3. Ohno S. Evolution by gene duplication. New York :
Springer-Verlag, 1970.

4. Evlampiev K, Isambert H. Modeling protein network
evolution under genome duplication and domain
shuffling. BMC Syst Biol 2007 ; 1 : 49.

. Evlampiev K, Isambert H. Conservation and topology
of protein interaction networks under duplication-
divergence evolution. Proc Natl Acad Sci USA 2008 ;
105:9863-8.

o

o

. Stein RR, Isambert H. Logistic map analysis
of biomolecular network evolution. Phys Rev € 2011 ;
84:051904.

. Cascone |, Selimoglu R, Ozdemir C, et al. Distinct roles
of RalA and RalB in the progression of cytokinesis are
supported by distinct RalGEFs. EMBO J 2008 ; 27 :
2375-87.

. Forbes SA, Bindal N, Bamford S, et al. COSMIC:
mining complete cancer genomes in the catalogue

~

oo

NOUVELLE

Aldéhydes et anémie de Fanconi

L’ennemi de l’intérieur

Frédéric P.M. Langevin, Juan |. Garaycoechea,
Gerry P. Crossan, Ketan J. Patel

> La survie d’un organisme multicellu-
laire est étroitement liée au maintien
de "homéostasie dans I'ensemble des
tissus constituant cet organisme. Cette
capacité a maintenir cet équilibre vital
est assurée par des populations de cel-
lules souches, via trois caractéristiques
principales : (1) la possibilité de se divi-
ser et de renouveler ce compartiment en
générant de nouvelles cellules souches ;
(2) ’absence de fonctions tissulaires
spécifiques ; et (3) la capacité de se
différencier en cellules spécialisées. La
moelle osseuse, ou résident les cellules
souches hématopoiétiques (CSH) res-
ponsables de la production des cellules
du sang, constitue un tissu modele pour
I’étude des cellules souches somatiques.
En effet, I'identification de multiples
marqueurs de surface et le dévelop-
pement d’anticorps dirigés contre ces
marqueurs et utilisables en cytométrie
de flux (FACS, fluorescent activated cell
sorter), permettent de discriminer et
d’isoler les divers précurseurs des cel-
lules sanguines.

Les cellules souches sont sensibles,
comme toute cellule, aux conditions
de stress, en particulier aux dommages
de I’ADN. Ainsi, au cours du temps,
I"accumulation de mutations contribue
au déclin des capacités des cellules
souches. L'existence de mécanismes de
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réparation de "ADN est donc essentielle
au maintien des populations de cellules
souches [1]. Une étude récente de notre
groupe décrit le role d’un systeme de
réparation de I’ADN et la nature géno-
toxique de métabolites endogenes dans
les CSH de souris [2].

LUanémie de Fanconi, une pathologie
s’accompagnant d’un défaut

de réparation de I’ADN

La thématique de recherche principale
de notre équipe concerne I’étude des
mécanismes de réparation de I’ADN et,
en particulier, celle des génes impli-
qués dans I"anémie de Fanconi. Notre
approche est essentiellement génétique
et se base sur des modeles cellulaires et
murins (souris génétiquement modifiées
ou knockout [KO]). Du nom du pédiatre
suisse Guido Fanconi qui décrivit cette
maladie génétique rare au début du
XX¢ siecle [3], ’anémie de Fanconi se
manifeste dés I’enfance par des malfor-
mations squelettiques, une forte prédis-
position a certains types de cancers (en
particulier des leucémies myéloides) et
une aplasie médullaire progressive. Les
cellules de ces patients sont tres sen-
sibles a des drogues anticancéreuses,
telles que la cisplatine ou la mitomy-
cine C. Cette sensibilité constitue la base
du test de diagnostic dit de « cassures
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chromosomiques » [4]. €n effet, en liant
de fagon covalente deux bases oppo-
sées (interbrins d’ADN) ou adjacentes
(intrabrin d’ADN), ces drogues induisent
des Iésions (ponts inter- ou intrabrins,
DNA crosslinks) de I’ADN qui bloquent
la réplication et la transcription. Ces
ponts interbrins ont pour conséquence
une augmentation des cassures chromo-
somiques. Dans les cellules de patients
atteints d’anémie de Fanconi, ceci est
d a un défaut de réparation de I’ADN.
A ce jour, une quinzaine de genes ont
été identifiés, codant pour des protéines
impliquées dans cette voie de réparation
des lésions pontantes de I’ADN.

Les aldéhydes, source de dommages

a ’ADN

Les cassures chromosomiques se mani-
festent spontanément dans les cellules
de patients, en dehors de la présence de
drogues comme la cisplatine, ce qui sug-
gere I’existence d’agents génotoxiques
présents de fagon naturelle dans les
cellules de ces patients. Notre groupe a
confirmé cette hypothése en montrant
en 2011 que les aldéhydes produits par
le métabolisme cellulaire (en particu-
lier I’acétaldéhyde) étaient a I'origine
de dommages a "ADN dans les cellules
de patients atteints d’anémie de Fan-
coni [5]. Des souris double KO pour les
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de cellules sanguines
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» »
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par les protéines Fanconi
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Figure 1. Le double systéme de protection contre ’effet génotoxique des aldéhydes dans le contexte de la réparation de I’ADN. A. ’'action enzy-
matique catabolique des aldéhydes déshydrogénases (Aldh2 ou Aldh) permet de détoxifier la cellule de ces composés trés réactifs. Malgré cette
premiere barriére, des quantités résiduelles d’aldéhydes (acétaldéhyde [CHz-CHOJ ou autres aldéhydes [R-CHO]) peuvent induire des Iésions de
I’ADN. Ces lésions sont ensuite réparées par le systeme des protéines Fanconi. Ce mécanisme de protection a deux niveaux permet ainsi de maintenir
Pintégrité du génome des cellules souches hématopoiétiques et la production contrdlée de cellules du sang. B. Dans le cas des souris Fancd2™~
Aldh2™",

hématopoiétiques. Le systeme de réparation par les protéines Fanconi étant incomplet et défectueux en raison de la mutation du gene Fancd?2, ces

’accumulation d’aldéhydes non oxydés a pour conséquence une augmentation du nombre de Iésions de I’ADN dans les cellules souches

|ésions perdurent et aboutissent a I’émergence de cellules leucémiques ou a I’épuisement du stock de cellules souches hématopoiétiques. Ce modele

explique donc le développement de leucémie et d’anémie aplasique chez les souris Fancd2~"Aldh2™/~. CSH : cellule souche hématopoiétique ; Aldh2 :

aldéhyde déshydrogénase 2 ; Aldh : aldéhydes déshydrogénases ; CH;-CHO : acétaldéhyde ; R-CHO : aldéhydes.

genes Fancd? (un des 15 geénes impli-
qués dans Ianémie de Fanconi [6]) et
Aldh2 (le géne codant pour une enzyme
qui oxyde I'acétaldéhyde en acétate)
développent une leucémie des I’age de
trois a six mois. Ces animaux naissent
avec des malformations squelettiques et
oculaires, indiquant que la production
spontanée d’acétaldéhyde et son accu-
mulation sont suffisantes pour aggraver
le phénotype des souris Fancd2”/~. De
plus, "administration d’éthanol (un pré-
curseur exogéne de 'acétaldéhyde) au
lieu d’eau a des souris Fancd2™/~Aldh2™/~
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accélere le développement d’une aplasie
qui s’installe en seulement 10 jours.

Plus récemment, nous avons précisé le
role myélotoxique des aldéhydes dans la
progression de cette anémie aplasique
[2]. Tout d’abord, nous avons remarqué
que certaines souris Fancd2”/~Aldh2™/"
survivent sans développer de leucémie,
mais succombent a une anémie. Une
analyse post mortem a révélé chez ces
animaux une accumulation de la forme
variante de I’histone 2A (yH2AX, un mar-
queur de lésions de I’ADN) et de la cas-
pase 3 (un marqueur d’apoptose) dans

les cellules de la moelle osseuse. Ces
marqueurs attestent de I"accumulation
de dommages a I’ADN qui expliquent
Ihypocellularité de la moelle osseuse.

Nous avons ensuite déterminé in vitro
la toxicité de Iacétaldéhyde sur les
différentes populations cellulaires
hématopoiétiques. La toxicité de I'acé-
taldéhyde vis-a-vis des cellules san-
guines différenciées (lymphocytes B et
T, érythrocytes, etc.) n'est pas majorée
par I'association des mutations des
genes Fancd? et Aldh2 par rapport a
des cellules mutées uniquement dans le



geéne Fancd2. &n revanche, les cellules
souches/progénitrices de la moelle
osseuse de souris Fancd2/"Aldh2™/",
purifiées par tri cellulaire, sont nette-
ment plus sensibles a I'acétaldéhyde
que les cellules souches souches/pro-
génitrices contrdles (issues de simple
mutants Aldh2~~ ou Fancd2™/"). Ueffet
génotoxique de I’acétaldéhyde peut
€tre observé des I’dge de huit semaines,
puisque le nombre de CSH chez les
jeunes souris adultes Fancd2~/-Aldh2™/
est diminué d’un facteur 250. Les CSH
sont identifiées en cytométrie de flux
par I’expression de marqueurs de sur-
face spécifiques : protéines SLAM, c-Kit
et Sca-1 (SREBP cleavage activity-1)
et par 'absence de marqueurs spéci-
fiques de lignages (Lin™). Cette série
d’expériences in vitro démontre ainsi la
sensibilité spécifique a 'acétaldéhyde
des cellules souches - par opposition
aux cellules différenciées - chez les
animaux Fancd?2™/Aldh2”/~. De méme,
il est possible que les Iésions de I’ADN
causées par les aldéhydes soient majo-
ritairement présentes dans les CSH,
ol elles sont réparées par I’action des
protéines Fanconi.

Aldh et protéines Fanconi,

deux systémes de protection

et de réparation de I’ADN

Malgré tout, ces preuves histologiques
et quantitatives n’expliquent pas le
dysfonctionnement de ces cellules
aboutissant a Ianémie aplasique. Afin
d’évaluer les capacités régénératrices
des CSH Fancd2™/~Aldh2™’~, nous avons
utilisé une stratégie de transplantation
de moelle osseuse, qui représente le
meilleur moyen de tester les fonctions
de repopulation des CSH greffées chez
un hote irradié. Lefficacité de recons-
titution a long terme du systeme héma-
topoiétique de I’hdte est évaluée quatre
mois aprés la greffe par la détection
des cellules du donneur par FACS et PCR
(polymerase chain reaction) quantita-
tive. Nous avons donc utilisé de jeunes
souris adultes (huit semaines, non ané-
miques et non atteintes de leucémie)
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comme source de moelle osseuse et
donc de CSH, greffées dans des hotes
préalablement irradiés. Le résultat de
cette expérience est surprenant: les
CSH Fancd2™/~Aldh2™~ ont une capacité
de reconstitution de la moelle osseuse
extrémement réduite en comparaison de
celle de CSH contrdles (réduction d’un
facteur 638). €n revanche, la capacité
de reconstitution des CSH Aldh2™/~ et
Fancd?™’~ est moins limitée (réduction
d’un facteur 2,75 et 38, respectivement)
(Figure 1) [7].

Ces résultats démontrent que le cata-
bolisme des aldéhydes dans les CSH est
un mécanisme important de protection,
agissant de concert avec le systeme de
réparation de ’ADN impliquant les pro-
téines Fanconi (Figure 1). 'approche
génétique consistant & cibler un gene,
tel que I’Aldh2, dans un modéle murin de
’anémie de Fanconi (souris Fancd2™")
permet d’identifier une source endogene
d’agents génotoxiques et de reproduire
plus fidelement I"évolution de la mala-
die, telle qu’elle est observée chez les
patients. €n effet, a ce jour, la plupart
des modéles murins de I’anémie de Fan-
coni, a I"exception récente des souris
Six4™/~ (structure-specific endonuclease
subunit homolog), ne miment pas I’in-
suffisance médullaire, pourtant un des
symptomes caractéristiques de la maladie
humaine [8, 9]. La capacité extrémement
réduite des CSH de jeunes souris Aldh2™
Fancd2™~ & reconstituer des hotes irra-
diés démontrent I'aspect progressif de
Pinsuffisance médullaire. En effet, a I'dge
de huit semaines, ces souris donneuses ne
sont ni leucémiques ni anémiques, mais
la fonction de leurs CSH est déja altérée.
Ces observations sont en accord avec
une récente étude de la pathogénie de
Pinsuffisance médullaire chez les patients
atteints d’anémie de Fanconi [10]. R. Cec-
caldietal. [10] ont montré que I’hypocel-
lularité de la moelle osseuse et le déficit
fonctionnel des cellules souches/progé-
nitrices précédent I’expression clinique de
la maladie ; elles seraient en relation avec
une activation excessive de I’axe p53/p21
(entrafnant un arrét du cycle cellulaire)

en réponse aux dommages de I’ADN non
réparés et au stress cellulaire endogene.
Ces auteurs ont démontré que des progé-
niteurs hématopoiétiques de sang de cor-
don ombilical humain normal, traités par
un siARN ciblant FANCD?2 sont incapables
de reconstituer des souris immunodéfi-
cientes Nod/Scid/IL2-Ryc nulles irradiées.
L'extinction concomitante de P53 restaure
ce potentiel de reconstitution. La préco-
cité de ces anomalies chez les patients
atteints d’anémie de Fanconi suggére que
le défaut de réparation de I’ADN respon-
sable de 'insuffisance médullaire émerge
des le développement intra-utérin. Il est
probable que les aldéhydes soient aussi
impliqués dans la génotoxicité au méme
stade de la vie (Figure 1).

Conclusion

D’un point de vue thérapeutique, un
modéle tel que celui des souris Aldh2™/"
Fancd2™/" pourrait étre utilisé dans des
projets visant a optimiser des traite-
ments de I'insuffisance médullaire chez
les patients atteints d’anémie de Fan-
coni. Il est aussi envisageable de tester
I’effet génotoxique d’autres métabo-
lites cellulaires, en introduisant des
mutations dans les génes impliqués
dans des mécanismes de détoxifica-
tion, codant pour des enzymes équiva-
lentes aux aldéhydes déshydrogénases
(Aldh). D’un point de vue fondamental,
il reste a déterminer si ’effet des aldé-
hydes sur I’ADN est direct ou indirect,
la nature exacte des lésions induites
par les aldéhydes, et le mécanisme bio-
chimique impliqué dans la réparation
des Iésions pontantes de I’ADN. ¢
Aldehydes and Fanconi anaemia:

the enemy within
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