-
renouvellement. Actuellement, il n’est pas détegrsnla transformation résulte de la mise en
place d’'un programme commun ou de programmes treshes en aval de mutations
différentes, ou alors, si chaque mutation indivituest responsable de la mise en ceuvre d'un
programme spécifique, propre a la mutation en guesiCette distinction est toutefois
majeure pour le développement de traitements ¢ilBEss un cas susceptibles d’étre efficaces
guelque soit le substratum génétique, et dansréacds, dont l'efficacité dépendrait de la

Iésion génétique initiale.
2.2.1 Evenements favorisant un blocage de différeiation

a. Exemple des LAM a Core Binfing Factor (CBF)

CBF est un facteur de transcription hétérodimériqumnstitué des sous-unités
AML1/RUNX1/CBFA2 et CBIB, nécessaire au développement hématopoiétique horma
Parmi les genes qu'il régule, on note linterlewkid, C/EBPA dont le r6le majeur dans la
différenciation myéloide est bien connu (Zhanglet2802), ainsi que le récepteur au MCS-F
et la myéloperoxydase. CBF est dérégulé dans end&80 des LAM. En effet, plusieurs
translocations chromosomiques, parmi lesquelles;21§8 et inv(16)/t(16;16), sont
responsables de la formation de protéines de fugiespectivement, AML1/ETO et
CBF3/MYH11) qui ont un effet dominant négatif sur lengqulexe CBF résultant de I'allele
normal. Les souris qui expriment 'une ou l'autre des protéines chimériques au niveau
germinal ne développent pas d’hématopoiése déknitCe phénotype, |étal, est identique a
celui observé lorsque les deux alleles des genek1Add CBR sont invalidés (Castilla et al.,
1996) (Okuda et al.,, 1996). Cet effet inhibiteut ¢i# au recrutement aberrant de
corépresseurs comme le complexe nucléaire a &ctingtone désacétylase, N-Cor-mSin3.
AMLI1/ETO peut également avoir d’autres fonctionsa@geniques en plus de son effet sur la
différenciation, puisque cette protéine de fusioerngettrait de déstabiliser p53 mais

également de favoriser I'auto-renouvellement ernvat la voie Wntcaténine (Muller-
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Tidow et al., 2004). Cependant, plusieurs obsesmatsuggerent que la présence de mutations
ou réarrangements impliquant CBF n’est pas suffisan développement d’'une leucémie : i/
la translocation t(8;21) est observée a une frécpigitevée in utéro chez des enfants qui
développeront ultérieurement une LAM, suggéranil glagit d’'un mécanisme précoce suivi
d’'une période de latence (Wiemels et al., 2002)leisyndrome de thrombopénie familiale
avec prédisposition a la LAM (FPD/LAM), qui résutte mutations perte de fonction du gene
AML1, n’évolue pas toujours vers une LAM, et le aléll’'apparition est long, suggérant la
nécessité de mutations secondaires ; iii/ dansnesleles murins de leucémie CBF,
'expression de CBFMYH11 dans le systeme hématopoiétique favoriseblotage de
différenciation myéloide et prédispose l'animal & UAM. Il faut toutefois un second
événement qui peut étre favorisé par un traitemesgonsable de dommages a I’ADN, pour
gue la leucémie se développe (Castilla et al., 19%@si, chez les patients atteints de LAM
avec inv(16), on note la présence fréequente detronsaexclusives de N-RAS, K-RAS, c-Kit
ou FLT3 dans 70% des cas. La présence de FLT3-tTIBsemutations de c-KIT coopérent
avec l'inv(16) dans des modeles murins (Kim, Kojiretial., 2008) (Zheng et al., 2009), de
méme que les transcrits TEL-PDGFRt AML1/ETO coopérent entre eux. Ces anomalies
correspondent aux mutations de classe | qui comféex cellules une indépendance aux

facteurs de croissance (Muller et al., 2008).

b. Autres anomalies responsables d’un blocage d&dintiation

En dehors des réarrangements impliguant CBF, @&auémomalies peuvent induire un
blocage de différenciation dans les LAM, comme riagtations ponctuelles de facteurs de
transcription (CEBP/A, AML1, WT1 ou GATA1) ou legarrangements impliquant MLL,

une H3K4 histone méthyltransférase, retrouvés damgron 4% des LAM. Le potentiel

oncogénique des protéines de fusions contenamtn®itie de liaison a ’ADN de MLL ainsi

gue son domaine répresseur associés a l'extréemitrnNnale d’'une protéine partenaire
comme ENL ou AF4 a été démontré par plusieurs éty@dheung and So, 2011). Les
protéines partenaires de MLL permettent le recretgnaberrant de complexes a activité
méthyltransférase, qui activent constitutivementrdascription des genes cibles de MLL et
favorisent ainsi la surexpression des géenes HOXspensables a la transformation cellulaire
(Faber et al., 2009). MLL est également dérégubiredpplication partielle en tandem dans
8% des LAM, ce qui lui confere un effet gain dedon. La physiopathologie des LAM

impliqguant MLL souligne I'importance de la modutaii des fonctions épigénétiques dans le
développement de la leucémie. Ce constat est m@nfpar la découverte plus récente de
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nombreuses anomalies moléculaires récurrentesqogds dans la régulation épigénétique
dans les LAM. Parmi celles-ci, on note des mutatioles génes de la méthylcytosine
hydroxylase TET2 (8-12%), de la DNA méthyltransg&raDNMT3A (~23%) ou de la
protéine ASXL1 reliée au groupe Polycomb (3-5%)ufToomme les mutations perte de
fonction de TETZ2, les mutations d'IDH1 et IDH2 mioeint le profil de méthylation cellulaire,
et cela de fagon indirecte, par la production dey@oxyglutarate (2-HG), qui inhibe la
fonction de I'enzymen-cétoglutarate dépendante, TET2. Ces mutationsH]'Iui agissent
par une activité néo-enzymatique, sont exclusives rdutations TET2 dans les LAM et, a
leur égal, inhibent la différenciation (Figueroaakt 2010) (Li et al. 2011).

2.2.2 Evenements conférant aux cellules un avantageolifératif

L’hématopoiése normale est finement régulée pacyaskines et les facteurs de croissance
qui contrdlent la prolifération, la différenciatiat la survie cellulaire. De hombreuses voies
de signalisation sont anormalement activées danEAd et favorisent la mise en place de
processus prolifératifs et anti-apoptotiques. Qenpmenes résultent souvent de I'activation
constitutive -c’est-a-dire, ne répondant plus a umgulation fine par les signaux
extracellulaires tels les facteurs de croissaneerédepteurs a activité tyrosine kinase (c-Kit,
FLT3) ou de protéines de la voie Ras/MAPK.

a. Anomalies du récepteur FLT3

FLT3 est un récepteur a activité tyrosine kinasecldsse lll, exprimé a la surface des
progéniteurs hématopoiétiques et impliqué dansléegloppements lymphoide et myéloide.
Les mutations activatrices de FLT3, soit par d@tian en tandem (FLT3-ITD), présentes
dans environ 25% des LAM, soit par mutations pogles du domaine kinase (~5% des
LAM), sont les plus fréquentes des anomalies mddé®s décrites, et sont retrouvées
principalement dans le groupe de LAM a cytogénétigormale. Les mutations ITD de FLT3
s’accompagnent d’'un pronostic particulierement semontrairement au FLT3 sauvage,
dont l'activation est dépendante de son ligand, 3-LTID induit une dimérisation et une
activation du récepteur indépendante de son ligafekpression de FLT3-ITD dans des
lignées myéloides active constitutivement les vdesignalisation PI3K/AKT, MAPK/ERK
et STATS et rend les cellules de la lignée cellel@af-3 indépendantes de l'interleukine 3
pour leur croissance (Mizuki et al.,, 2000) (Brandts al., 2005). L'expression de ces
mutations dans des progéniteurs hématopoiétiquaasmormaux transplantés dans la souris

induit des syndromes myéloprolifératifs ou lymplaératifs mais n’induit pas de LAM
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(Kelly et al., 2002) (Grundler et al., 2005). Plugis études chez I'animal, ainsi que les
données cliniques d’association d’anomalies moddmd suggérent des mécanismes de
coopération entre les mutations de FLT3 et cersamatations de classe Il, notamment des
genes CEBP/A (Kato et al., 2011), NPM (Vassiliowalket 2011) ainsi que des translocations
plus rares comme NUP98-HOXD13 (Greenblatt et al1.2).

b. Anomalies du récepteur c-Kit

Le gene c-Kit code pour un récepteur a activitégiyre kinase de classe lll, c-Kit ou CD117,
exprimé dans environ 80% des cas de LAM, doniglenid est le stem cell factor (SCF). Bien
gue les mutations activatrices de c-Kit soient @néss dans moins de 5% de I'ensemble des
LAM, le groupe de LAM CBF est particulierement ricbn mutations de c-Kit (12 a 48%). |l
s’agit majoritairement d’'une mutation survenantsieEnboucle activatrice du domaine kinase
(D816V) ou plus rarement de mutations de I'exogu,modifient la capacité de dimérisation
du récepteur. Les effets difféerentiels de ces dgprs de mutations dans les processus de
leucémogenese en coopération avec le transcrit AKILD ont été étudiés chez la souris
(Nick et al., 2012). En aval de c-Kit, les voiesgignalisation PI3BK/AKT et Ras/MAPK sont
activées (Masson and Ronnstrand, 2009).

c. Anomalies N-Ras, K-Ras

Ras est un pro-oncogene, appartenant a la fanglepdtites GTPases, qui existe sous trois
isoformes : N-Ras, K-Ras et H-Ras. Des mutationseddrois isoformes ont été décrites dans
de nombreuses tumeurs et on rapporte 5 a 10% adionst de N-Ras dans les LAM, qui sont
plus fréquentes que les mutations de K-Ras. Lestinons de H-Ras sont, quant-a-elles,
exceptionnelles dans les LAM. Dans les modeles mautiexpression de N-Ras ou K-Ras
oncogéniques dans des progéniteurs myeéloides, nesaax développent des maladies
apparentées aux LMMC ou des LAM (Parikh et al.,6)0Qa voie de signalisation MAPK,

située en aval de Ras est activée dans ces mai@sesjue la protéine S6 ribosomale.

2.2.3 Dérégulation des voies de signalisation dales LAM

Les anomalies moléculaires décrites précédemmentfagen non exhaustive sont
responsables de la dérégulation de voies de sigmialn, qui favorisent le processus
oncogénique. Ce rble oncogénique repose sur lamancore essentiellement démontrée ex
vivo, d’'un phénoméne dit « d’addiction élective s¥'activation constitutive d’une voie de

signalisation dans une cellule tumorale. Une celhdrmale, dans son microenvironnement,
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dépend pour sa croissance et sa survie de l'activéiarmonieuse et finement régulée de
plusieurs voies de signalisation agissant en pdeallet/ou de fagon synergique en
interconnexion. Ainsi, I'inhibition trés ciblée die de ces voies de signalisation n’induit le
plus souvent pas de mort cellulaire puisque lauehormale est capable, aprés une phase de
stress qui peut étre par exemple I'induction d'ungpamme d’autophagie, de compenser le
déficit par I'activation paralléle d’autres voies durvie. A l'inverse, et cela a été bien étudié
pour l'axe de signalisation PISK/mTORC1, l'activati constitutive de cette voie de
signalisation, issue de mutations génétiques detipes impliquées dans cette voie, rend la
cellule tumorale cible dépendante de I'activatiencette voie pour ses principales fonctions
(prolifération, survie, croissance). Les mutatidlesrécepteurs membranaires tels FLT3 (20-
30%), c-Kit (7-17%) et G-CSFR, ainsi que les muotadi de Ras ou la surexpression de
VEGF-R, décrites dans les LAM contribuent par exikemp [I'activation des voies
Ras/Raf/MEK/ERK, PI3K/PTEN/Akt/mTOR et JAK/STAT.

a. la voie PI3K/AKT

Les PI3K de classe IA, classiqguement activées ahdis récepteurs a activité tyrosine kinase
transmembranaires (RTK) sont constituées d’'une-gniié régulatrice de 85 kDa (p85), pré-
associée a une sous-unité catalytique de 110 kDEOJalont il existe 3 isoformes, B et?,
d’expression cellulaire difféerente. Aprés stimuwatid’'un RTK par son facteur de croissance,
la sous-unité p85 s’associe au récepteur phosgheuyl résidu tyrosine soit directement, soit
indirectement par l'intermédiaire d’adaptateurs écalaires de la famille IRS ou GAB et
permet I'activation de la sous-unité catalytiquel@l(Figure 2). Celle-ci phosphoryle un
résidu inositol de localisation sous-membrana@gHosphoinositide bis-phosphate (PIP2), en
phosphoinositide tris-phosphate (PIP3) qui perraaietrutement a la membrane plasmique
de protéines contenant un domaine PH (Pleckstnmethagy), telles PDK1 et la sérine
thréonine kinase Akt, principale cible des PI3K.Kimase PDK1 peut alors phosphoryler Akt
sur la thf®®. Cependant, pour étre pleinement active, Akt s phosphorylée sur au moins
deux résidus: la ti?® (par PDK1) et la séf* par le complexe mTORC2. La kinase Akt
contrble l'activité de nombreux substrats parmgleds ont été particulierement étudiés les
facteurs de transcription de la famille Forkheadleetcomplexe mTORC1. Akt contrOle
positivement la croissance, la prolifération, larvea cellulaire et, via l'activation de
MTORC1, inhibe l'autophagie et contrdle la machmate synthese protéique. Les cibles
d’Akt sont multiples et incluent cing effecteurs jmas: 1/ les facteurs de transcription de la
famille FOXO (ou FKHRL1) dont la phosphorylationrsuois sites par Akt induit leur
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inactivation par transfert du noyau vers le cytepia ; Akt bloque ainsi la transcription
FOXO-dépendante des inhibiteurs du cycle cellulp2@®* et RBL2 et des protéines pro-
apoptotiques Bim et Fas-L; 2/ Bad, dont la phosyglton par Akt bloque l'interaction avec
Bcl-XL, qui peut alors jouer son réle anti-apopgoie; 3/ I'ubiquitine ligase mdm2 qui,
phosphorylée par Akt, permet l'inhibition de la f@ine p53 par rétention dans le cytoplasme
et son envoi en dégradation par le protéasome domplexe IKK, dont I'activité kinase est
activée par Akt et responsable de I'envoi en dégrad de kB, inhibiteur de NF¢B, dans
certains systemes biologiques; 5/ la protéine T@@2erin) du complexe TSC1/TSC2, dont
la phosphorylation inhibitrice par Akt permet d’iaetr le complexe mTORC1.

/1\\1 \1///

Croissance Prolifération Apoptose

Autophagie

Figure 2. La voie de signalisation des PI3K de clas IA

Bad: Bcl-2/Bcl-X(L)-antagonist, causing cell deat®asp 9: caspase9; FOXO: forkhead box class O; GAB:
Grb2 associated kinase; GSK3: glycogen synthases&i3; IKK: kB kinase; IRS: insulin receptor substrate;
NF-«B: Nuclear factokB; MDM2: transformed 3T3 cell double-minute 2 p58ding protein; PDK1: PIP3
Dependant-Kinase; PIP2: phosphoinositide bis-phatgphPIP3: phosphoinositide tris-phosphate; PTEN:
phosphatase and tensin homologue;“p27cyclin-dependant kinase inhibitor p27; RTK: réeep tyrosine

kinase; TSC2: tuberous sclerosis complex (tuberin)
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Plusieurs mécanismes régulent négativement la Rt3&/Akt. Les lipides phosphatases
PTEN et SHIP limitent la production de PIP3, endiphosphorylant respectivement en
position 3’ et en position 5‘de I'anneau inositioks phosphatases PP2A et PHRPP limitent la
phosphorylation d’Akt sur la sEP et sur la thi’® respectivement. PDK1 active également
d’autres membres de la famille des kinases AGC (PAd&pendant protein kinase, cGMP
dependant protein kinase, Protein Kinase C subjamidmme SGK1 et PK&

La voie PI3K/Akt est activée constitutivement dases nombreux cancers par diverses
anomalies génétiques acquises. Parmi celles-cidéex plus fréquentes sont celles qui
impliquent PTEN et la sous-unité pkild.e gene PTEN est délété et/ou muté sur un alléle
dans plus de 30% des cancers et sa fonction peutaéssi limitée par des évéenements
épigénétiques ou post-traductionnels qui font ditecehosphatase, aprés la protéine p53,
I'anti-oncogéne le plus frequemment modifié en éaologie. Les mutations du gene codant
pour la p11@, présentes dans 15% des cancers solides, condai$antivation constitutive
de son activité kinase.

Dans les LAM, I'axe PI3K/Akt est fréquemment acto@mme en témoigne la présence de la
phosphorylation d’Akt sur la s&Ff dans 50% a 80% des échantillons primaires (Xul.et a
2003) (Min et al. 2003) (Grandage et al., 2005¢duipe dans laquelle jai effectué ma thése
a montré la présence d’'une activation constituti&kt -c’est-a-dire persistante malgré
'absence de cytokines dans le milieu de cultui@sd50% des échantillons primaires au
diagnostic (Tamburini et al.,, 2007). De plus, ceitdivation d’Akt est retrouvée dans le
compartiment de cellules CD34+, CD38-, CD123+, @dnren cellules souches leucémiques
(CSL) (Bardet et al.,, 2006). Cependant, la valetonpstique de la voie PI3K/Akt est
controversée et semble différente selon que I'gande I'une ou l'autre des phosphorylations
d’Akt sur la set”® ou sur la thi’® (Gallay et al., 2009). Les mécanismes d’activatiena voie
PI3K dans les LAM sont peu connus, mais a linvedee nombreux cancers solides, ne
dépendent pas de mutations des phosphatases SATER ni de mutations d’Akt ou de la
pl1l®, qui est la sous-unité préférentiellement expriméactive dans les LAM (Park et al.,
2010) (Sujobert et al., 2005). Il n’a pas été nmgeidence de corrélation entre I'activation de
la voie PI3K/Akt et les mutations FLT3, c-Kit, R@amburini et al., 2007), excepté dans une
étude récente pour la voie Ras (Kadia et al.,, 20R2)y contre, il existe une sécrétion
autocrine d'IGF1 par les blastes primaires respdesade I'activation d’Akt par
l'intermédiaire de 'lGF1R dans 70% des cas de LAMC activation constitutive de la voie
PI3K (Chapuis et al., 2010).
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Le rb6le d’Akt dans la leucémogenése est suggéréiparetude chez la souris dans laquelle
I'expression d’Aktl constitutivement activée daes tellules souches hématopoiétiques est
responsable d’'un syndrome myéloprolifératif ou @ubAM dans 90% et 10% des cas

respectivement (Kharas et al., 2010).

b. la voie mTOR

La description de la fonction et des mécanismesedelation de la voie mMTOR sera abordée
en détail ultérieurement. Brievement, mTOR estaérene thréonine kinase tres fréequemment
activée dans les cancers, majoritairement en avé# doie PI3K/Akt. Elle est présente dans
la cellule au sein de deux complexes protéiquesnateres et de fonctions distinctes,
MTORC1 et mTORC2, qui favorisent la croissanceaeprolifération cellulaire. Dans les
LAM, mTORC1 est activé dans la majorité des écllant primaires étudiés (Xu et al.,
2003) (Récher et al., 2005) (Tamburini et al., 20@ependant, cette activation n'est pas
dépendante de la voie PI3K/Akt puisque la phosdhtion des cibles de mTORC1, S6K1 et
4E-BP1, n'est pas inhibée en présence d’'IC87114nhibiteur hautement spécifique de la
sous-unité pll® des PI3K de classe IA, qui permet par contre ibiilon de la
phosphorylation d’Akt sur la sEF (Tamburini et al., 2008). Une équipe a suggérédlmde

la Src kinase Lyn dans l'activation de mTOR, puegon inhibition a I'aide d’un inhibiteur
chimique (le PP2) ou par siARN permet l'inhibitides cibles de mMTORCL1 sans inhiber Akt
(Dos Santos et al., 2008). D’autres ont mis enengd une diminution de I'expression de
'ARNmM de TSC2, régulateur négatif de mTORC1, aigae I'hyperméthylation de son
promoteur dans les LAM (Xu et al., 2009). Ainsi, ®RC1 est fréquemment activé dans les
LAM, sans que les signaux conduisant a cette daivaient eté clairement identifiés.

Le role direct de mTORC1 dans la leucémogenese &tédié dans des modéles murins.
Lorsque mTORCL1 est activé par délétion de TSC1 Bensellules souches hématopoiétiques
murines (CSH), celles-ci proliferent d’avantag@etdent leur capacité de repopulation a long
terme (Chen et al., 2008) (Gan et al., 2008). Gaptype est semblable a celui observé dans
un modéle de délétion de PTEN, régulateur d'amentm@ORC1, qui s’accompagne de
syndromes myéloprolifératifs suivis de leucémielsénmtype qui peut étre atténué par la
rapamycine, inhibiteur de mTORC1 (Yilmaz et al.,08D Dans cette étude, les auteurs
soulignent une différence de comportement entred8$1 et les cellules initiatrices de
leucémie (LIC), dont le pool est maintenu malgrdd&tion de PTEN. Chez I'homme, la voie
MTORCL1 est activée dans les LIC puisque le traiterae vivo de cellules primaires de LAM

par I'association étoposide (inhibiteur de topavigoase, responsable de |ésions de I'’ADN) et
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rapamycine diminue le pourcentage de prise de gyraffres réinjection dans des souris
NOD/SCID par rapport aux échantillons traités pepéside seul (Xu et al., 2005). Ces
résultats sont d'importance majeure, puisque gadfgulation minoritaire de LIC, dont la

caractéristique supposeée serait d’étre quiescentre peu sensible aux chimiothérapies
classiques, est responsable des rechutes de LAWkdnl'invalidation de Raptor (composant

essentiel du complexe mTORC1) dans les cellulesch&su hématopoiétigues murines
transformées par 'oncogéne MLL-AF9 et transplastéda souris, retarde la progression de
la LAM et augmente la survie des souris (Hoshalet2012). Dans ce modéle, I'inhibition de

MTORC1 augmente I'apoptose des cellules de LAMédkfficiées contrairement aux blastes
les moins différenciés dont elle diminue le potrigucémique, sans toutefois affecter I'auto-

renouvellement.

c. Autres voies de signalisation déregulées dassL/AM

La voie Ras/Raf/MEK/ERK favorise la prolifératida, différenciation et la survie cellulaire.
Elle est activée dans 50 a 83% des LAM (Ricciatdile 2005) et peut dépendre, soit de la
présence de mutations de Ras, soit de mécanisteasesl en aval de FLT3-ITD ou de BCR-
ABL par exemple. L'inhibition des phosphorylatiodg la kinase ERK dans les lignées
leucémiques inhibe la croissance cellulaire etiinda I'apoptose (Milella et al., 2001) et
I'activation de cette voie a été corrélée a un psbis péjoratif (Kornblau et al., 2006).

La voie JAK/STAT est activée en aval de certainsepéeurs aux cytokines dépourvus
d’activité tyrosine kinase intrinséque dont la stiation par le ligand induit la
phosphorylation en trans et donc I'activation d'yetéine de la famille JAK. Les kinases
JAK phosphorylent les facteurs de transcription)(BTAT et conduisent a la formation de
diméres de protéines STAT qui sont alors transfdaés le noyau cellulaire ou leur liaison a
I’ADN leur permet d’exercer leurs fonctions d’acteur transcriptionnel. Les mutations de
JAK2 sont rares dans les LAM de novo (Steensmal.et2@06) et n’expliquent pas la
frequence des activations des FT STAT, dont STAJu, peuvent survenir en aval de
l'activation constitutive de FLT3, responsable d@e ghosphorylation de JAK2, STATS3,
STAT5a et b (Tse et al., 2000), mais égalementvahdiune boucle d’autocrinie d’'IL6 pour
STAT3, activée dans 25% des LAM (Schuringa et281Q0).

Le facteur de transcription NEB est un complexe dimérique- le plus souvent ctrésties
sous-unités RelA/p65 et p50, mais également de@B2l et RelB- impliqué dans la réponse
inflammatoire, la prolifération et I'apoptose. Santivité est modulée par les facteurs de
croissance, certains oncogénes et le stress okyd&bn activation implique la
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phosphorylation suivie de la dégradation«B’l qui permet la translocation nucléaire du
dimére NFxB. La kinase dB, IKK, est activée dans les blastes de LAM (Baurtrga et

al., 2002) et une sur-activation de NB; impliquant essentiellement RelA/p65, est observé
dans 75% des cas (Guzman et al., 2001). L'activatie cette voie est retrouvée dans la

population CD34+ CD38- CD123+, enrichie en cellideaches leucémiques.
3. Voie de signalisation mTOR

3.1 La kinase mTOR

MTOR rapamycine

Domaines HEAT FAT FRB Kinase

Figure 3. Structure de la sérine/thréonine kinase mchanistic Target Of Rapamycin (mMTOR) et des deux
complexes mMTORC1 et mMTORC2

DEPTOR: DEP domain containing mammalian targetapamycin (mTOR)-interacting protein; FAT: FRAP,
ATM, TTRAP; FAT-C: FAT-C-terminal; FRB: FKBP12-Rapgcine binding domain; HEAT: Huntingtin,
EF3, A subunit of PP2A and TOR; mLST8: mammalighdewith SEC13 protein 8; NRD: negative regulatory
domain; PRAS40: proline-rich Akt substrate of 40akDProtor: protein observed with Rictor-1; Raptor:
regulatory associated protein of mTOR; Rictor: rapeine insensitive companion of mTOR; SIN1: SAPK

interacting protein

La protéine mTOR (pour mechanistic target of rapanjyest une sérine thréonine kinase de

289 kDa, dont le gene est situé en 1p36.2, ap@arteénune famille de kinases apparentées

aux PI3K (PIKK). Les membres de cette famille centient un domaine a activité

sérine/thréonine kinase a leur extrémité C-termsinalyant une forte homologie avec le
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domaine catalytique des PI3K. L'extrémité N-terniende mTOR contient le domaine FRB
(FKBP12-Rapamycine binding domain) dont l'intégriéét indispensable a l'action de la
rapamycine sur mTOR. La protéine mTOR est compakEeplusieurs autres domaines
hautement conserves entre les espéces: les r@petEn tandem de plus de 20 motifs HEAT
(Huntingtin, EF3, A subunit of PP2A and TOR) quirpettent les interactions protéine-
protéine ainsi que les domaines FAT (FRAP, ATM, B et FATC, situés de part et
d'autre des domaines FRB et catalytique respectwemlL’expression de mTOR est
ubiquitaire dans les cellules de mammiferes, oa slassocie a de nombreuses protéines
partenaires pour former deux complexes distincis, favorisent la croissance et la
prolifération cellulaire en interagissant de fag@mmonieuse dans les cellules normales, mais
dont I'activation excessive peut favoriser le dépglement de tumeurs. La figure 3 représente
la kinase mTOR et la composition des complexes MTCOBt mTORC2, qui contiennent en
commun mTOR, mLST8 (ou83) dont la fonction n’est pas connue, deptor epletéines

de soutien (scaffold protein) ttil et tel2.

Aprés activation, la kinase mTOR est phosphoryléeptusieurs résidus incluant les“Hf,
sef**Bet sef*®! Les sites tHf*Ysef**® situés dans un domaine répresseur sont phospsorylé
par S6K1 (Holz and Blenis, 2005). La 48t est un site d’autophosphorylation de mTOR, qui
peut étre phosphorylé au sein des deux complexé3REI et mMTORC2 et reflete I'activité
catalytigue de mTOR (Soliman et al., 2010).

3.2 Le complexe mTORC1

3.2.1 Composition

Le complexe mTORCL1 est caractérisé par I'associaii® mTOR avec Raptor (regulatory-
associated protein of mMTOR), indispensable a stivadion, qui agit en recrutant les substrats
de mTOR possédant des domaines TOS (TOR signdliaga et al., 2002). Raptor est une
protéine de 150 kDa qui posséde 7 domaines WD t{pyyane-Aspartate) répétés. Son
invalidation chez la souris conduit a une mortaditdbryonnaire précoce, survenant au méme
stade que chez les embryons invalidés pour mTOR. diininue la masse cellulaire et la
prolifération des blastocytes (Guertin et al. 200®aptor pourrait également permettre de
stabiliser le complexe mTORC1. Ce complexe a ét@alement défini par sa sensibilité a la
rapamycine et ses dérivés, qui aprés liaison auFARBbloquent I'interaction entre mTOR et
Raptor et inhibent la fonction de mMTORCL1 sans nedgon activité catalytiqgue (Oshiro et
al., 2004).
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MTORCL1 contient également la protéine mLST8 de B@&,kqui interagit avec le domaine
kinase de mTOR. Son rbole dans la signalisationveth @ mTORC1 dépend des modeles
testés. Sa présence n'est pas indispensable aviticde mTORC1 au cours du
développement embryonnaire murin. Le KO mLST8 faggagne en effet d’une létalité
embryonnaire plus tardive que les KO mTOR ou Raptarempéche pas la phosphorylation
des substrats de mTORC1. Par contre, I'inhibitigué& d’expression de mLST8 par ARN
interférence dans des lignées cellulaires en @aidiminue la phosphorylation des cibles de
MTORCL1.

La protéine mTOR interagit également avec PRAS40li(e-rich Akt substrate of 40-kDa)
et deptor (DEP domain containing mammalian targetrapamycin (mTOR)-interacting
protein), qui régulent négativement son activité.ghosphorylation de PRAS40 sur l&®thr
par Akt, aprés stimulation par I'insuline, dimingen interaction avec Raptor au niveau du
site de liaison aux substrats de mTOR. Ceci pean88K1 et 4E-BP1 d’interagir avec Raptor
et diminue l'effet inhibiteur de PRAS40 sur mTORCRRAS40 peut également étre
phosphorylée directement par mTORC1 sur plusiewsidus acides aminés. Ces
phosphorylations s’accompagnent aussi d’'une dingnutle l'interaction Raptor/PRAS40
(Wiza et al., 2012). Deptor est un régulateur néget mTOR, identifié plus récemment,
capable d’'inhiber mTOR au sein des deux compleXESRC1 et 2, avec toutefois une action
préférentielle sur mTORC1 (Peterson et al., 2088 mode d’action est mal connu, mais il
peut étre régulé par mTORC1 lui-méme, puisque t@sphorylation de deptor par RSK1 et
S6K1 permet sa reconnaissance par I'E3 ubiquitgesépTrCP suivie de sa dégradation par

le protéasome (Zhao et al., 2011).

3.2.2 Substrats et Fonctions

MTORCL1 posseéde de nombreux substrats que noustadleténs pas exhaustivement. Les
deux substrats les mieux connus sont S6K1 et 4E-BP1

a. Protéines S6 kinases

Les protéines S6K appartiennent a la famille desdes AGC, qui contiennent 3 sites de
phosphorylation hautement conservés entre lesréiffé membres, I'un situé dans la boucle
d’activation du domaine kinase et deux autreseatiémité C-terminale, dans le domaine
hydrophobe et le motif «turn ». La phosphorylatisar chacun de ces trois sites est
indispensable a l'activité des S6K, bien que lausége temporelle de ces évenements soit

actuellement controversée. Il semble toutefois goeyme pour Akt, la phosphorylation du
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motif « turn » soit un événement précoce et cangtitandis que deux modeles s’opposent
quant & l'ordre de survenue des phosphorylatiomslasthr®® par PDK1 (dans la boucle
d’activation) et sur la thf° par mTORC1 (dans le domaine hydrophobe) (Magnesaa.,
2012). Ces sites de phosphorylation correspondeata de la p70S6K, I'isoforme de S6K1
la mieux étudiée. Les S6K sont en effet constitudesdeux membres, S6K1 et S6K2,
chacune possédant deux isoformes issues d’'un gpisdernatif : p70 et p85 pour S6K1 et
p54 et p56 pour S6K2. En ce qui concerne leurstioms, le premier et pendant longtemps le
seul substrat identifié de S6K1 est la protéineriBé6somale (rpS6) appartenant a la sous-
unité ribosomale 40S. L’hypothese antérieure corargrson réle dans la traduction d’ARN
messagers TOP (contenant en 5’ un motif oligopyting adjacent a la structure CAP) codant
pour des protéines ribosomales ou des facteursrijétion, n’est plus privilégiée. Toutefois,
MTOR contréle bien la traduction des TOP mARN, pelddamment de S6K1-rpS6, puisque
cette traduction est fortement diminuée en casvdlidation de mTOR, alors que les
invalidations de Raptor ou de Rictor n’'ont qu’ufeeimodeste dessus (Patursky-Polischuk et
al., 2009). S6K1 phosphoryle également de nombeaires substrats, intervenant dans la
synthese protéique via la maturation des ARN messagjinitiation et I'élongation de la
traduction dite CAP-dépendante, dans I'assembl&geptotéines natives ou encore dans la
survie cellulaire (figure 4). Plusieurs de ces salhs (rpS6, elF4B, eEF2K, BAD, GSK3,
CCTpB) peuvent également étre phosphorylés par RSKstiflat la convergence entre les
voies MTOR et ERK/MAPK. La perte de fonction de S@kez la drosophile s’accompagne
d’'un sévere retard de développement et d’'une tétatisociée a une importante réduction de
la taille de I'animal et de ses organes, soulighandle de la protéine S6K dans la croissance
(Montagne et al., 1999).
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Figure 4. Structure et fonctions de S6Khdapté de (Magnuson et al., 2012)

BAD : Bcl-2/Bcl-XL antagonist causing cell deathCTp : chaperonin containing TCP#l CREM: : c-AMP
response element modulatrCTD: C-terminal domain; eEF2K : eukaryotic elotiga factor 2 kinase; ER:
oestrogen receptar; HM : motif hydrophobe; NTD: N-terminal domain; BID4 : programmed cell death 4;
rpS6: ribosomal protein S6; SKAR : S6K1 Aly/REFdilsubstrate; T-loop : boucle d'activation; TM :rtur
motif; TOS : TOR signaling

b. elF4E Binding Proteins (4E-BPs) et réle de mTQfns la synthése protéique

Le second principal substrat de mTORC1 est le s8prg traductionnel 4E-BP1 (eukaryotic
initiation factor 4E binding protein 1). Les pratés de la famille 4E-BP contiennent 3
membres: 4E-BP1, 4E-BP2 et 4E-BP3, dont le pressele mieux connu. 4E-BP1 est une
protéine de 13 kDa, comportant un motif RAIP a sgtiémité N-terminale et un motif TOS,
d’interaction avec Raptor en C-terminal. 4E-BP1 @sbsphorylé par mTOR de maniere
séquentielle sur au moins 4 résidus indispensabses activité. Les phosphorylations sur les
thP?” et thf® situées a I'extrémité N-terminale sont sensiblex acides aminés mais
insensibles & la rapamycine et au sérum. Ellesfsst les phosphorylations sur la®3et la
thr’®. auxquelles elles sont nécessaires (Gingras et 28I01). Ces deux derniéres
phosphorylations, situées a proximité du site desdin a elF4E, nécessitent la présence du

domaine TOS et sont sensibles a la privation emnsé&t a la rapamycine dans la plupart des
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modeles (Wang et al., 2005) (Choo and Blenis, 2008)BP1 doit étre phosphorylé sur

'ensemble de ces quatre sites pour se disso@#f4E et permettre la traduction (Figure 5).

) 1
i’ =5 | ® oia

BIF4G [sResP/2
L l Biogénése des
lysosomes
X Jr Synthése autophagie
/ lipidique
Synthése
protéigue

Figure 5. Les principales cibles de mTORC1

Atg13 : autophagy related gene 13; 4E, 4G : eléoganitiation factors; Pollll : RNA polymerase jIEREBP1
: sterol regulatory element-binding protein ¥2; TFBBanscription factor EB;ULK1 : unc51-like kinase4E-
BP1: 4E binding protein 1

En labsence d'activation de mTORC1, la protéine-BHEL, présente sous forme
hypophosphorylée interagit avec elF4E, une protéorestitutivement associée a la structure
CAP située en 5’ de la majorité des ARN messa@estie association empéche la formation
du complexe d'initiation de la traduction elF4Fj gst une des étapes limitantes du processus
de traduction (Haghighat et al., 1995). La phosplation de 4E-BP1 par mTORCL1 libere
elF4E et permet la liaison d’elFAE avec elF4G, pratéine d’échafaudage. Une fois liée a
elF4E, elF4G recrute elF4A, une hélicase qui petendéroulement de structures secondaires
inhibitrices dans I'extrémité 5’ non traduite d&RNmM, pour former le complexe elF4F
(figure 6). EIF4G se lie également a la protéineBPApolyadenylate binding protein) qui
permet la formation d’'une boucle a partir de la éoale d’ARNm, cette structure étant
stabilisée par elF4B, une protéine liee a elF4RABP. La sous-unité ribosomale 40S est
recrutée par ce complexe via son interaction alie®, @ne autre protéine partenaire d’elF4G.

Un complexe ternaire (composé d’elF2, Met-tRNA iR} est alors nécessaire pour mettre
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en contact la premiére méthionine et le ribosome’atsocie a elF1, elF1A et elF3 pour
former le complexe 43S de pré-initiation de la trettbn. Ce complexe, aprés reconnaissance
du codon « start » d'initiation de la traductioarrhe avec le ribosome le complexe 48S qui
permet l'initiation de la traduction des ARN messagCap-dépendants (Gingras et al., 1999)
(Blagden and Willis, 2011).

Figure 6. Complexe 48S d'initiation de la traductio. Figure adaptée de (Blagden and Willis, 2011)

AUG : codon d'initiation de la traduction de TARMOS : sous-unité ribosomale 40S; 1, 1A, 2, 3,4B\, 4E,
4G : facteurs d'initiation de la traduction eucagyd@elF); Met : méthionine; PABP : polyadenylateding

protein

S6K1 participe également a la traduction de plusiguaniére : i/ S6K1 phosphoryle la
protéine SKAR qui est impliqguée dans I'épissagkesport nucléaire des ARNm; ii/ S6K1,
en phosphorylant elF4B et PDCD4, augmente I'aéidielF4A,; iii/ S6K1 activee par mTOR
se dissocie de elF3; iv/ S6K1 phosphoryle et inaciEF2K, inhibiteur de eEF2 qui permet
I'élongation. En controlant S6K et 4E-BP1, mTORGt @onc un puissant régulateur de la
synthése protéique (Ma and Blenis, 2009).

Récemment, une étude transcriptomique effectuégaysomes purifiés dans des cellules
MEF traitées par la rapamycine (inhibiteur allosgge de mTORC1) ou par la Torinl
(inhibiteur catalytique de mTOR) a montré un rdfgportant de mTOR, par I'intermédiaire de
4E-BP1, dans le contrble de la traduction des TOPNAARNM qui codent pour des
protéines associées au processus de traduction eceiiR2 et la majorité des protéines
ribosomales (Thoreen et al., 2012). Dans cetteegtdd facon surprenante et contradictoire
avec les données préexistantes, I'inhibition de RT® des temps courts, ne diminue pas de
facon majeure les ARNm ayant une extrémité 5 UTRtranslated region) longue et
complexe. Par contre, son effet est drastique 'snsémble des TOP ARN et des ARNm
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ayant une structure proche de la structure TOP aomment admise. Le contrdle de la
traduction des ARN TOP par mTOR nécessite la poeseielF4G et sa régulation en aval
des protéines 4E-BP1 et 2.

c. Substrats impliqués dans l'autophagie

A coté de son réle majeur dans linitiation de riaduction, mMTORCL1 controle également le
processus d’autophagie nécessaire au recyclagergaselles vieillissantes et a I'adaptation
de l'organisme aux conditions de stress nutritibnmecessus qui peut également conduire a
la mort cellulaire, en cas de stimulation trop impote. L'autophagie est une voie
catabolique qui permet la dégradation de macromt#sccytosoliques et de portions
d’organelles apres leur transport dans des vésicgpgcifiques a doubles membranes,
appelées autophagosomes. Ce phénomeéne, finemaunt,résg déroule en trois phases
impliquant les protéines Atg (autophagy related eg¢nqui s’'organisent en complexes
multiprotéiques : 1/ formation d’'une vacuole d'apliagie (phagophore) qui séquestre de
facon non spécifique des constituants du cytoplasBieélongation et maturation de
'autophagosome; 3/ fusion de l'autophagosome deetysosome et dégradation de son
contenu en acides aminés, nucléotides et acides gra

La premiéere étape, dans laquelle mMTORCL1 intervieétessite la formation du complexe
Atgl3/Atgl (Ulk1)/FIP200 dont le rdle précis est Im@sonnu. MTORCL1 inhibe (par
phosphorylation directe d’Atgl3 et ULK1) ce compmeindispensable a linitiation de
'autophagie puisqu’il permet l'isolement du phagope, précurseur de l'autophagosome
(Corcelle et al., 2009). MTORC1 participe égalemémdirectement au contréle de
'autophagie via son réle dans la biogénese desstymes. En condition de privation en
nutriments, l'inhibition de MTORCL1 conduit a I'aeoulation de TFEB (transcription factor
EB) dans le noyau et a son activation qui pernmmtplession de génes impliqués dans la
formation d’autophagosome et la fusion des lysosof8ettembre et al., 2012).

d. Autres substrats

MTORCL1 régule, directement ou non, plusieurs pneeiimpliquées dans le métabolisme
lipidique dont le facteur de transcription SREBRfelol regulatory element-binding protein
%), Lipin-1 (régulateur négatif de SREBP1) (Petersbal., 2011) et PPAR<{peroxisome
proliferator-activated receptof) qui contréle I'adipogénése (Laplante and Sabafif6D9).
Parmi les autres voies intracellulaires réguléesnpBORC1, nous noterons le métabolisme

energétique (MTORC1 active HIlk1qui contrdle la transcription de nombreux geénes
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impliqués dans la glycolyse) (Duvel et al. 2010a figure 5 représente les principaux
substrats de mTORCL1.

3.2.3 Régulation

Parmi les nombreux signaux régulant I'activité cdamplexe mTORC1, il en existe cing
principaux, extra et intracellulaires, a savoirfesteurs de croissance, I'état énergétique de la
cellule, la disponibilité en nutriment, I'hypoxi¢ ke stress. lls permettent 'adaptation de la
cellule a son environnement et son statut métabel&f contrblent de nombreux processus

physiologiques dont les syntheses protéiques igidipes ainsi que I'autophagie.

a. Récepteurs aux facteurs de croissance

La régulation de mTORCL1 par les facteurs de cro@samplique le complexe TSC1/TSC2
(tuberous sclerosis complex), régulateur négatifmdBOR au repos. TSC1/TSC2 est un
hétérodimere dont les deux protéines partenairesime fonction suppressive de tumeur et
sont la cible de mutations dans la sclérose tulbérele Bourneville, maladie héréditaire
autosomique dominante caractérisée par la format@mumeurs bénignes multi-viscérales
(Crino et al., 2006). TSC2 (tubérine) agit par téimmédiaire d’'une activité GAP (guanine
triphosphate GTPase activating protein) sur Rhaeb,petite protéine G de la famille Ras qui,
couplée au GDP, inactive le complexe mTORC1 (Inekial., 2003), alors que TSC1
(hamartine) maintient la stabilité de TSC2 en erhpétsa dégradation. A c6té des mutations
perte de fonction affectant le domaine GAP de TS€2 mutations faux-sens de TSC1 ou

TSC2 déstabilisent et inactivent le complexe.

Lorsque la voie PI3K est stimulée par la liaisoordligand a son récepteur, la kinase Akt
activée par PDK1 et mTORC2 phosphoryle TSC2 swgel&® et sur la th*® et supprime
I'effet inhibiteur de TSC1/TSC2 sur mTORC1. La @ioe Rheb couplée au GTP active alors
MTORC1 (Inoki et al., 2002) (Figure 7). Akt agitadgment indépendamment de TSC1/TSC2
en phosphorylant PRAS40, régulateur négatif de mTOQRyui n’'interagit alors plus avec
Raptor. D’autres kinases interagissent avec I'aX@CITITSC2 comme ERK et RSK
(ribosomal S6 kinase) qui phosphorylent TSC2 susd8® et la set’®® respectivement,
placant la voie Ras/MAPK en amont de mTORC1 (Rdual.e 2004) (Ma et al., 2005). Les
mécanismes par lesquels Akt inactive TSC1/TSC2 distutés et semblent impliquer la
dissociation du complexe et/ou la dégradation d€Z Plutdt qu'une diminution de son
activité GAP (Huang et al., 2008). L'action activee de Rheb-GTP sur mTORC1 est
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egalement mal connue bien qu’il s’agisse d’'un miscaa direct, reproductible in vitro, et qui

pourrait modifier les interactions de mTOR avec FH3B.
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Figure 7. Régulation de mTORC1 en aval des facteurde croissance
Aprés activation par les facteurs de croissanceT Akibe le complexe TSC1/TSC2, ce qui favoriséolane
Rheb-GTP qui active mTORCL1. AKT phosphoryle égaleingérectement Pras40, inhibiteur de mTORCL1.

b. Axe LKB1/AMPK

Le statut énergétique de la cellule régule l'atéinde mTORC1. Un rapport AMP/ATP élevé,
témoin d’un stress énergétique, est capable deckvcomplexe hétéro-trimérique AMPK et
de réduire drastiguement la phosphorylation dedépres rpS6 et 4E-BP1. L’activation
d’AMPK nécessite sa phosphorylation sur le résidutAr'’® de la sous-unité par LKBL1.
LKB1 est une kinase anti-oncogénique dont les nartathéréditaires sont responsables du

syndrome de Peutz-Jeghers caractérisé par la peésde tumeurs bénignes et une
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prédisposition a certains cancers. Une fois actil&é&inase AMPK inhibe mTORC1 aprés
phosphorylation activatrice de TSC2 sur la*¥&rCorradetti et al., 2004). L'”AMPK peut
également inhiber mTORC1 indépendamment de TSCXT&SCphosphorylant directement
Raptor sur les s& et sef, ce qui favorise sa dégradation aprés liaisonpaatéines 14-3-3
(Gwinn et al., 2008).

c. Acides aminés

La perte de fonction de TOR chez la drosophile adgradun phénotype cellulaire identique a
celui observé lors d’'un appauvrissement du milieuaeides aminés (AA), c’est-a dire,
diminution de la taille nucléolaire, agrégation désicules lipidiques et arrét du cycle
cellulaire en GO (H. Zhang et al. 2000). Ce conataoulevé I'hypothése d’'un lien entre
acides aminés et TOR. Celui-ci a depuis été coéfipnisque lorsque des cellules de
mammiféres sont cultivées pendant 1 a 2 heures dansilieu sans acides aminés, on
observe une inhibition des phosphorylations de 86KE-BP1, qui ne sont plus stimulables
par I'insuline. De plus, dans ce modele, I'arginiaesurtout la leucine, dont I'action se situe
au niveau intracellulaire, sont les deux acideshamidont I'absence inhibe le plus fortement
MTORC1 (Hara et al., 1998) (Avruch et al., 2009ickhNin et al. ont recemment décrit un
modele de coopération de deux transporteurs membeard’acides aminés dont la présence
est nécessaire a I'activation de mTORCL1 apreés fwivaen acides aminés, permettanfine
I'entrée de leucine dans la cellule (Nicklin et &009). Ce modéle souligne le réle de la L-
glutamine dont l'import cellulaire est la premiettape indispensable a l'effet des acides
aminés essentiels (AAE) sur mTORC1. SLC1A5 (Solcterier family 1 member 5),
egalement nommé ASCT2, est un transporteur de fffieité pour la L-glutamine qui
permet son entrée cellulaire. Un second transportetnmé SLC7A5/SLC3A2 (ou LAT1),
du nom des deux sous-unités qui le constituenyrestansporteur bidirectionnel qui dans un
second temps permet I'’échange de L-glutamine ieliidaire contre de la L-leucine
extracellulaire. L'inhibition de I'un ou l'autre dees transporteurs bloque la stimulation de
MTOR par les AAE, aprés privation en AA dans ddlslles Hela. D’autres études suggérent
un lien entre différents transporteurs membranaessAA et mTOR, comme LAT2 (surtout
exprimeé dans le rein et l'intestin gréle) dans wdeale de glomérulonéphrite a croissant chez
le rat (Kurayama et al., 2011) ou encore SNAT2 dankgnée MCF-7 de cancer du sein
(Pinilla et al., 2011).

Les mécanismes d'activation de mTORC1 en aval ddelmine ne sont encore que
partiellement connus. L'effet des AA sur mTOR eshjontairement indépendant de
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TSC1/TSC2 puisqu’il n'est que peu modifié dans ddhiles invalidées pour TSC2 (Smith et
al., 2005) ou chargées en Rheb-GTP (Roccio, Bo&wertkruis 2006). Toutefois, une tres
forte surexpression de Rheb empéche l'inhibitiomd@®RC1 par les AA (Long et al., 2005).
En 2008, deux études ont montré le role d’'une fantie protéines a activité GTPase, les
protéines Rag, dans I'activation de mTORC1 parAés(Kim et al., 2008) (Sancak et al.,
2008). Chez les mammiféres, il existe 4 membresette famille (Rag A a D) qui agissent en
hétéro-diméres entre Rag A ou B chargés en GTRagtGQRou D chargés en GDP. Les AA
modifient la charge en GTP du complexe Rag, par mdésanismes non completement
élucidés. La leucyl-tRNA synthetase est capablep@@sence de leucine, d’interagir avec
RagD-GTP sur lequel elle exerce une activité GARoffisant ainsi la formation de I'hétéro-
dimere RagB-GTP/RagD-GDP, qui peut se lier a Rafian et al., 2012). Les protéines Rag
ainsi chargées permettent la translocation de mTORGC cytoplasme a la surface du
lysosome, ou elles interagissent avec un complpgel@ Ragulator, qui contient MP1, p14 et
pl8, indispensable a I'activation de mMTORCL1 pardds(Sancak et al., 2010) (Figure 8). Au
niveau du lysosome, mTOR serait ainsi mis en paEsee son activateur Rheb. Des travaux
récents ont mis en évidence le role joué par uoteiple membranaire lysosomale, la v-
ATPase (vacuolar H+- adénosine triphosphatase Ad)Pam aval des AA (Zoncu et al.,
2011). La présence d’AA favorise l'interaction ente Ragulator et la v-ATPase qui peut
ainsi jouer un rdle activateur sur les Rag, par mécanisme indéterminé. D’autres
transporteurs d’AA, localisés a la membrane desosmmes tardifs et des lysosomes
pourraient intervenir a ce niveau. Il s’agit destpmes PAT ou SLC36 (Proton assisted
Amino acids Transporter) dont les membres PAT1 AT4 d'expression ubiquitaire,
interagissent avec les Rag GTPases au niveau dsolyge et sont nécessaires a I'activation
de mTORC1 par les AA (Ogmundsdottir et al., 2018glon I'hypothése actuelle, les
protéines PAT et la pompe v-ATPase pourraient gtresibles a la concentration d’AA dans
la lumiére du lysosome et moduler en réponse Vatitn de mTORC1 par les Rag GTPases.
La participation d’autres kinases, dont hVPS34 (mafan vacuolar protein sorting 34
homolog), IPMK (inositol polyphosphate monokinaseMAP4k3 (mitogen-activated protein
kinase kinase kinase kinase), qui interviendragerite les AA et mTORC1, a été évoquée par
plusieurs équipes, sans que leur rbles respeciksm été clairement établis (Nobukuni et al.,
2005) (Kim et al., 2011) (Yan et al., 2010).
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Figure 8 : Régulation de mTORC1 par les acides amés

La coopération des transporteurs SLC1A5 et SLC7AB/Bermet 'augmentation de la leucine intracelhga

en échange de I'export de glutamine. La leucine ifisochdirectement la charge en GTP/GDP du complexe
hétérodimérique Rag A/B-Rag C/D qui par son intéoacavec Raptor permet un changement de localisati
cellulaire de mTOR. Le complexe mTORClest ainsalisé a la surface du lysosome ou la présence éb Rh
permet son activation. Le changement de localisatiellulaire de mTORC1 nécessite la coopération de

nombreuses protéines, dont le complexe Ragulatarpmpe v-ATPase.

d. Autres mécanismes de régulation

D’autres mécanismes de régulation de mTORC1 ontdét#its, la plupart agissant par
lintermédiaire du nceud TSC1/TSC2. La voie V@rthténine active mTORC1 via
l'inhibition de GSK3-B3, qui normalement favorisedtivité de TSC2 par phosphorylation
(Inoki et al., 2006). L’hypoxie cellulaire et leommages a I’ADN inhibent le complexe
MTORC1 par des mécanismes en partie communs: aes fdeteurs de stress cellulaire

activent REDDL1 (regulated in development and DNAdge responses) qui a son tour active
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TSC1/TSCZ2; ils activent également AMPK, via LKBlupd&hypoxie cellulaire qui induit un

déficit énergétique, ou via I'activation de p53cas de menace de l'intégrité génomique.

3.2.4 Robleoncogénique

Plusieurs observations permettent d’établir un betre la voie mMTORCL1 et les processus
tumoraux. Tout d’abord, certains syndromes hérigdacaractérisés par une prolifération
anormale de tissu et une prédisposition aux caméststent de la présence de mutations de
géenes impliqués dans la régulation négative dee cettie. Les mutations germinales
hétérozygotes de PTEN sont responsables du syndidesdéamartomes multiples, dont le
syndrome de Cowden, qui s’accompagne d’un risgeseéale cancers du sein, de la thyroide
et de I'endométre (Orloff and Eng, 2008). Les pdtigporteurs de mutations germinales de
TSC1/2, responsables de la sclérose tubéreuse dmeRdle, présentent de nombreuses
tumeurs bénignes multifocales, et bien que, chez patients, le taux d’incidence de
carcinome rénal ne soit pas different de celui depbpulation générale, ces cancers
surviennent en moyenne 25 ans plus tot que chexjets sains. Les mutations germinales de
LKB1 sont a 'origine du syndrome héréditaire dei2eleghers.

Ensuite, la voie mMTORCL1 est tres fréquemment aetilgns les pathologies tumorales, le plus
souvent en aval de la voie PI3K/Akt, elle-mémeeité nombreuses anomalies moléculaires
a type de mutations sporadiques, amplification dog@éne ou délétion de régulateur négatif,
touchant les génes PTEN, Akt, PISBKCA, Ras (Engeln2899). MTORC1 peut également
étre activé indépendamment de I'axe PI3K/Akt patations de régulateurs situés en amont
de mTOR comme les mutations de LKB1 fréguentes tenadénocarcinomes pulmonaires
sporadiques et certains cancers cervicaux (Ollith Makela, 2011), 'amplification de Rheb
dans les cancers de prostate (Nardella et al., )2@@B encore les mutations de
PML.(promyelocytic leukaemia), gene suppresseurtuteeur qui, dans des conditions
d’hypoxie, diminue I'interaction entre mTOR et sactivateur Rheb et favorise le maintien de
MTOR dans le noyau (Bernardi et al., 2006).

Dans un modele récent de souris avec délétion d&l Tdans les hépatocytes, on observe la
formation d’hépatocarcinomes chez 50% des animbes.tumeurs se développent avec un
long délai de latence et leur histologie est h¢@ne, évoquant la nécessité d’évenements
transformants secondaires (Menon et al., 2012)plDg, les animaux traités par rapamycine
ne développent pas de tumeurs. Les auteurs suggarenodele dans lequel I'activation de
MTORCL1 induirait des dommages tissulaires et déldimmation, via notamment le stress du

réticulum endoplasmique et I'inhibition d’autophegfavorisant la survenue d’évenements
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oncogéniques secondaires conduisant a la trandiom@ellulaire. La validité de ce modele
dans d'autres tissus n’est actuellement pas connue.

L’étendue des fonctions physiologiques contréléssnpT OR explique son rdle favorable a la
croissance, la survie et la prolifération des ¢eflitumorales. Toutefois, parmi les substrats
de mTORC1, celui dont I'implication dans les cascarété le mieux étudié est, sans aucun
doute, le répresseur traductionnel 4E-BP1. Sonedlaval de mTORCL1 dans la prolifération
a été démontré dans les lignées MEF et HEK-293 (ibgwet al., 2010) et I'axe 4E-
BP1/elFAE participe a la lymphomageneése induiteAkdy contrairement a la protéine rpSe6,
cible de S6K1 (Hsieh et al.,, 2010). De plus, ledants de 4E-BP1 non phosphorylables
répriment la formation de tumeurs dans des modiesancer du sein et cancer du poumon
avec mutation de PTEN et K-Ras respectivement (Blagand Willis, 2011). EIF4AE
favoriserait ainsi la croissance tumorale en cdéattdla synthése de protéines oncogéniques
impliquées dans la survie, le cycle cellulairenfiiogenése, le métabolisme énergétique et
invasion tumorale. L'étendue des géenes contrpismTOR a été recemment détaillée dans
le cancer de la prostate (Hsieh et al., 2012). é&sumécanismes contrdlés par mTORCL1
peuvent favoriser la croissance tumorale, commesyathése lipidique. Le rble de
'autophagie dans les tumeurs est quant-a-lui coetisé et pourrait varier en fonction du type
cellulaire et de I'environnement. En ce qui conedmrole de S6K1 dans la tumorigenese, il
reste incertain. Certains types de cancer, en cpaei le cancer du sein, ont une
surexpression de S6K1, de mauvais pronostic, dueamplification de 17923, qui contient
le gene RPS6KB1 (Barlund et al., 2000).

3.3 Le complexe mTORC2

3.3.1 Composition

Le complexe mTORC2 contient mLST8, deptor et mT@Rplus spécifiquement Rictor
(rapamycine insensitive companion of mTOR), mSIN1peotor-1. Les fonctions et la
régulation de ce complexe identifié plus tardivetgre mTORC1, sont moins bien connues.
Toutefois, il a été initialement décrit comme remi$ a la rapamycine (Jacinto et al., 2004).
La stabilité et I'intégrité de mTORC2 dépendentlalgprésence de mSIN1 et de Rictor. La

protéine mLST8 est également nécessaire aux forsctie mMTORC2.
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3.3.2 Substrats

MTORC2 controle differents membres de la famills #&mases AGC incluant les protéines
Akt, SGK1 (serum-and glucocorticoid-induced protkinase 1) et PKG- (protein kinase C-
a). En réponse aux facteurs de croissance, mTORGReadirectement Akt par
phosphorylation sur la $8f située dans son motif hydrophobe (Sarbassov,&G05). Cette
phosphorylation, associée a la phosphorylation alg¢hf® par PDK1, est nécessaire a
l'activité maximale d’Akt, qui peut ainsi réguleiivdrs processus cellulaires (croissance,
prolifération, apoptose). Toutefois, certains ttavant montré qu’en fonction de son statut de
phosphorylation, Akt régule différemment ses swstrL’inhibition de la phosphorylation
d’Akt sur la set” par déplétion de mTORC2 bloque ainsi la phosplation de certaines
cibles d’Akt comme FoxO1/3a alors que les phosphtons de GSK3 et de TSC2 ne sont
pas modifiées (Guertin et al., 2006) (Jacinto gt24l06). MTORC2 stabilise également Akt
en le phosphorylant constitutivement sur l1&%hrdurant la traduction de son ARNm par le
ribosome.

MTORC?2 contréle la phosphorylation de SGK1 surd&? aprés stimulation par les facteurs
de croissance (Garcia-Martinez and Alessi, 2008K1S phosphoryle FoxO1/3a sur les
mémes résidus qu’Akt, mais également NDRGL1. Cattask, surexprimée en cas de stress
osmotique, est impliquée dans la régulation dusprart de Iion sodium. Parmi les autres
cibles de mTORC2, on note PKL-qui joue un rble important dans l'organisation du
cytosquelette d’actine ainsi que les protéines RabRaxillin (Figure 9).

3.3.3 Régulation

La régulation de mTORC?2 est loin d'étre bien conrisephosphorylation d’Akt sur la $é&t

par mMTORC2 est activée par les facteurs de craissemntrairement a la phosphorylation sur
la th**°, suggérant des mécanismes régulateurs distinatpraduction de PIP3 en aval des
facteurs de croissance favorise le recrutement td'&kla membrane plasmique, or le
recrutement de mTORC2 dans les rafts lipidiguesié@stéssaire a son activité kinase sur Akt.
Le PIP3 pourrait ainsi permettre d’amener mTORC23ast substrat Akt en contact étroit,
mais il semble également capable d’activer direetermTORC?2 in vitro (Gan et al., 2011).
Par ailleurs, une interaction entre mMTORC2 et lgdasous-unité du ribosome a été mise en
évidence récemment (Oh et al.,, 2010). Cette inieraest stimulée par la voie PI3K et
favorise I'activite de mTORC2 (Zinzalla et al., 2)1Les mécanismes conduisant a cette

activation restent a élucider.
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Parmi les autres facteurs régulant mTORC2, on tetprésence d’'un axe TSC1/TSC2
fonctionnel, qui est nécessaire a son activitérdle des acides aminés sur mTORC2 est
controversé, certaines études ne montrant pasiwdition d’Akt par les AA (Jacinto et al.,
2006) (Nobukuni et al., 2005) alors que d'autresiebiment des résultats opposés, mais
variant selon le type cellulaire et les conditiates culture (Tato et al., 2011). Enfin, les
protéines partenaires de mTOR au sein du compleX®REC2 peuvent étre la cible
d’événements de phosphorylations, en particulietdriqui est phosphorylée par la S6K1 et
par la kinase GSKB modifiant son interaction avec mTOR et donc lactmnnalité du

complexe (Oh and Jacinto, 2011).
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Figure 9. Régulation et cibles de mTORC2
PIP3 : phosphoinositide tris-phosphate; P&Cyprotein kinase G RTK : récepteur tyrosine; SGK1 : serum-

and glucocorticoid-induced protein kinase 1; NDR®Emyc downstream regulated 1

3.3.4 Role oncogénique

Les fonctions contrélées par mTORC?2 incluant I'migation du cytosquelette d’actine et la

mobilité cellulaire, la prolifération cellulaire,apoptose peuvent participer au processus
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tumoral. MTORC2 est hyperactivé dans de nombremxed (Manning and Cantley, 2007),
ce constat étant recemment renforcé par son lien Evvoie PI3K située en amont, qui est
elle-méme trés souvent dérégulée dans les carl@mmgdle oncogénique a été démontré dans
certains types de tumeurs. MTORC2 est nécessanéwaloppement de tumeurs prostatiques
induites par délétion de PTEN chez la souris, jugdg croissance de ces tumeurs est inhibée
par invalidation de Rictor (Guertin et al.,, 2009e complexe favorise également la
prolifération et la migration cellulaire dans dégnées de cancer du sein et de prostate
(Hietakangas and Cohen, 2008) ainsi que dansitawes (Masri et al., 2007).

Les réles respectifs de mMTORC1 et de mTORC2 dansnkcanismes d’oncogenese sont
multiples et leur importance peut varier selon ypet cellulaire. De plus, la présence
d’interactions entre ces deux complexes ainsi @Esénce d'inhibiteur chimique spécifique

de mTORC2 compliquent la compréhension de leuesrdifferentiels.
3.4 Interactions entre les différentes voies densitisation

3.4.1 Rétrocontréle négatif de mTORCL1 sur la voie IBK

Le complexe mTORCL1 exerce un rétrocontréle négatif la voie PI3K/Akt. La protéine
S6K1 activee par mTORC1 phosphoryle IRS1, proté@ptatrice nécessaire a I'activation
de la voie PI3K en aval du récepteur a l'insulisig, les séf° et sef**** |IRS1 phosphorylée
ne se lie plus a la PI3K, ce qui facilite sa dégtaxh par le protéasome (Um et al., 2004). Ce
mécanisme a été confirmé dans des lignées cedlalat dans des cellules primaires de
cancers variés ainsi que dans les LAM et constitne des limitations majeures des
inhibiteurs allostériques de mTORC1, capables VactAkt en supprimant cette boucle de
rétrocontréle négative (O’Reilly et al., 2006) (Taumini et al., 2008). Un autre mécanisme de
régulation de la voie PI3K/Akt par mTORC1, indépanidde la S6K1, a été récemment
décrit, impliquant Grb10 (Growth-receptor boundtpno 10), une protéine adaptatrice se liant
aux facteurs de croissance (Hsu et al., 2011) (Yale 2011). MTORC1 phosphoryle
directement Grb10 sur plusieurs sites et permettaailisation. Grb10 peut ainsi jouer son
réle de régulateur négatif sur la signalisatioraeal de facteurs de croissance.

3.4.2 Autres interactions entre mTORC1 et mTORC2

Un des principaux substrats de mTORC2 est la kiAksequ'il phosphoryle sur la s&F. Or
Akt controle mTORC1 par l'intermédiaire de 'axe TETSC2 et de PRAS40. Ceci place

donc, en théorie, mMTORC2 en amont de mTORC1 damaniedeles ou Il'activation de
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MTORC1 est dépendante d’Akt. D’autres liens exisesre les deux complexes comme en
témoignent la phosphorylation de Rictor sur Id'thpar S6K1 qui s’accompagne d’un effet
inhibiteur sur la phosphorylation d’Akt (Dibble &it, 2009).

3.4.3 Interactions avec d’autres voies de signalisan

L’inhibition prolongée d’'une voie de signalisatioanduit parfois la cellule cible & adopter un
mécanisme compensateur en activant une voie altgan@eut varier en fonction du type de
cancer et des anomalies moléculaires préexistartesdté de I'activation de la voie
PI3K/Akt, secondaire a I'inhibition de mMTORC1, lai# ERK/MAPK peut également étre
activée dans des conditions identiques, par I'méstiaire de l'axe S6K1/PI3K/Ras
(Carracedo et al., 2008). Dans des cellules deecathe sein sur-exprimant le récepteur a
activité tyrosine kinase HER2, l'inhibition de laoie PI3K entraine une activation des
récepteurs de la famille HER suivie d’'une activatie la voie ERK/MAPK (Serra et al.,
2011). Il est important de prendre en considérates interactions entre différentes voies de
signalisation oncogéniques, dont la fonction petné &n partie redondante, comme en
témoigne par exemple la présence de substrats cosmaux voies PI3K/Akt/mTOR et Ras/
ERK/MAPK, lors de I'étude de traitements ciblés.sGmucles de rétrocontréle peuvent en

effet étre a I'origine de mécanismes de résistanceaitement.
3.5 Les inhibiteurs de mTOR

3.5.1 Inhibiteurs de premiere génération

Les inhibiteurs de premiere génération de mTOR awtept le sirolimus, également appelé
rapamycine, et ses dérives (everolimus, temsir@)mils ont été découverts en 1970 sur l'ile
de Paques (Rapa Nui en langage autochtone) eteprmamt d’'une bactérie filamenteuse,
Streptomyces hygroscopicui s’agit d’antibiotiques de la famille des maldes aux
propriétés antifungiques et immunosuppressivesapamycine est un inhibiteur allostérique
de mTORC1, qui interagit avec mTOR, aprées fixaspacifique a la protéine FKBP12. Elle
permet ainsi une dissociation de l'interaction mTR#&ptor et exerce un effet inhibiteur
précoce sur le complexe mTORC1 contrairement a mODR5uertin and Sabatini, 2009).
Cependant, une exposition prolongée a la rapamymnmet d'inhiber également mTORC2
dans certains modeles cellulaires, en bloquanbtiadtion du complexe (Sarbassov et al.,
2006). Certains rapalogues (temsirolimus ou CCI-@7®verolimus ou RADOO1) ont été

approuves pour le traitement du cancer du reiudymphome du manteau. Cependant, leurs

43



effets thérapeutiques ont été décevants dans dessias cliniques sur d’autres tumeurs et
plusieurs mécanismes de résistance ont été décatdion inhibitrice de ces composés sur
MTORCL1 n'est que partielle puisque, selon le typBulaire, certaines phosphorylations
contrblées par ce complexe échappent a leur effdbiteur, comme les phosphorylations de
AE-BP1 sur la tHf*®et la set® (Choo et al., 2008) (Tamburini et al., 2009). Desp les
rapalogues, en inhibant l'activité de S6K1, suppriinla boucle de rétrocontréle négatif
exercée par S6K1 sur PI3K. Ces effets peuvent guxglila résistance de certains cancers,
dont les LAM, aux rapalogues et ont justifié le eléppement d’inhibiteurs plus puissants de

la kinase mTOR.

3.5.2 Inhibiteurs de seconde génération

Plusieurs sociétés pharmaceutiques ont développdgament des inhibiteurs de mTOR de
seconde génération, appelés TORKinhibs (MTOR kinaB#itors). Parmi eux, certains
agissent spécifiquement sur mTOR, tandis que aaubnt un spectre d’action élargi aux
PI3K. Cette nouvelle classe d’inhibiteurs de mTQGRd#finie par son mécanisme d’action. Il
s’agit de petites molécules (Torinl, PP242, Ku-0@B WAY600, AZD8055, OSI-027) qui
entrent en compétition avec la fixation de I'ATPrdueau du site catalytique de la kinase et
permettent son inhibition, quelles que soient lestgines partenaires auxquelles elle est
associée. Ces composeés inhibent donc mTOR au ssindelux complexes mMTORC1 et
MTORC2 avec une concentration inhibitrice médial@s(@) de I'ordre du nanomolaire
(Garcia-Martinez et al., 2009) (Chresta et al.,020Ces inhibiteurs, via leur action sur
MTORC2, empéchent l'activation d’Akt induite pas lepalogues et induisent une inhibition
plus importante de mTORC1 puisqu’ils permetterdéahosphorylation des sites résistants a
la rapamycine ainsi qu’une meilleure inhibitionldeéraduction (Feldman et al., 2009) (Figure
10). Une étude comparant le PI103 (inhibiteur deude mTOR et PI3K), le PP242
(inhibiteur catalytique de mTOR) et la rapamycingnsl un modéle de leucémie aigué
lymphoblastique avec chromosome Philadelphie, atr@ame supériorité, in vitro et chez la
souris, des inhibiteurs de seconde génération d@RnDe maniere intéressante, dans cette
étude l'inhibiteur double de mTOR/PI3K avait unetffimmunosuppresseur plus marqué que
linhibiteur sélectif de mTOR (Janes et al., 201@lusieurs de ces TORKinhibs ont montré
une forte activité anti-tumorale sur un large éaértdte tumeurs solides et hématologiques in

vitro et sont actuellement en cours d’essais tledragues de phase /1.
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Facteurs de
croissance

Figure 10 : Cibles des inhibiteurs catalytiques denTOR, exemple de ’AZD8055

4. Glutamine et cancer

Les cellules normales et cancéreuses utilisent faisale glucose et la glutamine, le plus

abondant des acides aminés présents dans le ggéoumla production d’ATP, de substrats

nécessaires a la synthese d'acides aminés, deorigteé et d’'acides gras, mais également
pour réguler le potentiel d’oxydoréduction via jamthése de NAPDH (nicotinamine adenine

dinucleotide phosphate). Le glucose est donnewadaone, d’oxygéne et d’hydrogéne pour
les processus anaboliques et la production éngrggtiandis que la glutamine est le donneur
essentiel d’azote pour la synthése des bases pueinpyrimidines et d’acides aminés non

essentiels. La dégradation de la glutamine permetetent de fournir, indirectement, un

intermédiaire du cycle de Krebsgpitétoglutarate. L’équilibre entre ces différentases

métaboliques est modifié dans les cellules normatephase de prolifération et dans les
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cellules tumorales, qui incorporent massivementcage et glutamine tout en limitant

l'utilisation du métabolisme oxydatif (Figure 1Defvine and Puzio-Kuter, 2010).

Glutamine Glucose
(<] (]

A. Cellules quiescentes

Catabolisme
de lipides et
AA

Glutamine Glucose
L o
e 9, O o O O
e o
®e o o o0O©O

B. Cellules proliférantes

Figure 11 : Différence de métabolisme entre celluequiescentes et cellules en prolifératiorinspiré de
(Ward and Thompson, 2012)

A. En l'absence de stimulation par les facteurs dessaoce, les cellules normales en phase de quiscen
maintiennent leur production d’ATP en utilisant Ipsoduits de dégradation des acides aminés
intracellulaires issus de l'autophagie et des épidia le cycle TCA. L'utilisation du métabolisme
oxydatif optimise la production d’ATP.

B. Les cellules a fort taux de prolifération et ledludes tumorales augmentent leur utilisation de
glutamine et glucose extracellulaires pour s’adaptdéeurs besoins anaboliques. La glutamine et le
glucose sont utilisés essentiellement pour syrs®éties lipides, des protéines et des acides gueksi
(biomasse). Le flux glycolytique augmenté se traghdr la production de lactate, un rendement

énergétique diminué ainsi qu’'une baisse du métsinelioxydatif.
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L’existence d’un métabolisme propre a la cellulmdwale a été mise en évidence en 1926 par
Otto Warburg qui a constaté que les cellules caousés, contrairement aux cellules
normales, utilisaient préférentiellement la voielalglycolyse pour dégrader le glucose, et ce
méme en condition de normoxie, alors que le rendég@ergétique de cette voie (production
d’ATP a partir d'une molécule de glucose) est me#lt inférieur a celui de la
phosphorylation oxydative utilisée par les cellutes cancéreuses. Cet effet « Warburg »
s’accompagne d’'une consommation accrue de gludcaderee production de lactate, et peut
étre favorisé dans les cellules tumorales par segeanomalies génétiques identifiées depuis
(anomalies des voies Ras, PI3K/Akt, p53, VHL/HIFpourrait permettre I'adaptation de la
cellule tumorale & un microenvironnement défavarabh moduler le pH ou encore favoriser
la biosynthese de macromolécules (Hsu and Saba@fB) (Kroemer and Pouyssegur, 2008)
(Mazzio et al., 2012). La glutamine, dont l'utilisan est également nettement augmentée
dans les cellules tumorales, participe égalemertlesoins accentués de ces cellules en

division.
4.1 L'import de glutamine

4.1.1 Généralités

La consommation de glutamine par des cellules @issance in vitro est dix fois supérieure a
celle des autres acides aminés (EAGLE, 1955). luesde glutamine sont contrblés par des
transporteurs situés au niveau de la membrane fgasnqui appartiennent a plusieurs
familles de genes classés en fonction de leurdrsifysde leur dépendance ionique, de leur
régulation et de leurs propriétés cinétiques.dis slivisés en deux grands groupes déterminés
par leur degré de dépendance au sodium. Un traespagit sur plusieurs acides aminés et
inversement, chaque acide aminé est la cible dsieuits transporteurs différents. Les
transporteurs de la glutamine dépendants du soiticioent les systémes N, A, ASC/B°,'B°

et YL selon I'ancienne dénomination. lIs utilisent letgntiel énergétique du gradient de
sodium transmembranaire, maintenu le plus souvanigs pompes Nat+/K+ ATPase, pour
importer les AA contre leur gradient de concentratiLes systémes L, n et'b8ont des
transporteurs de glutamine indépendants dé& Na role physiologique important dans le
transport de glutamine, variable selon le typeutalle, a été déterminé pour au moins quatre
transporteurs. SNAT3 (SLC38A3) permet I'import datgmine dans les hépatocytes péri-
portaux et dans les cellules tubulaires proximalesein, et I'export de glutamine par les
hépatocytes péri-veineux et les astrocytes. L'esgio;m de SNAT1 (SLC38A1) est limitée
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aux neurones, ou il régule I'import de glutaminé egt ensuite convertie en glutamate, utilisé
comme neurotransmetteur. 1 (SLC6A19), isolé plus tardivement, est exprimé
uniquement dans la peau, les reins et dans la oafubrosse intestinale. ASCT2 (SLC1A5)
est nécessaire a la capture de glutamine par lleteseepithéliales et les cellules tumorales en
culture (McGivan and Bungard, 2007). Il n’existeeqoeu de données sur le transport de
glutamine dans les cellules hématopoiétiques. [alignée humaine de LAL-T, MOLT-4, la
majorité de I'import de glutamine est dépendantsatlium (Ochiai et al., 2006).

4.1.2 Le transporteur SLC1A5

a. Données générales

Le transporteur SLC1A5, anciennement nommé ASCTBPA@uU nom de ses principaux
substrats (alanine, serine, cystéine, thréonindggsemier transporteur de glutamine a avoir
éte isolé dans les cellules de mammiféeres, en 1B@&uda et al., 1996). Il s’agit d’'un
transporteur dépendant du sodium appartenantaaldlé SLC1 (famille des transporteurs de
haute affinité pour le glutamate et les acides nesiit ayant une forte affinité pour la
glutamine. Il est constitué de 8 & 10 domainesstreambranaires, d’'une longue extrémité
hydrophobe C-terminale et de sites potentiels despiforylation par PKC. Son expression a
été observée dans de nombreux organes (rein, poyranaréas, placenta, intestins, cerveau,
muscle strié) (Bode, 2001). Les mécanismes de atgal de SLC1A5 sont encore mal
connus, toutefois son expression dépend de la milsiitt en glutamine dans la lignée
HepG2, dans laquelle la glutamine augmente lI'exypoesde SLC1AS5 en activant son
promoteur (Bungard and McGivan, 2004). Les sétimédnine kinases de la famille PKC
pourraient moduler I'expression de SLC1A5 et I'impde glutamine, quoique les résultats
soient tout a fait discordants selon le type caitel étudié (Sidoryk-Wegrzynowicz et al.,
2011). Une étude suggere un lien entre les kin8§Hs et Akt et I'expression de SLC1A5
(Palmada et al., 2005).

b. R6le oncogénique

SLC1A5 contrble la plus grande partie de I'impcogtglutamine dans des lignées d’hépatome
humain, de cancer du sein et de cancer du colodegBbal., 1995) (Collins et al., 1998). Son
expression est augmentée dans les adénocarcinafigages (Witte et al., 2002). Des études
récentes s’intéressent au réle de ce transporms k& croissance tumorale, mais la plupart

des données sont issues de lignées d’hépatome mubaais la lignée SK-Hep qui consomme
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beaucoup de glutamine pour sa croissance, I'exprese SLC1A5 est nettement augmentée
par rapport aux hépatocytes sains, et son inhibifid’aide d'un ARN antisens induit de
'apoptose. La mort cellulaire induite par l'inhiimn de SLC1A5 est plus rapide que celle
induite par la privation en glutamine (Fuchs ef 2004). La méme équipe a montré par la
suite que cet ARN antisens de SLCAS induit unehbitioh de mTORC1 dans le modéle
utilisé (Fuchs et al., 2007). Le r6le de SLC1A5 gléactivation de mTORC1 a été depuis
approfondi, comme détaillé précédemment (cf papgra.2.3.c). L'existence d'un lien entre
SLC1AG5 et une voie de signalisation aussi fréquentrhgperactivée dans les cancers que la
voie mMTORCL1 renforce I'hypothese d’un réle oncogéeide ce transporteur de la glutamine,
d’autant plus qu’il est également la cible diregdéeprotéine oncogénigue comme c-myc (Gao
et al., 2009).

4.1.3 Autres transporteurs de glutamine impliqués @ oncogenéese

D’autres transporteurs de la glutamine peuvent®irexprimés dans les cancers. Parmi eux,
le transporteur SNAT2 (SLC38A2) est un transporeirfaible affinité pour la glutamine,
exprimé de facon ubiquitaire. Son expression egtn@mtée par la privation en acides aminés
(Hundal and Taylor, 2009). LARNmM de SNAT2 est aé¢edans la lignée MCF-7 de cancer
du sein et I'inhibition prolongée de SNAT2 danstedignée par le methylaminoisobutyrate
(Me-AIB, composé qui agit en compétition avec lebsirats du transporteur) diminue la
croissance et la prolifération cellulaire (Pinika al., 2011). L'expression hétérologue de
SNAT2 et SLC7A5 dans des ovocytes de xénope sugpereces transporteurs agissent en
coopération pour activer mTORC1, de maniere singilau couple SLC1A5/SLC7A5 dans
les cellules de mammiferes (Baird et al., 2009k &#ets de l'inhibition de SNAT2, par le
Me-AIB ou par siARN, sur l'activation de mTORC1 s$orontroversés et dépendent des
lignées étudiées. L'inhibition de SNAT2 dans dekutes musculaires de rat inhibe la voie
MTORC1 (Evans et al., 2007), alors que son effed@sosé dans la lignée MCF-7 de cancer
du sein (Pinilla et al., 2011).

Le transporteur SLC7A5 (ou LAT1) est un transpariadépendant du Nade faible affinité
pour la glutamine, dont les substrats préférentselst les AA avec une chaine latérale
aromatique ou branchée. SLC7A5 est surexprimé dansombreuses lignées de cancers
incluant hépatocarcinomes, cancers du sein, cam®erdestomac, cancers du poumon et
mélanomes (Fuchs and Bode, 2005). Cependant, sendafis I'import de glutamine est

incertain puisque celui-ci dépend essentiellemargatiium.
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Enfin, une étude a constaté une augmentation gpréssion de 'ARNm de SNAT3 dans les

gliomes malins primitifs (Sidoryk et al., 2004).
4.2 Métabolisme de la glutamine

4.2.1 La glutaminolyse

Dans la cellule, la glutamine peut-étre, soit séié directement dans certaines réactions
biochimiques, soit dégradée en glutamate par degers, les glutaminases. Il existe quatre
glutaminases mitochondriales (GA) identifiées clez mammiféres, codées par 2 génes
différents, dont les mécanismes de régulation gileeoncogénique ne sont pas les mémes: la
glutaminase de type 1 (GLS1 ou KGA pour kidney gjiuinase A) et la glutaminase C
(GAC), un variant d'épissage de KGA, ainsi que latagninase de type 2 (GLS2 ou LGA
pour liver type GA) dont une forme courte vienttdtédécouverte (Martin-Rufian et al.,
2012). GLS2 est exprimée essentiellement danside l® cerveau et le pancréas tandis que
GLS1 est exprimée surtout dans les hépatocytesyemiaires, la plupart des tissus adultes, a
I'exception du foie postnatal, et dans certainceas (cancer du sein, cancer colorectal, LAL)
(Curthoys and Watford, 1995) (Pérez-Gomez et QD52 Actuellement, il semble que GLS2,
régulée par p53, joue un réle anti-oncogénique l@mantant les défenses anti-oxydantes;
son expression est diminuée dans les cancers locéfalaires et sa surexpression permettrait
de diminuer la formation de colonies tumorales (etual., 2010). Les mécanismes de
régulation de KGA et GAC sont encore mal connusxptession de KGA est augmentée en
réponse a c-myc, TGF-B, les Rho-GTPases via-BlFou encore la voie Raf-Mek-Erk
(Thangavelu et al., 2012). KGA, et surtout la GAEmblent avoir un réle oncogénique et
pourraient constituer des cibles thérapeutiquesqg&so et al., 2012). L'inhibition de GAC
diminue la prolifération et la clonogénicité denlégps de cancer du sein (Wang, Erickson, et
al., 2010) et la formation de lymphomes induits gdlyc dans un modele murin (Le et al.
2012). L’inhibition de I'activité glutaminase dimie préférentiellement la croissance de
lignées de gliomes lorsqu’elles expriment la formatée d’'IDH1 (Seltzer et al., 2010). Dans
ces lignées, la glutaminase est la premiére étapessaire a la formation du substrat d'IDH1
muté (l'a-cétoglutarate) dont une étude a montré qu’il éissu du catabolisme de la

glutamine (Dang et al., 2009).
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4.2.2 Synthese de glutamine

La glutamine est synthétisée dans la cellule arpdidcide glutamique et d’ammoniac en
présence d’ATP; la réaction est catalysée par ureynee tres répandue, la glutamine
synthase (GS), codée par le géne GLUL (glutamateania ligase). Cette réaction est
impliquée dans I'élimination de 'ammoniac et dwtgimate; son importance varie selon le
contexte cellulaire avec une activité majeure dasshépatocytes péri-veineux et dans les
astrocytes qui recyclent le glutamate aprés sofisatton comme neurotransmetteur
(Newsholme et al., 2003). L'expression de GS egptilé® par un mécanisme transcriptionnel
en réponse aux glucocorticoides et a la voie pMaténine notamment, et par un mécanisme
post-traductionnel en réponse a la concentratiogldi&amine intracellulaire, impliquant le
protéasome (Labow et al., 2001). Dans le foie,ptession de la glutamine synthase est
contrélée directement par la voie Whtlaténine (Cadoret et al., 2002) et les mutatians d
gene de Ig-caténine, fréquentes dans les hépatocarcinomestifsj sont corrélées a une

surexpression de glutamine synthase (Cieply e2@09).

4.2.3 Réactions biochimiques cellulaires impliquaria glutamine et ses dérivés

Les cellules en croissance doivent synthétiseragetes aminés non essentiels (AANES) et
des acides nucléiques, qui sont tous deux des s#¥Ba@Erotés. La glutamine est le donneur
d’azote obligatoire dans trois étapes enzymatiqunédpendantes de la synthése des bases
puriques (phosphorybosyl-pyrophosphate (PRPP) dnaiasferase; phosphorybosyl-formyl-
glycinamidine (FGAM) synthetase et GMP synthetatejans deux réactions indépendantes
de la synthése des bases pyrimidiques (carbamogbpblate synthetase TT et CTP
synthetase). Au cours de ces réactions, la glumrdonne son groupement amide et est
convertie en glutamate. La glutamine est égalerteeionneur d’azote obligatoire pour la
synthese d’'asparagine a partir d’aspartate, r@actatalysée par I'asparagine synthétase
(ASNS).

Le glutamate (ou acide glutamique) est le princidahneur d'azote pour la synthése
d’AANEs par I'intermédiaire des transaminases gamsferent son groupement amine atx
cétoacides issus du catabolisme du glucose etglatiemine, pour former I'alanine, la sérine,
'aspartate et I'ornithine. Les autres AANEs sonsudte formés a partir de ces derniers ou du
glutamate pour la proline. La tyrosine est le $eAINE qui n’est dérivé ni du glucose ni de la
glutamine (Wise and Thompson, 2010). Le glutamaiigipe également a la synthese de

glutathion.
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4.2.4 Autres fonctions de la glutamine

a. Activation de mTORC1

En plus de son réle dans la synthése d'acides amm@lutamine peut favoriser la synthése
protéigue en activant mTORC1. Les mécanismes gguéds la glutamine active mTORC1
sont discutés. La voie mTORCL1 est activée lorsqueohcentration intracellulaire d’AA est
augmentée. Bien que parmi les AA contrélant mTQ@R,AA branchés et surtout la leucine
aient un role prépondérant, la présence de glummermet une activation maximale de
S6K1, soulignant le réle privilégié de cet acidarsdans le controle de cette voie (Hara et
al., 1998) (Krause et al., 2002). Dans les cellldasémiques de type Jurkatt, la privation en
glutamine inhibe la phosphorylation de S6K1, indé&@mment de la concentration en ATP et
de l'état d’hydratation intracellulaire, et sans difier la concentration intracellulaire en
acides aminés branchés (Fumarola et al., 2005judéede Nicklin, citée précédemment
(Nicklin et al., 2009) souligne le réle de la gluiae, nécessaire a I'entrée de leucine dans la

cellule, par I'intermédiaire de la coopération erés transporteurs SLC1A5 et SLC7AS.

b. La glutamine comme substrat mitochondrial

Le r6le du métabolisme oxydatif dans les cellulesdrales a été mis en évidence en 1971 par
Kovacevic et al. qui observerent la présence d’atode carbone issus de la glutamine dans
le CO2 relargué par des cellules de carcinome tiEhfKovaceve, 1971). L’'oxydation de la
glutamine nécessite la perte de son groupementeaaudcours de sa transformation en
glutamate via la glutaminase, suivie de la pertesda groupement amine lors de la
conversion de glutamate encétoglutarate par la glutamate déshydrogénase {(GiRH
utilise le NAD comme coenzyme (Figure 12). Ces detactions sont accompagnées d’'une
production d’ammoniac libre. k*cétoglutarate peut également étre produit au cdess
réactions de transamination qui permettent le feande I'amine du glutamate sur un acide

cétonique pour former 'acidecétoglutarique et un acide aminé.

L-glutamine H3 glutamate GDH ou a-cétoglutarate
transaminases
o) 0
w —L J\/\I)L oAl
o]

Figure 12 : Catabolisme de la glutamine
GDH : glutamate déshydrogénase ; GLS : glutamin&® : glutamine synthase
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L’ a-cétoglutarate obtenu est un intermédiaire du cY¢IA qui peut soit constituer une
source d’ATP, soit fournir des précurseurs a latsyse de macromolécules. Ainsi, selon les
conditions d’oxygénation, les cellules de gliobbasé utilisent différemmentd-cétoglutarate
issu du catabolisme de la glutamine pour la syethdss citrate, source de NADPH. En
normoxie, le citrate est produit a partir d’acéBgA et d’oxaloacétate, issus respectivement
du glucose et de l'oxydation @cétoglutarate dépendante du cycle TCA. En hypadzie,
production d’acétyl-CoA a partir du glucose, qut &mnsformé en lactate, diminue; les
cellules utilisent alors des réactions de carbdiofiaqui permettent la réduction od’
cétoglutarate en isocitrate (par IDH) puis en tatr@Vise et al.,, 2011). D’autres résultats
obtenus & partir de données de spectroscopie ganrmrénce magnétique AiC, également
dans une lignée de glioblastome, suggerent quieelssins cellulaires en glutamine excédent
la demande azotée nécessaire a la synthese des acidéiques et des AANEs. Dans ces
cellules, une partie de la glutamine est utiliséerpnaintenir les réserves d’oxaloacétate et de
NADPH, et participe a la production de lactate (BeBdinis et al., 2007).

4.3 Mécanismes d’addiction a la glutamine

Certains cancers utilisent préférentiellement laaghine, comme substrat donneur de carbone
pour la biosynthése de macromolécules, au lieuldeoge (Le et al., 2012) (Metallo et al.,
2012) (Mullen et al., 2012). Ces divergences deabwisme dépendent du type de tumeur,
des anomalies moléculaires sous-jacentes et dwemcironnement non tumoral. Le niveau
d’expression des différentes enzymes impliquéess danmétabolisme de la glutamine

apparait étre un élément majeur dans la dépendi@soeellules tumorales a la glutamine.

4.3.1 Niveau d’expression de la glutamine synthas¢ des glutaminases

L’expression et l'activité d’enzymes impliquées gde métabolisme du glucose et de la
glutamine, étudiées dans des modeles murins deutgni{éoie et poumon) varient selon
'oncogene transformant (Met ou Myc). Les tumeugpdtiques induites par Met sont
associées a des mutations du géne codant pftodeenine, a une augmentation de glutamine
synthase (GS) et a une diminution des GLS. Leussibhse en glutamine extracellulaire sont
faibles, contrairement aux tumeurs hépatiques tadyiar Myc dans lesquelles I'expression
de GS est diminuée (Yuneva et al., 2012). L'étudela prolifération et de la viabilité
cellulaire en réponse a la privation en glutamdss des lignées de cancer du sein, a montré
une variabilité en fonction du type cellulaire (Blasu luminal) défini a partir du profil

d’expression génigue. Les lignées de type basadjldes a la privation en glutamine, ont une
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expression faible de GS et élevée de GLS1, coaitmaint aux lignées de type luminal (Kung
et al., 2011). Des résultats similaires sont oliedans des cellules primaires de cancers du
sein. Dans ce modele, l'inhibition spécifique deglatamine synthase supprime la relative
indépendance des cellules de type luminal a laglurte.

Les niveaux relatifs de GS et de GLS1 sont régpésplusieurs voies de signalisation ou
facteurs de transcription frequemment dérégulés des tumeurs, dont les voies Wt/
caténine et Raf/MEK/Erk et le facteur de trans@ipt-Myc (Figure 13).

4.3.2 Réle de 'oncogéne c-Myc

Le facteur de transcription Myc contréle de nomkrganes impliqués dans les fonctions des
cellules souches, la différenciation, la croissarelilaire et le métabolisme. Son expression
est frequemment dérégulée dans les cancers, indesrhémopathies (Dang, 2012). Myc
contr6le ainsi plusieurs enzymes impliquées darmgyleolyse, le cycle TCA, la respiration
mitochondriale et la synthése nucléotidique. llivactdirectement la transcription de deux
transporteurs de haute affinité pour la glutamigdC38A5 (ou SN2) et SLC1A5 (Wise et
al., 2008) et favorise I'expression de GLS1 par mécanisme post-transcriptionnel, en
inhibant I'expression du micro-ARN miR-23a/b dames dignées de lymphome B et de cancer
de la prostate (Gao et al., 2009). La privationgériamine, et non en glucose, induit de
'apoptose dans des cellules cancéreuses transésripar 'oncogene Myc (Yuneva et al.,
2007). Cette addiction a la glutamine peut variors le tissu cellulaire. Les travaux de
Yuneva cités précédemment ont mis en évidence iigsedces dans le métabolisme de
tumeurs induites par Myc selon 'organe cible (foi@ poumon) avec des variations dans
I'expression de GS, alors que dans les deux org&leS1 et LDHA (lactate deshydrogénase
A) sont augmentées (Yuneva et al., 2012). Dand_Add, plusieurs mécanismes peuvent
conduire a la dérégulation de Myc, incluant I'arfipdition de gene (peu fréquente dans ces
pathologies), la trisomie du chromosome 8 ou endarsurexpression (Hogstrand et al.,
2012).

4.3.3 Autres voies impliquées

Plusieurs autres voies de signalisation sont impkg dans le contréle du métabolisme de la
glutamine. Les données existantes suggerent quende surexpression de GLS1 en aval
d'une voie oncogénique, les cellules tumorales dontement sensibles a I'inhibition
spécifigue de GLS1. Cependant, dans ces modébkmdlidtion a la glutamine n’est pas

formellement démontrée.
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a. La voie NFR¢-B

L’activité glutaminase de type 1 est nécessair@@uwoir transformant de différentes Rho-
GTPases dans des lignées de cancer du sein, dordlilgration est inhibée par le composé
968 qui agit spécifiguement sur GAC. NB, activé en aval des Rho-GTPAses, est
indispensable a 'augmentation de I'activité de Gédhs ce modeéle (Wang, Erickson, et al.,
2010). Le mécanisme par lequel NB augmente l'activité glutaminase a été recemment
étudié dans la lignée Jurkatt, issue d’'une LAL-B d$ous-unité p65 de KB se lie au
promoteur de miR-23a et réprime la transcriptioncdemicro-RNA qui cible TARNm de
GLS1. La surexpression de p65 augmente la prafiéérales cellules leucémiques dans un

milieu riche en glutamine (Rathore et al., 2012).

b. La voie Raf/MEK/ERK

L’activation de lymphocytes T naifs augmente I'eegmion des transporteurs SNAT2 et
import de glutamine, ainsi que I'expression demsaminases GOT et GPT, de GDH et de
GLS. L'induction de ces enzymes et l'incorporatide glutamine sont bloquées par
l'inhibition de Erk dans ce modele (Carr et al.1@D L’activité enzymatique de GLS1 est
activée en réponse a I'EGF, via la voie de sigaabs Raf/MEK/Erk (Thangavelu et al.,
2012). Les mécanismes de cette activation ne smcpnnus mais nécessitent la formation
d’'un complexe associant Raf-1, MEK2, Erk1/2, PP2&ES1 dans des cellules 293T.

c. La voie Wnt/3-caténine

La voie Wntp-caténine joue un réle important dans la croissaedialaire, le développement
et la différenciation des cellules souches normadlesliaison du ligand Wnt au récepteur
Frizzled a la membrane plasmique, prévient la phoagpation de Ig3-caténine par GSKB;
nécessaire a sa dégradation par le protéasomp-ch&nine ainsi stabilisée est relocalisée
dans le noyau ou elle active la transcription degenes cibles, parmi lesquels cycline D1, c-
Myc et le géne Glul codant pour la GS. Une actoraiberrante de la voie Wpiéaténine est
fréquente dans de nombreux cancers dont les adémmmaes coliques, les carcinomes
hépatocellulaires et les cancers du sein (Yao .et2@fl1). Dans les LAM, cette voie est
frequemment dérégulée, notamment par 'hyperméibylale genes inhibiteurs de Wnt (Hou
et al., 2011) et participerait a I'auto-renouvelarhdes cellules souches leucémiques (Wang,
Krivtsov, et al.,, 2010). Les liens entre la voie ¥Brcaténine et le métabolisme de la

glutamine ont été étudiés exclusivement dans lasera hépatiques. Une étude suggére une
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addiction a la glutamine qui differe selon la prieseou non de mutations deflacaténine

dans des lignées d’hépatocarcinome (Tardito e2@l.1a).
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Figure 13 : Métabolisme de la glutamine : régulatio et fonctions

GLS1: glutaminase 1 (KGA); GS: glutamine synthase
4.4 Outil thérapeutique a activité glutaminase, laasparaginase

4.4.1 Généralités

La L-asparaginase (L-ASE) est une enzyme d'oripaetérienne, utilisée depuis plus de 40
ans dans le traitement d’induction et de consabdaties leucémies aigués lymphoblastiques
(LAL), dont elle est un élément majeur. Utiliséailse elle permet d’obtenir jusque 60% de

rémission complete (RC), et en association avewidaristine, la daunorubicine et les
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corticoides, les taux de RC sont de pres de 95% ksnLAL de I'enfant (Pui and Evans,
2006). Les deux formes de L-ASE utilisées en theuwtigue sont issues Escherichia coli
(Kidrolase® ou Oncaspar®, forme pégylée) drtinia chrysanthem{Erwinase®). La L-
ASE catalyse I'hydrolyse de L-asparagine (ASN) spaatate et ammonium. A c6té de cette
réaction principale, la L-ASE a également une #étiglutaminase (correspondant a 3% et
10% de l'activité asparaginase pour la Kidrolase®l'lerwinase®, respectivement) qui
dégrade la glutamine (GLN) en glutamate, libéray#lément de 'ammonium. La sensibilité
des LAL a la L-ASE est liée a une diminution vouae absence d’activité Asparagine
synthase (ASNS) dans les cellules tumorales, qui tes blastes de LAL dépendants de
'asparagine présente dans le milieu extracelleldifutilisation de L-ASE dans les LAL est
limitée par ses effets indésirables, incluant uoagalopathie- secondaire a un défaut de
synthese hépatique des protéines plasmatiquessn®sple de thromboses en particulier au
niveau cérébral, des insuffisances hépatiquesrer@atiques, des réactions d’hypersensibilité
et une immunosuppression. L’activité glutaminase ldeL-ASE est tenue en partie
responsable de ces complications (Kafkewitz andd@én 1983). In vivo, I'apparition
d’anticorps neutralisants chez la majorité des epédi traités par L-ASE native issue
d’Escherichia coli qu’ils présentent ou non des réactions d’hypesibdité, s’accompagne
d’'une diminution d’activité asparaginase sériqu@airrait favoriser la perte de réponse au
produit (Panosyan, Seibel, et al., 2004). L'utliisa de la forme pégylée de L-ASE permet de
réduire la production d’anticorps de haut-titre2#%6 a 2% apres induction (Avramis et al.,
2002). En cas d’apparition d'une réponse immunogdhailisation de L-ASE issue
d’Erwinia chrysanthemiconstitue une alternative intéressante étant ddiaiéence de
réaction d’hypersensibilité croisée entre ces deoruits (Willer et al., 2011).

4.4.2 Role de l'activité glutaminase de la L-aspatanase

a. Données cliniques sur les taux d’AA sériques

Les données sur les taux d’AA sériques aprés tnaité par L-ASE chez I'homme sont
difficiles a interpréter en raison d’une varialdlinter-étude, concernant le type de L-ASE, la
posologie et le mode d’administration utilisés. fEdais, il existe une forte corrélation entre
les concentrations sériques de GLN et d’ASN etti#é asparaginase (ASNase) seérique.
L'utilisation de L-ASE native (Kidrolase®) s’accomgne d’une diminution rapide et précoce
des taux d’ASN et GLN qui atteignent des valeudgtactables en quelques heures. Tandis
gue les taux d’ASN restent effondrés plusieursgaprés l'arrét des injections de L-ASE et
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malgreé I'absence d’activité résiduelle enzymatidas,taux sériques de GLN augmentent des
'arrét du traitement (Miller et al., 1969). Unetiaité enzymatique supérieure a 0.1Ul/mL
semble suffisante pour maintenir des taux d’ASNgsés trés faibles (Muller and Boos,
1998), quoique ces données pourraient varier ectitondu type de L- ASE utilisée puisque
la déamination optimale d’ASN semble nécessitaddamination préalable de GLN, qui ne
peut ainsi plus participer a la synthese de no&t (Panosyan, Grigoryan, et al., 2004).
Des injections répétées de 25 000UI/aiErwinase® toutes les 48 heures permettent
d’obtenir des taux sériques d’ASN et GLN largementérieurs aux valeurs preé-
thérapeutiques (ASN<1puM et GLN~25uM sous L-ASE werBSN~50uM et GLN~320uM
avant traitement) (Avramis et al., 2007). La common d'une injection d’asparaginase
pégylée et d’injection répétées de L-ASE nativenmantre pas de différence sur les taux
sériques d’ASN et GLN obtenus (Avramis et al., 20@2ans cette étude, la concentration
d’ASN diminue rapidement pendant quatre jours, tidense stabiliser aux alentours d’1uM
pendant 3 semaines, tandis que la concentratio@Ld¢ diminue pendant les 2 premieres
semaines de maniére corrélée a lactivitt ASNagee (activité ASNase supérieure a
0,4Ul/mL permet le maintien de taux de GLN inférgea 100uM).

b. Historique : développement d’enzymes a actigiigtaminase

Devant l'implication potentielle de l'activité glaminase de la L-ASE dans son effet anti-
leucémique, plusieurs groupes ont testé l'effei-laacémique d’enzymes bactériennes a
activité essentiellement glutaminase dans les anri&80. Une étude a observé une
diminution importante des blastes circulants de LASM LAL, sous traitement par une

asparaginase-glutaminase issuAatiromobacter spchez 7/7 patients traités, dont 4 étaient
résistants a la L-ASE (Spiers and Wade, 1976). Qge, des études ultérieures de phase |
et Il avec une asparaginase-glutaminase isséeirBtobacteront mis en évidence une

importante neurotoxicité (encéphalopathie et coayant mis fin prématurément aux essais
chez 'hnomme (Warrell et al.,, 1980) (Warrell et,al982). Ces reésultats soulignent

limportance de lactivité glutaminase des L-ASHsique la nécessité de comprendre les

mécanismes cellulaires sous-jacents pour en linataxicité.

4.4.3 Voies de signalisation régulées par la L-aspainase

Des variations dans la disponibilité en acides @&sipeuvent s’accompagner d’importantes
modifications des fonctions cellulaires affectanss bien les voies de signalisation, que

'expression de genes ou le transport et le méimhel des AA. Deux principales voies de
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signalisation sont modulées par les concentra@mm#A : 1/ la voie GCN (general control
nonrepressed), hautement conservée entre les ssp&da voie mMTORCL1. L'action de la L-
ASE sur ces deux voies de signalisation, additiersnda déplétion en ASN et GLN en soi,

explique son effet inhibiteur sur la synthése pouié.

a. La voie GCN

En condition de privation, la diminution des corications intracellulaires d’acides aminés
augmente la quantité d’ARN de transfert (ARNt) mbargés, ce qui permet 'activation de la
protéine kinase GCN2. Celle-ci phosphoryle alorsséa’ de la sous-unité: du facteur
d’initiation de la traduction elr2(Ramirez et al., 1992). Elleohosphorylé inhibe elF2B et
diminue la formation du complexe ternaire d'initbet de la traduction (elF2-GTP-Met-
tRNAM®) qui transfert la premiére méthionine au ribosolree.voie GCN activée permet
ainsi de réprimer la synthese protéique globalgs rest également capable d’augmenter la
traduction d’'un petit nombre de protéines dontdetdur de transcription ATF4 (activating
transcription factor 4). Ce dernier active la taiion de genes impliqués dans le
métabolisme des acides aminés, la réponse au dieseéticulum endoplasmique et
’homéostasie d’oxydoréduction, parmi lesquelsdagyde 'ASNS, afin de limiter le stress lié
aux déficiences en AA (Ye et al., 2010). Lorsqueciaonse AADR (amino acid deprivation
response) est insuffisante pour faire face au sstris cellule change son programme
d’expression de genes vers une mort cellulaire raroiée en activant notamment la
transcription du facteur pro-apoptotique CHOP (COAgxnhancer-binding protein
homologous protein). L'inhibition d’ATF4 par shARiNduit de I'apoptose dans des lignées
d’adénocarcinome colorectal et de fibrosarcomeagition de culture dépourvue d’AANEs
et sensibilise également ces cellules a la primagio GLN.

La L-ASE augmente la phosphorylation d'ed~2t induit une réponse de type AADR,
principalement dépendante de GCN2, a I'exceptiogehe CHOP, dans le foie et la rate de
souris (Bunpo et al., 2009). Cette réponse AADRsiajue l'inhibition de synthese protéique
hépatique, varient avec l'activité glutaminase deLtASE (Reinert et al.,, 2006). Chez
’homme, le géne de ’ASNS, régulé par la réponsdR est augmenté dans les cellules de
LAL traités par L-ASE.

b. La voie mTORC1

La régulation de mTORC1 par les acides aminés etlgpaglutamine a été détaillée

précédemment. Il existe peu de données sur les batre L-ASE et mTOR. Une étude
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montre une inhibition des cibles de MTORC1 (S6K4EBP1) par la L-ASE issueEcoli
dans des lignées leucémiques de LAL, alors quéiite d’autres sérines/thréonine kinase
étudiées (Akt, p90rsk, cdk2) n’est pas modifiéddshi et al.,, 1999). Dans cette étude,
I'activité kinase de S6K1, mesurée in vitro, dimeren présence de L-ASE mais également en
condition de culture sans GLN ou sans ASN. Lesuaistebservent également une diminution
de l'effet de la L-ASE sur S6K1 dans un clone dédaée Jurkatt résistant a la L-ASE par
rapport a la lignée parentale. Ces résultats sgetssa caution car il s’agit d'un travail
unique. La L-ASE d&.coli inhibe également mTORC1 dans certains tissus gfoies et
pancréas) in vivo chez la souris, alors que l'sdifion d'une L-ASE dépourvue d’activité
glutaminase (issue d&/olinella succinogengsi’'a pas d’effet sur mTORCL1 dans ces tissus
(Reinert et al., 2006). Dans les travaux compdreffiet de la L-ASE sur les tissus sains dans
des souris GCN2+/+ et GCN2 -/-, les auteurs obs¢nwee inhibition de mTORC1 par la L-
ASE dans les souris GCN2+/+, contrairement auxisds€N2-/-. Ceci souligne 'existence
d’'un lien complexe et bidirectionnel entre les wo@CN et mTOR, puisque la rapamycine,
inhibiteur de mTORC1, peut limiter I'induction d’uhes génes cibles de la voie AADR, le
gene CHOP, par la L-ASE (Bunpo et al., 2009).

4.4.4 Glutamine synthase et résistance a la L-as@ginase

La principale limitation de I'efficacité de la L-ASdans les leucémies aigués est I'apparition
rapide d’'une résistance clinique. La L-ASE induiteuaugmentation de I'expression et de
l'activité de I'asparagine synthase (ASNS) danditggees de LAL ainsi que chez les patients
(Hutson et al., 1997) (Appel et al., 2006). Lesmiss in vitro suggerent une corrélation entre
la résistance a la L-ASE et 'augmentation de Kat&, de 'ARNmM et de I'expression
protéigue d’ASNS. Toutefois, in vivo, chez les ssijatteints de LAL, les liens entre
sensibilité & la L-ASE et ASNS sont controverséassque ni le taux basal d’ASNS, ni le
niveau d’expression aprés exposition a la L-ASEpasmettent de prédire la sensibilité au
traitement (Appel et al., 2006) (Hermanova et2012).

La déplétion en glutamine induite par la L-ASE est élément important dans la
compréhension des effets cytotoxiques et anti-lmigpées de cette drogue. La glutamine est
produite & partir du glutamate par la glutaminetisgse (GS). De fagon similaire & ce qui est
observé pour 'ASNS, la L-ASE induit une forte awgration de I'activité enzymatique de
GS dans la lignée MOLT-4 (lignée de LAL-T) (Aslamizand Kilberg, 2001). Cette
augmentation ne s'accompagne pas de variation ulki d@ARNmM de GS, mais pourrait
impliquer des mécanismes de régulation post-trémunels affectant la stabilité de la
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protéine. Dans cette étude, la comparaison desumve'activité GS dans des lignées MOLT-
4 en fonction de leur sensibilité a la L-ASE morqtéil existe, dans la lignée résistante, une
augmentation de l'activité GS basale, mais égalérapnés induction par la L-ASE, par
rapport a la lignée sensible. Plusieurs équipedestés I'effet fonctionnel d’un inhibiteur de
GS, la L-methionine-sulfoximine (MSO), en additiaa L-ASE, dans des lignées résistantes
ala L-ASE de LAL-T, de fibrosarcome de rat ou erathépatocarcinome humain (Aslanian
and Kilberg, 2001) (Rotoli et al., 2005) (Tarditba., 2011). Dans ces différents travaux,
linhibition de GS restaure la sensibilité a la ISBE des lignées résistantes. L’'augmentation
de l'activité enzymatique de GS pourrait constituermécanisme d’adaptation a la L-ASE,
favorisant la survie cellulaire dans un milieu apgaen GLN. Toutefois, cette hypothese
reste a valider in vivo. Chez I'enfant, une étutexpression génique dans les LAL pré-B a
identifié un groupe de trois génes, parmi lesgleelgene GLUL qui code pour GS, dont les
niveaux d’expressions seraient prédictifs du risdeegechute a long terme. Cependant, dans
cette étude, le risque de rechute est lié a utefailveau d’expression de GLUL, déterminé
sur des prélevements au diagnostic (Hoffmann ¢2808). Dans une autre étude, I'analyse
de données transcriptomiques chez 173 enfantsntatteie LAL a identifié 35 geéenes
différentiellement exprimés dans les LAL sensildasrésistantes a la L-ASE, la sensibilité a
la drogue ayant été définie in vitro sur un testvailité cellulaire (holleman 2004). Un
grand nombre de ces génes est impliqué dans |daliétae des protéines, mais ni le géne de
’ASNS ni GLUL n’étaient identifiés dans cette étud

4.4.5 Données dans les LAM

Alors que le role de la L-ASE n’est plus a démanttans les LAL, son effet dans les LAM
est incertain. Lors du développement initial deecehzyme, dans les années 1970-1980, les
premieres études en monothérapie incluaient udefaibmbre de sujets atteints de LAM,
avec des taux de rémission compléte aux alentoeirs086 en monothérapie, n'ayant pas
conduit au développement d’études sur de plus daxghortes (Clarkson et al., 1970)
(Ohnuma et al., 1970). Cependant, dans les LAMacédires ou en premiere rechute, une
étude randomisée chez I'adulte (n=195) a compaféet’ de 'aracytine haute-dose associée
ou non a la L-ASEH.coli) a raison d’une injection de 6000Ufra J2 et J9. L’administration
conjointe d’'aracytine et de L-ASE s’accompagnaitng augmentation significative du taux
de rémission complete (40 vs 24%) (Capizzi et1#188). Cette association aracytine/L-ASE

est utilisée en consolidation dans certains pra¢éscdes LAM de I'enfant (Perel et al., 2005).
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In vitro, plusieurs équipes ont comparé la seriggbd la L-ASE des blastes de LAL et de
LAM, prélevés au diagnostic, dans une populati@nfiints. Ces études observent toutes une
diminution de la sensibilité a la L-ASE (estimée fmmesure de la viabilité cellulaire a 4
jours d’exposition a la drogue) des LAM par rappuk LAL, avec cependant d'importantes
variations en fonction des sous-types de la ciaasibon FAB. Ainsi, les LAM de type M1,
M4 et M5 semblent présenter une sensibilité a RIE plus importante que les autres sous-
types, avec selon les études, une sensibilité dé4 M1 ou LAM M5 in vitro identique a
celle des LAL (Zwaan et al., 2000) (Yamada et20Q1) (Okada et al., 2003).

La majorité des données détaillées précédemmentenmant L-ASE et LAM, sont assez
anciennes. Au vu de la progression croissante desatssances sur le role de la glutamine
dans les pathologies tumorales et de son lien tvemie mMTORCL, il nous a semblé
intéressant d’étudier I'impact de l'activité gluterase de la L-ASE dans les LAM, et son role

sur la voie de signalisation mTOR, fréquemmentgidée dans ces hémopathies.
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5. Résultats

5.1 L’AZD8055, inhibiteur catalytique de mTOR, a weffet anti-leucémique

Durant la premiére partie de mon travail de thgseme suis intéressée a l'effet de
’AZD8055, un inhibiteur de l'activité catalytiqude mTOR, dans les LAM. Les travaux
antérieurs du laboratoire ont en effet montré gexiste une activation de mTORC1, évaluée
sur la phosphorylation des protéines S6K1 surif&tet 4E-BP1 sur la tAf*® dans plus de
70% des blastes primaires au diagnostic de LAMtilisation du RADOO1, analogue de la
rapamycine, pour inhiber mTORC1, s’accompagne dax demitations majeures: 1/ le
RADOOL1 active la voie PI3K/Akt (comme en témoigieigmentation de la phosphorylation
d’Akt sur la set’ en levant la boucle de rétrocontréle négatif egerpar S6K1 sur la
signalisation IRS-2/IGF1-R. Cependant ce mécanisrexplique que partiellement la
résistance des LAM au RADOO1 car I'association 87C14 (inhibiteur spécifique de la sous-
unité catalytique pl¥0 des PI3K) au RADO001, bien que majorant signifiement la
diminution de prolifération des blastes primaimeguite par le RADOO1 seul, n’'induit que peu
d’apoptose (Tamburini et al., 2008); 2/ Certainen@ments de phosphorylation de 4E-BP1
sont résistants au RADOO1 qui n'affecte donc pasifitativement la synthése protéique dans
les LAM (Tamburini et al., 2009). Dans ce travdiéréme Tamburini a utilisé un inhibiteur
spécifique de la traduction cap-dépendante, le 4E@i agit par mimétisme de 4E-BP1 en
se liant a elF4E. Cet inhibiteur a un importanteefinti-leucémique in vitro, soulignant
l'intérét de bloquer efficacement la synthese poote dans les LAM. Par ailleurs, la voie
mTORC2, évaluée sur la phosphorylation d’Akt sur daf’® est également activée
constitutivement dans 50% des échantillons prirsailee LAM, probablement en lien avec la
voie PI3K (Tamburini et al., 2007) et la rapamycima, a priori, pas d’effet sur ce complexe
dans les LAM. Dans ce but, Sophie Park et NicolaspDis ont étudié I'effet de deux
inhibiteurs doubles de mTORC1/2 et de PI3K, apparie a la nouvelle génération
d’inhibiteurs de mTOR, le P1103 (dont la faible d¢hiponibilité ne permet pas un usage chez
’homme) et le NVP-BEZ235 (Park et al.,, 2008) (Chiapet al., 2010). Des résultats
intéressants ont été obtenus avec une inductigmoptase significative, y compris dans le
compartiment enrichi en cellules leucémiques immeastavec le PI103, et une inhibition de la
phosphorylation de 4E-BP1 sur tous les sites desgitmrylations dépendants de mTOR et
contrblant positivement la synthése protéique eNVP-BEZ235.
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Dans ce contexte, nous avons voulu étudier |'effieti-leucémique d’un inhibiteur plus
spécifiqgue de mMTORC1/2, sans effet inhibiteur suPI3K: '’ADZ8055, développé par le
laboratoire Astrazeneca. Comme attendu, 'ADZ808bke I'activité catalytique de la kinase
MTOR, au sein du complexe mMTORC1 (attestée pahdsghorylation de p70S6K1 sur la
thr*®%) et du complexe mMTORC?2 (attestée par les phostatimys d’Akt sur la séf® et de
NDRG1 sur la th*®) dés la dose de 10nM dans les lignées de LAM éasdet dans les
blastes primaires. De plus, contrairement a la mgpime, I'’AZD8055 déphosphoryle
entierement 4E-BP1 sur I'ensemble des sites dépende mTOR (tH*¢ sef®, thr'®), ce
qui s’accompagne d’'une diminution de la quantitécdmplexe d’initiation de la traduction,
elF4F, que nous avons pu mettre en évidence pachmique dé€methyl-GTP pulldown.
L’AZD8055 diminue la quantité d’elF4G lié a elFAéh augmentant en contrepartie la liaison
elF4E/4E-BP1 hypophosphorylé. L’inhibition des wienTORC1 et mTORC2 par
I’AZD8055 s’accompagne de plusieurs effets au nivieactionnel. Tout d’abord, nous avons
observé une diminution de la synthése protéiquéaddo mesurée par l'incorporation de
leucine tritiee. L’AZD8055 est également responsatblune inhibition de la prolifération
ainsi que d’'un blocage du cycle cellulaire en G&s 8ffets sur I'apoptose et la clonogénicité
ont ensuite été comparés entre les blastes prisneirdes cellules hématopoiétiques CD34+
issues de sujets sains. L’AZD8055 induit une apsptépendante des caspases ainsi qu’une
inhibition de la clonogénicité uniguement dansdeBules leucémiques et ne s’accompagne
pas de toxicité pour les cellules normales. Nousnawetudié I'implication de I'autophagie
dans la mort cellulaire induite par '’'AZD8055. Comra rapamycine, ce composé induit de
'autophagie (constatée par le clivage de LC3-l le@3-1l en western blot et par
'augmentation de l'activité des cathepsines). Igant de I'autophagie sur la survie cellulaire,
déterminé par l'utilisation de siARNs inhibant AT@b LC3, est lié a la dose d’AZD8055
utilisée, avec un effet protecteur de I'autophaxpeerveé a la dose de 100nM et I'effet inverse
a la dose de 10nM d’AzZD8055. Enfin, administré pera la souris, dans un modeéle de
xénotransplantation, '’AZD8055 permet de réduire claissance tumorale de la lignée
leucémique MV4-11, et augmente la survie des anintaités. L’ensemble de ces résultats
est encourageant et souligne I'intérét d’'inhibéicatement I'activité catalytique de la kinase
MTOR dans les LAM.
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5.2 La L-asparaginase, par son activité glutaminase une activité pro-
apoptotique dans les LAM

Nous avons vu précédemment qu’il pouvait étre @ggant de cibler la voie mTORC1 pour
inhiber efficacement la traduction dans les LAM.p€edant, les mécanismes par lesquels
cette voie est activée dans ces pathologies nepsanbien établis, quoiqu’il apparaisse assez
clairement que I'activation de mTORC1 est indépetelae la voie PI3K/Akt dans les LAM
(Tamburini et al., 2008). Etant donné le réle prérant des acides aminés, en particulier la
leucine, sur l'activation de mTORC1 par rapport aukres stimuli (dont les facteurs de
croissance) capables d’activer cette voie, jailudaster la fonctionnalité du lien entre acides
aminés et mTOR ainsi que les effets de I'inhibititencette voie dans les LAM.

L'utilisation de milieux de culture dépourvus deudene ou de glutamine inhibe comme
attendu la phosphorylation des substrats de mTOR&Ip70S6K1 sur la th¥ et le
répresseur traductionnel 4E-BP1 sur I&3efans les lignées MOLM-14 et OCI-AMLS3 ainsi
gue dans les blastes primaires dés 6 heures datipriFigure 1A). Des résultats similaires
ont été obtenus dans les lignées leucémiques MVdtHL6E0 (résultats non montrés). La
privation en glutamine pendant 24 heures induit apeptose significative allant de 8.5%
(dans la lignée HL60) a 25% de la population calfel dans la lignée la plus sensible (OCI-
AML3) (Figures 1B et 1C). Elle s’accompagne d’'uivagie de la caspase 3 et de son substrat,
la protéine PARP.

En raison de la dépendance des lignées de LAMasadh la glutamine, a la fois pour leur
survie et pour le maintien de Il'activation de laievanTORC1, je me suis ensuite plus
particulierement intéressée aux moyens permetiamiminuer la disponibilité cellulaire en
glutamine. Etant donné limplication du transportele haute affinité pour la glutamine,
SLC1A5, dans le contréle de mTORCL1 par la leuciaesdes cellules HeLa (Nicklin et al.,
2009) et son lien avec les tumeurs, j'ai étudié egpression et l'effet de son inhibition. Le
transporteur SLC1A5 est exprimé dans les 4 liguéesAM étudiées (MOLM-14, MV4-11,
OCI-AML3 et HL60) (Figure 2A). J'ai infecté de fagstable plusieurs lignées de LAM par
un vecteur lentiviral permettant I'expression indlie par la doxycycline d’'un shARN
SLC1A5 ou d'un shARN contréle. J'ai observée unkibition compléte de I'expression
protéigue du transporteur SLC1A5 aprés 48 heurespdsition a la doxycycline, inhibition
qui persiste pour des expositions prolongées (Eig2B). Dans la lignée MOLM-14,
linhibition de SLC1A5 s’accompagne d’une inductiaiapoptose a partir de 3 jours

d’exposition a la doxycycline, allant jusque 32%mbptose a J4 (Figure 2D).
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Figure 1. La privation en glutamine inhibe la voiemTORCL1 et induit de I'apoptose dans les lignées
leucémiques et dans les blastes primairelses cellules indiquées ont été cultivées pendant 84 heures dans
un milieu sMem avec 10% de SVF dialysé avec ou sans leucing @t/ou glutamine (gin). Les cellules ont
ensuite été lysées dans un tampon Laemmli 1X. losgiorylation des substrats de mTORC1 a été étpdiee
western blot (A). L'apoptose a été déterminée paoroétrie de flux (B) et par western blot (C). G&aspases ;
La recherche de différences statistiquement sigatifies entre les moyennes des valeurs de dif@gnoupes
expérimentaux a été déterminée a I'aide d'un tdesiStudent. *, ** et *** signifient P<0.05, P<0.0dt P<

0.001 respectivement.

J'ai observé une induction d’apoptose significatiwais plus faible dans la lignée MV4-11
infectée avec le lentivirus exprimant le shARN SIXSlen présence de doxycycline (18% a
J5), tandis que linhibition du transporteur SLC1A% pas d'effet pro-apoptotique dans la
lignée HL60 (résultats non montrés). Lorsque l'egpion de SLC1A5 est inhibée,
l'association glutamine/leucine ne permet plusedtimuler la voie mTORC1 in vitro apres
une période de privation en acides aminés dansgl#®d MOLM-14 attestant de la
fonctionnalité du transporteur (Figure 2C). Etamtige I'effet pro-apoptotique observé dans la
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lignée MOLM-14, jai testé I'effet de l'inhibitiode ce transporteur in vivo dans un modele de
xénotransplantation. La lignée MOLM-14 infectée fparshARN inductible dirigé contre
SLC1A5 ou par un shARN contréle a été transpladtées des souris nudes dont la moitié a
ensuite recu de la doxycycline. J'ai observé untéergiminution de la croissance tumorale
ainsi qu'une augmentation de la survie globale td&animaux traités par doxycycline qui ne
développent quasiment plus de tumeur (Figures 2E)Kcollaboration avec I'équipe de |
Cruz-Moura a Bichat).
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Figure 2. Linhibition du transporteur SLC1A5 inhib e la stimulation de mTORC1 en réponse a
I'association glutamine + leucine, induit de I'apofose in vitro dans la lignée MOLM-14 et in vivo, r@rime

la croissance tumorale dans un modéle de xénotrarigptation. L'expression de SLC1A5 a été étudiée par
WB dans des lignées de LAM (A). La lignée MOLM-14é# infectée par un vecteur lentiviral permettant
I'expression inductible par la doxycycline (doxyud shARN contréle (CTR) ou d'un shARN SLC1A5. Les
cellules ont ensuite été cultivées avec ou sanyayokne (0.2ng/mL) pendant les temps indiqués r§hu
Linhibition d’expression de SLC1A5 a été controlgar WB (B) et I'apoptose étudiée par cytométrieflde
(fixation d’Annexine-V) et par WB (clivage de PARP de la caspase3) de J1 a J6 (D). La lignée MOUM-1
infectée par le shARN inductible CTR (courbes miau par le sShARN SLC1A5 (courbes rouges) a ¢¢Etide

en sous-cutanée dans le flanc de souris nudestjeinsuite recu de la doxycycline par gavage oijalbs par
semaine. La croissance tumorale a été évaluéeftigipar semaine. La figure 2E représente la mogedu
volume tumoral (n=8 dans chaque groupe). La coudesurvie selon Kaplan-Meier est représentée en 2F.

L'expression de SLC1AS dans des lysats protéique®taux a été controlée par WB (2G).

Toutefois, afin d'agir de fagon plus radicale sucdncentration de glutamine extracellulaire,
j'ai ensuite étudié les effets d'une drogue a #@étiglutaminase, la L-asparaginase (L-ASE),
qui dégrade la glutamine en glutamate. La L-ASEbi@lde fagcon dose et temps-dépendante
les phosphorylations des substrats de mTORCL1,antlia phosphorylation de 4E-BP1 sur la
sef®, dans les lignées leucémiques testées et dabtakss primaires (Figures 3A, 3C, 3D).
Cette drogue n’'a pas d'effet inhibiteur sur lesresitvoies de signalisation étudiées
(mMTORC2, MAPK/ERK et STAT5) (données supplémengird.a comparaison de deux
types de L-ASE (Kidrolase® et Erwinase®) dont lieibé glutaminase varie a activité
asparaginase égale, ainsi que les dosages de plataeh d'asparagine dans le milieu
extracellulaire ont permis de corréler l'inhibitiate la voie MTORC1 a la déplétion en
glutamine (Figures 3A et 3B). J'ai en effet obsaumé inhibition compléte de mTORC1 pour
des doses d’Erwinase plus faibles que celles deolage nécessaires a I'obtention du méme
effet sur mTORCL1. Apres 6 heures d’incubation, mTGQRst inhibé par 1UI/mL d’Erwinase
et 10Ul/mL de Kidrolase dont I'activité glutaminasst environ quatre fois plus faible. Pour
chaque enzyme, la dose minimale nécessaire aditidn compléte de mTORC1, aussi bien a
6 heures qu’'a 24 heures, correspond a la dose almipermettant une dégradation complete
de la glutamine dans le milieu extracellulaire (&x d'asparagine extracellulaire est
indosable dés la dose de 0.1UI/mL a partir de Gdsepour les deux drogues, résultats non
montrés). La privation isolée en asparagine, coetrent a celle en glutamine, n'a pas d'effet

sur la signalisation en aval de mTORC1 (donnéepléopentaires).
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Figure 3. La L-asparaginase inhibe mTORC1 dans legnées leucémiques et les blastes primaires de
LAM. Cette inhibition est liée a son activité glutaninase.

(A) La lignée OCI AML3 a été incubée pendant 6 duh2ures sans ou avec de la L-asparaginase issSumlil’
(Kidrolase) ou dE.chrysanthem{Erwinase) a activité asparaginase égale (0.1 &I1@L) ; les cellules ont
ensuite été lysées en Laemmli et les extraits jopaté analysés par WB.

(B) Les cellules ont été traitées comme indiquéAerpour la quantification des acides aminés (Aans le
milieu extra-cellulaire, le surnageant de culturellutaire a été dé-protéinisé par une solution idac
sulfosalicylique a 30%w/v). Aprés centrifugation (5 min, 4 °C, 10000 tr/mil®) surnageant a été dilué avec une
solution contenant deux étalons internes (aciddudogaminique et amino-éthyl-cystéine). Les acidesnés
ont ensuite été séparés par chromatographie d'gehdions automatisée (AminoTac JLC-500/V, Jeokyfp
Japan).

(C, D) Les cellules mononuclées issues de prélémtmaédullaires ou sanguins (enrichis en cellulastigues,
plus de 80%) de 12 patients au diagnostic de LAMébé traitées comme en (A) et les intensités geaside
phospho-P70S6K®, phospho-4E-BPY® et actine observées en WB ont été quantifiéesidel’du logiciel
Multi Gauge, version 3.0 software, Fuji et lesaatide phospho-P70S6%° ou phospho-4E-BP° sur actine
ont été calculés et rapportés a 1 par rapportardition contréle sans L-asparaginase.

(E) La lignée HEK-293T a été transfectée par ursmlde d’expression vide ou exprimant une conswacti
Flag-RaptorRheb15. 48 heures aprés transfectismeléules ont été incubées pendant 24 heurescavsans L-

glutamine 4mM ou E.coli L-ase (10UIl/mL). Aprés lysdlulaire, les échantillons ont été analysésvigBr
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J'ai ensuite voulu vérifier que 'inhibition de mRT1 obtenue par la privation en glutamine
ou par la L-ASE impliquait les mécanismes connugédgilation de mTORCL1 par les AA.
Pour cela, j'ai transfecté des cellules HEK-293T yravecteur permettant I'expression d’'une
protéine chimérique (Raptor-Rheb15) exprimant gmali Flag, correspondant au partenaire
de mTORC1, Raptor, fusionné avec la séquence @ te Rhebl qui permet sa localisation
a la surface du lysosome (Sancak et al., 2010xptéssion de la protéine Flag-Raptor
Rhebl15 dans la lignée HEK-293T permet le maindieta phosphorylation de p70S6K1 sur
la thr*®® dans des conditions de culture sans glutaminenqurésence d’une forte dose de L-
ASE. Ces résultats suggerent que le maintien de R€Oa la membrane lysosomale
empécherait son inhibition par la L-ASE ou parfi@ation en glutamine, de fagcon similaire a
ce qui est décrit pour la privation en I'ensembde AAE dans des cellules de mammiféres.
Etant donné les réles de mTORCL1 et de 4E-BP1 @asgnthése protéique, jai ensuite testé
I'effet de la L-ASE sur la traduction. J'ai montgée la L-ASE augmente la liaison d'elF4E et
de 4E-BP1 par des expériences de 7Methyl GTP pwhdFigure 4A). Cette inhibition de la
formation du complexe d'initiation de la traductislaccompagne d'une diminution de la
synthese protéique mesurée par lincorporation é¢hionine radio-marquée dans les 4
lignées de LAM étudiées (Figure 4B), d'une inhdiitidu cycle cellulaire (résultats non
montrés) ainsi que d'une diminution d'expressia @etéines oncogéniques c-myc et mcll,

dont la synthése est connue comme étant régulfsegae cap-dépendante (Figure 4C).
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Figure 4. La L-asparaginase inhibe la traduction des ARNm ga-dependant dans les LAM.
(A) La lignée MOLM-14 a été incubée pendant 24 belgans ou avec L-asparaginase issbecdli (Kidrolase)
(0.1 & 10 UI/mL). 7Methyl Guanosine cap affinitysag: 5.16 cellules sont lysées par 3 cycles successifs de
congélation-décongélation dans 600uL de tamponoligbiisation. Aprés clarification par centrifugati a
13000g pendant 20min a 4°C, les surnageants sonbés a 4°C pendant 2h avec les billes 7 methyl-GTP
Sepharose dans 500uL de tampon de liaison. Lessksbnt ensuite lavées 3 fois et reprises dansardpon
Laemmli.
(B) Aprés 6 heures d'incubation avec ou sans Liagpaase (10UI/mL) dans un milieu sans methionies,
cellules indiquées ont été exposées pendant 2 hawec de la methioninef$ pour déterminer le taux de
synthése protéique globale.
(C) Aprés incubation pendant 24 heures avec dessdosissantes de L-asparaginase, I'expressionalie éfl c-

myc a été testée par WB dans les lignées indiqetédsns les échantillons primaires.

J'ai ensuite étudié I'apoptose induite par la L-A&dns les lignées leucémiques et les blastes
primaires. La L-ASE induit de I'apoptose dés 24reguallant de 10-15% jusque 30% pour la
dose de 10UIl/mL selon les lignées leucémiques ésdiHL60, MOLM-14, MV4-11 et OCI-
AML3), avec des taux atteignant plus de 40% a 4B8dwa la dose maximale dans les lignées

73



OCI-AML3 et MV4-11 (Figures 5A et 5E) et de l'ordoe 20 a 30% dans les deux autres
lignées (données supplémentaires). Dans les blastesires, j'ai également observé une
induction d’apoptose significative dés la dose d&JOmL de Kidrolase a 24 heures, allant en
moyenne jusque 40% pour la dose de 10UI/mL, avecguande variabilité inter-individuelle
sur les 16 échantillons étudiés (Figure 5C). Lbléanombre de patients étudiés ne nous a pas
permis d’établir de corrélation entre les carastignies de la LAM et la sensibilité a la L-
ASE. Afin d’étudier I'importance de l'activité glaminase de la L-ASE dans l'induction
d’apoptose observée, jai comparé les effets paptgiiques de la Kidrolase et de
'Erwinase. Les figures 5B et 5E montrent les régalobtenus dans la lignée OCI-AMLS3 et
dans les blastes primaires ; les 3 autres lignéefgalement été testées. Dans les lignées
leucémiques, j'ai pu observer une induction d’apseetsignificativement différente de fagon
constante a la dose intermédiaire de 1UI/mL d’@étimsparaginase en faveur de I'Erwinase,
dont l'activité glutaminase est plus importantet €ffet différentiel entre les deux drogues
s’estompe a la dose maximale de 10UI/mL. Dans leestds primaires, je n'ai pas observé de
différence significative entre les deux droguesismiae tendance vers un effet plus important
en faveur de I'Erwinase. Ces résultats soulignendle de I'activité glutaminase de la L-ASE
dans son effet pro-apoptotique dans les LAM. Lesiltéts obtenus avec les milieux de
culture dépourvus spécifiqguement, soit de glutams@t d’asparagine confirment cette
hypothése puisque, a I'exception de la lignée MY44a privation en asparagine pendant 24
heures dans le milieu de culture n'a pas deffeipaptique dans les trois autres lignées de
LAM étudiées (données supplémentaires). Dans l@égMV4-11, 'absence d’asparagine

induit prés de 17% d’apoptose a 24 heures.
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Figure 5. La L-asparaginase induit de I'apoptose das les lignées de LAM et dans les blastes primaires

(A) La lignée OCI-AML3 a été cultivée pendant 2448t heures avec ou sans L-ase iss&ecdli (Kidrolase)

(0.1 & 10 Ul/mL).et 'apoptose mesurée par un maggu/ AAD Annexin V en cytométrie en flux. (B) Latiée

OCI-AML3 a été incubée pendant 24 heures sans ea Kidrolase ou Erwinase a activité asparaginaséeég

(0.1 & 10 Ul/mL) puis I'apoptose mesurée par maggusnnexinV en cytométrie en flux. (C et D) Leslalels

mononuclées médullaires de 16 patients atteinisAdé au diagnostic ont été traitées comme en (A et(B)

L'induction d’apoptose a été confirmée en WB pétute du clivage de la caspase 3 (C3).

La glutamine synthase (GS) permet la synthese wlargine a partir de glutamate. Certains

travaux précédemment cités ont suggéré un liene éfdctivité de cette enzyme et la
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résistance a la L-ASE dans des lignées de LAL.&lialié I'expression de cette enzyme apres
exposition des cellules de patients et lignées déLa la L-ASE. J'ai observé une
augmentation constante de l'expression protéiqu&deaprés 24 heures d’incubation des
cellules leucémiques en présence de L-ASE (Figée Pe facon intéressante, la lignée
OCI-AML3 qui est I'une des plus sensibles a la LEA8xprime plus faiblement la GS par
rapport aux autres lignées. J'ai ensuite regaeftet de l'inhibition de GS, afin de bloquer la
synthése de novo de glutamine dans la celluleai@d’ de shARN. Des lignées stables
exprimant un shARN GS ou un shARN contréle ontoftienues apres infection lentivirale a
partir des lignées MOLM14, OCI-AML3 et MV4-11 (Figu6B). L'inhibition spécifique par
shARN de GS majore l'apoptose induite par la L-Afias la lignée leucémique MV4-11,
alors qu'elle n'a pas d'effet dans deux autregdigriestées MOLM14 et OCI-AML3 (Figure
6C).

Ces travaux soulignent I'importance de la glutandiaies les LAM dont une des fonctions est
de permettre l'activation de la voie mTORC1, damishavons montré précédemment qu’elle
favorisait la synthése protéique et la croissano®tale. A I'issu des résultats observés durant
mon travail de thése, la L-ASE apparait potentiediet intéressante dans le traitement des
LAM, avec toutefois la nécessité de définir pluggsément les sujets susceptibles de
répondre en fonction des caractéristiques biolagqule leur maladie, ainsi que les

meécanismes de résistances.
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Figure 6. La L-asparaginase augmente I'expression ed glutamine synthetase (GS) dans les lignées
leucémiques et les blastes primaires. Linhibitiorde GS majore I'apoptose induite par la L-ase dansal
lignée MV4-11 mais n'a pas d’effet dans les ligné&8OLM14 et OCI-AML3. (A) Les cellules indiquées ont
été cultivées pendant 24 heures avec ou sans (kiglselase) a la dose de 0.1, 1 ou 10 Ul/mL. L'eegsion de

GS a été déterminée par WB. (B et C) Les lignéed MD4, OCI-AML3 et MV4-11 ont été infectées avec un
shARN CTR (contrdle) ou shARN GS dans un vectewxpfession; les lignées stables obtenues ont été
cultivées pendant 24 heures avec ou sans L-asmlgse) a la dose de 10 Ul/mL. Linhibition de Gté

contrélée par WB et I'apoptose mesurée par cytaenétr flux.



6. Discussion et perspectives

Les travaux antérieurs du laboratoire dans ledaetrpvaillé ont souligné I'importance de la
synthese protéique, principalement régulée pamask mTOR, dans les LAM. Au cours de
mon travail de these, jai étudié un composé paaned’inhiber efficacement cette kinase,
I’AZD8055, et me suis intéressée a la régulatiomd@R par la glutamine. J'ai pu montrer
qgue : 1/ Tlinhibition efficace des deux complexed@RC1 et mMTORC2 a l'aide d'un
composé hautement spécifique, I’AZD8055, affecte slarvie cellulaire des cellules
leucémiques in vivo mais également in vivo dansnmudéle murin; 2/ la déplétion en
glutamine, obtenue a l'aide de L-asparaginasebemTORC1 et induit la mort cellulaire des
cellules de LAM in vitro.

En ce qui concerne la premiére partie de ce trapaikieurs points restent a approfondir
parmi lesquels les roles respectifs de mMTORC1 eDRIC2 dans la survie des blastes de
LAM puisqu’actuellement aucun inhibiteur chimiguest entierement spécifique de 'un ou
'autre de ces complexes. La rapamycine et ses gs@spqui, dans les LAM, n’inhibent pas
MTORC2, ont un effet partiel sur mTORC1 ne permmétiaas de distinguer les roles
respectifs des deux complexes. Dans ce but, I'équgms laquelle j'ai effectué mon travail de
these, développe actuellement des shARN inductiitgges contre les protéines partenaires
de mTOR, Rictor ou Raptor, associés spécifiquenaehitin ou l'autre des complexes, et
nécessaire a leurs fonctions, ainsi gu’'un shARMNniobmTOR directement, afin d’infecter les
lignées leucémiques, et dans un second tempsdsteblde patients. Par ailleurs, I'existence
de kinases autres que mTOR pouvant étre impliqdées la phosphorylation de 4E-BP1 a
été suggeérée par plusieurs équipes. Dans les LAMpariculier, le laboratoire a
précédemment mis en évidence [limplication indieeale la kinase Pim2 dans la
phosphorylation de 4E-BP1 sur la%gemécanisme constituant potentiellement un auéia fr

a l'utilisation des inhibiteurs de premiére génératde mTOR (Tamburini et al., 2009).
Cependant, 'AZD8055, en inhibant les phosphorgladiprécoces de 4E-BP1 dépendantes de
mTOR sur thi"*® qui sont indispensables aux phosphorylationsialiées sur la s& et sur

la thr'®, déjoue ce mécanisme de résistance aux rapalogiaesntage de 'AZD8055 par
rapport aux inhibiteurs doubles agissant a la $aismTOR et sur la PI3K, tels que le NVP-
BEZ235 précédemment testé par notre équipe, n'a g@sdémontré dans les LAM.
Cependant, la comparaison des données in vitranoeseavec ces deux inhibiteurs, suggére
une efficacité similaire sur I'inhibition des voids signalisation mMTORC1 et mMTORC2 ainsi

gue sur le rétrocontréle PIBK/AKT. Le spectre daatplus étroit de ’AZD8055 pourrait, du
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moins en théorie, en diminuer les effets seconslalte revue annexée, intitulée: “PI3K and
MTOR Signaling pathways in cancer: new data oretatjtherapies” détaille les mécanismes
d’action différentiels de ces deux types d’inhibite et leurs intéréts respectifs théoriques et
résume les premieres données de toxicité issueessess de phase I/ll dans les tumeurs
solides. L’AZD8055 est actuellement en cours d’sssiniques, dont les résultats ne sont pas
encore disponibles, dans plusieurs pathologies taile® (ww.clinicaltrials.gov
NCT01316809, NCT00973076, NCT00999882, NCT00731268% résultats préliminaires

d’'une étude ayant inclus 49 patients atteints destus solides a mis en évidence une bonne

biodisponibilité orale avec une toxicité dose-lmmte d’ordre hépatique (Banerji et al., 2011).
Concernant les limitations potentielles de ce casépelles relévent essentiellement des voies
de signalisation alternes mises en place par lagdazexposées a ’AZD8055 pour échapper
a la mort cellulaire. Parmi celles-ci, nous avouspnstater le r6le complexe de I'autophagie,
qui, selon lintensité du signal de stress (dangenétude, la dose d’AZD8055 utilisée),
exerce des effets opposés sur la cellule. Il eat d@cessaire, dans le développement de
I'utilisation de ces nouveaux composés, de premarecompte cette réponse particuliére,
d’autant plus qu’elle peut aussi modifier la seilisihde la cellule aux chimiothérapies
classiques que I'on pourrait étre amené a utilgerassociation avec ces thérapies ciblées.
Une étude a mis en évidence un effet protecteuf A#D8055, par l'intermédiaire du
mécanisme d’'autophagie, sur I'apoptose induitdg&rFU ou l'oxaliplatine dans des lignées
de cancer du cbélon (Huang et al., 2011). Cependiams ce travail, les doses d’AZD8055
utilisées étaient trés élevées (0.5 et 1uM), abpe dans les LAM, de faibles doses
d’AZD8055 (~10nM) sont suffisantes a [l'inhibitionompléte des voies mMTORC1 et
MmTORC2 et pourraient au contraire, d’aprés nosltasuinduire une autophagie favorisant
la mort cellulaire. Il apparait donc indispensathlebtenir des données in vitro concernant
'association de ’AZD8055 a I'aracytine ou aux lamatcyclines avant de concevoir des essais
cliniques utilisant simultanément ces chimiothéeapiAu vu de ces résultats et de ceux
préalablement obtenus avec le NVP-BEZ235, le Dih#&opark élabore actuellement un essai
de phase Il étudiant l'effet du NVP-BEZ235 admiréstpar voie orale dans les
myeélodysplasies de haut-risque et les LAM secoedaieu prolifératives, réfractaires a la
chimiothérapie d’'induction et a la 5-Azacytidineari® ce protocole, les voies de signalisation
MTORC1, mTORC2 et PI3K devraient étre évaluéesytmmeétrie de flux sur la population
CD34+ et en immunohistochimie sur biopsie ostéotiéide.

Concernant la deuxieme partie de mon travail deethie manuscrit présentant les résultats

79



obtenus est en cours de préparation et devraisétmis trés rapidement. J'ai pu montrer que
la glutamine est nécessaire a l'activation de mTOR{&ans les LAM. Les outils qui
permettent de diminuer la disponibilité en glutaende la cellule leucémique pourraient donc
avoir un intérét thérapeutigue dans ces patholodi®s ce qui concerne l'inhibition du
transporteur SLC1Ab5, plusieurs limitations appa®ig suite a nos résultats. Les effets pro-
apoptotiqgues observés sont tres variables d’'uneédigleucémique a une autre; certaines
lignées sont insensibles a son inhibition. Cetteabdité pourrait étre liée a I'expression
d’autres transporteurs de la glutamine, notammBIAT2 que nous n'avons pas explorée. De
plus, les mécanismes par lesquels l'inhibition giession de ce transporteur induit de
I'apoptose dans nos cellules restent a démontugsgp’elle n'inhibe pas mMTORC1 dans les
conditions de culture standard et n’induit pas plus d’autophagie (résultats non montrés).
Ces résultats ne remettent pas en question letige glutamine et mMTOR que nous avons pu
mettre en évidence a l'aide de la L-asparaginasedigninue drastiquement la quantité de
glutamine extra et intracellulaire disponible pdar cellule. J'ai montré I'importance de
l'activité glutaminase de la L-asparaginase darss eftets inhibiteurs sur mTORCL1 et la
viabilité cellulaire. Bien que le lien direct entii@hibition de mTOR et I'apoptose induite par
la L-asparaginase n’ait pu étre démontré formell@naece jour, les données antérieures du
laboratoire obtenues avec le 4EGI-1, qui agit pandétisme de 4E-BP1, soulignent le réle
important de ce dernier dans les LAM. Or la L-aagarase inhibe efficacement la
phosphorylation de 4E-BP1. Nous essayons actuefiededévelopper un vecteur lentiviral
qui permettrait I'expression d’'une forme mutée dEQR dont I'activité kinase n’est plus
dépendante de la concentration en acides aminése(€thal., 2008), afin de tester les effets
de la L-asparaginase indépendants de mTOR. La &ragimase présente I'intérét d’étre déja
administrée chez ’'homme avec un profil de toxibin défini. Pour envisager son utilisation
dans le traitement des LAM, il est indispensablepdéciser les sous-types de leucémies
susceptibles d'y étre sensibles. Dans ce but, déusloppons actuellement une collaboration
avec les hématologues pédiatres (les Pr C. Dumdihté&. Leverger et Pr Y. Bertrand) afin de
tester in vitro et in vivo I'effet d’ErwinaSesur les blastes de LAM de I'enfant et adulte jeune
a la rechute en espérant pouvoir corréler la seibsid la L-asparaginase aux données
clinico-biologiques de la maladie. Les donnéesjti®btenues sur le lien entre 'expression
de GS et la sensibilité a la L-ASE doivent étreeiptétées avec précaution puisqu’un effet
additif entre I'inhibition de GS et la L-ASE n’aébbservé que dans une seule des lignées
étudiées, MV4-11. De plus, contrairement aux dosnée la littérature ou [Ieffet

potentialisateur de I'inhibition de GS est obseta@is des lignées de LAL résistantes a la L-
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ASE (Aslanian and Kilberg, 2001), la lignée MV4-44t parmi les plus sensibles des lignées
gue j'ai testées a la drogue. Toutefois, dans wefkes, les auteurs ont utilisé un inhibiteur non
spécifiqgue de GS (I-methionine-S-sulfoximine ou MSO

Enfin, nous avons observé d’'importantes variatidesensibilité a la privation en glutamine
d'une lignée cellulaire a une autre. De ce faitysngherchons a préciser les mécanismes
biologiques qui déterminent le degré de dépendarlaeglutamine des cellules leucémiques.
Pour cela, nous étudions actuellement les nivedaxptession protéique de différentes
enzymes impliquées dans le métabolisme de la gingafglutamine synthase et différentes
isoformes des glutaminases) dans les lignées de eAMs blastes primaires. Limportance
du métabolisme de la glutamine dans les LAM n’@st gonnue. Les données existantes dans
les glioblastomes suggérent que les mutations dlD#éequemment observées dans ces
pathologies, conferent aux cellules une sensibiiggiculiere a I'inhibition spécifique de la
glutaminase 1 (Seltzer et al., 2010). De faconlaine, nous aimerions étudier la dépendance
cellulaire a la glutamine et l'inhibition d’enzymespliquées dans son métabolisme dans des
lignées de LAM avec mutants IDH1 ou IDH2, présathtsz un pourcentage non négligeable

de sujets atteints de ces pathologies.
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7. Annexes
7.1 Effets anti-leucémiques de '’AZD8055 : article

Lien vers larticle : http://www.nature.com/leu/jmal/v26/n6/full/leu2011339a.html
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7.2 Effets anti-leucémiques de I’AZD8055 : figurssipplémentaires
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Figure S1. MTORC1 and mTORC?2 signaling pathways ardlocked by AZD8055 in both OCI-AML3 and
MOLM-14 AML cell lines. The human AML cell lines OCI-AML3 (NPM1-+) and MOLI4 (FLT3-ITD+)
were cultured 1h without or with 10pumol/l UO126,nh@ol/l rapamycin, 25umol/l LY294002 and crescerf (1
to 1000nmol/l) AZD8055 concentrations. mTORC1 an@iQRC2 activities were assessed by Western blots
using phospho-P70S6K>¥ and phospho-4E-BP1%%¢ & T7°
phospho-ERK1/2 antibody was also used to detect ERK202/Y204 phosphorylation.

and phospho-Akt &% respectively. Anti-
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Figure S2. Rapamycin does not block mMTORC1 activiteeven at high doses, in contrast to AZD8055, in
AML. The OCI-AML3 and MV4-11 AML cell lines were culted without or with 10, 100 or 1000nmol/l of
rapamycin or AZD8055 and mTORC1 activity was asseédsy the detection of phospho-P70S6K T389 and
phospho-4E-BP1 S65 by immunoblotting.
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Figure S3. AZD8055 decreases AML cell proliferation[*H]thymidine pulses were performed to determine

3H THYMIDINE incorporation, ratio

proliferation rates in primary blast cells from ™A samples cultured with or without AZD8055. Resuidtre

expressed as a ratio between each condition armbttieol condition.
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Figure S4. AZD8055 decreases cell-cycle progressionthe MOLM-14 cell line. Detailed cell cycle analysis
was performed on MOLM-14 cells exposed during 24 WZD8055. One representative experiment (n =s3) i

shown.
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Figure S5. AZD8055 decreases the clonogenic growtti leukemic progenitors without affecting those of
normal CD34+ immature progenitors. Primary blast cells from three AML samples and ralr@D34+ cells
purified from three healthy donors were plated vathwithout AZD8055 and CFU-L, BFU-E, CFU-GM, and
CFU-GEMM colony-forming units were scored underdred microscope. Results are expressed as a ratio

between each condition and the control condition.
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Figure S6. AZD8055 induces apoptosis in primary AMLcells but not normal CD34+ immature

hematopoietic cellsUpper Panel:Primary blast cells from 7 AML samples and nori@&l34+ cells from three
healthy donors were cultured during 24h and 48 th wi without AZD8055. Apoptosis was determined by
Annexin V binding in flow cytometryLower Panel: Caspase 3 and caspase 9 activities were measutbd i
MV4-11 cell line treated or not (CTR) with, 10nmalapamycin (R) and 10, 100 or 1000nmol/l AZD8055,
eventually pre-incubated with 100pmol/l ZVAD.
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Figure S7. AZD8055 early induces autophagy in the M4-11 cell line.A. The MV4-11 cell line was cultured
during 1h, 2h, 4h, 8h, 16h or 24h 10% FCS MEM withor with 100nmol/l AZD8055. Autophagy was
detected by Western blot using anti-LC3 antibody.
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Figure S8. AZD8055 activates lysosomes endopeptiéas indirectly reflecting autophagy induction in tre
MV4-11 cell line. The MV4-11 cell line was cultured during 1h, 2h, 8h, 16h or 24h 10% FCS MEM with
100nmol/l AZD8055. The activity of both CathepsinaBd Cathepsin L was measured at each time-pott an
results are provided as arbitrary units (A.U.) pey of proteins. Experiments were done in triplicatel vertical

bars indicate standard deviations.
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Figure S9. The effect of AZD8055 on autophagy is spase-independent in the MV4-11 cell linélThe MV4-

11 cell line was transfected with with anti-Atg5anti-LC3 siRNA using Amaxa nucleofector and thettwred
24h in 10% FCS MEM without or with: 1) 10 or 100nMh&zZD8055 and; 2) 100umol/l of the pan-caspase
inhibitor ZVAD. Western blots using anti-Atg5 andtalLC3 antibodies were done to assess the effigzcy
siRNA-mediated protein knockdown and HSP90, deteetéh anti-HSP90 antibody, was used as a loading

control (lower panel). Cell viability was assesbgdP| staining within the same conditions (uppeargia
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Figure S10. In vivo assessment of AZD8055 toxicigyrofile. The biological parameters of nude mice treated
or not with AZD8055 have been routinely tested imi¢ée from each group (i.e. Captisol and AZD8055tha
end of the experiment, and the units of each paemaee provided within the graph.
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SUPPLEMENTAL TABLE 1

P S FAB DeNovo WBC K Blast FLT3 NPM

# M AML4 Y 5 U 70 N N
#2 F AML1 N 60 | 90 N N
#3 F AML1 Y 40 | 75 N Y
# M AML2 Y 2 F 80 N N
# M AML2 Y 45 | 90 Y N
# F AML1 Y 45 | 82 Y N
#7 F AML2 Y 150 | 95 i Y
# M AML2 Y 30 | 80 N N
# F AMLS Y 90 | 90 N N
#10 M AML2 Y 3 F 70 N N




7.3 PI3K and mTOR signaling pathways in cancer: nedata on targeted

therapies.Revue

Lien vers l'article: http://www.springerlink.com/ntent/ax485w1803114364/
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7.4 La L-asparaginase, par son activit¢ glutaminasg une activité pro-

apoptotique dans les LAM : données supplémentaires
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Figure S1.Les lignées MV4-11 et HL60 ont été cultivées pendaou 24 heures avec et sans glutamine (GIn)
et/ou leucine (Leu). Les cellules ont ensuite ¥$éés en Laemmli 1X et les substrats de mTORCYsémpar
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Figure S2.(A et B) Les lignées MOL14, MV411 et HL60 ont étaitées comme indiquées ; les cellules ont

actine

ensuite été lysées en Laemmli et les extraits jgnag§ analysés par WB.
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Figure S3.Les lignées indiquées ont été incubées pendane@res dans des milieux de culture sans glutamine
(Wo G), sans leucine (Wo L) sans asparagine (Waw)dans un milieu complet en AA (MC) avant d’'étre
lysées puis analysées par WB.
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Figure S4.La lignée MOLM14 a été cultivée pendant 6 ou 24rbéeen présence de L-ase (Kidrolase) a dose
croissante. Différentes voies de signalisationemrsuite été analysées par WB.
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Figure S5.Les lignées MOLM14, MV411 et HL60 ont été cultivgendant 24 et 48 heures avec ou sans L-ase
issue dE.coli (Kidrolase) (0.1 a 10 Ul/mL).et 'apoptose mesupgz un marquage 7AAD Annexin V en
cytométrie en flux (colonne de gauche). Les mérigggeés ont été cultivées pendant 24 heures sasanl
Kidrolase ou Erwinase a activité asparaginase é@alea 10 Ul/mL) puis I'apoptose mesurée par maggu
AnnexinV en cytométrie en flux.
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