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Activation de la voie Notch
par OTT-MAL dans les leucémies

aigués mégacaryoblastiques
Olivier A. Bernard, D. Gary Gilliland, Thomas Mercher

> Les leucémies aigués résultent de
I"accumulation de mutations dans des
cellules souches ou des progéniteurs
hématopoiétiques conduisant a une
augmentation de leur survie, a une pro-
lifération et a un blocage de différen-
ciation. Elles peuvent étre classées en
fonction de la lignée hématopoiétique
préférentiellement atteinte. Il est géné-
ralement admis que la transformation
nécessite la coopération d’au moins
deux évenements oncogéniques. Dans
les leucémies aigués, les mutations tou-
chant les facteurs de transcription alte-
rent généralement la différenciation
des progéniteurs hématopoiétiques et
coopérent fréquemment avec des muta-
tions touchant des intermédiaires de
voies de signalisation intracellulaires
qui stimulent la survie et la prolifération
cellulaires.

La diversité des leucémies aigués
myéloides @ mégacaryoblastes

Les bases moléculaires des leucémies
aigués myéloides (LAM) a mégacaryo-
blastes (LAM7 dans la classification
FAB!) sont mal connues. Elles se pré-
sentent selon une distribution bimodale
selon I’dge [1]. Les anomalies chro-
mosomiques retrouvées chez I'adulte
sont, en regle générale, diverses et
non spécifiques [1, 2]. Chez I'enfant,
deux sous-groupes sont identifiés:
les LAM7 associées a la translocation
t(1;22)(p13;q13) chez le nourrisson et le
jeune enfant et celles qui se développent

Proposée en 1982 par le groupe FAB (French American Bri-
tish), cette classification se fonde sur le nombre de blastes
et la morphologie des cellules observées sur le myélogramme.
Elle distingue neuf classes de LAM : LAM0 a LAM7.
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chez les patients porteurs de trisomie 21
constitutionnelle (Down syndrome). Ce
dernier groupe se caractérise par des
mutations du gene codant pour le fac-
teur de transcription GATA-1, qui est
normalement impliqué dans le contréle
de la différenciation érythro-méga-
caryocytaire [3]. Des analyses chez
I’lhomme et chez la souris indiquent que,
bien que des anomalies de la mégaca-
ryopoiese soient observées au cours
du développement chez les patients
trisomiques, les mutations GATA-1 ne
sont pas suffisantes pour induire une
transformation leucémique, soulignant
la nécessité de mutations additionnelles
pour le développement de ce type de
LAMT.

Coopération entre OTT-MAL

et activation de la signalisation

du récepteur de la thrombopoiétine

La translocation t(1;22) conduit a la
fusion (OTT-MAL, one twenty-two—
megakaryocytic acute leukemia) de
deux genes OTT/RBMI5 et MAL/MKLI
codant pour des facteurs de trans-
cription [4]. OTT est un facteur pléio-
trope de I’hématopoiése [5] et a été
impliqué dans le contrdle de I'activité
de RBP) (recombination signal binding
protein for immunoglobulin K J region)
[6], un acteur majeur de la réponse
transcriptionnelle a la voie de signa-
lisation Notch. MAL est un cofacteur
du SRF (serum response factor) qui est
impliqué dans la réponse a la voie de
signalisation Rho GTPase/G-actine [7].
Nous avons modélisé Iexpression de cet
oncogene chez la souris en réalisant un
knock-in de ’ADN complémentaire de

MAL au locus Ott murin [8]. Lanalyse
de ce modele montre que I'expres-
sion d’0TT-MAL induit des anomalies
de différenciation des cellules souches
hématopoiétiques qui s’engagent vers
la lignée mégacaryocytaire. De plus, ces
animaux développent des proliférations
hématopoiétiques et des leucémies
aigués, présentant les caractéristiques
des LAM7 humaines, mais avec une fai-
ble pénétrance (1/10 animaux) et une
latence longue (> 18 mois). A partir d’un
animal leucémique, une lignée cellu-
laire dépendante pour sa prolifération
de la cytokine SCF (stem cell factor)
et exprimant fortement OTT-MAL a été
obtenue. Nous avons utilisé cette lignée
pour tester I’hypothese de la néces-
saire coopération oncogénique dans
I’émergence d’une leucémie : nous avons
exprimé différentes protéines de signa-
lisation mutées, choisies parmi celles
qui sont naturellement observées dans
des hémopathies mégacaryoblastiques
humaines. Nous avons montré que I’ex-
pression d’une mutation du récepteur
MPL (le récepteur de la thrombopoié-
tine, cytokine clé de la différenciation
mégacaryocytaire), MPL"*13L - mais pas
celle d’autres mutants dont FLT3!TONSL
JAK2VELTF JAK2TETSN _ entraine une levée
de la dépendance au SCF de la lignée,
associée a une activation spécifique
de la phosphorylation des kinases
€RK1/2, des intermédiaires de la voie
MAPK impliquée dans le développement
mégacaryocytaire. De plus, alors que
I"expression de MPL"®I5t dans des cel-
lules sauvages greffées a des receveurs
primaires normaux induit des syndromes
myéloprolifératifs non transplantables a
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des animaux receveurs secondaires, la
transduction de cet ADNc muté MPLWS18L
dans un contexte OTT-MAL induit des
leucémies mégacaryoblastiques aigués
transplantables, avec une pénétrance
complete. Les souris exprimant OTT-MAL
et MPL"S15L montrent une amplification
des progéniteurs mégacaryocytaires,
un blocage de la différenciation, ce
qu’indique une réduction importante
de la ploidie, une thrombocytopénie
et une fibrose médullaire et splénique,
des caractéristiques retrouvées chez les
patients atteints de LAM7.

OTT-MAL interfere

avec la voie de signalisation Notch

Sur un plan mécanistique, nous avons
montré que la protéine OTT-MAL inte-
ragit directement avec RBPJ et active
de fagon anormale la transcription
des genes cibles de RBPJ. L'expres-
sion d’un mutant dominant négatif
de RBPJ, ne pouvant plus lier I’ADN,
inhibe la prolifération des cellules de
la lignée cellulaire exprimant OTT-
MAL. Enfin, I"analyse du profil trans-
criptionnel d’échantillons de patients

ayant une LAM7 et porteurs d’une
t(1;22)(p13;q13) montre une activa-
tion de la voie Notch qui n’est pas
retrouvée dans les échantillons de cel-
lules issus d’individus porteurs d’une
LAM7 dans un contexte de trisomie
21. Sur la base de ces observations et
des résultats récents indiquant le réle
positif de la voie Notch dans la spéci-
fication du lignage mégacaryocytaire
[91, il est donc vraisemblable que la
dérégulation par OTT-MAL de la trans-
cription des genes cibles de la voie
Notch soit responsable de I’association
spécifique des t(1;22)(p13;q13) avec
les leucémies a mégacaryoblastes.

La voie Notch joue également un role
positif important dans I’engagement des
cellules souches hématopoiétiques vers
la lignée lymphocytaire T [10]. De plus,
des mutations activatrices du récepteur
Notchl sont retrouvées dans plus de
50 % des leucémies aigués lymphoblas-
tiques T chez I’lhomme [11]. Nos obser-
vations montrent de fagon inattendue
I"implication d’une voie de signalisa-
tion commune entre les deux lignages,
mégacaryocytaire et lymphoide T. Nous
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cherchons maintenant a comprendre
les spécificités de la voie Notch lors-
qu’elle intervient dans la différenciation
normale des cellules souches hémato-
poiétiques vers la lignée mégacaryo-
cytaire [12] ou lymphocytaire T ainsi
que dans la transformation tumorale
mégacaryoblastique.

Dans I’ensemble, I’étude fonctionnelle
de la translocation chromosomique
t(1;22)(p13;q13) a I’aide d’un modeéle
reproduisant ’anomalie observée chez
I’lhomme a permis de révéler un méca-
nisme de transformation nouveau dans
les leucémies aigués a mégacaryoblas-
tes. En effet, ces résultats indiquent
une coopération oncogénique entre une
activation anormale des génes cibles
de la voie Notch par OTT-MAL et une
activation constitutive du récepteur
MPL dans la transformation mégaca-
ryocytaire (Figure 1). Il est maintenant
important de rechercher une altération
de la régulation des génes cibles de la
voie Notch dans les autres échantillons
de LAM7. ¢

The OTT-MAL fusion oncogene: another
Notch in megakaryoblastic leukemia

Figure 1. Modéle de transformation mégaca-
ryoblastique par 'oncogéne de fusion OTT-MAL.
Dans un contexte normal, la liaison du récep-
teur Notch par un de ses ligands entraine un
clivage du récepteur conduisant a la migra-
tion de la partie intra-cytoplasmique de
Notch (ICN) dans le noyau et une activation
de la transcription des geénes cibles de RBP)
par déplacement de complexes de répression
transcriptionnelle, incluant OTT, et recrute-
ment de co-activateurs transcriptionnels.
U'activation de la voie Notch permet I’engage-
ment des progéniteurs hématopoiétiques dans
la différenciation lymphocytaire T ou dans
la différenciation mégacaryocytaire. Dans le
contexte de la fusion OTT-MAL, I'interaction
de la protéine de fusion avec RBPJ entraine
une activation anormale des genes cibles de
RBP) mais n’est pas suffisante pour induire

une transformation mégacaryoblastique chez

la souris. €n revanche la co-expression d’0TT-MAL et de MPL"315L un mutant activant constitutivement les voies de signalisation PI3K/AKT, MAPK

(ERK1/2) et STAT, entraine le développement de LAM7 chez la souris avec une fréquence élevée, indiquant une coopération entre ces deux oncogénes

spécifiques des hémopathies mégacaryocytaires humaines. TPO : thrombopoiétine.
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BMP6, un acteur clé
dans la régulation

du métabolisme du fer

Marie-Paule Roth, Hélene Coppin

> U'absorption par la muqueuse intesti-
nale du fer contenu dans le bol alimen-
taire constitue la seule voie d’entrée de
ce nutriment dans "organisme. Le fer
est capté par les cellules épithéliales du
duodénum, transféré du pole apical des
entérocytes vers le pole basal qu’il tra-
verse grace a la ferroportine pour passer
dans la circulation sanguine. Les pertes
en fer sont limitées dans les conditions
physiologiques et sont principalement
dues a I’élimination des cellules intes-
tinales et cutanées sénescentes. L’ho-
méostasie du fer dépend donc essentiel-
lement de la régulation de I’entrée du fer
dans Porganisme [1].

La découverte de deux acteurs clés dans
I’adaptation de Iabsorption intestinale du
fer aux besoins de 'organisme, I’hepcidine
en 2001 [2, 3] et tout récemment la molé-
cule qui régule sa production, BMP6 [4, 5],
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permet désormais de mieux comprendre
les mécanismes permettant le maintien de
’lhoméostasie du fer [11, 12].

Lhepcidine et la régulation du fer

L'hepcidine se fixe a la ferroportine
a la surface des entérocytes et des
macrophages. Elle provoque ainsi I'in-
ternalisation et la dégradation de la
ferroportine [6], bloquant le fer dans
ces cellules et le rendant indisponible.
Dans le foie, la transcription du gene
codant I’hepcidine (HAMP) est ajustée
aux besoins de I’organisme. Dans les
conditions physiologiques, le niveau
d’hepcidine augmente lorsque le fer est
en exces et au contraire diminue en cas
de carence en fer ou d’hypoxie. Cette
régulation ne fonctionne plus de fagon
appropriée chez les patients atteints
d’hémochromatose, une maladie géné-
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tique qui conduit @ une accumulation de
fer, principalement dans le foie, et a des
complications parfois sévéres (cirrhose,
hépatocarcinome). Les hémochroma-
toses a début précoce sont dues a des
mutations dans le gene HAMP ou dans
le géne HFEZ, codant I"hémojuvéline, et
sont plus séveres que les formes a début
plus tardif dues a des mutations dans
d’autres genes impliqués dans la voie de
régulation de I"hepcidine, comme HFE ou
TFR2 (transferrin receptor 2).

La voie de signalisation BMP-SMAD

La mise en évidence du réle de I’hémoju-
véline (H)V ou RGMc), la protéine impli-
quée dans I’hémochromatose juvénile,
a permis une avancée significative dans
I’élucidation de la cascade de régula-
tion conduisant a la production d’hep-
cidine. Il s’agit en effet d’une protéine



