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Proliferation,
cancer

et apoptose

étre entrés dans la pharmacopée

avant méme I’époque romaine.
Au siecle dernier, les préparations a
base d’arsenic constituaient la base du
traitement de nombreuses maladies
comme la syphilis ou les leucémies.

I es dérivés de l'arsenic semblent

Un poison bien connu

L’arsenic a une image tres forte de
poison dans l'inconscient collectif et
ses dérivés ne sont plus guere utilisés
que dans la mort aux rats, des pesti-
cides et des herbicides, et comme
antiparasitaires dans les trypanoso-
miases.

Les dérivés de l'arsenic ont des pro-
priétés chimiques distinctes suivant
qu’ils sont trivalents ou pentavalents
[1]. Les dérivés trivalents réagissent
avec les groupements sulthydryl des
résidus de cystéines pour former des
dérivés (adduits) covalents. Un
résidu de cystéine convenablement
exposé suffit, mais deux résidus sépa-
rés de quelques acides aminés repré-
sentent le substrat idéal, car les deux
valences réactives forment un pon-
tage intramoléculaire. Cette situation
est retrouvée dans le site actif de cer-
taines phosphatases qui sont inhibées
par des concentrations micromo-
laires d’arsenic. Les dérivés pentava-
lents ont une tres forte ressemblance
stérique et électrique avec les ions
phosphates. Ils peuvent donc entrer
en compétition avec ceux-ci sur un
tres grand nombre d’enzymes. Une
illustration classique est le décou-
plage de la phosphorylation oxyda-
tive par ces dérivés qui induisent une
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L’oxyde d’arsenic:
apres l'acide rétinoique,
un nouveau traitement ciblée
de la leucémie aigué
promyélocytaire

déplétion aigué en ATP. L’ensemble
de ces propriétés (poison de sites
actifs et blocage de la production
d’ATP) fait que ces agents ont été
trés utilisés en biochimie.

L’arsenic et ses dérivés sont cancéri-
geénes: de nombreuses études font
état d’une forte surmortalité par
tumeurs pulmonaires chez des sujets
exposés a des vapeurs de ces toxiques
(principalement dans la métallurgie)
et de tumeurs de la peau apres expo-
sition cutanée ou ingestion d’eau de
boisson contaminée [2]. L’augmen-
tation de l'incidence des tumeurs
solides aprés exposition est, quant a
elle, controversée [3]. Contrairement
a beaucoup de carcinogenes, l'arse-
nic présente un net effet seuil et n’a
aucune action chez les rongeurs. Le
mécanisme par lequel cet élément
provoque des tumeurs est inconnu.
L’arsenic ne semble pas directement
génotoxique et n’a pas d’action
transformante sur des cellules en cul-
ture [2]. Il a donc été proposé qu’il
favorise la promotion tumorale et
non son déclenchement, par
exemple en induisant la prolifération
cellulaire. Cet effet pourrait passer
par l'inhibition d’une phosphatase
cytoplasmique constitutivement
active, ce qui activerait en retour les
cascades de kinases conduisant a
I’activation du facteur de transcrip-
tion AP1 dont le réle dans la trans-
formation cellulaire est bien établi
[4]. La signification physiologique de
cette hypothese doit étre étayée car
les concentrations d’arsenic (triva-
lent) (10 2 50mM) nécessaires a cet
effet sont tres élevées.

Un nouvel antileucémique

Comment imaginer qu’une telle sub-
stance soit un antileucémique dont le
mode d’action commence a étre élu-
cidé! C’est pourtant ce qui vient
d’étre montré par une collaboration
entre équipes chinoises et francaises
qui, outre d’importantes perspectives
thérapeutiques, permet d’élaborer
un modele de thérapeutique directe-
ment ciblée sur des oncogénes [5-7].
Deux équipes (Drs P. Zhang et T.D.
Zhang) a Harbin avaient mis en évi-
dence I'effet majeur qu’une médica-
tion traditionnelle avait sur des leu-
cémies [8, 9]. Rapidement, il a été
montré que cet effet était restreint a
la leucémie aigué promyélocytaire et
que cette substance donnait 65 % de
réponses cliniques complétes et 25 %
de guérisons & dix ans. Depuis 1971,
ces deux équipes utilisaient I’arsenic
trivalent As,O; comme agent théra-
peutique et plus de 70 patients ont
été traités par chacune, alors qu'un
groupe a DaLian (Mandchourie) uti-
lise toujours une préparation tradi-
tionnelle contenant surtout du sul-
fate d’arsenic. Compte tenu des
difficultés du traitement de cette
maladie en Chine, une telle survie est
exceptionnelle. L’analyse des sub-
stances constitutives et de leurs effets
a montré que le tri-oxyde d’arsenic
était le principe actif de cette médi-
cation traditionnelle. Il semble que
I'oxyde d’arsenic entre dans la com-
position de nombreuses préparations
traditionnelles et un article récent
indiquait que de trés nombreuses
préparations chinoises tradition-
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nelles contiennent des métaux lourds
(arsenic et mercure) a des concentra-
tions susceptibles d’induire une toxi-
cité chronique [10].

Ces données ont été confirmées par
le groupe des Prs Wang et Chen a
Shanghai, qui avait déja mis en évi-
dence l'effet sur la différenciation de
I’acide rétinoique dans la méme
maladie. Chez des sujets en état de
résistance aux rétinoides, 'injection
intraveineuse de tri-oxyde d’arsenic
trivalent induit des rémissions com-
plétes et prolongées. Il n’y a donc pas
de résistance croisée entre ces deux

agents [5, 6].
La leucémie aigué promyélocytaire

La leucémie aigué promyélocytaire
est trés spécifiquement associée a
une translocation t(15;17) qui
conduit a la fusion des génes PML et
RARa. Les anomalies moléculaires
induites par cette translocation et le
fondement de la réponse paradoxale
aux rétinoides ont fait I’objet de mul-
tiples revues [11-13]. Il n’existe pas
de modé¢le satisfaisant de transforma-
tion cellulaire ex vivo. Néanmoins,
Iexpression de PML/RARQ chez des
souris transgéniques conduit dans
certains cas a une maladie presque
identique a celle observée chez
I’'homme, démontrant formellement
que celle-ci est liée a la synthese de la
protéine chimere [14, 15]. Tres sché-
matiquement, il a été proposé que la
protéine chimeére PML/RARQ ait un
effet dominant négatif sur la fonction
de RAR comme sur celle de PML.
Les rétinoides sont connus pour
induire la différenciation myéloide et
PML/RAR«, ainsi qu’un mutant
dominant négatif de RARa, bloquent
la différenciation myéloide [16-20].
Méme si les preuves sont moins
directes, PML semble également par-
ticiper a la leucémogenese. PML a
des effets antiprolifératifs et son
expression bloque la transformation
de fibroblastes embryonnaires par des
oncogenes [21-23]. L’association de
PML a des domaines nucléaires spéci-
fiques, mais de fonction inconnue
(les corps nucléaires PML), a déja été
résumée dans médecine/sciences [24,
25]. Ces domaines semblent avoir un
rapport avec les interférons puisque
toutes les protéines qui lui sont asso-
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Figure 1. Représentation schématique de I'action des deux agents antileucé-
miques (acide rétinoique (AR) et arsenic (AS)) sur la protéine chimére
PML/RARa résultant de la translocation t(15;17). L’AS et I’AR induisent tous
les deux la dégradation de PML/RARa. En paralléle, I’AR active le récepteur
RARa normal, ce qui déclencherait la différenciation. L’AS, qui modifie la
localisation intranucléaire de PML et induit sa dégradation, augmenterait son
effet antiprolifératif et induirait I'apoptose. L'indépendance des voies acti-
vées par ces deux agents permet d’envisager des effets synergiques.

ciées sont directement induites par
ces cytokines [26-28]. La synthese de
la protéine chimere PML/RARa
conduit a la perte de cette localisa-
tion spécifique. La chimeére et toutes
les protéines associées aux corps
nucléaires se retrouvent sur des struc-
tures nucléaires plus petites et beau-
coup plus nombreuses, dont cer-
taines semblent étre des sites de
transcription (figure 2A) [29-33]. Le
fondement moléculaire de cette
délocalisation semble étre la forma-
tion d’hétérodimeres PML/RAR-
PML. La perte de la localisation spé-
cifique de PML au sein du noyau
serait associée a la perte de son pou-
voir antiprolifératif. Ainsi, la maladie
aurait deux facettes: 'inhibition de
la différenciation (liée a un effet
dominant négatif sur RAR) et
I'induction de la prolifération (liée a
une perte du contrdle assuré par
PML sur la croissance cellulaire)
[11].

L’acide rétinoique induit la différen-
ciation des blastes leucémiques. Celle-
ci semble procéder a la fois de 'acti-

vation transcriptionnelle du récepteur
normal et de la restauration de la
localisation des antigenes associés aux
corps nucléaires PML [29-33]. Dans
des lignées résistantes a I'acide réti-
noique, ce regroupement n’est pas
observé, suggérant qu’il participe
effectivement a 'induction de la diffé-
renciation [30, 34]. Cette réagréga-
tion a récemment trouvé une explica-
tion dans le fait que I’acide rétinoique
induit directement le catabolisme de
la protéine chimere [7, 35, 36]. En
I’absence de celle-ci, PML et les pro-
téines associ€ées aux corps nucléaires
retrouvent leur localisation. Cette
dégradation de PML/RARQ induite
par I'acide rétinoique est bloquée par
la lactacystine, démontrant I'implica-
tion du protéasome. La protéine chi-
meére est donc une cible directe du
traitement par les rétinoides (figure 1).

Mode d’action de ’arsenic

Les premiéres études furent entre-
prises a Shanghai et concernaient
Peftet de I’arsenic sur I'unique lignée
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Figure 2. Localisation de PML/RARa (comme les antigénes de corps nucléaires) dans les cellules leucémiques.
A. Avant traitement: I'aspect microponctué nucléaire est évident. B. Apres traitement a I'arsenic: la reformation des
corps nucléaires (sous forme de quelques taches de plus grande taille) est observée dans certaines cellules. La dégra-
dation de PML et PML/RARa se manifeste par la disparition du marquage dans la plupart des noyaux. (D’aprés [7].)

cellulaire issue d’une leucémie aigué
promyélocytaire, NB4 [37]. A la dose
de 10-°M (qui correspond au pic de
concentration sérique apres injec-
tion) l'arsenic n’induit pas de diffé-
renciation (comme 1’acide réti-
noique), mais une apoptose. Cette
apoptose est associée a l’effondre-
ment de la transcription du gene
BCL2 [5]. A dose plus faible (telle
que celle que 'on peut observer dans
le sang quelques heures apres I'injec-
tion), ces cellules répondent par une
différenciation jusqu’au stade de pro-
myélocyte anormal (mais qui
n’atteint jamais le stade terminal des
polynucléaires) avant de mourir par
apoptose. Les dérivés pentavalents
n’ont aucun effet aux mémes concen-
trations. L’étude in vivo du devenir
des blastes leucémiques chez deux
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malades traités suggére la coexistence
des deux phénomenes [6].

D’une maniére inattendue, 1’arsenic
induit certains des effets de 1’acide
rétinoique: il induit la dégradation
de PML/RARaO et donc la reforma-
tion des corps nucléaires PML [7]
(figures 1 et 2). Alors que 'acide réti-
noique cible la partie RARa de la
fusion, I'arsenic cible sa partie PML.
En effet, les protéines PML normales
sont, elles aussi, dégradées en
réponse a I'arsenic [7]. Cette induc-
tion de la dégradation de PML est
précédée de son transfert vers les
corps nucléaires. Ces travaux ont per-
mis de montrer 'existence de deux
localisations nucléaires distinctes
pour PML: le nucléoplasme et les
corps nucléaires. Dans les conditions
normales PML va du premier vers les

seconds; l'arsenic accélére le trans-
fert et la dégradation de PML (mais
pas des autres protéines associées a
ces structures). Le mécanisme par
lequel I’arsenic induit la destruction
de PML et de PML/RARQO n’est pas
encore compris. Au vu des effets mul-
tiples de ces agents, plusieurs explica-
tions peuvent étre proposées. La liai-
son directe de l'arsenic a PML ou
I’induction de sa phosphorylation
(par I'inhibition d’une phosphatase)
semblent les plus plausibles.

Dans les cellules leucémiques, la chi-
mere PML/RARQ n’est pas associée
aux corps PML pendant le traite-
ment par I’acide rétinoique [29]. En
revanche, I’arsenic provoque le
ciblage de PML/RARa et RXRa vers
les corps PML (figure 2B) [7]. Dans
un cas, PML/RARaO est dégradé,
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puis PML retourne a sa place; dans
I’autre cas, PML entraine
PML/RARa vers les corps nucléaires
et les deux protéines sont dégra-
dées. Les actions des deux agents ne
sont donc semblables qu’en pre-
miere approche et les filieres de
dégradation sont distinctes. Médica-
lement, I'arsenic agit méme chez
des malades en situation clinique de
résistance aux rétinoides [5, 6]. Les
modes de dégradation distincts
expliquent probablement I’absence
de résistance croisée entre ces deux
agents. Celle-ci pourrait étre un fon-
dement rationnel a des traitements
combinés.

Vers une thérapie rationnelle :
des médicaments ciblés
sur 'oncogene ?

Plus que jamais, ces nouvelles don-
nées font de la leucémie aigué pro-
myélocytaire un modele unique en
cancérologie. Il est tout de méme
paradoxal qu'un modéle de pathogé-
nie a la symétrie aussi élégante
(figure 1) soit né grace a I’empirisme
clinique. En effet, ces deux traite-
ments constituent le seul exemple a
ce jour de thérapeutiques agissant
directement sur le produit d’une
lésion génétique. L’acide rétinoique
agit sur le fragment RARO de la
fusion alors que I’arsenic agit sur la
partie PML. L’acide rétinoique et
I’arsenic induisent la dégradation de
PML/RAR0O qui pourrait étre un pré-
requis a leurs effets thérapeutiques
(figure1). Mais ces deux agents ont
des effets biologiques distincts: diffé-
renciation, d’une part, et apoptose,
d’autre part, qui résultent probable-
ment de leurs effets sur les protéines
RARa et PML normales. S’il est déja
bien connu que RARQ contribue a
I'induction de la différenciation, ces
résultats suggeérent un role de PML
dans I'induction de 'apoptose. Bien
que P'arsenic induise la dégradation
de PML, la modification de sa locali-
sation nucléaire pourrait augmenter
son effet antiprolifératif. Ainsi, les
effets spécifiques de I'arsenic sur la
leucémie aigué promyélocytaire,
comme sur les corps nucléaires, ren-
forcent I’hypothése d’une participa-
tion de PML a la pathogénie de cette
leucémie [7].

L’arsenic, un nouveau traitement
de la leucémie et un outil
pour I’étude des corps nucléaires ?

Deux questions d’importance cli-
nique se posent désormais: I’arsenic
aura-t-il un effet apoptotique sur
d’autres types de cellules cancé-
reuses ? Y a-t-il une place pour un
traitement combiné arsenic/acide
rétinoique dans la prise en charge de
ces malades? Compte tenu de la
bonne efficacité du traitement actuel
(acide rétinoique et chimiothérapie)
les protocoles risquent d’étre diffi-
ciles a mettre en place. Enfin, I'arse-
nic, par le contréle du trafic intranu-
cléaire de PML, pourrait étre un
outil trés puissant pour percer
I’énigme du rdéle des corps nucléaires
PML qui, malgré leur découverte il y
a presque 40 ans [38], sont toujours a
la recherche d’une fonction ®
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