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RESUME

La simple observation clinique suggére que, si les
agents anti-leucémiques sont aptes a éradiquer le
compartiment des blastes en division terminale
comme le montre le taux élevé de rémission complete
(70 %) dans le cas de leucémie aigué myéloide ; ces
agents sont cependant relativement inaptes a éliminer
les cellules des compartiments précoces de la myélo-
poiése leucémique comme le suggere le taux élevé de
rechutes. Cette interprétation souléve le probléme de
la chimiorésistance naturelle des cellules composant
les compartiments précoces de myélopoieése leucé-
mique. Au cours des derniéres années, une série de
travaux ont démontré qu’un méme niveau de lésions
était susceptible d’induire des effets cellulaires aussi

variés qu’une mort rapide par apoptose, une mort
reproductive différée ou un effet cytostatique transi-
toire. L’orientation de la réponse aux lésions est
conditionnée par un réseau complexe et hautement
régulé de signaux intracellulaire incluant des signaux
de mort médiés par le céramide, et des signaux de
survie médiés (au moins en partie) par le diacylgly-
cérol et les phosphoinositide-3 phosphates. De la
balance entre ces deux types de signalisation dépend
la réponse cellulaire et la cytotoxicité. Ce constat
ouvre de multiples voies de manipulation pharmaco-
logique visant soit a favoriser la mort, soit a conférer
une protection significative vis-a-vis des agents anti-
cancéreux.

SUMMARY The role of lipid second messengers in the response of leukemic cells to anticancer drugs

Simple clinical observation suggests that while anti-
leukemia agents are efficient at irradicating blasts
cells in terminal division, as illustrated, in the case of
acute myeloid leukemia, by the high complete remis-
sion rate (70 %) ; these agents are relatively inept at
eliminating leukemic myeloid progenitors as sugges-
ted by the high level of recurrence. This interpreta-
tion underlines the apparently natural chimioresis-
tance of cells which compose the myeloid leukemia
progenitor compartment. Over the past few years,
several studies have shown that similar cellular
damage can lead to divers effects such as rapid apop-

ORGANISATION DU CLONE LEUCEMIQUE
ET RESISTANCE NATURELLE

DES PROGENITEURS LEUCEMIQUES

A LA CHIMIOTHERAPIE

Les leucémies aigués myéloides (LAM) se caractéri-
sent par I’expansion clonale de cellules hématopoiétiques
bloquées a un stade donné de la différenciation myé-

totic death, differed mitotic death, or a transitory
cytostatic effect. Cell response to damage is regulated
by a complex and highly regulated network of intra-
cellular signals including cell death signals mediated
by ceramide and cell survival signals mediated (at
least in part) by diacylglycerol and phosphoinositide-
3 phosphates. Cellular fate relies on the balance bet-
ween these two signaling pathways. This hypothesis
opens several prospects on pharmacological manipu-
lation aimed at either favoring cell death or at confer-
ring resistance to anti-cancer agents.

loide. En dépit de leur uniformité apparente, les cellules
de LAM sont hi¢rarchisées selon des modalités tres
proches de I’'hématopoicse normale (Sutherland er al.,
1996). En effet. on peut distinguer schématiquement : 1)
un compartiment minoritaire constitu¢ de progéniteurs
clonogenes doués de capacité de prolifération et d’auto-
renouvellement. Les cellules qui constituent ce compar-
timent présentent un phénotype trés immature caractérisé
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par I’expression de I’antigéne CD34 et ’absence
d’expression de I’antigéne CD38 (CD34+ CD38-); ii) un
compartiment plus mature qui dérive du précédent,
constitu¢ de cellules dites en division terminale, de phé-
notype CD38+ (Lapidot et al., 1994). Ces cellules repreé-
sentent I'immense majorité des cellules leucémiques pré-
sentes dans le sang et la moelle osseuse des patients.

La chimiothérapie d’attaque permet d’obtenir un taux
¢élevé de réponses completes (plus de 70 %); malheu-
reusement, la survie des patients est fortement grevée par
un taux élevé de rechutes (70 % a 2 ans), ces rechutes
s’avérant le plus souvent réfractaires a toute thérapeu-
tique. Ainsi, la simple observation clinique suggére que :
i) la chimiothérapie est trés efficace pour éradiquer le
compartiment des cellules leucémiques en division ter-
minale mais ses performances restent médiocres quant a
I’élimination des progéniteurs leucémiques les moins dif-
férenciés; ii) les cellules leucémiques immatures expri-
ment des mécanismes de résistance pléiotrope.

MECANISMES IMPLIQUES

DANS LA RESISTANCE NATURELLE

DES CELLULES LEUCEMIQUES IMMATURES
A LA DAUNORUBICINE

Trois types de mécanisme peuvent limiter la cytotoxi-
cit¢ d’'un médicament anti-cancéreux : i) des anomalies
de transport du médicament diminuant sa concentration
intracellulaire ou altérant sa distribution a ’intérieur de
la cellule; ii) une diminution des Iésions par la mise en
jeu de processus de détoxication, des modifications qua-
litatives ou quantitatives de la cible, ou par une aug-
mentation des capacités de réparation ; iii) une tolérance
aux lésions.

La daunorubicine (DNR) est une anthracycline massi-
vement utilisée dans le traitement des leucémies aigués
my¢loides. A ce titre, son mécanisme d’action est com-
plexe et implique plusieurs effets dont la responsabilité
respective dans la cytotoxicité du médicament reste
encore imprécise. Ainsi, la DNR génére des radicaux
libres oxygénés (RLO) a partir de son radical quinone
sous I’influence de la NADPH oxydase; la DNR inter-
agit avec la membrane et induit une peroxydation des
lipides membranaires ; la DNR s’intercale dans I’ADN et
induit une distorsion de la double hélice ; enfin, la DNR
interagit avec la topoisomérase Il nucléaire et fixe
I’enzyme en situation covalente avec I’ADN avec, pour
conséquence, la formation de coupures double-brin
(Chabner et Collins, 1990).

A partir de modeles cellulaires représentatifs de
I’hématopoiese précoce (CD34+), nous avons caractérisé
dans ces cellules plusieurs mécanismes de résistance vis-
a-vis de la DNR impliquant des anomalies de transport,
des processus de détoxication ou des anomalies de topoi-
somérase Il. Ainsi, ces cellules expriment la P-glyco-
protéine (P-gp) codée par le géne mdr-1; la P-gp joue le

role de pompe transmembranaire et assure I'efflux actif

de la DNR hors de la cellule (Bailly er al., 1995). Ces

cellules présentent également des anomalies de la distri-
bution de la DNR, le médicament étant séquestré dans
des structures vésiculaires puis ¢liminé selon un méca-
nisme encore inconnu (Lautier er al., 1997). Par ailleurs,
ces cellules présentent une augmentation des défenses
anti-oxydatives (élévation du taux intracellulaire de glu-
tathion, de thiorédoxine, de dismutase) assurant ainsi une
protection vis-a-vis des radicaux oxygénés (résultats non
publiés). Enfin, elles présentent des anomalies fonction-
nelles de la topoisomérase Il nucléaire caractérisées par
une capacité accrue a réparer les coupures double brin
(Chiron et al., 1992).

Régulation négative de I’apoptose et
résistance naturelle des cellules leucémiques immatures

Plus récemment, il a été observé que, si la DNR était
susceptible d’induire un phénomene d’apoptose dans les
cellules leucémiques matures (sensibles) telles que les
cellules CD34-U937 et HL-60, elle était inapte a induire
ce phénomene dans les cellules immatures (résistantes)
telles que les cellules CD34+ KGla, KG1 ou HEL. Cette
résistance a I’apoptose n’est pas liée aux mécanismes de
résistance précédemment caractérisés (Quillet-Mary et
al., 1996). Enfin, la résistance a ’apoptose est égale-
ment vérifiée pour la plupart des agents susceptibles
d’induire Iapoptose dans les cellules sensibles : médi-
caments anti-leucémiques (mitoxantrone, VP-16, aracy-
tine), effecteurs solubles de I’'immunité cellulaire (TNFo.,
agonistes de Fas, granzyme B) ou les rayonnements ioni-
sants (pour revue, voir Jaffrézou et al., 1998 a). Ces
observations suggérent que : 1) la DNR active des
signaux pro-apoptotiques dans les cellules matures (sen-
sibles); ii) ces signaux sont bloqués dans les cellules
immatures ; iii) I'inhibition de I"apoptose contribue a la
résistance naturelle des cellules immatures a la DNR.
Sur la base de cette hypothése, nous avons tenté de
caractériser la nature des signaux impliqués dans I’apop-
tose induite par la DNR dans les cellules sensibles.

IMPLICATION DE LA VOIE
SPHINGOMYELINE-CERAMIDE

DANS L'APOPTOSE INDUITE PAR LA DNR
DANS LES CELLULES SENSIBLES

En 1993, le groupe de Hannun montrait pour la pre-
micre fois le réle du céramide (CER) dans I’apoptose
induite par le TNFo. Dans cette publication pionniére,
les auteurs rapportent que, dans les cellules U937, le
TNFo stimule une activité sphingomyélinase (SMase)
responsable de I'hydrolyse de la SM et de la production
de son catabolite immédiat, le CER; de plus, le traite-
ment des cellules par un CER de synthese rendu per-
meéant par le raccourcissement de la chaine carbonée
(C2-CER) reproduit I’effet apoptotique du TNFo. (Obeid
et al., 1993). Ces résultats suggéraient fortement que le
CER endogene issu de I'hydrolyse de la SM était bien le
médiateur de I"apoptose induite par le TNFa, et peut-étre
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par d’autres effecteurs cytotoxiques. De fait, en 1994,
Haimovitz-Friedman et al. proposaient I'implication de
cette voie de signalisation, dite « voie SM-CER » (ou
encore cycle de la SM), dans I’apoptose induite par les
rayonnements ionisants (RI) dans les cellules endothé-
liales (Haimovitz-Friedman er al., 1994). De plus, nous
avons démontré, pour la premicre fois, qu’un médica-
ment anti-cancéreux, ici la DNR, était susceptible
d’induire I’apoptose via le CER. En effet, la DNR, dans
une gamme de concentrations ou ce médicament induit
I’apoptose (0,5-1 uM), active précocement (entre 4 et
10 minutes) un cycle (hydrolyse et resynthése) de la SM
avec génération concomitante de CER dans les cellules
de LAM sensibles U937 et HL-60 (Jaffrézou et al.,
1996). Ces phénomeénes n’ont pas été observés dans les
cellules résistantes KGla. Le role du CER dans I’apop-
tose induite par la DNR a été étayé par des études ulté-
rieures démontrant que toute manipulation pharmacolo-
gique qui-a pour résultat de bloquer la production de
CER a pour conséquence d’inhiber I’apoptose (Mansat ef
al., 1997 a; Mansat et al., 1997 b).

La production de CER induite par la DNR (comme le
TNFo) stimule une SMase neutre magnésium-indépen-
dante (N-SMase) alors que I’activité SMase acide (A-
SMase) reste stable (Bettaieb er al., 1996 ; Jaffrézou et
al., 1996). De plus, la DNR active la production de CER
dans des cellules génétiquement déficientes pour la
SMase acide (Bezombes et al., 1999). Enfin, le CER
produit est entierement issu de I’hydrolyse de la SM et
ne provient pas de I’activation d’un processus de syn-
thése de novo via la stimulation de la céramide synthase
(CER-synthase), mécanisme récemment proposé pour
I’apoptose induite par le TNFo. dans les cellules non
hématopoiétiques (Xu et al., 1998 ; Bourteele et al.,
1998). Ces résultats désignent la N-SMase comme
I’effecteur clé de ’apoptose induite par la DNR.

Le fait que la production de CER soit observée dans
un délai de 4 a 10 minutes alors que I’apoptose n’est
détectable que dans un délai de 4 4 6 heures a soulevé
des controverses quant a I’implication de la voie SM-
CER dans I’apoptose induite par la DNR. Pour cette rai-
son, nous avons évalué soigneusement I’'influence de la
DNR sur le métabolisme de la SM sur une plus longue
période (0-4 heures). Dans cette étude, nous observons
que la DNR stimule au moins 4 cycles de la SM avec
production concomitante de CER (Jaffrézou et al..
1998b). Ces vagues successives de production de CER
précedent les étapes terminales de I’apoptose, dans
’ordre : clivage de la PARP (observé a 4 heures), frag-
mentation de I’ADN et modifications morphologiques
(observées a 6 heures). Dans cette méme étude, nous
avons observé qu’un CER perméant était capable de sti-
muler la N-SMase et I’hydrolyse de la SM. Ce résultat
suggere que le CER produit par la DNR lors du premier
cycle-active-un phénomene d’autoproduction, et que les
pics successifs de CER ont pour effet de maintenir « une
pression de signalisation » nécessaire pour induire
I’apoptose (Jaffrézou et al., 1998 b). Ces données souli-
gnent plus encore le role du CER dans I’apoptose induite
par la DNR. Le réle critique du CER a été ultérieurement

¢tendu a d’autres effecteurs cytotoxiques incluant
d’autres médicaments anti-cancéreux (mitoxantrone, vin-
cristine, aracytine), les RI et les agonistes de Fas (pour
revue, voir Levade er al., 1996).

Caractérisation des cibles protéiques
du céramide produit par la DNR

De nombreuses études suggérant le role du CER dans
I"apoptose induite par les effecteurs cytotoxiques, les
chercheurs se sont attachés a caractériser les cibles pro-
téiques impliquées dans I'effet apoptotique du CER. Le
CER active plusieurs kinases ou phosphatases : la “*Cera-
mide-Activated Protein Kinase™ (CAPK) responsable de
I"activation du module Raf-1/ERK, une « Ceramide-
Activated Protein Phosphatase » (CAPP) dont le role
reste obscur, et MEKK responsable de "activation du
module SEK1/JNK/AP-1. En utilisant des dominants
négatifs de ces diverses protéines, le groupe de R. Koles-
nick a ¢légamment démontré que I"activation du module
JNK/AP-1 (et non I'activation du module Raf-1/ERK)
¢tait essentielle pour I’effet apoptotique du CER (Verheij
et al., 1996). De plus, nous avons montré que, dans les
cellules traitées par la DNR : i) le CER issu de I’hydro-
lyse de la SM active bien le module JNK/AP-1 ; ii) I'acti-
vation de JNK par la DNR est régulée par un mécanisme
redox-dépendant ; iii) toute manipulation pharmacolo-
gique ayant pour conséquence de bloquer I’activation de
JNK a pour effet de bloquer I"apoptose induite par la
DNR (Quillet-Mary et al., 1997 : Mansat-DeMas ef al.,
1999). Ces résultats confirment I'implication du module
INK/AP-1 dans I"apoptose induite par la DNR. Cette
observation n’est pas restreinte a la DNR. En effet, le
module JNK/AP-1 est ¢galement impliqué dans 'apop-
tose induite par la plupart des agents génotoxiques (pour
revue, voir Kyriakis & Avruch, 1996).

Régulation de la production de céramide

Dans la mesure ot la concentration intracellulaire de
CER apparait comme un paramétre critique pour la via-
bilit¢ cellulaire, on congoit que tout mécanisme qui par-
ticipe a la régulation de sa production devrait fortement
influencer la réponse apoptotique a la DNR. La produc-
tion de CER est fonction de deux parameétres : d’une
part I'amplitude et la durée de la stimulation de "activité
SMase, d’autre part la quantit¢ de SM disponible pour
I"hydrolyse.

Ainsi, I"activité N-SMase est régulée par Iactivité de
la protéine kinase C (PKC). En effet, les inhibiteurs de
la PKC stimulent Pactivit¢é N-SMase (Chmura et al.,
1996). A I’inverse, nous avons montré que la stimulation
de la PKC par les esters de phorbol ou la phosphatidyl-
sérine inhibe la stimulation de la N-SMase. la production
de CER et I'apoptose induite par la DNR (Mansat ef al..
1997a). L’ensemble de ces travaux suggerent que la sti-
mulation de la N-SMase implique des phénoménes de
déphosphorylation en rapport avec I'activation de
sérine/thréonine phosphatases. L activit¢ N-SMase est
¢galement régulée par la balance oxydative. En effet, la
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DNR stimule la production précoce (des 5 minutes) de
radicaux libres oxygénés (RLO) et les anti-oxydants (N-
acétylcystéine et PDTC) non seulement bloquent I’accu-
mulation de RLO mais aussi inhibent la stimulation de
I’enzyme par la DNR (Mansat-De Mas et al., 1999).
Enfin, I"activit¢ N-SMase est régulée par certaines tyro-
sine kinases de la famille src. En effet, des inhibiteurs de
src tels que I"herbimycine bloquent la stimulation de la
N-SMase par la DNR (résultats non publi¢s). Ainsi, la
production de CER (et donc I’apoptose) induite par la
DNR est régulée par au moins 3 parameétres : I’activité
de certaines isoformes de la PKC, ’activité de certaines
src kinases et la production de RLO.

La quantit¢ de SM hydrolysable est un autre para-
meétre susceptible de réguler la production de CER. En
effet, il a ét¢ montré que la SM hydrolysable est princi-
palement contenue dans le feuillet interne de la mem-
brane plasmique (Linardic et al., 1994 ; Andrieu et al.,
1996). Ce pool de SM est minoritaire puisque la SM est
habituellement distribuée essentiellement dans le feuillet
externe de la membrane plasmique (asymétrie transverse
de la SM) (pour revue, voir Devaux, 1991). Il est légi-
time de concevoir que toute modification de 1’asymétrie
transverse ayant pour conséquence de réduire le pool
interne de SM aura pour conséquence de réduire la pro-
duction de CER. En effet, certaines cellules naturelle-
ment résistantes a la DNR présentaient un tel mécanisme
de protection avec une distribution de la SM largement
a I’avantage du feuillet externe de la membrane plas-
mique ; la nature de la translocase responsable de la
réduction du pool interne reste a déterminer mais certains
arguments plaident en faveur du réle joué par la P-gly-
coprotéine (Bettaieb er al., 1996 ; Bezombes et al., 1998).

Régulation du métabolisme du céramide

La concentration intracellulaire de CER peut étre aussi
efficacement régulée par son métabolisme. Plusieurs
voies métaboliques, toutes concourant a la réduction de
la concentration intracellulaire de CER, sont possibles :
i) le CER peut étre utilisé pour resynthétiser la SM sous
I’effet d’une SM synthase; ii) le CER peut étre dégradé
par une céramidase en sphingosine, laquelle peut étre
transformée en sphingosine 1-phosphate (SPP); iii) enfin,
le céramide peut étre transformé en glucosylcéramide,
métabolite dépourvu d’effet apoptotique, par la gluco-
sylcéramide synthase.

Le CER peut étre transféré sur la phosphocholine pour
former de la SM sous I’effet de la SM synthase. De fait,
ce mécanisme est mis en jeu lors du cycle de resynthése
de la SM (voir plus haut). Ainsi, toute stimulation de la
SM synthase aura pour effet de diminuer la concentration
intracellulaire de CER. La régulation de la SM synthase
est mal connue. Toutefois, certains chercheurs ont sug-
géré le role de la PKC dans la régulation de I’activité SM
synthase (Hampton et al., 1989).

Le CER peut étre catabolisé par une céramidase (la
mieux connue étant la céramidase lysosomale) en sphin-
gosine. Ce médiateur lipidique a été impliqué dans cer-
tains types d’apoptose. Toutefois, nous avons observé

que la DNR est parfaitement apte a induire 1’apoptose
dans des cellules ou la céramidase lysosomale est géné-
tiquement déficiente (cellules dérivées de maladie de
Farber) (Ségui et al., 1999). Sans exclure le role poten-
tiel d’autres voies de production de la sphingosine sous
I’effet par exemple de céramidases extralysosomales
(Coroneos et al., 1995), nos résultats suggerent que le
role intrinseque de la sphingosine dans 1’apoptose induite
par la DNR est modeste. Par contre, la sphingosine peut
étre convertie en un médiateur régulateur potentielle-
ment plus puissant, la sphingosine-1-phosphate (SPP),
sous I’effet d’une sphingosine kinase. En effet, la SPP,
connue de longue date comme un médiateur mitogé-
nique, a été plus récemment caractérisée comme un puis-
sant inhibiteur de I’apoptose induite par le CER ou par
des agonistes de la voie SM-CER (Cuvillier et al., 1996 ;
Cuvillier et al., 1998 ; Kleuser et al., 1998). De plus, la
SPP bloque I’apoptose induite par les anthracyclines
(Perez et al., 1997). Le mécanisme par lequel la SPP
bloque I’apoptose est indéterminé. Toutefois, il a_été
montré que la SPP inhibe I’activation du module
JNK/AP-1 impliqué dans I’apoptose induite par le CER
(voir plus haut) ainsi que I’activation des caspases
(Cuvillier et al., 1996 ; Cuvillier et al., 1998). De plus,
la SPP stimule des voies de signalisation impliquées dans
la survie, incluant la voie des MAP kinases et la phos-
phoinositide 3-kinase (Rakhit ez al., 1999). La sphingo-
sine kinase est fortement régulée par I’activité PKC
(Mazurek et al., 1994 ; Buehrer et al., 1996 ; Cuvillier et
al., 1996). Enfin, I’existence d’une phosphatase mainte-
nant I’équilibre entre SPP et CER a été récemment pro-
posée (Mandala et al., 1998).

Enfin, le CER peut étre converti en glucosylcéramide
(Gle-CER) par une Gle-CER synthase. Contrairement au
CER, le Glc-CER n’a pas d’effet cytotoxique ; bien plus,
il pourrait avoir un effet stimulant sur la prolifération
(Shayman et al., 1991). On congoit donc qug ‘cette
enzyme participe a la protection cellulaire. De fait, il est
connu que les inhibiteurs de la Glc-CER synthase (gx :
D-PDMP) alterent le cycle cellulaire et présentent yne
activité anti-tumorale significative (Abe et al., 1995;
Rani et al., 1995). De plus, il a été montré que I’activité
de la Glc-CER synthase est fortement stimulée dans les
cellules rendues résistantes aux anthracyclines par sélec-
tion (cellules MDR) et que certains agents connus pour
inhiber la résistance MDR sensibilisaient ces cellules en
inhibant I’activité de cette enzyme (Lavie ef al., 1997).
Bien que I"implication de la PKC dans la régulation de
la Gle-CER n’ait pas ét¢ documentée a ce jour, il est ten-
tant d’établir dans les cellules MDR un parallélisme entre,
d’une part, la stimulation de cette enzyme et, d’autre
part, la stimulation diment documentée de la PKC dans
ces cellules. Enfin, plus récemment, il a été montré que
la surexpression de la Glc-CER synthase confére une
trés forte protection vis-a-vis des anthracyclines (Liu et
al., 1999). L’ensemble des ces données suggére que : 1)
la Gle-CER synthase joue un réle considérable dans la
réponse apoptotique aux anthracyclines en régulant
I’équilibre CER/GIc-CER ; 1ii) ’activité de la Gle-CER
synthase est peut-étre régulée par ’activité PKC.
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Au total, il apparait que la concentration intracellulaire
de CER est tres efficacement régulée tant au niveau de
la production de CER qu’au niveau de son métabolisme.
Tout phénoméne ayant pour conséquence de limiter la
stimulation de la N-SMase, de diminuer la quantité de
SM hydrolysable ou d’accélérer la conversion métabo-
lique du CER par stimulation de la SM synthase, de la
sphingosine kinase ou de la Glc-CER synthase, tendrait
a diminuer la concentration intracellulaire de CER et, par
ce biais, de limiter la cytotoxicité de la DNR. L’ équilibre
métabolique entre le CER, messager de mort, et ses
métabolites (Glc-CER et SPP), médiateurs anti-apopto-
tiques, a fait proposer par le groupe de S. Spiegel le
terme de « rhéostat sphingolipidique » régulé en la cir-
constance par la sphingosine kinase et la Glc-CER syn-
thase (voir Fig. 1).

Implication des mécanismes régulateurs
dans la résistance naturelle des cellules leucémiques
immatures a la DNR

En comparant cellules sensibles matures (U937 et HL-
60) et cellules résistantes immatures (KG1la), nous obser-
vons, dans les cellules résistantes, la réalité de ces para-
metres régulateurs. En effet, les cellules KGla se
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caractérisent par une réduction du pool de SM hydroly-
sable (Bettaieb er al., 1996). De plus, aprés exposition
aux effecteurs cytotoxiques, nous observons non scule-
ment ["absence de production de CER en rapport avec un
défaut de stimulation de la SMase neutre (Bezombes er
al., 1998) mais, au contraire, une diminution de la
concentration de CER en rapport avec une stimulation de
la SM synthase (Bettaieb er al., 1996). 11 est bien entendu
possible que ces cellules présentent une activation consti-
tutive de la sphingosine kinase ou de la Glc-CER syn-
thase. Il est intéressant de souligner que les cellules
KGla présentent une activit¢ PKC basale 5 fois supé-
rieure a celle des cellules sensibles U937.

En résumé, il ressort de ces observations que, si le CER
apparait bien comme un médiateur de mort, sa concen-
tration intracellulaire est éminemment régulée par des pro-
cessus métaboliques complexes intervenant soit au niveau
de sa production, soit au niveau de son métabolisme.

Dans ces phénomenes régulateurs, la PKC joue un
role critique. En effet, comme décrit ci-dessus, la stimu-
lation de I’activité PKC : i) inhibe la production de CER
en limitant I’activit¢ SMase neutre ; ii) elle favorise le
métabolisme du CER en stimulant la sphingosine
| kinase et, peut-étre, la SM synthase et la Gle-CER
synthase.

>
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FI1G. 1. = Voies métaboliques des sphingolipides.



434 SOCIETE DE BIOLOGIE DE REIMS

De ce constat, il découle que toute stimulation de la
PKC par des signaux extracellulaires (intégrines, fac-
teurs de croissance), par des signaux intracellulaires (pro-
duits oncogéniques) ou par des voies de signalisation
activées par le médicament lui-méme, devrait conduire a
limiter la concentration intracellulaire de CER.

La DNR stimule la production de DAG

Dans un travail récent, nous avons montré que la DNR
pouvait stimuler la production de DAG dans une gamme
de doses comprises entre 0,1 et 1 uM. En théorie, celui-
ci pourrait provenir de trois sources différentes : i) de
I’hydrolyse des phosphoinositides (PIP2) sous I'effet
d’une phosphoinositol-phospholipase C, ii) de la conver-
sion de I'acide phosphatidique (AP) produit par I’acti-
vation d’une phospholipase D (PLD), iii) enfin de
I’hydrolyse de la phosphatidylcholine (PC) sous I’effet
d’une phospholipase C spécifique de la PC (PC-PLC).
Cette derniére hypothese est la plus probable, compte
tenu que : i) il n’existe aucun argument en faveur de
I’activation d’une PLD (pas de libération de choline ou
de AP); ii) la DNR produit en parallele DAG et phos-
phocholine; iii) la production de DAG est enti¢rement
bloquée par le D609, un inhibiteur considéré comme
spécifique de la PC-PLC. De plus, le blocage de la pro-
duction de DAG augmente la cytotoxicité de la DNR. Ce
résultat suggere une fonction de protection du DAG
libéré par la DNR. Les cibles du DAG libéré par I’hydro-
lyse de la PC ne sont pas toutes ¢lucidées. Toutefois, cer-
tains travaux suggerent que ce type de DAG active des
isoformes dites atypiques de la PKC telles que les PKC
C et 1 (Bjorkoy et al., 1995 ; van Dijk et al., 1997, Mos-
cat et al., 1997). Fait intéressant, le blocage de la pro-
duction de DAG diminue mais n’abolit pas totalement la
stimulation de la PKC par la DNR. Ce résultat suggere
que la stimulation de la PKC par la DNR est régulée seu-
lement en partie par le DAG issu de I'hydrolyse de la
PC, et qu’il existe donc d’autres médiateurs libérés par
la DNR et impliqués dans ’activation de la PKC (Bet-
taieb et al., 1999).

La DNR stimule la production des produits lipi-
diques de la phosphoinositide-3 kinase (PI3K)

Les produits lipidiques de la PI3K peuvent stimuler
certaines isoformes dites « nouvelles » de la PKC telles
que les PKC 8, €, n (Toker et al., 1994) ou encore des
isoformes dites « atypiques » telles que la PKC C et la
PKC 1 (Nakanishi e al., 1993). Ainsi, la DNR active la
PI3K dans une gamme de doses comprises entre 0,1 et
1 UM (Plo et al., 1999). L activation de la PI3K par la
DNR est inhibée par la wortmannine (WM) (la WM se
fixe a la sous-unité catalytique pl110 de fagon irréver-
sible) et par un autre inhibiteur, le LY294002 (LY) (le
LY agit comme inhibiteur compétitif pour le site de liai-
son de I'ATP sur la PI3K) (Uli ez al., 1995). Trois types
d’arguments ¢étayent I'implication de la PI3K dans la
survie cellulaire : 1) WM et LY facilitent I"apoptose
induite par la DNR: ii) la transfection d’un dominant

négatif de la sous-unité régulatrice p85 (Ap85) a un effet
similaire; iii) la transfection d’un dominant positif de
pl10 (p110*) inhibe I’apoptose induite par la DNR
(résultats non publiés). La fonction protectrice de la PI3K
ne semble pas restreinte a la DNR. En effet, la stimula-
tion de cette enzyme confére aussi une protection vis-a-
vis des rayonnements ionisants et UV (Price ez al., 1996
Kulik et al., 1997).

Au total, ces résultats montrent que la DNR active
simultanément la production d’un messager de mort (le
CER) et de plusieurs messagers de survie (DAG et pro-
duits lipidiques de la PI3K). Il existe donc une balance
entre ces deux types de signalisation, et de I’équilibre
entre ces voies dépend la réponse cellulaire. Ce constat
évoque I’existence d’un dialogue entre voies de mort et
voies de survie. On peut considérer que les messagers de
survie interférent avec la voie de mort en stimulant I’acti-
vité PKC, laquelle, nous I’avons vu, régule a plusieurs
niveaux la production et le métabolisme du CER (voir
Fig. 2).

Si, en effet, I’activité de phospholipases telles que la
PC-PLC ou de lipides kinases telles que la PI3K sont
impliquées dans la régulation négative de I’apoptose chi-
mio-induite, ceci présenterait de multiples perspectives
compte tenu du statut et de la fonction de ces protéines
dans la transformation cellulaire. En effet, ces protéines
ont en commun le fait d’étre activées par de nombreux
facteurs de croissance et produits oncogéniques.

Facteurs de croissance hématopoiétiques
et résistance aux médicaments anti-leucémiques

La PC-PLC et la PI3K sont activées par de nombreux
facteurs de croissance hématopoiétiques (FCH) incluant
soit des cytokines se liant a des récepteurs tyrosine
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FiG. 2. — Hypothése de travail : Mécanisme de la protection;
défaut de production de céramide et/ou accélération du métabo-
lisme du céramide conférée par le DAG et les PI3P. (DNR, dau-
norubicine ; SM, sphingomyéline, PC, phosphatidylcholine; PC-
PLC, phospholipase C: SMase, sphingomyélinase ; DAG,
diacylglycérol ; P-chol, phosphocholine ;: PKC, protéine kinase C;
Glu-CER, glucosylcéramide ; PI3K, phosphoionisitide 3-Kinase ;
PI3P. phosphoinositides 3-phosphates).
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kinase (le ligand de c-Kit ou Stem Cell Factor, le ligand
de FIt-3), soit des cytokines se liant a des récepteurs de
la superfamille des cytokines (I'IL3, le GM-CSF, I'IL1,
I’EPO) (Rao et al., 1994 ; Rao et al., 1995 ; Sato er al.,
1993 ; Rottapel et al., 1994 ; Anderson er al., 1997 ; Satt-
ler et al., 1997). Ces FCH sont souvent produits par voie
autocrine par les cellules leucémiques, notamment par les
cellules leucémiques immatures (Del Canizo er al.,
1998). La production de ces FCH confére une autonomie
de croissance aux cellules leucémiques in vitro et cette
particularité a une traduction péjorative quant a la
réponse thérapeutique (Hunter et al., 1993 ; Lowenberg
et al., 1993). Nous pouvons donc imaginer que la sti-
mulation durable de la PC-PLC et/ou de la PI3K par des
FCH a pour conséquence de générer des médiateurs
(DAG et/ou PI-3P) capables d’interférer avec la voie
SM-CER via la PKC. Cette hypothése est renforcée par
des études antérieures qui montrent d’une part que les
FCH protegent les cellules leucémiques de I’apoptose
induite par les médicaments anti-cancéreux (Lotem et
al., 1992 ; Kaplinski er al., 1996) et, d’autre part, que les
inhibiteurs de la PKC sensibilisent a la DNR les cellules
leucémiques de patients cultivées en présence de FCH
(Laredo et al., 1994).

Variants oncogéniques et résistance
aux médicaments anti-leucémiques

La PC-PLC et la PI3K sont activées par des variants
actifs de produits oncogéniques tels que p21Ras ou ber-abl
(Diaz-Laviada et al., 1990, Rodriguez-Viciana et al., 1997 ;
Skorski er al., 1997). Dans 20-40 % des LAM, H-Ras est
muté. La mutation de Ras est aussi un facteur péjoratif de
réponse thérapeutique. Nous pouvons donc également ima-
giner que des variants actifs de Ras facilitent la production
de médiateurs tels que le DAG et/ou les PI-3P suscep-
tibles d’interférer avec la réponse apoptotique via leur
effets sur le métabolisme des sphingolipides.

CONCLUSION

L’ensemble de ces travaux montrent que les cellules
leucémiques immatures sont constitutivement pourvues
de multiples mécanismes de protection vis-a-vis d’une
série d’effecteurs cytotoxiques (médicaments anti-leucé-
miques, rayonnements ionisants, cytokines). Ces méca-
nismes de protection font appel soit a des anomalies de
transport, soit a des modifications de la cible, soit a une
régulation négative de I’apoptose. Ces résultats peuvent
expliquer la résistance naturelle des cellules leucémiques
immatures et ouvrent de nombreux champs d’application
en terme de manipulation pharmacologique.

Par ailleurs, en référence aux travaux réalisés avec les
rayonnements ionisants, I’inhibition des signaux de mort
cellulaire normalement activés par I'induction de dom-
mages de I’ADN, pourrait avoir d’importantes consé-
quences mutagenes. Cette hypothése revient a postuler
que les cellules de I'hématopoiése leucémique précoce

présentent constitutivement ce qu'il conviendrait de nom-
mer au sens large un « phénotype mutateur », ce qui ouvre
une nouvelle perspective exploitable dans un futur proche.
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