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TPO · Thrombopoïétine 

U 
UROD · Uroporphyrinogen décarboxylase 

UROS · Uroporphyrinogen III synthase 

V 
VDAC · Voltage-dependent anion channel 

Ven · Venetoclax (ABT-199) 

α 
α-KG · α-cétoglutarate 

β 
β-ox · β-oxydation des acides gras 
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Introduction 

 

I. Les leucémies aiguës myéloïdes 

 

1.1. L’hématopoïèse normale et leucémique 

L’hématopoïèse regroupe l’ensemble des processus qui conduisent à la formation des cellules 

de la moelle osseuse et du sang. La cellule souche hématopoïétique s’engage dans les voies de 

différenciation myéloïde ou lymphoïde. Ces deux voies de l’hématopoïèse sont régulées par des cy-

tokines et des facteurs de croissance et conduisent in fine à la production de l’ensemble des cellules 

sanguines (dont les plaquettes, érythrocytes, lymphocytes). Les dérégulations de ces voies de diffé-

renciation conduisent à des hémopathies (Figure 1). Les leucémies aiguës myéloïdes (LAM) sont un 

groupe hétérogène d’hémopathies malignes. Elles sont induites par un blocage en différenciation 

dans la lignée myéloïde qui conduit à une accumulation de cellules immatures dans la moelle osseuse 

des patients appelées « blastes ». L’inhibition de l’hématopoïèse normale par les cellules leucé-

miques provoque des cytopénies et des anémies. 

 

Figure 1: L'hématopoïèse et hémopathies associées - L’hématopoïèse est la différenciation, dans la moelle osseuse, 

d’une cellule souche hématopoïétique (CSH) en progéniteurs myéloïde ou lymphoïde commun. A ce stade, les progéniteurs 

lymphoïdes vont pouvoir se différencier en Lymphocyte B, Lymphocyte T ou Natural killer. La dérégulation de la lignée 

lymphoïde donne lieu à des leucémies lymphoïdes, des myélomes ou des lymphomes. La lignée myéloïde va quant à elle 

former l’ensemble des cellules myéloïdes. Des défauts dans ces voies conduisent à des hémopathies. Parmi elles, les 
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syndromes myélodysplasiques (SMD) évoluent souvent en leucémies aiguës myéloïdes. Ils sont considérés comme un 

stade pré-leucémique. 

1.2. Le pronostic et la prise en charge 

Les patients atteints de LAM sont pris en charge selon un modèle appelé « 7+3 ». Ce traite-

ment de première ligne utilise de la cytarabine (ou AraC) pendant 7 jours associée à une anthracycline 

(daunorubicine ; DNR ou Idarubicine ; Ida) sur les 3 premiers jours. Malgré un bon taux de réponse 

à cette chimiothérapie conventionnelle, 80 % des patients rechutent dans les 5 ans suivant le traite-

ment (Hackl et al., 2017) (Figure 2B). Les évolutions thérapeutiques de cette dernière décennie of-

frent un avantage sur la survie sans incident. Notamment la classification FAB (French American 

British), basée sur le stade de blocage en différenciation des cellules leucémiques, a été complétée 

par la classification de l’European Leukemia Net (ELN) qui ajoute désormais les altérations géné-

tiques dans le facteur de risque pronostique (favorable, défavorable et intermédiaire) (Döhner et al., 

2017; Papaemmanuil et al., 2016). Cette évolution a permis une prise en charge personnalisée avec 

le développement de thérapies ciblées telles que des inhibiteurs des isocitrate déshydrogénases 1 

ou 2 mutées (IDHi), des tyrosines kinases FLT3 (gilteritinib) ou encore le développement d’un inhibi-

teur de Bcl-2 (Venetoclax ou Ven) (Bose et al., 2017; Carter et al., 2020; Kantarjian et al., 2021) 

(Figure 2A). Malgré des taux de rémission prometteurs avec ces nouvelles thérapies, les rechutes 

restent fréquentes et sont le reflet d’une résistance de certaines cellules aux différents traitements 

(Bosc et al., 2021; DiNardo et al., 2020; Sharon et al., 2019; Short et al., 2020; Stuani et al., 2021). Il 

est alors indispensable de mieux définir les mécanismes qui permettent aux cellules d’échapper à la 

mort cellulaire afin d’éviter les échecs thérapeutiques. 

 

 

Figure 2 – Amélioration de la prise en charge dans les leucémies aiguës myéloïdes. (A) Evolution des traitements 

approuvés par la « Food Drug Administration » pour la prise en charge des LAM (adapté d’après Carter et al., 2020). Depuis 

la mise en place de la chimiothérapie conventionnelle associant l’AraC, avec la DNR selon un modèle appelé « 7+3 » en 

1973 il y a eu peu d’évolution thérapeutique jusqu’aux années 2000. En 2002, l’Ida, anthracycline de nouvelle génération 

remplace la DNR. En 2017, de nombreuses thérapies spécifiques pour les mutations IDH1/2 ou encore FLT3 ont émergé. 

On retrouve également l’azacitidine, un agent déméthylant, approuvé en 2020 qui a permis en association avec l’AraC 

d’améliorer la prise en charge des sujets âgés. (B) Courbes de Kaplan-Meyer dans les LAM (issue de Burnett et al., 2011). 

L’évolution thérapeutique de la dernière décennie a permis d’améliorer la survie des patients atteints de LAM. 

  

A B
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En bref 

Les LAM sont des hémopathies présentant un défaut de différenciation dans la voie myéloïde. 

Celles-ci sont phénotypiquement et génétiquement très hétérogènes. Aujourd’hui encore les trai-

tements dont nous disposons ne permettent pas d’échapper aux rechutes. 
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II. La mitochondrie carrefour métabolique et rôle dans la résistance des leucémies 

aiguës myéloïdes 

 

Dans le traitement des cancers, la résistance thérapeutique reste un problème majeur qui conduit 

à de nombreuses rechutes. De nombreux mécanismes sont aujourd’hui décrits pour participer à ces 

mécanismes de résistance. Les altérations génétiques, l’activation de pompes d’efflux, la sélection 

clonale ou encore la modification de l’expression des cibles peuvent permettre aux cellules d’échap-

per à la mort cellulaire (Holohan et al., 2013). 

 

Le cancer : une maladie métabolique ? 

La prolifération accrue des cellules cancéreuses nécessite une production importante d’énergie et de 

biomasse. Le métabolisme cellulaire définit l’ensemble des transformations chimiques de matière 

menant à la production d’énergie. Les cellules transforment les nutriments (glucose, acides aminés, 

acides gras) en énergie et précurseurs carbonés servant de base à la synthèse des composants 

cellulaires (acides aminés, lipides et nucléotides). Enfin, les voies cataboliques convergent vers la 

mitochondrie qui convertit les substrats carbonés en énergie via la phosphorylation oxydative 

(OxPHOS). En effet, les réactions d’oxydoréduction médiées par des cofacteurs tels que les couples 

NAD+/NADH et NADP+/NADPH assurent, par un couplage à la chaine de transport des électrons 

(Electron Transport Chain, ETC), la formation d’adénosine triphosphate (ATP) par l’ATP synthase 

(Figure 3). L’ATP est l’unité principale d’énergie des cellules. Par son hydrolyse en adénosine di-

phosphate (ADP),elle libère un phosphate. Depuis 2011, le métabolisme a été intégré comme une 

des caractéristiques des cellules tumorales (Hanahan, 2022; Hanahan and Weinberg, 2011).  

 

Figure 3- Le métabolisme central. Les différentes voies sont alimentées par les substrats (en rouge) et produisent les 
précurseurs nécessaires aux différentes voies de biosynthèse (en bleu). La glycolyse oxyde le glucose en pyruvate. Le 
pyruvate produit est soit alors dérivé en lactate, soit entre dans la mitochondrie où il est transformé en acétyl-CoA pour 
alimenter le cycle de Krebs (TCA). Ce cycle peut aussi être alimenté par l’entrée de la glutamine (glutaminolyse) ou des 
acides gras (β-oxydation) et produit les précurseurs pour la synthèse des lipides, des hèmes et des nucléotides. Il génère 
également les cofacteurs (NADH, FADH2) nécessaires au fonctionnement de la chaine respiratoire.  



 

12 
 

 

Dans une situation physiologique normale, les cellules oxydent le glucose en pyruvate via la 

glycolyse. Chaque molécule de glucose est ainsi transformée par une série de réactions enzyma-

tiques cytoplasmiques en deux molécules de pyruvate. Au cours de la glycolyse, deux molécules 

d’ATP sont produites. Cette voie métabolique est reliée à la voie des pentoses phosphates (pentose 

phosphate pathway, PPP) qui participe à la synthèse des nucléotides, à la biosynthèse des lipides 

ou encore à la voie de synthèse de la sérine/glycine. Les molécules de pyruvate produites sont alors 

dérivées en lactate par la lactate déshydrogénase ou transportées dans la mitochondrie au sein de 

laquelle la pyruvate déshydrogénase (PDH) permettra sa conversion en acétyl-CoA. L’acétyl-CoA 

peut aussi provenir de la β-oxydation des acides gras (β-ox), voie métabolique de dégradation des 

acides gras. L’acétyl-CoA est alors complétement oxydé par le cycle de Krebs. Lors de son entrée 

dans le cycle, la citrate synthase condense l’oxaloacétate et l’acétyl-CoA en citrate. Celui-ci est couplé 

à la chaine de transport des électrons. L’ensemble des réactions de cette voie produit les cofacteurs 

nécessaires aux réactions d’oxydoréduction de la chaine respiratoire (NADH, FADH2, succinate). Une 

des enzymes, la succinate déshydrogénase, prend entièrement part au transfert des électrons. Elle 

est le complexe II de cette chaine respiratoire (Figure 3).  

Otto Warburg est le premier à suggérer que le métabolisme des cellules cancéreuses est 

modifié. Celui-ci montre que, même en présence d’oxygène, les cellules tumorales ont une glycolyse 

élevée conduisant à une production importante de lactate (DeBerardinis and Chandel, 2020; Wein-

house et al., 1956). Ces premières observations laissaient penser que les cellules cancéreuses ont 

des mitochondries défectueuses. Depuis, de nombreuses études ont montré que les cellules cancé-

reuses, en plus d’avoir une consommation en glucose élevée, peuvent réorganiser leur métabolisme 

en fonction de la disponibilité en nutriments (DeBerardinis and Chandel, 2016; Zhu and Thompson, 

2019). L’augmentation de la glutaminolyse et de l’entrée des acides gras pour alimenter la β-oxyda-

tion en sont les exemples les plus étudiés (Altman et al., 2016; Carracedo et al., 2013; Martinez-

Outschoorn et al., 2017). Cette flexibilité métabolique est étroitement liée aux altérations génétiques 

des cellules malignes. Par exemple, les mutations sur les enzymes IDH1 et IDH2 observées dans 

20% des LAM et des gliomes donnent une nouvelle activité à l’enzyme. L’enzyme mutée consomme 

l’α-cétoglutarate (α-KG) produit par l’enzyme sauvage pour produire un oncométabolite : le 2-hy-

droxyglutarate (2-HG). Cette nouvelle réaction consomme également du NADH (Gross et al., 2010). 

De même, la mutation de p53, de mauvais pronostic dans de nombreux cancers, impacte de nom-

breuses voies métaboliques dont la voie du mévalonate et la glycolyse (Lacroix et al., 2020; Liu et al., 

2019; Vousden and Ryan, 2009). Ces réarrangements métaboliques induisent des modifications épi-

génétiques. 

La mitochondrie 

La mitochondrie est considérée comme la « centrale énergétique » des cellules. La production 

mitochondriale d’ATP est assurée par les oxydations phosphorylantes au niveau de la chaine de 

transport des électrons alimentées en NADH et FADH2 générés par le cycle de Krebs et la β-oxyda-

tion (Figure 4). Plusieurs acteurs transcriptionnels régulent ces fonctions mitochondriales. Pour 

exemple, p53, facteur de transcription muté dans de nombreux cancers, est connu pour stimuler l’ex-

pression de la protéine d’assemblage du complexe IV : Synthesis of cytochrome c oxydase 2 (SCO2) 
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(Matoba et al., 2006). Ce même facteur de transcription active la flavoprotéine Apoptosis Inducible 

Factor (AIF), dont le rôle est le maintien de l’intégrité du complexe I (Stambolsky et al., 2006). 

Cet organite possède son propre matériel génétique. Son ADN circulaire transcrit par le fac-

teur de transcription mitochondrial Mitochondrial transcription factor A  (TFAM) code pour 13 protéines 

indispensables à sa fonction parmi lesquelles plusieurs sous-unités des complexes de la chaine res-

piratoire (Rackham and Filipovska, 2022) (Figure 4B). Des mutations dans cet ADN sont associées 

à la carcinogénèse (Gorelick et al., 2021). Le facteur de transcription nucléaire Peroxisome prolife-

rator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha (PGC1a), permet quant à lui la transcription de 

plusieurs protéines mitochondriales. 

 
Figure 4 : Fonctions mitochondriales. (A) Structure de la mitochondrie. Les mitochondries sont des organites à double 

membrane. La matrice contient de (B) l’ADN mitochondrial. Cet ADN circulaire code principalement pour des sous-unités 

des complexes de la chaine respiratoire. (C) Le cycle de Krebs est la voie métabolique principale de la mitochondrie. La 

succinate déshydrogénase (SDH), fait partie intégrante de (D) la chaine respiratoire. L’organisation des supracomplexes 

(CICIII2 ; CIII2CIV, CICIII2CIV) régule le potentiel énergétique de la chaine respiratoire. 

2.2.1- La chaine de transfert des électrons 

La chaine respiratoire prend une part importante dans la production d’énergie. Localisée au 

sein de la membrane interne des mitochondries, elle réalise les phosphorylations oxydatives 

(OxPHOS) (Figure 4A, 4C, 4D). Cette chaine, composée de 4 complexes, réalise un transfert d’élec-

trons et utilise les cofacteurs NADH et le succinate issus du cycle de Krebs pour générer un gradient 

électrochimique de protons au niveau de l’espace intramembranaire de la mitochondrie. L’énergie du 

gradient de protons ainsi générée est utilisée par l’ATP synthase, qui phosphoryle l’ADP en ATP. 

A.

B.

C.

D.
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Les complexes de la chaine respiratoire sont des complexes macromoléculaires constitués de 

l’assemblage de plusieurs sous-unités protéiques codées par l’ADN génomique et mitochondrial (Fi-

gure 4D). Ces 4 complexes sont munis de cofacteurs participant aux réactions d’oxydo-réduction 

comme des motifs fer-souffre (Fe-S) et hèmes (Figure 5A).  

- Le complexe I (ETC-I) : NADH déshydrogénase oxyde le NADH en NAD+ avec réduction de 

l’ubiquinone (CoQ) en ubiquinol. Ce couplage réactionnel permet le passage de quatre pro-

tons de la matrice mitochondriale vers l’espace intramembranaire. Ce complexe est le plus 

gros de la chaine respiratoire et 6 de ses 43 sous-unités sont codées par l’ADN mitochondrial. 

8 motifs Fe-S sont présents dans ce complexe.  

- Le complexe II (ETC-II) : la succinate déshydrogénase est à l’intersection entre 2 voies méta-

boliques : l’OxPHOS et le cycle de Krebs. Cette enzyme oxyde le succinate en fumarate. Le 

FADH2 produit par cette réaction permet la réduction l’ubiquinone en ubiquinol. Ce complexe 

est composé de l’assemblage de 4 sous-unités et comprend 3 clusters Fe-S. Il est le seul 

complexe à ne pas avoir de pompe à protons. 

- Le complexe III (ETC-III) : le cytochrome bc1 oxydoréductase collecte l’énergie des électrons 

cédés à l’ubiquinol par les deux premiers complexes. L’oxydation de l’ubiquinol en ubiquinone 

est couplée à la réduction du cytochrome c ferrique (Fe3+) en cytochrome c ferreux (Fe2+). 

L’énergie générée permet le transfert de quatre protons dans l’espace intramembranaire. Ce 

complexe contient la protéine Rieske. Le cluster Fe-S de cette protéine permet le transfert 

d’électrons entre la quinone et l’hème du cytochrome c.   

- Le complexe IV (ETC-IV) : la cytochrome c oxydase catalyse l’oxydation du cytochrome c. 

L’activité du complexe consomme de l’oxygène. Cette dernière réaction de la chaine respira-

toire permet l’accumulation de deux protons supplémentaires dans l’espace intramembra-

naire. 

- Le complexe V : l’ATP synthase est la dernière réaction. Ce complexe ne prend pas part à la 

chaine respiratoire mais utilise la force protomotrice générée par celle-ci pour produire l’ATP. 

Deux unités structurelles constituent ce complexe : le sous-complexe F1 présent dans la ma-

trice mitochondriale qui constitue l’unité fonctionnelle et le sous-complexe F0 transmembra-

naire qui permet le transfert des protons de l’espace intramembranaire à la matrice. 

L’activité de cette chaine est associée à 2 transporteurs d’électrons mobiles : l’ubiquinone et le cyto-

chrome c (Figure 5B). 
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Figure 5: Activité des complexes de la phosphorylation oxydative et cofacteurs (issue de Vercellino and Sazanov, 

2022). La chaine respiratoire située dans la membrane interne de la mitochondrie est constituée de 4 complexes. (a) Acti-

vités des complexes de la chaine respiratoire. Les complexes I, III et IV possèdent une activité de pompe à protons facilitée 

par l’énergie des électrons libérée par leurs activités oxydoréductase. Le complexe II, permet de lier cette chaine au cycle 

de Krebs. Le complexe IV quant à lui consomme de l’oxygène. Le complexe V, ne prend pas part au transport d’électrons, 

permet la production d’ATP en utilisant l’énergie du gradient de protons créé par les autres complexes. (b) Cofacteurs et 

transporteurs d’électrons. Pour soutenir leurs activités, les complexes de la chaine respiratoire sont munis de cofacteurs 

riches en fer : Fe-S, hèmes. Le cytochrome c (cyt c) et l’ubiquinone facilitent le transfert des électrons entre les complexes. 

2.2.1 – La mitochondrie et la mort cellulaire 

La mitochondrie régule aussi les voies de mort cellulaire. Elle est au centre de la mort cellulaire 

programmée par apoptose (Figure 6A). Dans les étapes précoces de l’apoptose, la localisation sub-

cellulaire des signaux pro- et anti-apoptotiques est modifiée. Les protéines anti-apoptotiques comme 

Bcl-2 et Bcl-xl, sont dissociées de la mitochondrie pour être remplacées par les protéines pro-apop-

totiques Bax et Bak. La présence de Bak et Bax permet l’ouverture du pore de perméabilité membra-

naire. Ce pore est un complexe protéique dynamique dont la composition exacte reste discutée. 

VDAC (dependant voltage anion channel) et ANT (Adenosine Nucleotide Translocase) sont des com-

posants principaux de celui-ci et créent un canal à travers les membranes mitochondriales. La pré-

sence de l’enzyme glycolytique hexokinase II (HK2) au pore est également connue pour inhiber son 

ouverture. Le complexe V de la chaine respiratoire semble également prendre part à ce complexe. 

L’ouverture du pore de perméabilité membranaire mitochondrial conduit à une perte du potentiel de 

membrane mitochondrial et à une libération du calcium mitochondrial et du cytochrome c. Alors que 

le calcium mitochondrial conduit à la translocation de Drp1 (Dynamin-1-like protein), protéine impli-

quée dans la fission mitochondriale pour induire la fragmentation mitochondriale, le cytochrome c 

libéré conduit à la formation de l’apoptosome et au clivage des caspases 9, 3 et 7 aboutissant à la 

fragmentation de l’ADN. L’apoptose extrinsèque médiée par des signaux extracellulaires et la mort 

cellulaire par pyroptose conduisent au clivage de la caspase 8 qui permet alors une activation de Bid 

pouvant activer les voies mitochondriales de l’apoptose (Bock and Tait, 2020; Bonora et al., 2015; 

Chipuk et al., 2006) (Figure 6B). Si l’apoptose est non immunogène, la pyroptose induite par l’acti-

vation de FAS conduit à la libération de potassium et de cytokines pro-inflammatoires IL-1β et IL-18. 
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 La mitochondrie trouve également une place particulière dans la régulation d’autres méca-

nismes de mort cellulaire (Bock and Tait, 2020). Dans la nécroptose, l’activation de la signalisation 

par le TNF dissocie RIP1 permettant la formation d’un complexe RIPK1/RIPK3 (Figure 6D). Phospho-

RIPK3 avec l’aide de MKBL, est transloquée à la mitochondrie et active la pyruvate déshydrogénase 

(PDH) (Yang et al., 2018). Cette enzyme, en permettant la transformation du pyruvate de la glycolyse 

en acétyl-CoA nécessaire à l’activité du cycle de Krebs, augmente l’activité de la chaine respiratoire. 

L’activité de la chaine respiratoire conduit à une accumulation des espèces réactives de l’oxygène 

(Reactive Oxygen Species, ROS). Les ROS mitochondriaux régulent un autre mécanisme de mort : 

la ferroptose (Figure C). Dans cette voie de mort cellulaire, les ROS cellulaires par la réaction de 

Fenton sont dérivés en espèce radicalaire (RO•). Ces espèces réagissent avec l’oxygène et un acide 

gras environnant pour former un lipide peroxydé (Chen et al., 2020; Dixon et al., 2012). 

 

 
Figure 6: Implication de la mitochondrie dans les mécanismes de mort cellulaire. La mitochondrie régule les voies de 

mort cellulaire. (A) L’apoptose mitochondriale modifie la composition du pore de perméabilité mitochondrial composé de 

VDAC et ANT. Les protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl-xl se dissocient et Bak et Bax se positionnent à la mitochondrie. 

Cette modification permet l’ouverture du pore et la perméabilité membranaire. Le cytochrome c (cyt c) libéré prends part à 

l’apoptosome conduisant au déclenchement de la cascade apoptotique avec le clivage des caspases 9, 3 et 7 aboutissant 

à la fragmentation cellulaire. (B) La pyroptose converge vers cette voie. Le clivage des caspases inflammatoires 1, 4, 5 et 

11 permet le clivage de Bid qui pourra permettre la dissociation des protéines anti-apoptotiques et l’ouverture du pore. Le 

clivage de la caspase 1 permet la production des interleukines IL-1 et IL-18. (C) La ferroptose implique la cystéine et le 

glutathion. La réactivité des ROS mitochondriaux avec le fer (Fe2+) produit des radicaux oxygénés qui peroxydent les lipides 

conduisant à l’altération des membranes et la mort cellulaire. (D) La nécroptose, suite à un signal inflammatoire forme le 
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nécrosome. La phosphorylation de RIPK3 et MLKL permet la translocation de RIPK3 dans la mitochondrie où la protéine 

active la PDH qui va soutenir le cycle de Krebs (TCA) et par conséquent l’activité de la chaine respiratoire. 

 

Le métabolisme dans la résistance thérapeutique 

Notre équipe a montré en 2017 que les cellules résistantes à l’AraC possèdent un métabo-

lisme oxydatif exacerbé caractérisé par une masse mitochondriale et un potentiel de membrane mi-

tochondrial augmentés, une signature génique liée à la phosphorylation oxydative et un niveau d’es-

pèces réactives à l’oxygène accru (Farge et al., 2017). Dans cette étude, nous montrons que cibler 

ce métabolisme avec la tigécycline, un agent bloquant la traduction mitochondriale, améliore la sen-

sibilité à l’AraC in vitro et in vivo. Ces résultats montrent l’importance de la mitochondrie dans la 

résistance thérapeutique à l’AraC. Pour contourner ces mécanismes de résistance, de nombreuses 

molécules ciblant le métabolisme énergétique ont été testées (Gallipoli et al., 2018; Maryanovich and 

Ito, 2022; Stuani et al., 2019) (Figure 7). Cependant, l’apparition de résistances à ces molécules 

montre une grande flexibilité métabolique des cellules tumorales. 

 
Figure 7: inhibiteurs de l'activité mitochondriale (Stuani et al., 2019). De nombreuses molécules peuvent cibler la mito-

chondrie et par conséquent l’activité OxPHOS des cellules : des inhibiteurs du complexe I de la chaine respiratoire (IACS 

et Metformine), des inhibiteurs de la dihydroorotate déshydrogénase (DHODH), les inhibiteurs de la transcription et traduc-

tion mitochondriale, des inhibiteurs de la glutaminolyse (CB-839), des inhibiteurs des protéases mitochondriales (CIpP), des 

inhibiteurs de l’activité d’IDH2 muté (AG-221), les inhibiteurs de la β-oxydation (etomoxir) et enfin des inhibiteurs de protéine 

anti-apoptotique Bcl-2 (ABT-199, ABT-263, ABT-737). 

Le microenvironnement participe aussi à la régulation du métabolisme des cellules de LAM. 

Dans la moelle osseuse, alors que les adipocytes fournissent des acides gras pour soutenir la β-

oxydation ; les cellules stromales peuvent libérer de la glutamine et de la cystéine qui prennent res-

pectivement part à la glutaminolyse et protègent du stress oxydant (Méndez-Ferrer et al., 2020). 

L’augmentation de la masse mitochondriale dans les blastes résistants est aussi soutenue par un 

transfert de mitochondries des cellules stromales vers les cellules leucémiques (Moschoi et al., 2016). 

Depuis, une meilleure compréhension des mécanismes de résistances aux thérapies ciblant le mé-

tabolisme énergétique (OxPHOSi)  a permis de montrer que ce mécanisme de transfert mitochondrial 
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peut également protéger les cellules leucémiques de la mort induite par les OxPHOSi (Saito et al., 

2021).  

 

 

En bref 

Les cellules cancéreuses possèdent un métabolisme dérégulé et leur flexibilité métabolique parti-

cipe aux résistances thérapeutiques. Ainsi, cibler ce métabolisme permet de sensibiliser les cellules 

aux traitements. Les voies d’oxydation du glucose, des acides gras et des acides aminés conver-

gent vers la mitochondrie pour alimenter le cycle de Krebs qui permet le fonctionnement de la 

chaine de transport des électrons. Cette chaine constitue la principale origine de la respiration. Elle 

est constituée de 4 complexes contenant des cofacteurs riches en fer qui favorisent le transport 

des électrons via les réactions d’oxydoréduction ou le transport de l’oxygène. Les réactions d’oxy-

doréduction participent à la création d’un gradient de protons qui permet in fine la production d’ATP, 

unité d’énergie des cellules. 
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III. L’homéostasie du fer 

 

Le fer est un oligoélément indispensable au maintien de l’homéostasie cellulaire. Il est impliqué 

dans la régulation du cycle cellulaire, du métabolisme énergétique et du statut redox (Breuer et al., 

2008; Zhang, 2014). L’organisme consomme 20 à 25 mg de fer par jour principalement pour le re-

nouvellement constant des érythrocytes indispensables au transport de l’oxygène dans l’organisme. 

Cette forte demande nécessite une régulation permanente du niveau de fer dans l’organisme. Chaque 

jour au niveau intestinal, les entérocytes absorbent 1 à 2 mg de fer, le reste du fer provenant de la 

régulation dans l’organisme du stockage par les entérocytes, de la sécrétion d’hepcidine (Hamp, 

LEAP1), ou encore par le recyclage du fer contenu dans l’hémoglobine des érythrocytes sénescents. 

L’hepcidine est l’hormone de contrôle des flux de fer systémiques. D’un point de vue systémique, le 

fer est principalement présent sous forme soluble couplé à la transferrine (Tf). La Tf possède deux 

sites d’affinité pour le Fe(III) et représente la source majeure de fer disponible pour les cellules 

(Hentze et al., 2010). 

L’homéostasie du fer cellulaire et mitochondrial 

Le fer entre dans la cellule sous forme libre par le transporteur divalent metal transporter 

(DMT1) ou complexé à la Tf par endocytose du récepteur à la Tf (CD71 ou TfRC). Plus récemment, 

le récepteur à l’acide hyaluronique, CD44, a été décrit comme pouvant participer au transport du fer 

(Müller et al., 2020). Le pool de fer libre cytosolique (LIP) est alors soit exporté en milieu extracellulaire 

par la ferroportine (FPN), soit stocké en se complexant à la ferritine (FTL et FTH1), ou utilisé comme 

senseur des ROS en participant à la réaction de Fenton. Il est aussi importé dans la mitochondrie par 

les mitoferrines (MFRN1/SLC25A37 et MFRN2/SLC25A28) (figure 8). Ce transporteur est stabilisé 

par ABCB10 (ATP binding Cassette B10). Les endosomes peuvent également interagir directement 

avec les mitochondries pour acheminer le fer sans libération dans le cytosol (Sheftel et al., 2007). 

Dans la mitochondrie, le fer est utilisé pour la synthèse des centres Fe-S ou de l’hème (Hentze et al., 

2010). Il peut également être stocké en se complexant avec la ferritine mitochondriale (FTMT). L’ex-

pression de cette ferritine est associée à la fonction OxPHOS dans les anémies sidéroblastiques. En 

effet, FTMT est fortement exprimée dans les anneaux sidéroblastiques pour détoxifier le fer mito-

chondrial accumulé par un défaut de biosynthèse des hèmes (Cazzola et al., 2003). De plus, l’ex-

pression différentielle de FTMT dans les tissus indique une association de l’expression de cette iso-

forme de ferritine avec la fonction OxPHOS et la consommation d’oxygène des cellules (Santambro-

gio et al., 2007). 
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Figure 8: Homéostasie du fer cellulaire. Le fer (Fe) associé à la transferrine (Tf) est endocyté et libéré sous forme labile 

(Labile Iron Pool, LIP). Ce fer est complexé avec les ferritines pour être stocké, peut être exporté via la ferroportine (FPN), 

participer à la réaction de Fenton et être transporté dans les mitochondries par les mitoferrines (MFRN1/2). Dans la mito-

chondrie le fer peut participer à la biosynthèse des motifs Fer-soufre (Iron Sulfur Cluster, ISC) ou être inséré dans les hèmes 

par l’activité de la Ferrochelatase (FECH).  Les Fe-S générés sont alors insérés dans les protéines Fe-S (frataxine, FXN ; 

ISCU ; FECH ; Aconitase ; ACO ; CISD1). L’insertion du Fe-S dans l’aconitase (ACO) contrôle l’homéostasie du fer. 

La synthèse des motifs Fer-Soufre 

L’homéostasie du fer est finement régulée par les protéines à centre fer-soufre (Fe-S) (Braymer et 

al., 2021; Lill and Freibert, 2020; Stehling et al., 2014). La machinerie d’assemblage des complexes 

Fe-S ou ISC (pour « Iron-surfur clusters ») est localisée dans la mitochondrie (Figure 9). La formation 

des ISC se réalise en trois étapes : i.) Premièrement, un motif [2Fe-2S] est produit et inséré dans la 

protéine ISCU (Iron-sulfur cluster assembly) avec la participation du complexe NFS1-ISCU formant 

une protéine ISCU-[2Fe-2S]. Lors de cette étape, la cystéine désulfurase NFS1 forme un complexe 

avec des protéines ISD11, ISCU et frataxine (FXN) (Lill et al., 2012; Lill and Freibert, 2020). Au sein 

de ce complexe, la FXN active NFS1 et recrute le fer pour former un centre [2Fe-2S]. Les sous-unités 

de la chaine respiratoire ferrédoxine et ferrédoxine réductase ainsi que la FXN permettent le transfert 

d’électrons et sont des chaperonnes du fer. ii. Le centre [2Fe-2S] est libéré par interaction avec des 

protéines chaperonnes et est transféré au monothiol glutaredoxin GLRX5 et au glutathion (GSH) qui 

délivre son [2Fe-2S] aux protéines ISCA1, ISCA2 et IBA57 pour la synthèse d’un centre [4Fe-4S]. 

Ces étapes permettent la formation du facteur X-S (espèces contenant du souffre) indispensable pour 

l’assemblage cytosolique des Fe-S (Cytoslic iron-sulfur protein assembly, CIA). iii. Le centre [4Fe-4S] 

nouvellement synthétisé est alors inséré aux apoprotéines. Une approche par criblage de type 

CRISPR a déterminé dans 342 lignées cancéreuses l’importance de protéines Fe-S mitochondriales 

et cytoplasmiques pour le maintien de la prolifération cellulaire (Ast et al., 2019).  
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Figure 9: Synthèse des protéines Fe-S. La biogénèse mitochondriale des protéines Fe-S peut se diviser en 3 étapes clés. 

La première étape est la synthèse de novo d’un centre [2Fe-2S] dans la protéine ISCU2. Cette synthèse implique 6 autres 

protéines dont le complexe cystéine désulfurase NFS1-ISD11-ACP1 donneur de souffre, la FXN donneur de fer et la ferré-

doxine réductase (FDXR) ou ferrédoxine FDX2 qui permettent le transfert des électrons. La seconde étape est un système 

de protéines chaperonnes permettant l’insertion du [2Fe-2S] de ISCU2 au monothiol glutarédoxin GLRX5. La troisième 

étape est la biogénèse et l’insertion mitochondriale des [4Fe-4S]. Cette étape nécessite le FDX2. Le [4Fe-4S] nouvellement 

formé est alors délivré aux apoprotéines (entre autres FECH, ACO2, ETC-II, ETC-I, ETC-III). La machinerie CIA permets 

l’insertion du Fe-S dans les protéines cytoplasmiques et nucléaires (IRP1, POLD1, POLE, ELP3). 

Les protéines Fe-S participent à de nombreux processus cellulaires (Figure 10). Elles pren-

nent part à la régulation du niveau en fer (IRP1), réplication de l’ADN (POLD1, POLE), au métabo-

lisme énergétique (ACO2, ETCI, SDHB, ETCIII, ETFDH), à la biosynthèse de l’hème (FECH) ou en-

core à la réparation de l’ADN (DNA2) (Lill and Freibert, 2020). Elles peuvent aussi en cas de stress 

permettre le fonctionnement d’enzymes du métabolisme en leur cédant leur Fe-S. Ainsi, la FXN peut 

fournir son Fe-S pour le fonctionnement de la FECH mais aussi pour réparer l’aconitase déficiente 

(Alvarez et al., 2017; Ast et al., 2019; Yoon and Cowan, 2004). 

 

Figure 10: Localisation et fonction des protéines Fe-S (d'après Lill, 2020). Les protéines Fe-S sont assem-

blées au niveau de la machinerie ISC dans la mitochondrie ou la machinerie d’insertion cytosolique (CIA). Elles 
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sont impliquées dans plusieurs processus cellulaires parmi lesquels le contrôle de la balance redox, la régula-

tion du fer, la synthèse et réparation de l’ADN, le métabolisme (acides aminés, ETC, β-ox, TCA), les contacts 

entre réticulum endoplasmique et mitochondrie ainsi que l’ouverture du pore de perméabilité mitochondrial. 

Les protéines Fe-S régulent finement l’expression des protéines impliquées dans l’homéosta-

sie du fer (Figure 11).  Les protéines de réponse au fer (Iron Responsive Protein, IRP) contrôlent la 

traduction des ARN messagers (ARNm) possédant une séquence de réponse au fer (Iron Responsive 

Eléments, IRE) (Casey et al., 1988; Hentze et al., 2010). Lors d’une privation ferrique, l’aconitase 1 

(ou IRP1), perd son centre Fe-S. Cette modification de conformation modifie l’activité de la protéine. 

Elle acquiert une activité IRP. Cette protéine module la traduction des ARNm possédant une sé-

quence IRE. Ainsi, IRP1 réprime la traduction des ARNm possédant la séquence IRE en 5’ (FTH1, 

FTL, ALAS, ACO2, FPN, HIF2α), alors qu’elle stabilise et permet la traduction des ARNm possédant 

une séquence IRE en 3’ (CD71, DMT1) (Aisen et al., 2001; Hentze et al., 2010; Hernández-Gallardo 

and Missirlis, 2020). 

 

 
Figure 11: Système de traduction des éléments de réponse au fer. La protéine IRP1 modifie sa structure en fonction 

du niveau en fer cellulaire. En présence de fer, elle possède un motif Fe-S qui lui confère une activité aconitase cytoplas-

mique. En l’absence de fer, elle n’a pas de motif Fe-S et régule alors la traduction d’ARNm impliqués dans l’homéostasie 

du fer possédant une séquence IRE. Elle conduit à la dégradation des ARNm ayant une séquence IRE en 5’ (FTH1, FTL ; 

ALAS2, ACO2, SDHB, FPN, HIF2a) diminuant leur niveau d’expression et stabilise les ARNm possédant une séquence IRE 

en 3’ (TFR1, DMT1, CDC14A, NDUFS1, AHSP). 

Récemment l’équipe du professeur Zhang a montré que dans le cancer du foie l’enolase 1 

(ENO1), enzyme de la glycolyse, dégrade l’ARNm de IRP1 (Zhang et al., 2022). Cette régulation 

mène à une diminution de l’expression de Mfrn1 (Zhang et al., 2022). Cette étude a mis en évidence 

un lien étroit entre la glycolyse et la régulation du fer mitochondrial nécessaire au maintien de l’activité 

OxPHOS. 

La biosynthèse des hèmes 

Dans l’organisme, la majorité du fer systémique est sous forme hémique. L’hémoglobine, 

constituant principal des érythrocytes est composée de 4 groupements hème. Cette structure est un 
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anneau de protoporphyrine comprenant un atome métallique central, principalement le fer. Cette cage 

permet la fixation et facilite le transporte de l’oxygène. 

L’hème est synthétisé à partir d’une série de 7 réactions enzymatiques (Figure 12) entre les 

mitochondries et le cytoplasme. Le cycle peut se diviser en 3 étapes clés : 

1- La synthèse de 5-aminolevulinate (ALA) : L’enzyme ALA-Synthase (ALAS) condense la 

glycine avec le succinyl-CoA issu du cycle de Krebs pour former de l’ALA. Deux isoformes de 

cette enzyme mitochondriale existent suivant le contexte cellulaire : ALAS2 est essentielle-

ment présente dans les érythrocytes tandis que dans les autres types cellulaires ALAS1 est 

exprimée. L’ALA produit est transporté dans le cytoplasme. Le transporteur permettant la tran-

sition entre mitochondrie et cytoplasme reste aujourd’hui non défini. 

2- Formation des tetrapyrroles (étapes cytoplasmiques), structures hétérocycliques aroma-

tiques composées de 5 atomes dont un d’azote : au départ, l’ALA déshydratase (ALAD) cata-

lyse la condensation de 2 molécules d’ALA en monopyrrole PBG. 4 molécules de PBG préa-

lablement produites sont assemblées par la PBG-déaminase (PBGD aussi appelée l’hydroxy-

methylbilane synthase ; HMBS) pour former un tetrapyrrole hydroxymethylbilane linéaire 

(HMB). L’uroporphyrinogene synthase (UROS), catalyse alors la formation d’uroporphyrigene 

III. Lors de l’inhibition ou délétion de UROS, le HMB produit peut être converti en uroporphy-

rigene I. Une dernière réaction cytoplasmique catalysée par uroporphyrinogene decarboxy-

lase (UROD) permet de former le coproporphyrinogene III transporté dans l’espace inter-

membranaire de la mitochondrie par ABCB6. La coproporphyrinogene-III oxidase (CPOX) dé-

carboxyle celui-ci en protoporphyrin IX (PpIX).  

3- Insertion de l’atome de fer : La ferrochelatase (FECH), une enzyme Fe-S, permet l’insertion 

finale d’un atome de fer dans la structure permettant la formation de l’hème. L’hème ainsi 

synthétisé est l’hème b. Celui-ci peut être dérivé en hème a, o ou c. Il est inséré aux hémo-

protéines comme les cytochromes et la catalase. 

 
Figure 12: Voie de biosynthèse de l'hème. L’hème est synthétisé à partir de la condensation du succinyl-CoA provenant 

du TCA et de la glycine en ALA. Une série de réactions enzymatiques, permet ensuite la production de coproporphyrinogen 

III. Le Coproporphyrinogen III est transporté par ABCB6 dans l’espace intramembranaire ou CPOX permet la transformation 

en PpIX transportée par ABCB10 dans l’espace intramembranaire où la FECH permet l’insertion d’un atome de fer formant 

l’hème. HO-1 dégrade l’hème en Fer et bilirubine. 
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L’hème oxygénase 1 (HO-1) est une oxydoréductase permettant la dégradation des hèmes 

en fer libre (Fe2+) et biliverdine, précurseur de la bilirubine. Cette enzyme est fortement impliquée 

dans le recyclage du fer des protéines hémiques dégradées et trouve un rôle particulier dans le con-

trôle du stress oxydant et l’immunité (Campbell et al., 2021). 

L’hème peut également être une molécule de signalisation qui, en s’associant à des protéines 

sensibles à l’hème, va moduler leur fonction. Par exemple, lié au facteurs de transcription BACH1 ou 

p53, l’hème induit leur dégradation par le protéasome et permet ainsi l’expression des gènes réprimés 

par ces protéines. Parmi ces protéines on retrouve également ALAS1, IRP2 ou encore la kinase 

eIF2α (Pradhan et al., 2020). Dans le cancer du poumon, le métabolisme de l’hème permet d’assurer 

la production d’ATP via l’OxPHOS facilitant la prolifération et la migration des cellules malignes (So-

honi et al., 2019). 

Le fer régulateur du stress oxydant 

Les activités biologiques au sein de la cellule produisent des ROS. Ces espèces peuvent créer 

des dommages à l’ADN, aux protéines et aux lipides, pouvant conduire à la mort cellulaire. Pour 

contrecarrer les effets délétères, la cellule possède des enzymes détoxifiantes telles que la supe-

roxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT) ou encore le glutathion (GSH). Le fer est également un 

cofacteur majeur de cette détoxification (Bystrom and Rivella, 2015). 

 
Figure 13 - Régulation des dérivés réactifs de l’oxygène. Les ROS produits par ETC-I, ETC-III et les NAD(P)H oxydases 

(NOX) sont dérivés en H2O2 par la Superoxyde dismutase (SOD). Le H2O2 est à son tour transformé en eau par la catalase 

(CAT), en oxygène par la glutathion péroxydase (GPX) où en radical hydroxyle (OH•) par la réaction de Fenton. 

La chaine respiratoire est le site majeur de la production des ROS. Les complexes I et III, 

produisent de l’anion superoxyde (O2-). La formation d’H2O2 et de O2- facilite la transition vers le 

radical hydroxyle OH• en présence de fer (Bystrom and Rivella, 2015). L’implication du fer dans cet 

état de transition s’appelle la réaction de Fenton (Figure 13). L’OH• produit est très toxique et induit 

de dommages aux biomolécules. En particulier, il conduit à la peroxydation des lipides impliquée dans 

la mort cellulaire par ferroptose. 

De façon intéressante, les ROS modifient la stabilité des facteurs de transcription impliqués 

dans la réponse à l’hypoxie (Hypoxia Inducible Factor, HIF). Les HIFs régulent l’expression de gènes 

impliquées dans l’homéostasie du fer (EPO, Tf, TfrC, HO-1), la régulation de la disponibilité en oxy-

gène local (VEGF, NOS) et du métabolisme (GLUT1) (de Heer et al., 2020; Hirota, 2019). L’ARNm 

d’HIF2α est, quant à lui, régulé par une séquence IRE, dont la traduction dépend du niveau de fer 

cellulaire (voir paragraphe 3.2). 
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L’homéostasie du fer marqueur pronostique dans les LAM et régulateur de la différenciation hémato-

poïétique 

Le fer prend une part importante dans la régulation du devenir des cellules souches hémato-

poïétiques (CSH). Ces cellules s’acclimatent constamment aux stress environnementaux et doivent 

faire un choix permanent entre l’auto-renouvèlement et la différenciation (Caiado et al., 2021). Ré-

cemment, un travail a mis en évidence que le butyrate augmente l’érythrophagocytose au sein de la 

moelle osseuse permettant d’augmenter la concentration locale en fer (Caiado and Manz, 2022). 

Cette augmentation de la concentration locale en fer favorise la différenciation des cellules souches. 

Dans cette même étude, ces auteurs ont observé que l’absence des macrophages CD169+ diminue 

l’augmentation en fer et favorise au contraire l’augmentation du pool de CSH (Caiado and Manz, 

2022). 

Les LAM sont caractérisées par une modification de la disponibilité en fer. La surcharge en fer 

clinique observée est liée à un défaut d’érythropoïèse observé dans la rate et aux transfusions réali-

sées pour traiter les anémies fréquentes (Lopes et al., 2021). Plusieurs marqueurs suggèrent que les 

cellules leucémiques ont un métabolisme du fer dérégulé pouvant participer à la résistance aux trai-

tements (Figure 14).  

- La ferritine, protéine de stockage du fer est augmentée dans les plasmas de patients atteints 

de LAM et est associée à un mauvais pronostic. Nous avons montré que les blastes leucé-

miques sécrètent de la ferritine laissant penser qu’ils pourraient être responsables de cette 

augmentation (Bertoli et al., 2019; Récher, 2021). 

- Le niveau d’expression de la FPN dans les patients atteints de LAM est de mauvais pronostic. 

Cette protéine responsable de l’export du fer permet de résister à l’AraC. En effet, les auteurs 

montrent que l’inhibition de FPN par interférence ARN augmente le stress oxydant sensibili-

sant les cellules à l’AraC in vitro (Gasparetto et al., 2019). 

- Une expression génique élevée de HO-1 est de mauvais pronostic dans les LAM (Yu et al., 

2015). Les transcrits de cette protéine sont augmentés en réponse à l’AraC (Salerno et al., 

2017; Zhang et al., 2021). La production des ROS induite par le traitement avec AraC et DNR 

augmente l’expression d’HO-1. De plus, l’inhibition de cette enzyme par interférence ARN 

dans les lignées de LAM U937 et THP-1 restaure la sensibilité à l’AraC et DNR (Heasman et 

al., 2011). Cette enzyme dégrade les hèmes pour recycler le fer et produire de la bilirubine, 

suggérant que les cellules ont besoin de fer libre pour leur survie. 

- Le taux de Tf libre est diminué alors que la Tf saturée est augmentée dans les LAM, suggérant 

une augmentation du fer dans le plasma. Dans le modèle murin de LAM MLL-AF9, la chimio-

thérapie intensive avec AraC et doxorubicine augmente le fer dans les sérums des patients. 

Associé à ce paramètre, une augmentation du taux de fer non lié à la transferrine et de trans-

ferrine saturée est également observé (Lopes et al., 2021). 

- Les analyses de protéome de milieux extracellulaires de moelle osseuse ont montré que les 

patients atteints de LAM ont des taux élevés de plusieurs protéines impliquées dans l’homéos-

tasie du fer telles que les ferritines (FTH1, FTL), l’hepcidine et l’érythropoïétine comparés à 
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des sujets sains (Çelik et al., 2020). Ces résultats peuvent suggérer que l’homéostasie du fer 

prend une part importante dans la signalisation au sein du microenvironnement. 

L’ensemble de ces études se focalisent sur le métabolisme systémique du fer et peu d’entre elles 

sont portées sur le métabolisme du fer intrinsèque aux cellules leucémiques. L'altération du métabo-

lisme du fer chez les patients atteints de LAM est également fortement liée à un dérèglement de 

l'expression des médiateurs du métabolisme du fer au niveau des cellules de LAM elles-mêmes. Par 

exemple, ces cellules surexpriment le récepteur de la transferrine, TFRC, favorisant ainsi l'internali-

sation des complexes transferrine-fer, ce qui démontre leur contenu en fer élevé (Weber et al., 2021). 

 
Figure 14: Dérégulation du fer systémique dans les leucémies aiguës myéloïdes: renfort de la résistance thérapeu-

tique? Les patients de LAM présentent des taux élevés de transferrine saturée ou de ferritine. Ces marqueurs sont associés 

à un mauvais pronostic. En complément, les cellules tumorales produisent des niveaux élevés en ROS et en HO-1. Les 

hémoprotéines et les protéines Fe-S participant à la prolifération, au métabolisme, à la réparation de l’ADN, à la signalisation 

cellulaire pourraient être impliquées dans la résistance thérapeutique.  

Ces dérégulations du métabolisme du fer semblent être impliquées dans la résistance des 

cellules. Notamment en participant d’une part à la production des ROS (Torti and Torti, 2013), à la 

prolifération des cellules mais aussi au maintien du métabolisme oxydatif. Ainsi, limiter la disponibilité 

en fer par l’utilisation de chélateurs pourrait être une thérapie anti-cancéreuse prometteuse pour éra-

diquer les cellules résistantes aux thérapies actuelles. Plusieurs chélateurs du fer ont été testés dans 

les cancers et ont montré des effets anti-tumoraux (Ibrahim and O’Sullivan, 2020). En particulier dans 

la LAM, ces molécules peuvent induire de la différenciation qui conduit à la mort des cellules (Callens 

et al., 2010).  
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Les chélateurs des ions trivalents tels que la deferoxamine (DFO), la deferiprone (DFP) et le 

deferaxirox (DFX) ont montré des effets dans de nombreux cancers mais leur efficacité reste limitée 

par leur courte demi-vie et la faible pénétration dans les tissus (Ibrahim and O’Sullivan, 2020). La 

DFO et le DFP chélatent uniquement les ions trivalents et n’affectent pas le taux d’hémoglobine et 

les cytochromes (tableau 1). Au contraire, le DFX impacte également les ions divalents et induit un 

stress du réticulum endoplasmique. Une chélation de fer par le DFX inhibe la voie de signalisation 

mTOR importante pour la croissance et la prolifération cellulaire (Ibrahim and O’Sullivan, 2020). 

 deferoxamine (DFO) deferiprone (DFP) deferaxirox (DFX) 

Masse moléculaire 560 139 373 

Perméabilité membranaire Faible Moyenne Elevée 

½ vie plasmatique 20 min 1 à 4 h 12 à 16h 

Ratio Chélateur : fer 1:1 3:1 2:1 

Tableau 1- Caractéristiques des chélateurs du fer possédant une autorisation de mise sur le marché  (d'après Hider 

and Hoffbrand, 2018). Les différents chélateurs du fer utilisés en clinique pour traiter les surcharges martiales. La perméa-

bilité membranaire de ces 3 molécules est différente limitant leur entrée dans les cellules. La ½ vie de ces molécules est 

également limitée. 

Dans le traitement des syndromes myélodysplasiques et de la LAM, Eltrombopag (ELT) est utilisé 

pour traiter les thrombopénies (déficit plaquettaire). Depuis cet antagoniste du récepteur à la throm-

bopoïétine (TPO) a montré une action anti-leucémique via ses propriétés de chélation du fer 

(Argenziano et al., 2021; Di Paola et al., 2022; Roth et al., 2012).  

 

En bref 

Le fer systémique est régulé par l’hormone hepcidine. Il entre dans les cellules, couplé à la trans-

ferrine par l’intermédiaire du récepteur CD71. Le fer intracellulaire participe à la régulation du stress 

oxydant en participant à la réaction de Fenton qui produit des radicaux hydroxyles et favorise l’ini-

tiation de la ferroptose. Ce fer peut aussi être transporté dans les mitochondries où il est utilisé 

pour la synthèse des hèmes et des Fe-S. Le fer cellulaire est contrôlé par la protéine de réponse 

au fer (IRP1) qui régule l’expression protéique des acteurs de l’homéostasie du fer en fonction de 

l’insertion d’un Fe-S. En présence de fer, l’insertion du Fe-S lui donne une activité aconitase. Des 

dérégulations du métabolisme du fer semblent être impliquées dans la résistance des cellules aux 

traitements anti-cancéreux. Plusieurs protéines de l’homéostasie du fer ont un impact de mauvais 

pronostic dans les LAM. Eltrombopag (ELT) a montré une activité anti-leucémique par sa chélation 

du fer qui induit l’expression de CD71 et une diminution des ferritines et des ROS. De nos jours, 

l’homéostasie du fer mitochondrial et sa participation aux mécanismes de résistance dans les LAM 

n’est pas étudiée.  
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IV. Les macrophages, senseurs du fer et régulateurs de la résistance thérapeu-
tique 

 

Les macrophages 

Les macrophages sont des cellules de l’immunité innée, gardiennes de l’homéostasie et de 

l’intégrité tissulaire (Wynn et al., 2013). Présents dans tous les tissus, ils sont dérivés des monocytes 

circulants originaires de la moelle osseuse. Des précurseurs embryonnaires résidents des tissus peu-

vent également être à l’origine de ces cellules (Ginhoux and Jung, 2014; Wynn et al., 2013) (Figure 

15A). Ces cellules reconnaissent des motifs particuliers aussi appelés « signaux de danger » : 

DAMPs (damage associated molecular patterns) et PAMPs (pathogen associated molecular pat-

terns). Cette reconnaissance permet d’induire une réponse inflammatoire activant la phagocytose et 

l’élimination de l’agent pathogène ou des cellules « anormales ».  

Les macrophages ont une grande plasticité fonctionnelle (Figure 15). Les signaux environ-

nants modulent leur fonction pour induire une réponse pro- ou anti-inflammatoire (Figure 15B). Dans 

leur activation dite « classique », associée aux phases précoces d’inflammation, les macrophages 

ont un rôle pro-inflammatoire. On parle alors de polarisation en macrophages M1. Dans cette phase 

pro-inflammatoire, ils sécrètent des cytokines et des chémokines permettant le recrutement de cel-

lules pouvant résoudre l’Inflammation (IL-6, IL-12 et TNF) et de recruter des cellules T CD4+ et T 

CD8+ (CXCL9 et CXCL10). Dans un second temps, les macrophages vont la limiter et pour cela 

induire des signaux anti-inflammatoires (IL-10, TGFβ, CCL17, CCL22, CCL24 et CXCL13) et réparer 

le tissu. L’effet pro-inflammatoire du TNF est inhibé par IL-10. Les macrophages prennent également 

part à la résolution de l’inflammation et la réparation tissulaire. Il se dit alors que les macrophages ont 

une activation alternative. Ces macrophages sont qualifiés de phénotype M2. 

 

Figure 15: Voies d'activation et de polarisation des macrophages. (A) Des signaux de chemokines permettent la proli-

fération des macrophages résidents ou le recrutement des macrophages issus de la circulation sanguine au sein de la 

tumeur. (B) Le microenvironnement (cellules cancéreuses, hypoxie, fibroblastes, cellules immunitaires) module l’expression 

de signaux qui vont favoriser la polarisation des macrophages en phénotype M1 ou M2. 
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Cette différence de réponse implique une reprogrammation transcriptionnelle et métabolique 

(Tableau 2). Le statut énergétique de ces cellules immunitaires impacte leur régulation inflammatoire 

(Biswas, 2015). Les macrophages de phénotype dit M1 caractérisés comme pro-inflammatoires sont 

glycolytiques alors que les macrophages M2 qui sont anti-inflammatoires utilisent préférentiellement 

la β-ox, la voie des pentoses phosphates (PPP) et le cycle de Krebs (Mehla and Singh, 2019; Mills et 

al., 2016). De plus, le succinate et l’α-KG, deux métabolites du cycle de Krebs, ont un rôle déterminant 

dans cette polarisation. En stabilisant HIF1, ils permettent une augmentation des ROS qui favorisent 

l’inflammation. Il a été montré que les autres cellules immunitaires possèdent également cette flexi-

bilité métabolique pour orienter leur activité pro- ou anti-inflammatoire (Mehta et al., 2017). Cette 

redirection régule également l’homéostasie métabolique au sein du tissu. Pour exemple, la sécrétion 

de cytokines pro-inflammatoires telles que TNFα, IL-6 ou IL-1β induisent une insulino-résistance pé-

riphérique pour diminuer le stockage des nutriments et permettre l’utilisation préférentielle de la gly-

colyse par les cellules immunitaires. Ces cellules favorisent la glycolyse pour leur réponse inflamma-

toire (Chawla et al., 2011; Odegaard and Chawla, 2013). 

 Macrophages M1 Macrophages M2 

Signaux activateurs TNFa, IL-1β, IL-6, LPS, IFNγ 
LPS, IL-4, IL-10, DAMP, IL-13, 

acides gras 

Marqueurs de surface 
MCH-II, CD80, CD86, iNOS, TLR-

4, TLR-2 
CD163, CD206, CD209, FIZZ1 

Ym1/2 

Facteurs transcriptionnels 
NFκb, STAT1, STAT5, IRF3, 

IRF5, HIF1a 
STAT3, STAT5, PPARδ, PPARγ, 

cMyc, cMaf, 

Cytokines sécrétées 
TGF-α, IL-1α, IL-1β, IL-6, IL-12, 

IL-23, CXCL9, CXCL10, CXCL11, 
CXCL16, CCL5 

IL-10, TGF-β, CCL1, CCL17, 
CCL18, CCL22, CCL24, CXCL13, 

VEGF 

Métabolisme glycolytique 
Oxydatif 

(cycle de Krebs et β-ox) 
Tableau 2: Activation et diversité phénotypique, transcriptionnelle, métabolique et sécrétoire des macrophages 

humains suivant leur polarisation. La polarisation des macrophages est influencée par les signaux du microenvironne-

ment (signaux activateurs). La polarisation modifie l’expression des marqueurs de surface, la signalisation cellulaire ainsi 

que la sécrétion de cytokines. 

Historiquement, les macrophages sont qualifiés de M1 lorsque la réponse est pro-inflamma-

toire et M2 quand elle est orientée vers un profil anti-inflammatoire. Cependant, depuis l’arrivée de 

techniques plus résolutives, comme les analyses en cellule unique ou la cytométrie spectrale, celles-

ci ont montré une grande diversité phénotypique et fonctionnelle dans la classification de ces cellules. 

Ainsi, les macrophages M2 ont été dissociés en 4 catégories : M2a, M2b, M2c, M2d (Ginhoux and 

Jung, 2014). Dans de nombreuses pathologies, ces signaux sont affectés modifiant l’équilibre dans 

la polarisation des macrophages. Ces cellules tiennent donc un rôle particulier dans les maladies 

métaboliques telles que le diabète, l’obésité ou encore le cancer. 

Les macrophages associés aux tumeurs 

Les cellules immunitaires jouent un rôle important dans la carcinogénèse et la réponse aux 

traitements. Dans le contexte tumoral, les cellules libèrent des cytokines et des métabolites qui mo-

dulent la fonction immunitaire (Biswas, 2015). L’immunité est modulée pour permettre une tolérance 

et un échappement immunitaire dans l’intérêt de la survie et de la progression tumorale. Les macro-

phages sont souvent augmentés au sein des tumeurs et associés à un mauvais pronostic en favori-

sant la croissance tumorale, les métastases et l’angiogenèse (Ding et al., 2015; Mantovani et al., 
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2017; Reusser et al., 2014; Soki et al., 2015). Plusieurs études ont montré qu’une déplétion des 

macrophages avec du chlodronate de sodium améliore la réponse aux chimiothérapies suggérant 

que ces macrophages sont associés à la résistance thérapeutique. Les macrophages modulent le 

microenvironnement par la sécrétion de facteurs capables de moduler le microenvironnement pour 

favoriser la croissance tumorale. Ils favorisent la survie et la profération (EGF, IL-6, TNF), la réorga-

nisation de la matrice extracellulaire (métalloprotéinases et cathepsines), participent à l’invasion et 

aux métastases, libèrent des facteurs pro-angiogéniques (VEGFA, IL-8) et produisent des facteurs 

immunosuppressifs (Arginase-1, IL-10, PDL1, TGFβ) (Engblom et al., 2016). Les macrophages de 

phénotype M1 sont anti-tumoraux tandis que les macrophages de phénotype M2 soutiennent la pro-

lifération tumorale et les métastases (Figure 16). 

 
Figure 16; Impact de la polarisation des macrophages sur le microenvironnement. Les macrophages de phénotype 

M2 ont une fonction anti-inflammatoire. Ils sécrètent des signaux qui favorisent l’invasion tumorale et l’échappement immu-

nitaire. Les macrophages de phénotype M1 promeuvent l’inflammation. La polarisation des macrophages impacte en con-

séquence les facteurs du microenvironnement. 

 Dans les hémopathies, des modifications de la fonction immunitaire et des macrophages ont 

été mises en évidence. Les cellules leucémiques, par exemple, modifient le microenvironnement de 

la moelle osseuse et influencent la fonction immunitaire des cellules. 

Les cellules malignes impactent l’activité cytotoxique des lymphocytes par l’expression de molé-

cules d’inhibition des lymphocytes T CD8+ (PD-L1 et TIM3) et la production de ROS qui sont toxiques 

pour les lymphocytes T CD8+ et des cellules Natural Killer. De plus, les cellules leucémiques, indui-

sent également une augmentation du nombre des lymphocytes T régulateurs. Elles libèrent de l’in-

doléamine 2,3-dioxygenase (IDO), enzyme responsable de la dégradation du tryptophane qui inhibe 

la prolifération des lymphocytes T (LT) effecteurs tout en favorisant celle des LT régulateurs (Ragaini 

et al., 2021). Le niveau d’expression d’IDO impacte la survie des patients. En effet, dans des trans-

criptomes de cellules leucémiques issus de patients, l‘expression d’IDO chez les patients LAM affecte 
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la survie. Elle est comprise entre 31 et 39 mois pour les patients positifs pour IDO et supérieure à 60 

mois pour les patients négatifs (Ragaini et al., 2021; Wells et al., 2021). 

La LAM affecte la polarisation des macrophages. Dans la moelle osseuse de patients sains, les 

macrophages sont de phénotype non polarisé M0 alors que dans les LAM, ils sont principalement de 

phénotype M2. L’expression du CD206, marqueur des macrophages M2, est associée à un mauvais 

pronostic (Xu et al., 2020). En effet, les cellules leucémiques expriment des enzymes et récepteurs 

qui influencent la polarisation des macrophages. Par exemple, les blastes produisent de l’Arginase II 

(Arg2). Cette enzyme dégrade l’Arginine en ornithine et urée. Cette activité, en plus d’affecter la pro-

lifération des lymphocytes T, inhibe la différenciation myéloïde et conduit vers une polarisation anti-

inflammatoire de type M2 (Mussai et al., 2013). De plus, la surexpression de l’ectonucléotidase CD39 

dans les cellules de LAM résistantes à l’AraC suggère un rôle de la polarisation des macrophages 

dans la résistance thérapeutique des cellules de LAM (Aroua et al., 2020). Cette enzyme, en cataly-

sant l’hydrolyse de l’ATP extracellulaire en adénosine, favorise une polarisation de macrophages de 

type M2 (Mehla et Singh, 2020).  

Ces observations montrent que les cellules leucémiques modulent le microenvironnement per-

mettant la tolérance immunitaire. Dans la moelle osseuse, les macrophages régulent la circulation 

des cellules souches hématopoïétiques (Lavin et al., 2015). Nous pourrions alors penser qu’ils pour-

raient également participer à la circulation des cellules souches leucémiques et à l’établissement de 

la maladie extramédullaire.  

Les macrophages et la régulation du fer 

Les macrophages éliminent les érythrocytes sénescents. Les macrophages de la rate et du 

foie recyclent 20 à 25 mg de fer par jour (Hentze et al., 2010, Mehla and Singh, 2019; Soares and 

Hamza, 2016). A travers ce recyclage, ils régulent la disponibilité en fer dans le microenvironnement 

(Figure 17A). De plus, confortant l’idée que l’activité mitochondriale mène à un rôle pro-tumoral des 

macrophages, une carence en fer modifie la polarisation de ces macrophages réduisant l’inflamma-

tion (Pereira et al., 2019). L’HO-1, exprimée par les macrophages, dégrade les 4 hèmes de l’hémo-

globine, unité structurelle des érythrocytes. Le fer libéré peut alors soit être stocké dans le cytoplasme 

en se complexant à la ferritine, soit être relargué dans le milieu extracellulaire par la FPN. Par cette 

fonction, ils contrôlent la disponibilité en fer au sein du microenvironnement. Les macrophages M1 

sont riches en ferritine et stockent le fer tandis que les macrophages M2 expriment fortement la FPN 

permettant une libération du fer dans le microenvironnement (Pradhan et al., 2020; Soares and 

Hamza, 2016) (Figure 17B). Ils peuvent libérer du fer pour la production des érythrocytes dans des 

structures appelées « ilots-érythroblastiques » (Leimberg et al., 2008). De plus, la sécrétion de lipo-

calin-2, par les macrophages permet une augmentation de la concentration en fer cellulaire dans les 

tumeurs (Chen et al., 2019). 
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Figure 17: Les macrophages régulent le fer du microenvironnement. (A) (d’après Gammella et al., 2014). Les macro-

phages recyclent le fer soit par érythrophagocytose des érythrocytes sénescents ou captation du fer libre ou hémique avec 

leurs récepteurs CD91 et CD163. Les macrophages de type M1 stockent ce fer régulant sa concentration extracellulaire 

tandis que les macrophages de phénotype M2 relarguent le fer pour le rendre disponible aux cellules environnantes. Dans 

le contexte des ostéoclastes, le fer du microenvironnement est utilisé pour la biogénèse mitochondriale. Au sein du tissu 

adipeux le fer régule l’inflammation. (B) Dans le cancer, les macrophages M1 et M2 ont un rôle bivalent. Les premiers ont 

un métabolisme glycolytique et sont suppresseurs de tumeurs tandis que les seconds ont un métabolisme OxPHOS et 

participent à la promotion tumorale et migratoire des cellules. 

 

 

En bref 

 

Les entérocytes permettent l’absorption de 1 à 2 mg de fer par jour. Or la biogénèse des érythro-

cytes (globules rouges) nécessite 20 à 25 mg de fer par jour. Les macrophages permettent le 

recyclage du fer provenant des hèmes des érythrocytes sénescents. Ces cellules de l’immunité 

innée, ont un rôle bivalent. D’un côté, elles vont induire une réponse inflammatoire tandis que d’un 

autre elles vont résoudre l’inflammation et réparer les tissus lésés. La différenciation fonctionnelle 

se fait par leur polarisation qui diffère par leur métabolisme. Ces cellules contrôlent la disponibilité 

en fer du microenvironnement. Ainsi les macrophages pro-inflammatoires de phénotype M1 sé-

questrent le fer tandis que les macrophages anti-inflammatoires de phénotype M2 rendent le fer 

disponible pour l’érythropoïèse. Les macrophages de phénotype M2 participent à l’immunosup-

pression des tumeurs et sont de mauvais pronostic. 
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Hypothèse et objectifs 
 

Les résistances thérapeutiques représentent aujourd’hui un enjeu majeur dans l’amélioration 

de la prise en charge des patients atteints de LAM. L’amélioration des techniques de séquençage a 

permis une meilleure classification mais aussi l’émergence de thérapies ciblées dans les LAM. Malgré 

des débuts prometteurs de ces nouveaux traitements, nous faisons toujours face à l’apparition de 

résistances à ces nouvelles molécules. Il est donc nécessaire de mieux définir les mécanismes mo-

léculaires responsables de la persistance des cellules aux traitements. Nous avons précédemment 

montré que le métabolisme énergétique joue un rôle clé dans la résistance des cellules de LAM. En 

effet, les cellules initiatrices des rechutes, possèdent un métabolisme OxPHOS avec une production 

de ROS exacerbée et cibler ce métabolisme oxydatif augmente la sensibilité des cellules aux diffé-

rents traitements. Cependant, les mécanismes mitochondriaux, en particulier le rôle des cofacteurs 

participant aux réactions de la fonction OxPHOS des cellules résistantes restent à ce jour inconnus. 

Le fer est un cofacteur indispensable à l’activité mitochondriale. L’homéostasie de cet ion au 

sein des tissus est largement contrôlée par le microenvironnement, en particulier les macrophages. 

Dans les organes hématopoïétiques, comme la rate et le foie, les macrophages jouent un rôle dans 

l’érythrophagocytose et régulent la disponibilité en fer nécessaire à l’érythropoïèse. S’il est décrit que 

les macrophages de phénotype M2 participent à la progression tumorale, leur impact sur la régulation 

de la disponibilité en fer pour les cellules tumorales et dans la mise en place des mécanismes de 

résistance restent encore non décrits dans les cancers. 

Dans ce contexte, mon hypothèse est que le métabolisme du fer mitochondrial participe 

au maintien de l’activité mitochondriale nécessaire à la survie des cellules persistantes aux 

chimiothérapies actuelles. Le microenvironnement et plus précisément les macrophages con-

trôleraient cette régulation métabolique à la base de la résistance thérapeutique. 

 

 Dans ce projet, 3 objectifs ont été identifiés pour répondre à cette hypothèse :  

1- Evaluer l’impact d’Eltrombopag sur le métabolisme mitochondrial 

ELT, un agoniste du récepteur à la thrombopoïétine inhibe la prolifération cellulaire en séquestrant le 

fer cellulaire et en restaurant la différenciation des blastes leucémiques (Callens et al., 2010; Roth et 

al., 2012; Sugita et al., 2013). Cette molécule affecte le taux de ROS cellulaires et active les voies de 

signalisation signal transducers and activators of transcription (STATs) et nuclear factor kappa-light-

chain-enhancer of activated B cells (NFkB) qui sont dérégulées dans les situations d’inflammation 

(Will et al., 2009). Cibler le métabolisme du fer dans les LAM pourrait conduire à des opportunités 

thérapeutiques dans le traitement des LAM mais également dans la régulation de l’inflammation as-

sociée. Sachant que l’activité anti-leucémique d’ELT est liée à sa capacité de chélation du fer, l’ob-

jectif a été d’établir l’impact de la molécule sur le fer mitochondrial et d’identifier les acteurs impliqués 

dans la réponse à cette molécule. 

2- Etablir le rôle du fer mitochondrial dans la résistance thérapeutique des LAM 
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Plusieurs études ont montré que le métabolisme lié au fer est modifié chez les patients atteints 

de LAM. Cependant, la plupart de ces études se bornent à des mesures sériques (biomarqueurs) où 

des analyses transcriptomiques. Ainsi, mon objectif a été d’évaluer si et comment le métabolisme du 

fer participe à la résistance des LAM et en particulier par quels mécanismes moléculaires et cellu-

laires, et si cela était à travers la régulation du métabolisme OxPHOS. 

3- Identifier le rôle du microenvironnement dans la régulation de la disponibilité en fer des 

cellules de LAM 

Les voies de l’inflammation sont activées en réponse à la chimiothérapie par AraC. Le fer jouant 

un rôle déterminant dans l’inflammation et la fonction énergétique des cellules, les macrophages, par 

leur activité de recyclage, pourraient venir procurer le besoin en fer des cellules de LAM. Je me suis 

alors intéressée à caractériser le rôle du microenvironnement dans le contrôle et l’approvisionnement 

du fer dans les cellules leucémiques et plus particulièrement à évaluer la participation des macro-

phages dans cet apport. 
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Matériels et méthodes 

I. Réactifs 
 

Drogues et molécules : 

L’AraC et l’Ida sont fournis par la pharmacie de l’Institut Universitaire du Cancer de Toulouse. Eltrom-

bopag (ELT) est donné par Novartis. Venetoclax (ABT-199), est acheté chez MedChem (HY-15531). 

L’ensemble des inhibiteurs mitochondriaux sont achetés chez Sigma : oligomycine (Sigma-Aldrich, 

75351), Antimycine A (Sigma-Aldrich, A8674), Roténone (Sigma-Aldrich, R8875), succinylacetone 

(Sigma-Aldrich, 20011), Ammonium iron(III) citrate (FAC ; Sigma-Aldrich, F5879), 2,2′-bipyridine 

(BIP ; Sigma-Aldrich, D216305), Pyridoxal isonicotinoyl hydrazone (PIH; Abcam, ab145871), N-

Methyl Mesoporphyrin IX (NMM; Santa Cruz, sc-396879), Busulfan (Sigma-Aldrich, B2635), 5-Ami-

nolevulinic acid hydrochloride (ALA ; Sigma-Aldrich, A3785), Carbonyl Cyanide m-Chlorophenylhy-

drazone (CCCP ; Calbiochem, 215911), z-vad-fmk (Calbiochem, 627610), necrostatin-1 (Calbio-

chem, 480065). 

Anticorps de western blot : 

ACO2 (clone D6D9, CST, 6571S), α-actinine (CST, 3134), Actine (clone C4, Millipore, MAB1501), 

ALAS1 (Abclonal, A4817), ALAS2 (clone EPR15112, Abcam, ab184964), Bcl-2 (clone D55G8, CST, 

4223), Caspase-3 (CST, 9662), Caspase-9 (CST, 9502), NAF-1/CISD2 (clone D4X4E, CST, 60758), 

COXIV (clone 3E11, CST, 4850), CPOX (Abclonal, A3807), cytochrome c (clone 6H2, Santa-cruz, 

sc-13561), frataxin (clone 18A5DB1, Abcam, ab110328), FTH1 (CST, 3998), FTL (Atlas Antibodies, 

HPA041602), FTMT (clone EPR1797, Abcam, ab124889), GAPDH (clone D16H11, CST), Hexoki-

nase II (clone C64G5, CST), HO-1 (clone D60G11, CST), HSP90 (CST, 4874), IRP1 (clone D6S4J, 

CST, 20272), ISCU (Proteintech, 14812-1-AP), Mitoferrin1 (Proteintech, 26469-1-AP), CISD1/Mi-

toNEET (clone D5M4C, CST, 83775), NFS1 (Proteintech, 15370-1-AP), OxPHOS (Abcam, 

ab110411), p53 (clone DO-1, santa cruz, sc-126), PARP clivé (BD Pharmingen, 556494), PCNA 

(clone PC10, CST, 2586), PGC1α (clone 3G6, CST, 2178), TFAM (clone 18G102B2E11, Abcam, 

ab119684), α/β-Tubuline (CST, 2148), UROD (Atlas Antibodies, HPA028668), UROS (Atlas Antibo-

dies, HPA044038), FECH (Atlas Antibodies, HPA044100). Les anticorps secondaires utilisés provien-

nent de chez Promega : anti-rabbit HRP (Promega, W4011), anti-mouse HRP (Promega, W4021) 

Anticorps de cytométrie : 

Anticorps anti-humain : CD45-BV510 (BD, 563204), AnnexinV-FITC (BD, 556420), AnnexinV-APC 

(BD, 550474), AnnexinV-V500 (BD, 561501), CD45-V450 (BD, 560367), CD45-APCH7 (BD, 641417), 

CD44-PECy7 (BD560533), CD11b-PE (Beckman Coulter, IM2581U), CD192-BV711 (BD, 747848), 

HLA-DR-BUV395 (BD, 564040), CD163-BV650 (BD, 563888), CD71-APCH7 (BD, 563671), CD14-

Alexa Fluor 700 (BD, 557923), CD44-FITC (BD, 555478), CD80-BV421 (Biolegend, 305221) 

Anticorps anti-murin: CD45.1-PERCPCy5.5 (BD, 560580), CD192-BV421 (BD, 747963), CD80-

BV711 (BD, 740698), F4/80-BUV395 (BD, 565614), CD11b-PECy7 (BD, 552850), CD16-PECy7 (BD, 

560716), CD14-APCFire750 (Biolegend, 123331), CD71-PE (Biolegend, 113807), CD163-PEDaz-

zle594 (Biolegend, 155315), CD16.2-BV650 (Biolegend, 149533), CD206-BV605 (Biolegend, 

321139) 
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II. Les modèles d’étude 

Culture cellulaire de cellules de LAM 

Les cellules de lignée de LAM proviennent de DSMZ (Tableau 3). Elles sont passées tous les deux 

jours à 0,3 Millions de cellules/mL en milieu Minimum Essential Medium alpha (MEMα ; Gibco) sup-

plémenté de 10% sérum de veau fœtal (SVF) et 1% antibiotiques (pénicilline/streptomycine). 

Lorsqu’une manipulation est ensemencée, les cellules sont centrifugées et resuspendues à 0,4 M/mL 

dans du milieu de culture. Elles sont alors traitées aux doses et au temps souhaités. 

 

Tableau 3: Caractéristiques des lignées de LAM utilisées. Name : nom de la lignée cellulaire, Gender : genre du patient 

à partir duquel la lignée a été établie, History : histoire du patient d’origine (Dx : diagnostic ; Relapse : rechute ; Refractory : 

réfractaire), FAB : classification FAB basée sur le stade de différenciation. Model for : profils associés au modèle d’étude, 

Mutational status : Profil mutationnel des lignées. 

Les cellules primaires de patient sont isolées par ficoll. Le prélèvement de sang est déposé sur du 

ficoll (Ficoll-Paque Plus, Cytiva). Après centrifugation à 2000xg pendant 20 min, l’anneau de cellules 

mononuclées (PBMCs) est collecté et mis en culture à 0,5 M/mL en milieu Iscove's Modified Dul-

becco's Media (IMDM ; Gibco) additionné de 20% SVF et antibiotiques. 

Culture cellulaire de macrophages 

Des PBMC de donneurs sains sont isolées sur gradient de ficoll. Les monocytes, précurseurs des 

macrophages, sont enrichis suivant les instructions fournisseur par un tri magnétique CD14 (Milteniy 

biotech) avant d’être mis en culture dans du milieu IMDM+20% SVF additionné de M-CSF à 20 ng/mL. 

Le milieu est changé tous les deux-trois jours. Les macrophages sont les cellules qui adhèrent au 

support.  

Après 6 jours d’activation des macrophages par le M-CSF, les macrophages sont ensemencés en 

plaque 24 puits et polarisés avec les stimulations suivantes : 

- M1 par ajout de LPS (100 ng/mL) et IFNγ (20 ng/mL)  

- M2 avec les interleukines IL-4 (20 ng/mL) et IL-13 (20 ng/mL) 

- L’appellation M0 est utilisée pour les macrophages non polarisés. 

Après 24 h de stimulation, les blastes leucémiques de la lignée U937 sont ensemencés à 0.4 M/mL 

et ajoutés en co-culture par contact direct sur les macrophages et traités ou non avec AraC 2 µM. Au 

terme de la co-culture, les cellules sont collectées et immunophénotypées par un marquage de cyto-

métrie de flux (CMF) avec HLA-DR, CD14, CD16, CD71, CD80, CD192, CD163, CD206, AnnexinV. 

FLT3-ITD NPM1 IDH1 IDH2 DNMT3A CEBPa Kit NRas KRas p53

KG1a M M0 Relapse AML-M0 wt wt wt wt wt wt wt mut wt mutated

HL-60 F M2 Dx AML-M2 wt wt wt wt wt wt wt wt wt null; deleted

OCI-AML2 M M4 Dx DNMT3A wt wt wt wt mut wt wt wt wt wt

OCI-AML3 M M4 Dx NPM1/DNMT3A wt mut wt wt mut wt wt wt wt wt

MV4-11 M M5 Dx FLT3-ITD ITD wt wt wt wt wt wt wt wt wt

MOLM14 M M5 Relapse FLT3-ITD ITD wt wt wt wt wt wt wt wt wt

U937 M M5 Refractory CALM-AF10 wt wt wt wt wt wt wt wt wt null; deleted

K562 F CML wt wt wt wt wt wt wt wt wt mutated

Mutational status
Name Gender FAB History Model for
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Xénogreffe de LAM dans des souris NSG 

Deux modèles de xénogreffe sont mis en place dans l’équipe pour l’étude de la LAM : des modèles 

établis à partir de cellules de patients (Patient Derived Xenograft, PDX) ou de lignées cellulaires de 

LAM (Cell Lines Derived Xenograft, CLDX) (Saland et al., 2015; Sarry et al., 2011). Ceux-ci reposent 

sur la reproduction de la pathologie dans des souris immunodéficiences de type NOD.Cg-Prkdcˢᶜⁱᵈ 

Il2rgᵗᵐ¹ᵂʲˡ / SzJ (NSG). Ces modèles sont dépourvus de cellules B, T et NK (Shultz et al., 2005). 

Des souris NSG âgées de 6 à 8 semaines sont traitées par voie intrapéritonéale (i.p.) avec du busul-

fan à 20 ou 30 mg.kg-1 (pour CLDX ou PDX respectivement). 24 h après le pré-conditionnement, 2 

millions de cellules de LAM sont injectées en intraveineuse (i.v.) dans la veine caudale des souris. 

L’établissement de la maladie est analysé dans le sang avec un marqueur CD45 humain (clone HI30). 

Le comptage absolu est réalisé avec des billes de comptage absolu en cytométrie (Precision Count 

Beads, Ozyme). 

Lorsque la maladie est établie, les animaux sont séparés en 4 groupes : contrôle, AraC, ELT, 

AraC+ELT. Ils reçoivent alors 5 jours de traitement en i.p. avec AraC 30 mg.kg-1.jour-1 et/ou ELT 100 

mg.kg-1.jour-1. Les drogues utilisées sont respectivement solubilisées dans du PBS ou 10% DMSO, 

50% PEG400, 40% PBS. Le bras contrôle reçoit le véhicule de chacune des molécules administrées. 

Au terme du traitement, les souris sont disséquées. Les sternums sont collectés pour de l’immuno-

histochimie. La moelle osseuse des tibias et de fémurs et la rate des animaux sont dissociés dans 4 

mL de HBSS+1% SVF. 200 µL de ces extraits sont utilisés pour chaque panel de cytométrie et lysés 

avec du chlorure d’ammonium pendant 5 min avant les marquages. Des anticorps CD45 humain 

(clone HI30) et un CD45.1 murins sont ajoutés dans chacun des panels de cytométrie pour dissocier 

les cellules humaines des cellules murines. Le comptage absolu est réalisé avec des billes de comp-

tage absolu en cytométrie (Ozyme). Le nombre de blastes absolu est calculé grâce à la formule sui-

vante : 

𝐵𝑙𝑎𝑠𝑡𝑒𝑠 (𝑀𝑖𝑙𝑙𝑖𝑜𝑛) =
(𝑛𝑜𝑚𝑏𝑟𝑒 𝑑𝑒 𝑏𝑙𝑎𝑠𝑡𝑒𝑠 𝑎𝑐𝑞𝑢𝑖𝑠 ∗ 𝑛𝑜𝑚𝑏𝑟𝑒 𝑑𝑒 𝑏𝑖𝑙𝑙𝑒𝑠 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙𝑒𝑠 𝑑𝑎𝑛𝑠 𝑙𝑒 𝑡𝑢𝑏𝑒)

(𝑛𝑜𝑚𝑏𝑟𝑒 𝑑𝑒 𝑏𝑖𝑙𝑙𝑒𝑠 𝑎𝑐𝑞𝑢𝑖𝑠𝑒𝑠 ∗ 𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 é𝑐ℎ𝑎𝑛𝑡𝑖𝑙𝑙𝑜𝑛)
∗ 10−6 

Immunohistochimie : 

Les sternums des animaux sont collectés et conservés dans du Formol à 4%. Suite à une décalcifi-

cation, ils sont pris en charge par la plateforme d’histologie pour la coloration (Unité mixte de re-

cherche UMR006, Toulouse). Des colorations au bleu de Prusse (ou Perl’s) et à l’hématoxyline-éo-

sine (HE) sont réalisées puis les lames sont analysées au scanner de lames. 

Transfection siRNA par électroporation avec le système Néon 

5 millions de cellules MOLM14 sont centrifugées à 300xg pendant 4 min et lavées deux fois avec 10 

mL de PBS avant d’être resuspendues suivant les instructions fournisseur dans 120 µL de tampon 

de resuspension fournit dans le kit (Neon Transfection kit, Invitrogen). 7.5 µL de siRNA à 20 µM sont 

ajoutés puis électroporés à l’aide de la pipette Néon à 1700 Volt pendant 20 msec (Programme 5, 

Neon transfection system). Après le pulse électrique, les cellules sont mises en culture dans 5 mL (1 

Million/mL) de milieu MEMα additionné de 10% SVF pendant 24h.  

Les siRNA utilisés sont commandés chez Sigma-Aldrich. 2 séquences par cible sont testées : 
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siFECH#1: 5’-GGUGUUAUUUAGAGAUCAA 

siFECH#2: 5’-GGUGUUAUUUAGAGAUCAA 

 

 

III. Méthodes d’analyse de la sensibilité cellulaire et d’expression des protéines 

Quantification de la viabilité cellulaire et de l’apoptose 

Les cellules sont lavées au PBS et 100 µL de tampon Annexine V binding buffer (10 mM Hépès, 140 

mM NaCl, 250 µM CaCl2, pH=7.4) comprenant 1 µL d’annexine V couplée à un fluorochrome et 0.2 

µL de 7-aminoactinomycine D (7-AAD) (Sigma, A9400) est ajouté avant lecture au cytomètre de flux. 

Purification des mitochondries 

50 millions de cellules sont collectées et lavées deux fois au HBSS et resuspendues dans 1 mL de 

tampon MIB (200 mM Mannitol, 70 mM saccharose, 0.5 mM EGTA, 10 mM HEPES pH=7.2, cocktail 

inhibiteur de protéases et de phosphatases). Après 10 min d’incubation dans la glace, les cellules 

sont lysées au dounce. La lyse est validée par microscopie à contraste de phase. Une centrifugation 

de 10 min à 600xg et 4°C permet d’éliminer les noyaux et cellules non lysées. Le surnageant com-

prends les organites. Les mitochondries de ce surnageant sont culotées par une centrifugation à 

10400xg pendant 10 min.  2 lavages de ce culot avec 1 mL de MIB et une centrifugation à 16000xg 

pendant 2 min permet d’obtenir la fraction mitochondriale (Figure 18). La pureté des fractions est 

validée par western blot avec des marqueurs du cytoplasme (GAPDH, Actine), du réticulum endo-

plasmique (PDI), du noyau (PCNA) et des mitochondries (COXIV). 

 

Figure 18: Etapes de la purification de mitochondries par centrifugation différentielle. Les cellules sont lysées par 
lyse mécanique (dounce, 50 passages). Une première centrifugation permet de séparer les noyaux et cellules entières des 
organites. Le surnageant est alors centrifugé 10 min à 10 000xg. Les mitochondries sont dans le culot qui est lavé pour 

éliminer les impuretés. 

Mesure de la peroxydation des lipides : Bodipy-C11 

Les lipides peroxydés sont mesurés avec la sonde Bodipy 581/591 C11 (Life Technology, D3861). 

Lorsqu’elle est oxydée le pic d’émission de fluorescence se déplace de 590 nm à 510 nm. Ainsi 

lorsqu’elle est réduite, la fluorescence peut être lue dans le canal PE (488/585 nm) et lorsqu’elle est 

Lyse cellulaire

50 passages

600xg; 10 min

4°C

Culot 1

Noyaux + cellules non lysées

Surnageant 1:

organites

10 000xg

10 min

Culot 2

Mitochondries

+ vésicules

Surnageant 2:

RE, Golgi, membranes

Lavage

16 000xg

2 min; 4°C

Mitochondries
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oxydée la sonde émet dans le canal FITC (488/525 nm). Des traitements 16 h avec des inhibiteurs 

(Ferrostatin-1 ; 10 µM) et activateurs (RSL-3 ; 100 nM) de la ferroptose sont ajoutés pour valider la 

spécificité du marquage. 

Après 1 lavage avec 2 mL de HBSS, les cellules sont incubées pendant 15 min avec une solution 

de C11-bodipy à 5 µM contenant un marqueur de viabilité (Viability stain 780 ; BD). Après deux la-

vages en HBSS, les cellules sont resuspendues dans 200 µL de HBSS puis le signal et la viabilité 

sont lu en cytométrie de flux (CytoFLEX). 

Sensibilité des cellules aux molécules 

Les IC50 sont obtenues à partir des viabilités observées avec un marquage de cytométrie en Annexine 

V en réponse aux molécules AraC ou ELT et calculées à l’aide de GraphPAD Prism. Les indices de 

combinaison sont générés avec Combosyn (www.combosyn.com).  

Expression protéique par western blot 

Le niveau d’expression des protéines est analysé par western blot. Pour cela les cellules sont resus-

pendues dans un tampon de lyse 1X (50 mM Tris pH=7,4 ; 200 mM NaCl ; 1% DOC ; 2% Triton X-

100 ; 2 mM EDTA) additionné d’inhibiteurs de protéases et de phosphatases 1X (Sigma-Aldrich, 

PPC1010). Après sonication (3 pulses de 7 sec ; 50% de la puissance, Vibra-Cell 72446 ; Bioblock), 

les protéines sont quantifiées en microplaque suivant les instructions fournisseur avec le kit Biorad 

protein Assay basé sur un dosage à la méthode de Bradford (Biorad). Ainsi, 15 µg de protéines sont 

préparées avec du tampon Laemmli 1X (40 mM Tris pH=6,8, 1,5% SDS ; 5% glycérol ; 0,08% bleu 

de Bromophénol ; 25 mM DTT) et chargées sur gel de polyacrylamide 4-12% (NuPage Gel, Invitro-

gen). Après séparation pendant 1h15 à 100 volts, les protéines du gel sont transférées sur une mem-

brane de nitrocellulose (Amersham) pendant 1 h à 100 volts. Après transfert, les sites non-spécifiques 

sont saturés avec une solution de Tris-buffered saline contenant 0.1% de Tween-20 (TBS-T) et  5% 

d’albumine de sérum bovin (BSA) pendant 1 h à température ambiante. Puis les anticorps primaires 

sont incubés sur la membrane pendant une nuit à 4°C. Après 3 lavages avec du TBS-T, les anticorps 

secondaires couplés à la HRP sont ajoutés pendant 1 h. Suite à 3 derniers lavages, les anticorps 

sont détectés avec une solution d’ECL sur l’imageur PXi (Syngene). 

Préparation d’extraits pour les analyses protéomiques 

2 Millions de cellules préalablement traitées sont lavées deux fois avec 1 mL de PBS froid. Le culot 

est alors conservé à l’azote liquide pour éviter toute dégradation et confié à la plateforme de protéo-

mique du pôle technologique du centre de recherche en cancérologie de Toulouse pour les analyses 

en spectrométrie de masse. La valeur de significativité en t-test (p-value) entre les points traités et 

non-traités (n=3 pour chacun) est calculée. Ainsi les protéines dont le taux de variation est inférieur 

à 0.5 pour les protéines sous-exprimées et supérieure à 2.0 pour les protéines sur-exprimées en 

réponse à la molécule constituent la signature protéique de la réponse à ELT. Les voies régulées 

sont analysées sur Toppgene (Chen et al., 2009). 

Dosage multiplexé des cytokines par cytométrie en flux 



 

40 
 

Les cytokines sont quantifiées à l’aide du kit LegendPLEX « Microglia/Macrophage 13plex panel ». 

Cette méthode de dosage comprend des billes d’intensité de fluorescence différente. Chaque inten-

sité de fluorescence de bille dans le canal APC (ex/em : 638nm/660nm) est alors associée à un an-

ticorps reconnaissant sa cytokine d’intérêt (Figure 19B). Dans notre panel nous pouvons détecter : 

IL-18, IL-23, TNFα, IL-1β, IL-6, IL-12p70, IL-12p40, G-CSF, CCL22, IL-10, CCL17, CXCL1, TGFβ1.  

Le plasma est collecté après une centrifugation de 20 minutes à 1000xg de sang collecté sur tube 

hépariné. 50 µL de plasma dilué au 1/4 dans l’Assay buffer sont incubés pendant 2 heures sous 

agitation avec les billes. Chaque bille est spécifique d’une cytokine et possède une intensité de fluo-

rescence dans le canal APC qui est propre à sa cytokine. Suite à deux lavages avec le tampon fourni 

dans le kit (« wash buffer »), 25 µL de solution contenant les anticorps biotinylés est ajoutée pendant 

1 heure sous agitation. Ceux-ci vont se fixer aux cytokines qui ont préalablement interagit avec les 

billes. Enfin, 25 µL de streptavidine-PE sont ajoutés et incubés pendant 30 min sous agitation (Figure 

19A). La streptavidine se lie à la biotine des anticorps biotynylés. La PE (R-Phycoérythrine) couplée 

à la biotine permet une détection par fluorescence en cytométrie de flux (488/580).  Après deux la-

vages en wash buffer, les billes sont resuspendues dans du tampon wash buffer et le signal est 

analysé en CMF à l’aide du CytoFLEX (Figure 19C). Une gamme étalon de cytokines est réalisée 

avec la solution standard fournie et une série de dilutions au ¼. 

L’avantage de cette méthode réside dans la quantité faible de sérum nécessaire pour l’analyse. 

 

Figure 19: Analyse des cytokines par méthode multiplexée en cytométrie de flux. (A) méthode de marquage. La 

première étape consiste à incuber les billes spécifiques des cytokines avec le plasma collecté. En deuxième lieu, un mix 
d’anticorps couplés à la biotine spécifiques des cytokines d’intérêt est ajouté et incubé avec les billes sur lesquelles les 
cytokines se sont liées spécifiquement. Une dernière étape permet la liaison de la streptavidine couplée à un PE sur les 
biotines des anticorps. (B) les billes spécifiques d’une cytokine comportent suivant la cytokine d’intérêt une fluorescence en 
APC qui lui est propre. (C) La fixation de la streptavidine PE sur l’anticorps biotinylé permet alors une lecture sur le canal 

PE. L’intensité de fluorescence dans ce canal est proportionnelle à la concentration en cytokine. A gauche, le signal le 
signal négatif sans cytokine (gamme à 0 µg) et à droite du panel, les résultats obtenus sur un sérum de souris xénogreffée. 
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L’intensité de fluorescence du PE est proportionnelle à la quantité de cytokine de l’échantillon. L’intensité en APC permet 
de dissocier les billes et par conséquent la cytokine dosée. 

Dosage d’ELT dans le plasma des souris 

La molécule ELT possède des propriétés de fluorescence (488/610 nm). J’ai ainsi dérivé cette ca-

ractéristique optique pour mettre en place un essai de dosage de la molécule. 

Le plasma est collecté après une centrifugation de 20 minutes à 1000xg de sang collecté sur tube 

hépariné. Une gamme de concentration de la molécule dans du plasma de souris non-traitée est 

réalisée (50 µL/puit). 50 µL de plasma sont mis dans des puits d’une plaque 96 puits. L’intensité 

relative de fluorescence est lue au lecteur de plaque Clariostar. 

 

IV. Méthodes de caractérisation de l’homéostasie du fer 

Expression de la Ferritine FTH1 en cytométrie de flux  

Afin de déterminer l’expression de la ferritine dans les blastes leucémiques (pathologie hétérogène), 

j’ai développé un marquage en CMF. 1 million de cellules sont lavées au PBS puis incubées pendant 

30 minutes avec les marqueurs de surface : CD45 (leucocytes), CD71 (récepteur à la transferrine) et 

un marqueur de viabilité. Après lavage les cellules sont fixées et perméabilisées suivant les recom-

mandations fournisseur du kit « FoxP3 Fixation perméabilisation » (Thermo Fisher Scientific). Dans 

ce protocole, après marquage avec les anticorps, les cellules sont lavées avant d’être perméabilisées 

20 minutes avec le tampon de perméabilisation 1X fourni dans le kit. Suite à deux lavages avec un 

tampon contenant de la BSA qui permet de saturer les sites de fixation non spécifiques, les cellules 

sont incubées pendant 1 h avec 200 µL d’anticorps FTH1-FITC dilué au 1/100e (Novus). Suite à deux 

lavages, les cellules sont resuspendues dans du PBS puis l’intensité de fluorescence (MFI) est ana-

lysée en CMF. 

Quantification de la protoporphyrin IX en cytométrie de flux 

L’intermédiaire de la biosynthèse des hèmes, la PpIX, est auto-fluorescente. Elle est excitée à 409 

nm et émets à 633 nm. Ainsi, j’ai développé un essai de cytométrie basé sur ces propriétés pour 

quantifier cette molécule dans les cellules de LAM. Pour cela, j’ai modifié le banc optique du cytomètre 

en utilisant un filtre bande passante de 630 nm sur le laser 488 nm. La fluorescence collectée est 

alors liée à cette molécule. Afin de déterminer la capacité de la voie de biosynthèse, j’incube les 

cellules pendant 4 heures avec un précurseur de la voie : l’ALA.  L’accumulation de celui-ci me permet 

alors de déterminer l’activité des étapes précoces de la voie (Figure 20). 
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Figure 20: Flux d'incorporation de PpIX : activité de la voie de biosynthèse des hèmes. La concentration de PpIX 

intracellulaire peut être déterminée par autofluorescence de la molécule (488/630). L’activité de la voie peut être modélisée 
avec ajout d’ALA pendant 4 h dans le milieu. Son accumulation est représentative des étapes précoces de la voie et de 
l’activité de la FECH qui permet la conversion de cet intermédiaire en hème non fluorescent. 

Mesure du fer libre intracellulaire par cytométrie de flux 

Pour quantifier le fer libre dans les cellules, la Calcéine-AM (Life Technology) est utilisée. Les esté-

rases des cellules viables la convertissent en Calcéine. La fluorescence de la Calcéine est éteinte 

par les ions divalents et trivalents (Fe3+, Fe2+, Co2+, Cu2+ and Mn2+ mais pas Ca2+ et Mg2+). Lorsque 

l’on ajoute dans le milieu des chélateurs des ions Fe2+ et Fe3+, le différentiel de fluorescence repré-

sente la quantité d’ions ferriques et ferreux qui piègent la fluorescence de la sonde.  

Les cellules sont incubées 20 min avec de la Calcéine à 5 µM. Suite à deux lavages avec du Hanks' 

Balanced Salt Solution (HBSS), les chélateurs du fer 2,2'-bipyridine (BIP) et pyridoxal isonicotinoyl 

hydrazone (PIH) sont ajoutés pendant 1 h avant lecture de la fluorescence à 488/525 (Ex/Em). La 

différence d’intensité de fluorescence (MFI) entre le point contrôle et la condition (BIP+PIH) repré-

sente la concentration en fer libre dans les cellules. 

𝐹𝑒𝑟 𝑙𝑖𝑏𝑟𝑒 (𝐿𝐼𝑃) = 𝑀𝐹𝐼 𝑐𝑎𝑙𝑐é𝑖𝑛𝑒𝐵𝐼𝑃+𝑃𝐼𝐻 − 𝑀𝐹𝐼 𝑐𝑎𝑙𝑐𝑒𝑖𝑛𝑒𝑏𝑎𝑠𝑎𝑙 

Echantillonnage pour quantification du fer intracellulaire par spectroscopie de Mössbauer 

Les cellules sont cultivées pendant 1 semaine en milieu MEMα + 10% SVF additionné avec du citrate 

de fer (57FeIII citrate) à 20 µM. Pour limiter la contamination liée à l’apport de fer et aux molécules 

ferriques présentes dans le sérum, le dernier passage réalisé la veille du traitement, se fait en milieu 

5% SVF. Le jour de l’ensemencement, 700 millions de cellules par condition sont ensemencées à 0.5 

M/mL puis traitées avec ELT 10 µM ou son solvant (DMSO). Un contrôle avec de la DFO 10 µM, 

chélateur du fer a été réalisé en parallèle. 

Après 24 h de traitement à 37°C, 700 millions de cellules sont centrifugées à 800xg pendant 10 min 

à 4°C. Les culots collectés sont lavés deux fois avec 100 mL de PBS 1X + 1 mM EGTA. Puis, un 

troisième lavage en PBS sans EGTA est réalisé. Après élimination du surnageant, le résiduel de PBS 

est éliminé avec une nouvelle centrifugation à 800xg pendant 10 min, 4°C. 600 mg de culot cellulaire 

sont mis dans une capsule Mössbauer puis mises dans l’azote jusqu’à analyse au CEA de Grenoble 

(Jean-Marc Latour). 
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V. Méthodes d’étude du métabolisme cellulaire 

Analyses métabolomiques :  

Métabolites intracellulaires : 2 millions de cellules sont collectés par aspiration sur filtre de polyamide 

0.45 µM (Sartorius). Des contrôles sans cellules sont réalisés dans les mêmes conditions. Le filtre 

est lavé par du NaCl 0.9% à volume équivalent au volume du milieu filtré avant d’être rapidement 

immobilisé à l’azote liquide. Un standard est ajouté à chaque échantillon (Isotope Dilution Mass Spec-

troscopy). Les métabolites sont extraits avec du méthanol. Les métabolites présents sur les filtres 

sont dissous 15 min dans 3 mL de MetOH 80% à -80°C avant une première centrifugation de 5 min 

à 2000xg à -20°C. Le surnageant est collecté et le filtre et culot (débris cellulaires) sont lavés deux 

fois avec 1 mL de MetOH 80%. Les extraits sont ensuite évaporés et lyophilisés avant d’être analysés 

en chromatographie liquide couplée à un spectromètre de masse (LC-MS) sur la plateforme Meta-

TOUL (Toulouse). 

Métabolites extracellulaires : Les surnageant de 2 mL de cellules sont collectés avec une seringue 

montée avec un filtre de polyamide de 0.22 µM. Les milieux collectés sont analysés en résonance 

magnétique nucléaire (RMN) sur la plateforme MetaTOUL (Toulouse). 

Ces analyses permettent de refléter le métabolisme central mais pas les activités métaboliques. Pour 

amener plus loin la compréhension du métabolisme des tests fonctionnels présentés ci-dessous sont 

nécessaires. 

Mesure des sites de production de l’ATP 

Les cellules sont centrifugées et resuspendues à 0.3 M/mL dans du milieu complet. 80 µL de sus-

pension cellulaire sont mises dans une plaque 96 puits à luminescence en triplicat avant traitement 

avec : PBS pour mesurer l’ATP basal, sodium iodoacétate (iodo) 100 µM pour inhiber la production 

d’ATP provenant de la glycolyse, oligomycine 1,6 µM et antimycine A 100 µM pour inhiber la part 

d’ATP produit par la mitochondrie et enfin la combinaison des 3 inhibiteurs afin de soustraire l’ATP 

produit par les autres sources. 

Après 1 h d’incubation à 37°C, 5% CO2, 100 µL de kit Cell titer Glo de Promega (Promega, G7573) 

sont ajoutés. Ce réactif est basé sur une mesure d’ATP par luminescence. Le signal luminescent lu 

(RLU) au Clariostar après 10 min d’incubation avec le réactif est proportionnel à l’ATP produit pendant 

l’heure d’incubation à 37°C. Ainsi la part enlevée par les inhibiteurs reflète la production par les diffé-

rentes voies. Pour le calcul de l’ATP mitochondrial la formule suivante est appliquée : 

𝑀𝑖𝑡𝑜 𝐴𝑇𝑃 =
(𝑅𝐿𝑈𝑏𝑎𝑠𝑎𝑙 − 𝑅𝐿𝑈𝑟é𝑠𝑖𝑑𝑢𝑒𝑙) ∗ 100

(𝑅𝐿𝑈𝑖𝑜𝑑𝑜 − 𝑅𝐿𝑈𝑟é𝑠𝑖𝑑𝑢𝑒𝑙)
 

Mesure de la respiration cellulaire par Seahorse 

La technologie SeaHorse (Agilent) permet de mesurer la consommation en oxygène et l’acidification 

du milieu. Au laboratoire nous possédons le XFe24. 200 000 cellules sont ensemencées en triplicatas 

dans la plaque préalablement traitée avec du Cell tak (Corning) pour permettre l’adhésion des cellules 

de LAM. Après 1 h d’incubation à 37°C sans CO2, la plaque peut être lue. Ainsi la cartouche préala-

blement préparée va injecter successivement : a/ l’oligomycine (1 µM), inhibiteur de l’ATP synthase 

qui permettra alors de définir la part de respiration liée à la production d’ATP ; b/ le CCCP (1 µM), 
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agent découplant. Celui-ci est un ionophore c’est-à-dire qu’il dissipe le gradient de protons dans la 

membrane mitochondriale. La cellule essaie alors de compenser en activant au maximum le com-

plexe IV pour rétablir l’équilibre ; c/ roténone et antimycine A (Rot+AA ; 0.5 µM) qui inhibent respec-

tivement les complexes I et III de la chaine respiratoire. Ainsi, cette combinaison va permettre d’établir 

la respiration non liée à la mitochondrie (Figure 21). 

  

Figure 21: Tracé de respiration cellulaire par Seahorse. Après mesure de la valeur de consommation d’oxygène basale, 
l’injection d’Oligo, inhibiteur de l’ATP synthase permet de définir la part de la consommation d’oxygène liée à la production 
d’ATP mitochondrial. L’injection de CCCP, agent découplant de la mitochondrie « force » les cellules à la consommation 
d’oxygène maximale pour essayer de rétablir le gradient de protons. Ce composé permet alors de mesurer et la capacité 
respiratoire et la respiration maximale. L’ajout de roténone et AA inhibent toute activité mitochondriale (ECT-I et ETC-III). 

Les essais en seahorse ou ATP impliquent une analyse qui soit ne prends pas en compte l’hétérogé-

néité cellulaire, soit nécessite un tri cellulaire, pouvant être source de stress pour les cellules, avant 

expérience. Ainsi ces essais peuvent être complétés par des expériences de cytométrie de flux qui 

permettent d’une part de limiter la quantité de matériel biologique nécessaire et ont l’avantage de 

pouvoir dissocier les sous-populations cellulaires. 

Mesure du métabolisme énergétique par cytométrie de flux : méthode Scénith 

Pour le marquage du métabolisme énergétique, j’ai mis en place au sein du laboratoire la méthode 

Scénith (Argüello et al., 2020). Cette technique est basée sur l’intégration de la puromycine (Puro), 

antibiotique analogue des ARNt-Tyr, qui s’insère dans le site A des ribosomes et est ajouté dans le 

site de terminaison de la synthèse peptidique. Son incorporation reflète alors la synthèse protéique 

(Azzam and Algranati, 1973). Un marquage avec un anticorps spécifique de la Puro permet alors de 

déterminer la quantité de Puro incorporée. Dans leur méthode, R. Arguëllo et ses collaborateurs ont 

montré que la synthèse protéique est corrélée à la production d’ATP des cellules. Ainsi la différence 

d’incorporation de Puro entre un tube contrôle et des inhibiteurs des voies de la glycolyse (2-deoxy-

glucose, DG) ou du complexe V de la chaine respiratoire (oligomycine, Oligo) détermine la participa-

tion de chaque voie métabolique pour la production d’énergie. Un traitement avec l’Harringtonine (Hr), 

bloqueur de la traduction sert de contrôle négatif (Figure 22). 
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Figure 22: Mesure du métabolisme par cytométrie de flux. (A) Les cellules sont incubées avec des inhibiteurs des voies 
glycolytiques (2-déoxyglucose, DG) et/ou mitochondriales avec un inhibiteur de l’ATP synthase (Oligomycine, Oligo). (B) 

La puro est incorporée à la synthèse protéique reflétant la traduction liée aux différentes voies de production d’ATP. Ainsi 
un anticorps anti-Puro est ajouté et les différences d’intensité fluorescence entre les différents traitements permettent de 
calculer la dépendance aux différentes voies de production de l’ATP. (C) L’avantage de la méthode en cytométrie consiste 
à la dissociation de sous-populations cellulaires en s’affranchissant d’un tri préalable. (D) Stratégie d‘analyse des cellules 

pour analyse des patients. Les doublets sont éliminés avec les paramètres de la taille (FSC) et granulosité (SSC) aire vs 
hauteur. Puis les débris cellulaires sont exclus avec un plot FSC-A/SSC-A avant sélection des cellules vivantes avec le 
marqueur de viabilité. Enfin, le CD45 permet de sélectionner les populations cellulaires et en particulier les blastes dans 
lesquels l’intensité de fluorescence en AF488 associé à l’anticorps anti-Puro reflète la quantité de Puro accumulée dans les 
cellules en réponse aux différents inhibiteurs. 
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Dans cette technique, les cellules sont ensemencées à 1 M/mL en milieu IMDM contenant 20% de 

SVF et incubées pendant 1 heure avec 2-DG (100 mM), Oligo (1 µM), la combinaison 2-DG et Oligo, 

l’harringtonine (2 µg/mL), ou DMSO (contrôle ; Co). La puromycine (20 µg/mL) est ajoutée 10 min 

après les inhibiteurs. Après 1 h d’incubation, les anticorps de surface et le marqueur de viabilité 

(CD45-APC clone HI30 ; viability reagent V500, BD) sont ajoutés au milieu et incubés pendant 20 

min à 37°C. Après lavage les cellules sont fixées et perméabilisées suivant les instructions du four-

nisseur du kit « FoxP3 Fixation perméabilisation » (thermo fisher scientific). Dans ce protocole, après 

marquage avec les anticorps, les cellules sont lavées avant d’être perméabilisées 20 minutes avec 

le tampon de perméabilisation 1X fournit dans le kit. Suite à deux lavages avec un tampon contenant 

de la BSA qui permet de saturer les sites de fixation non spécifiques, les cellules sont incubées pen-

dant 1 h avec 100 µL d’anticorps anti-Puro AF488 dilué au 1/100e. Suite à deux lavages, les cellules 

sont resuspendues dans du PBS puis analysées en CMF avec le cytomètre CytoFLEX. La fluores-

cence de la Puro est analysée dans les blastes viables (Figure 22D). 

Mesure du potentiel de membrane mitochondrial et de la masse mitochondriale par cytométrie de flux 

La masse mitochondriale et le potentiel de membrane mitochondrial sont respectivement mesurés 

avec les sondes Mitotracker green (MTG ; Life technology) et Tetramethylrhodamine ethyl ester per-

chlorate (TMRE ; Sigma Aldrich). Après 1 lavage avec 2 mL de HBSS, les cellules sont incubées 

pendant 20 min avec 200 µL de solution de marquage (HBSS + anticorps de surface + TMRE 200 

nM + MTG 100 nM). Après deux lavages en HBSS, les cellules sont resuspendues dans 200 µL de 

tampon de marquage annexine V et 1 µL de d’annexine V. Un tube traité au CCCP, un agent décou-

plant, est utilisé pour contrôle négatif du TMRE. Les signaux sont analysés en cytométrie de flux dans 

les cellules viables (Annexine V -) dans le canal PE (488/585 nm) pour le TMRE et FITC (488/525 

nm) pour le MTG 

Mesure du statut redox par cytométrie de flux : DCF-DA 

Les ROS sont mesurés avec la sonde DCF-DA (Life Technology, D399). Cette sonde lorsqu’elle est 

oxydée par les ROS devient fluorescente dans le canal FL-1 (FITC : 488/525 nm). Après 1 lavage 

avec 2 mL de HBSS, les cellules sont incubées pendant 20 min avec une solution de DCF-DA à 5 

µM. Après deux lavages en HBSS, les cellules sont resuspendues dans 200 µL de tampon de mar-

quage annexine V et 1 µL de d’Annexine V. L’analyse est réalisée en CMF sur le CytoFLEX dans les 

cellules viables (Annexine V-) sur le canal FITC (488/525 nm). 

Mesure des activités enzymatiques : 

Activité du complexe I (NADH déshydrogénase) : Les cellules sont collectées et lavées deux fois avec 

1 mL de PBS 1X avant d’être resuspendues à 1 Millions/mL dans du tampon de lyse LY-ETCI (1X :50 

mM sodium phosphate buffer pH=7.5, 1 mM EDTA, 0.5 mM DTT) supplémenté avec des inhibiteurs 

de protéases et de phosphatases. Après 3 cycles de sonication (15 sec, 50% de la puissance, Vibra-

Cell 72446 ; Bioblock) dans la glace, les protéines dont dosées et diluées à 4 µg/µL dans du tampon 

sodium phosphate 50 mM, pH=7.4. Dans une plaque 96 puits, 100 µl d’extraits protéiques (400 

µg/puits) sont déposées en triplicatas. Ensuite, le mix réactionnel (50 mM sodium phosphate buffer 

pH=7.4, 5 mg/mL BSA sans acides gras, 2.5 mM cyanure de potassium, 250 µM ubiquinone 1). Dans 

le V0, la roténone à 10 µM est ajoutée.  La réaction démarre grâce à l’ajout de 20 µL de NADH à 10 
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mM (ɛ=6.22 x 10-6 mmol-1.L-1.cm-1). La vitesse de consommation de NADH est lue à 37°C par spec-

trophotométrie à 340 nm (Figure 23A). 

Activité du complexe II (Succinate déshydrogénase) : Les cellules sont collectées et lavées deux fois 

avec 1 mL de PBS 1X avant d’être resuspendues à 1 Millions/mL dans du tampon de lyse LY-ETCII 

(1X :50 mM sodium phosphate buffer pH=7.5, 1 mM EDTA, 0.1% n-Dodecyl-β-D-Maltopyranoside) 

supplémenté d’inhibiteurs de protéases et de phosphatases. Après sonication de 4 pulses de 15 sec 

(50% de la puissance, Vibra-Cell 72446 ; Bioblock) dans la glace, les protéines dont dosées et diluées 

à 0.1 µg/µL dans du tampon sodium phosphate 50 mM, pH=7.4. Dans une plaque 96 puits, 100 µl 

d’extraits protéiques (10 µg) sont déposées en triplicatas. Ensuite, le mix réactionnel (50 mM Sodium 

phosphate buffer pH=7.4, 5 mg/mL BSA sans acides gras, 1 mM cyanure de potassium, 0.5 mM 

antimycine  A, 250 µM DCIP, 50 mM succinate, 12.5 mM roténone) est ajouté. Dans le V0, le malonate 

ou le TTFA inhibiteurs du complexe II sont ajoutés. La réaction démarre avec ajout de 20 µL de 

Decylubiquinone B à 500 µM. Le FADH2 produit par la réaction enzymatique réagit avec le DCIP pour 

former un leucodérivé incolore. Cette réaction est suivie à 600 nm (ɛ=19.1 x 10-6 mmol-1.L-1.cm-1) dans 

une atmosphère régulée à 37°C (Figure 23B). 

Activité aconitase : Les cellules sont collectées et lavées deux fois avec 1 mL de PBS 1X avant d’être 

resuspendues à 1 Millions/mL dans du tampon de lyse LY-ACO (210 mM Mannitol, 70 mM sucrose, 

5 mM HEPES-KOH pH=7.2, 1 mM EGTA). Après lyse cellulaire par 4 cycles congélation/décongéla-

tion dans l’azote/37°C, les extraits sont centrifugés 10 min à 20000xg. Les protéines du surnageant 

sont dosées et diluées à 0.05 µg/µL dans du tampon sodium phosphate 50 mM, pH=7.4. Dans une 

plaque 96 puits UV, 50 µg d’extraits protéiques sont déposés en triplicatas. Ensuite, le mix réactionnel 

(Tris-HCl 50 mM, Aconitate 1 mM, NADP+ 0.5 mM, IDH 1 U/mL, MnCl2 1 mM, pH=7.0) est ajouté et 

la formation de NADPH est suivie en continu à 340 nm (ɛ=6.22 x 10-6 mmol-1.L-1.cm-1). Le contrôle de 

spécificité (V blank), comprends les mêmes réactifs sans l’aconitate (Figure 23C). 
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Figure 23: principe de mesure des activités enzymatiques. (A) L’activité du complexe I est mesurée par lecture directe 

de la consommation de NADH à 340 nm (UV). Les cofacteurs nécessaires à la réaction sont ajoutés (Ubiquinone, NADH). 
La roténone sert à déterminer la part de consommation de NADH non liée à l’activité du complexe I. (B) Activité du complexe 

II. La lecture du complexe II est une lecture directe. Nous suivons une disparition du DCPIP à 600 nm. Cette molécule réagit 
avec le FADH2 produit par l’enzyme. Le malonate et la TTFA sont des inhibiteurs de l’activité du complexe II. (C) Activité de 

l’aconitase. C’est une mesure indirecte. La réaction de l’enzyme produit de l’isocitrate. On ajoute alors une deuxième en-
zyme, l’isocitrate déshydrogénase (IDH) avec son cofacteur (NADP+). L’IDH en transformant l’isocitrate produit du NADPH 
qui peut être suivi à 340 nm. Un blanc sans aconitate est réalisé. (D) Formule de calcul des activités enzymatiques. Le 

facteur 2850 permet de s’affranchir du trajet optique. ɛ : coefficient d’extinction molaire, t1=temps1, t2=temps2 

Statistiques : 

Les graphiques représentent la moyenne +/-SEM et les statistiques sont réalisées avec un test sta-

tistique non-paramétrique de Mann & Whitney (* p<0.05, ** p<0.001, ***p<0.0001, **** p<0.00001). 

Pour les échantillons de patients, les tests réalisés sont appariés.  
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Résultats 

 

Partie 1 – Eltrombopag chélate le fer mitochondrial dans les LAM 

 

Eltrombopag (ELT), une molécule agoniste du récepteur à la thrombopoïétine, conduit à la production 

de plaquettes par activation des voies JAK2/STAT5 (Ghanima et al., 2019). Cependant, son effet 

anti-leucémique dans les LAM est indépendant de l’expression du récepteur à la TPO (Sugita et al., 

2013). Cette molécule chélate le fer intracellulaire ce qui induit un blocage du cycle cellulaire, la dif-

férenciation dans la voie monocytaire, une diminution rapide des ROS et une mort cellulaire par apop-

tose (Kalota et al., 2015; Roth et al., 2012; Will et al., 2009). Elle possède également, via ses proprié-

tés de chélation du fer, la capacité de modifier la polarisation des macrophages in vitro (Di Paola et 

al., 2020). Cependant, le retrait de la molécule en association avec la chimiothérapie d’induction con-

ventionnelle (AraC et Ida) ou azacitidine en essai de phase II demande aujourd’hui de mieux carac-

tériser les voies impliquées dans la réponse à cette molécule ainsi que les mécanismes de résistance 

associés pour utiliser la molécule dans les meilleures conditions (Dickinson et al., 2018; Drexler and 

Passweg, 2021; Frey et al., 2019). En effet, les associations réalisées ne sont peut-être pas adé-

quates au mécanisme d’action d’ELT. Du coup, notre premier objectif ici a été de mieux caractériser 

le mécanisme d’action d’ELT dans les LAM. 

ELT induit de la mort cellulaire dans les LAM 

Les mécanismes de mort cellulaire en réponse à ELT ne sont pas totalement décrits. Il est 

indispensable de mieux caractériser la sensibilité des cellules de LAM à cette molécule ainsi que les 

mécanismes mis en jeu dans cette mort cellulaire. Aujourd’hui les études menées sur la molécule 

analysent son effet au-delà de 36 h de traitement. Dans l’objectif d’étudier le métabolisme, ces temps 

tardifs posent une limite dans la disponibilité des nutriments. Dans un premier temps, j’ai alors étudié 

la capacité de la molécule ELT à induire de la mort dans les cellules de LAM dans les conditions de 

culture du laboratoire. La viabilité cellulaire est mesurée en cytométrie en flux par un marquage à 

l’annexine-V. L’IC50 correspond à la dose nécessaire pour induire une inhibition de viabilité de 50% 

comparé au point non-traité. Les IC50 à 24 h de traitement de la majorité des lignées cellulaires LAM 

sont comprises entre 20 et 40 µM (Figure 24A). Seule la lignée de LAM KG1a est résistante à cette 

molécule. J’ai alors analysé la réponse à ELT dans les blastes issus de patient LAM. Après exclusion 

des sous-populations non-blastiques (lymphocytes, monocytes, granulocytes) sur les paramètres de 

granulosité (SSC-A) et l’expression du CD45, la viabilité est analysée par marquage à l’Annexine V 

dans les cellules leucémiques (Figure 24B). Dans une cohorte de 78 échantillons de patient traités 

ex vivo, la médiane d’IC50 à 24 h est de 145.5 µM (Figure 24C). Ces résultats m’ont permis de définir 

les doses utilisées pour la suite de l’étude. Pour étudier des réponses précoces indépendamment de 

la mort cellulaire, j’utilise 10 µM d’ELT sur les lignées cellulaires et 50 µM pour les échantillons de 

patient. Pour des réponses plus tardives ou des effets sur la mort cellulaire, je me place à 20 µM 

d’ELT pour les lignées cellulaires et 100 µM pour les échantillons issus de patient LAM. 
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Figure 24: ELT induit de la mort dans les cellules de LAM. (A) Sensibilité à ELT sur 24 h de traitement dans les lignées 
de LAM. L’IC50 est mesurée à partir de la viabilité mesurée par CMF avec le marquage Annexine V (n=3). (B) Stratégie de 

fenêtrage pour l’analyse de la sensibilité dans les échantillons primaires de patient LAM. Les lymphocytes et les mono-
cytes/granulocytes sont exclus des analyses par un fenêtrage en CD45/SSC-A. (C) IC50 ELT 24 h des échantillons de 

patients (n=78). 

 Comme montré ci-dessus, ELT induit une mort cellulaire dans les cellules de LAM. Les évé-

nements précoces d’induction des voies de mort cellulaire modifient la fonction mitochondriale. Afin 

de définir ces événements, j’ai analysé la participation des voies impliquées dans la mort induite par 

ELT. Pour déterminer celles-ci j’ai effectué dans la lignée MOLM14 des co-traitements d’ELT avec 

différentes molécules inhibitrices des voies de mort cellulaire (Figure 25A). L’inhibiteur de la necrop-

tose (Nec-1) et de la ferroptose (Ferrostatin-1) ne modifient pas la réponse à ELT. En revanche, 

l’inhibiteur de l’activation des caspases, z-vad-fmk, améliore partiellement la viabilité cellulaire com-

parée au traitement avec ELT 20 µM seul. L’ajout de z-vad-fmk diminue partiellement le clivage de 

PARP induit par ELT (Figure 25B). Pour analyser si l’apoptose impliquée dans la mort induite par 

ELT est mitochondriale, j’ai regardé la présence de protéines pro- ou anti-apoptotiques à la mitochon-

drie avec des purifications de mitochondries suite à 24 h de traitement avec ELT 10 µM. Celles-ci 

indiquent une modification de la localisation des protéines Bcl-2, HK2 et cytochrome c (Figure 25C). 

En réponse à ELT, celles-ci sont diminuées dans la fraction mitochondriale suggérant une ouverture 

du pore de perméabilité mitochondriale et par conséquent l’induction de l’apoptose. Les protéines 

anti-apoptotiques Bcl-2 et HK2 sont dissociées du pore et le cytochrome c est libéré dans le cyto-

plasme. L’ensemble de ces résultats permettent de définir qu’ELT induit de la mort cellulaire par 

apoptose mitochondriale.  

 

A

[ELT] (µM)

V
ia

b
il
it

é
 c

e
ll
u

la
ir

e

(%
)

10 100
0

20

40

60

80

100

MOLM14

HL-60

U937

MV4-11

OCI-AML3

OCI-AML2

0

IC50 24h

20 µM

21 µM

23 µM

31 µM

34 µM

36 µM

Lignées cellulaires LAM

KG1a >100 µM

B C

CD45

SS
C

-A

AnnexinV

FS
C

-A Blastes
viables

Lym

Monos/
Granulos

Blastes

1 10 10
0

10
00

10
00

0

ELT

IC5024h (µM)

A
MOLM14

Caspase 3

Caspase 9

PARP

HSP90

ELT 20 µM

Z-vad 40 µM

-

-

+

-

+

+

-

+

- + -

HexokinaseII

Cyt c

Bcl-2

[ELT] 10 µM +

GAPDH

COXIV Pureté

MPTP

VDAC

V
ia

b
il
it

é
 c

e
ll
u

la
ir

e

(%
 A

n
n
e
x
in

e
V

 -
)

0

50

100

20

-

-

-

[ELT] (µM)

z-vad-fmk (40 µM)

Nec-1 (40 µM)

Fer-1 (10 µM)

0

-

-

-

20

+

-

-

20

-

+

-

20

-

-

+

✱

B C



 

51 
 

Figure 25: ELT tue les cellules de LAM par induction d'apoptose mitochondriale. (A) Viabilité cellulaire dans la lignée 

MOLM14 après 24 h de culture avec ELT 20 µM et des chélateurs de voies de mort. z-vad-fmk (n=4), Nec-1 (n=1), Fer-1 
(n=2) (Mann&Whitney) (B) Western blot après 24h de traitement avec ELT et z-vad-fmk dans la lignée MOLM14. (C) Ana-

lyse de la composition du pore transitoire de perméabilité mitochondrial (MPTP) par purification des mitochondries en ré-
ponse à ELT 10 µM 24 h. COXIV et GAPDH valident respectivement la pureté et l’enrichissement des fractions mitochon-
driales. Les autres protéines sont les composants du pore de perméabilité mitochondriale (MPTP). 

Comme l’ELT est un chélateur du fer et que cet ion participe à la réaction de Fenton, cela suppose 

que cette molécule pourrait impacter la mort cellulaire par ferroptose. J’ai alors mesuré la peroxyda-

tion des lipides, marqueur de ferroptose, par CMF avec la sonde C11-bodipy (Figure 26A).  Il y a une 

diminution de la fluorescence de la sonde dans le canal FITC (ex/em : 488/525 nm) associée à une 

diminution de l’oxydation de celle-ci dans les cellules leucémiques de la lignée MOLM14 en réponse 

à ELT 10 µM. Ainsi, la diminution de la quantité de lipides peroxydés suggère une inhibition de la 

ferroptose par ELT. Afin de définir si l’inhibition de cette voie de mort cellulaire participe à l’induction 

de l’apoptose par ELT, j’ai associé cet agent avec une molécule inductrice de la ferroptose. En asso-

ciation avec ELT, l’inducteur de ferroptose RSL-3 a tendance à faire un sauvetage partiel de la mort 

cellulaire induite par ELT (Figure 26B). Ainsi, l’inhibition de la ferroptose par ELT semble participer à 

l’induction d’apoptose par la molécule. 

 

Figure 26: ELT protège de la ferroptose. (A) Peroxydation lipidique mesurée par fluorescence de bodipy-C11 dans les 

cellules viables en réponse à ELT 10 µM en association avec un inducteur (RSL-3) ou un inhibiteur (Fer-1) de la ferroptose 
(n=2). (B) Viabilité cellulaire (AnnexineV-) de la lignée MOLM14 en réponse à ELT associé à RSL-3 (n=2). 

ELT affecte la voie de biosynthèse des Fe-S 

ELT est caractérisé pour diminuer le contenu en fer libre cytosolique des cellules entrainant une di-

minution des ROS et une augmentation des ferritines cytosoliques FTH1 et FTL (Figure 27A). Ce-

pendant, la chronologie des événements conduisant à la mort cellulaire par ELT n’a jamais été définie, 

en particulier dans des temps précoces. Nous ignorons si la diminution de la concentration en fer, la 

diminution des ROS ou encore l’augmentation du CD71 sont précurseurs de la mort induite par ELT 

ou des conséquences de cette mort cellulaire. La détermination de l’événement déclencheur de la 

cascade de réponse à ELT permettra de définir plus précisément la séquence de son mécanisme 

d’action. Pour déterminer celle-ci j’ai réalisé une cinétique de suivi des paramètres de chélation du 

fer, diminution du stress oxydant, induction du CD71 et induction de la perméabilité membranaire en 

cytométrie de flux. 

Le taux de fer labile est mesuré par la Calcéine-AM en réponse aux chélateurs BIP et PIH montre 

que dès 30 min post-traitement avec ELT la quantité de ce fer est diminuée et à 1 h post-traitement 

celle-ci est presque nulle. A 3 h de traitement, la valeur observée était inférieure à 0 validant d’une 
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part qu’il n’y avait plus de fer cellulaire (ou une concentration inférieure à celle du seuil de détection 

de la méthode) mais également une chélation par ELT supérieure à celle des inhibiteurs spécifiques 

du fer permettant de supposer qu’ELT chélate aussi d’autres ions. Les ROS cytosoliques mesurés 

par DCF-DA sont diminués à 1 h. Après 6 h, il y a l’augmentation du récepteur à la transferrine CD71 

(Figure 27B). L’augmentation de ce récepteur dont l’ARNm possède une séquence de réponse au 

fer suggère que suite à la chélation du fer observée 30 min après le traitement, il y a la modulation 

de la traduction des séquences IRE. Cette augmentation de CD71 est concomitante à une élévation 

du niveau du taux de fer labile à 6 h. La mort cellulaire intervient entre 6 h et 24 h (significativité : 

p=0.032). Une deuxième cinétique de fluorescence de Calcéine à des temps courts après ajout d’ELT 

montre que la totalité des ions chélatés par ELT atteint un plateau dès 10 min après ajout de la 

molécule dans le tube (Figure 27C). Ces résultats démontrent que la chélation du fer par ELT est un 

événement rapide qui précède la diminution des ROS, l’augmentation du CD71 et la mort cellulaire. 

 

Figure 27: ELT est un chélateur rapide du fer intracellulaire. (A) Schéma représentatif des voies impactées par ELT 
décrites dans la littérature. (B) Cinétique de réponse à ELT 10 µM mesurée par cytométrie de flux (ratio du non-traité, 

médianes de fluorescence) : fluorescence intracellulaire de la molécule (ex/em :488/610), CD71 membranaire, ROS mesu-
rés par DCF-DA, viabilité cellulaire mesurée par Annexine V et fer labile mesuré par l’essai Calcéine aux différents temps : 
0, 0.5, 1, 2, 4, 6 et 24 h (moyenne de 3 réplicats). (C) Cinétique de chélation de ions après ajout d’ELT 10 µM (médiane de 

fluorescence de la Calcéine). 

ELT chélate le fer cytosolique conduisant à une diminution du fer et des ferritines cytosoliques. Son 

impact sur l’homéostasie du fer mitochondrial n’est pas caractérisé. J’ai alors analysé son effet sur le 

contenu en fer mitochondrial. Pour cela, j’ai regardé l’expression des ferritines cytosoliques (FTH1 et 

FTL) et mitochondriales (FTMT), du transporteur du fer dans les mitochondries puis quantifié le fer 

libre mitochondrial avec la sonde RPA. L’expression protéique des formes de stockage du fer par 

western blot après 24 h de traitement de la lignée MOLM14 confirme une diminution, décrite dans la 

littérature, des ferritines cytosoliques FTH1 et FTL (Figure 28A). Ces résultats confortent la régulation 

des séquence IRE induite par le manque de fer. Cependant, il y a également une diminution de la 

ferritine mitochondriale FTMT. L’expression de la mitoferrine 1, transporteur du fer dans la mitochon-

drie, est quant à elle peu affectée. Il semblerait alors que ELT en plus de chélater le fer cytosolique 

affecte le pool de fer mitochondrial sans impacter la capacité de transport du fer dans cet organite. 

La quantification du fer mitochondrial, à l’aide de la sonde RPA, montre une diminution du contenu 

en fer mitochondrial en réponse à ELT dans les cellules MOLM14 et dans 9 échantillons issus de 

patient LAM traités ex vivo (Figure 28B). La diminution du fer libre mitochondrial pouvant refléter soit 

une chélation, soit une augmentation des voies d’utilisation, nous avons fait des analyses d’ironome 
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par spectroscopie de Mössbauer réalisées en collaboration avec Jean-Marc Latour au CEA de Gre-

noble. Ces analyses permettent de distinguer la répartition de l’utilisation du fer dans les cellules et 

avec ELT les motifs Fe-S et hème synthétisés dans les mitochondries ne sont plus détectables (Fi-

gure 28C). Ces résultats démontrent que ELT diminue également le fer mitochondrial dans les cel-

lules de LAM. 

 

Figure 28: ELT chélate le fer mitochondrial. (A) Expression des ferritines et de MFRN1 dans la lignée MOLM14 en 
réponse à ELT 10 µM ; 24 h. (B) Fer mitochondrial dans les blastes viables dans la lignée MOLM14 in vitro (médiane de 
fluorescence, n=5, Mann&Whitney) et ex vivo des échantillons primaires de patient LAM (n=9, t-test, pairé). (C) Mesure des 

formes de fer intracellulaire par spectroscopie de Mössbauer. 

Le fer mitochondrial est majoritairement utilisé pour la synthèse d’hème et des motifs Fe-S. J’ai alors 

souhaité déterminer par western blot et cytométrie si ces voies d’utilisation du fer mitochondrial sont 

également impactées en réponse à ELT. Dans la lignée cellulaire MOLM14, au niveau de l’expression 

des enzymes de la voie de biosynthèse des hèmes, les protéines mitochondriales ALAS et FECH 

sont diminuées après 24 h de traitement avec ELT. Les protéines cytosoliques (UROS et CPOX) sont 

davantage exprimées. ELT semble alors cibler spécifiquement les enzymes mitochondriales de la 

voie de biosynthèse des hèmes (Figure 29A). L’augmentation du contenu cellulaire en PpIX (Figure 

29B) et la diminution de l’accumulation de PpIX (Figure 29C) suite à l’incorporation d’ALA suggère 

une perte de l’activité de la FECH concordante avec la diminution d’expression de cette protéine. 

  

Figure 29: ELT impacte les enzymes mitochondriales de la voie de biosynthèse des hèmes. (A) Expression protéique 
des enzymes de la voie de biosynthèse de l’hème en réponse à ELT 10 µM dans la lignée MOLM14. (B) Contenu en PpIX 

en réponse à ELT mesuré par CMF in vitro dans la lignée MOLM14 (n=5, Mann&Whitney), dans des échantillons de patients 
ex vivo (n=18, t-test pairé) ou in vivo dans les moelles osseuses d’un CLDX MOLM14 (Mann&Whitney). (C) Flux de synthèse 
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de PpIX mesuré suite au traitement avec ALA 1 mM pendant 4 h dans la lignée MOLM14 (n=5, Mann&Whitney) et des 
échantillons de patient ex vivo (n=16, t-test pairé). 

Pour une meilleure définition des voies impliquées dans la réponse à ELT, des analyses protéo-

miques ont été réalisées sur la plateforme du pôle technologique du Centre de Recherche en Can-

cérologie de Toulouse (CRCT). J’ai focalisé l’analyse sur les protéines sous-exprimées pour les-

quelles le taux de variation est supérieur ou égal à un facteur 2.0 et la valeur de significativité en t-

test est inférieure à 0.05 comparé au contrôle non-traité. Les associations des voies sous exprimées 

(taux de variation ≤ 0.5) sont analysés sur Toppgene (Chen et al., 2009). Cet outil permet d’associer 

les protéines à des ensembles de voies décrites dans la littérature (Gene ontology ; GO). Dans ces 

analyses réalisées sur les cellules MOLM14 traitées 24 h, les signatures associées à la voie de bio-

synthèse des hèmes ne sont pas diminuées par ELT (Figure 30A). Cependant, il y a une diminution 

de l’expression des protéines impliquées dans les voies moléculaires liées à la machinerie Fe-S (me-

tal cluster binding ; 4 iron, 4 sulfur cluster binding) et associées à l’activité des protéines Fe-S (oxy-

doreductase activity). La FECH étant une enzyme Fe-S mitochondriale, impliquée dans l’insertion du 

fer dans les hèmes et impactée par ELT, j’ai regardé l’expression des protéines ISCU, NFS1 et FXN 

qui participent à cette voie d’utilisation du fer mitochondrial (Figure 30B). En réponse à ELT, les 

expressions protéiques de la FXN et NFS1 sont augmentées tandis que ISCU mitochondrial (ISCU2) 

est diminué. Les protéines Fe-S telles que MitoNEET et ACO2 sont également moins exprimées avec 

ELT. L’expression de l’aconitase cytosolique (IRP1) n’est pas modulée par ELT. CISD2, une protéine 

Fe-S appartenant à la même famille que MitoNEET, est augmentée. L’activité aconitase directement 

liée à la synthèse des Fe-S est quant à elle fortement impactée par le traitement à ELT 10µM (Figure 

30C). 

L’ensemble de ces explorations ont permis de déterminer que ELT cible spécifiquement les enzymes 

mitochondriales de la voie de biosynthèse des hèmes (FECH et ALAS) augmentant l’expression des 

enzymes des étapes cytosoliques. L’expression de la protéine ISCU indispensable dans la synthèse 

des motifs Fe-S est également diminuée conduisant à une perte de l’activité aconitase, enzyme du 

cycle de Krebs et protéine de réponse au fer. 

 

Figure 30: ELT inhibe l'assemblage des motifs Fe-S. (A) Voies associées aux fonctions moléculaires enrichies dans les 
signatures de sous-expression protéique en réponse à ELT 10 µM dans la lignée MOLM14. (B) Expression protéique par 

western blot des protéines impliquées dans l’assemblage et le transfert de Fe-S (ISCU, NFS1, FXN) et Fe-S (CISD1, CISD2, 
ACO2, IRP1) en réponse à ELT 10 µM pendant 24 h dans la lignée MOLM14. (C) Activité aconitase en réponse à ELT 10 

µM, 24 h (n=4, Mann&Whitney) 
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Pour valider les capacités d’ELT dans la traitement des LAM, nous avons ensuite comparé les pro-

téomes obtenus sur cellules MOLM14 traitées 24 h avec ELT 10 µM aux transcriptomes réalisés sur 

la lignée HL-60 publiés en réponse à ELT pendant 72 h (Roth et al., 2012). La comparaison des 

similitudes entre ces deux analyses permet de confirmer des mécanismes communs entre les deux 

lignées. Je présente ici seulement les résultats des voies sous-exprimées en accord avec le message 

de la figure. Les associations des voies sous exprimées (taux de variation ≤ 0.5) sont analysés sur 

Toppgene comme précédemment décris. Parmi ces analyses, des ensembles de gènes associés à 

la réponse à des molécules sont analysés. Dans ceux-ci 102 molécules sont communes entre les 

deux analyses (Figure 31). Parmi ces voies communes, nous retrouvons des signatures associées 

à la réponse à l’AraC et la doxorubicine, 2 molécules utilisés en chimiothérapie intensive dans les 

LAM. ELT pourrait alors cibler des voies impliquées dans la résistance des cellules de LAM à ces 

molécules.  

 

Figure 31: ELT inhibe l’homéostasie du fer mitochondrial dans les cellules de LAM. Diagrammes de Veinn des molé-

cules associées aux protéines et ARN sous exprimés en réponse à ELT. 

 

En conclusion 

Bien au-delà de la chélation du fer cytosolique jusqu’ici décrite, ELT chélate le fer mitochondrial et 

inhibe la synthèse des motifs Fe-S qui inhibe alors l’activité de la FECH et de l’aconitase respecti-

vement impliquées dans la voie de biosynthèse de l’hème et le cycle de Krebs. L’absence de Fe-

S dans l’aconitase 1 (ou IRP1) conduit alors à un mécanisme de compensation avec la régulation 

des protéines de l’homéostasie du fer contenant une séquence IRE. L’ensemble de cette réponse 

induit une ouverture du pore de perméabilité mitochondriale et à la mort cellulaire par apoptose. 

En revanche, la chélation du fer permet une protection contre la ferroptose. L’ensemble de ces 

mécanismes affecte des voies communes avec la réponse à l’AraC. Le métabolisme du fer mito-

chondrial pourrait participer à la résistance des cellules à cet anti-métabolite. 
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Partie 2 – Le fer mitochondrial est impliqué dans la résistance à l’AraC 
 

Le fer participe à la résistance à l’AraC 

Comme suggéré dans nos travaux ci-dessus, le fer pourrait participer à la résistance à l’AraC et ELT 

pourrait cibler ces mécanismes de résistance à cette molécule. Ainsi, pour tester cette hypothèse, 

nous avons dans un premier temps analysé la participation du fer dans la résistance à l’AraC. Pour 

cela, les cellules de la lignée U937 sensibles à l’AraC sont traitées avec du fer exogène par ajout de 

chlorure d’ammonium ferrique (FAC) à 10 mg/mL (Figure 32A). L’ajout de FAC en combinaison à 

l’AraC restaure la viabilité cellulaire mesurée par marquage à l’Annexine V, marqueur de l’externali-

sation des phosphatidylsérines. Suite au traitement avec AraC il reste 48.7% de cellules viables alors 

qu’en combinaison avec la FAC, 61.6% de cellules sont viables. Associé à cette perte de marquage 

Annexine V, le clivage de PARP, une protéine apoptotique survenant lorsque l’ADN est endommagé 

suite à un stress génotoxique, est diminué par la combinaison (Figure 32B). Le fer semble alors 

impliqué dans la résistance à l’AraC in vitro. 

Le fer module la traduction des ARNm possédant une séquence IRE. Ainsi l’expression de ces pro-

téines permet de déterminer indirectement le contenu en fer cellulaire. Pour estimer l’effet potentiel 

d’AraC sur le contenu en fer cellulaire, j’ai regardé leur modulation dans les cellules résiduelles après 

traitement à l’AraC. Pour cela, j’ai utilisé la cytométrie qui permet d’exclure les cellules mortes de 

l’analyse. L’AraC module l’expression du CD71 membranaire (Figure 32C) et de la ferritine FTH1, 

protéines régulées par la traduction IRP/IRE, dans les blastes résistants à l’AraC (Figure 32D). Dans 

des cellules de patient traitées ex vivo, le récepteur à la transferrine diminue. L’ARNm de ce trans-

porteur possède une séquence 3’IRE dont l’ARN est dégradé en présence d’un niveau élevé de fer. 

En effet, les cellules résiduelles après traitement à l’AraC ex vivo ou in vivo augmentent leur contenu 

en FTH1 intracellulaire. Ainsi ces résultats montrent que les blastes résistants à l’AraC possèdent un 

taux de fer intracellulaire élevé. 

 
Figure 32: Le fer cellulaire participe à la résistance à l'AraC. (A) Viabilité cellulaire mesurée par un marquage en an-
nexine V dans la lignée U937 traitée avec AraC et ou FAC pendant 24 h (n=5, Mann&Whitney) (B) Western blot apoptose 
dans la lignée U937 en réponse à AraC et FAC 24 h. (C) Expression de CD71 par CMF dans les blastes viables en réponse 

à l’AraC sur des cellules de patient traitées 24 h ex vivo (n=5 ; t-test pairé ; MFI, médiane normalisée au non-traité) et des 
moelles osseuses de PDX après 5 jours de traitement à l’AraC 60 mg.kg-1 (n=6, t-test pairé ; MFI, médiane normalisée au 
non-traité) (D) Expression de FTH1 par CMF dans les blastes viables en réponse à l’AraC sur des cellules de patient traitées 

24 h ex vivo (n=5 ; t-test pairé) et des moelles osseuses de PDX après 5 jours de traitement avec AraC 60 mg.kg-1 (n=1). 

Ces observations sont confirmées par des colorations de Perl’s réalisées sur la plateforme d’histolo-

gie de Purpan (UMS006, Toulouse) sur les sternums de souris xénogreffées et traitées à l’AraC 30 
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mg.kg-1 ou son véhicule (PBS) pendant 5 jours. Ces colorations histologiques montrent une augmen-

tation de la coloration bleue dans les moelles osseuses de souris traitées à l’AraC de 2 PDX indé-

pendants, IM90 et IM06 (Figure 33A). Cela indique une augmentation de fer ferrique (Fe3+) dans ces 

espaces. Ces données suggèrent un rôle de l’homéostasie du fer dans la résistance des cellules de 

LAM à l’AraC. La coloration violette en HE liée à la coloration des noyaux par l’hématoxyline, indique 

la présence de nombreuses cellules dans les moelles des souris non-traitées (Figure 33B). Les 

moelles osseuses sont envahies de blastes. En réponse à l’AraC, il y a une forte diminution des 

cellules présentes dans les moelles osseuses. De façon intéressante, le PDX injecté avec le patient 

IM76 répond moins bien à l’AraC (diminution en HE plus faible) mais possède déjà des cellules Perl’s 

positives en basal. Une augmentation de la coloration de Perl’s est un marqueur des anémies sidé-

roblastiques et est liée à une accumulation de fer mitochondrial causée par un défaut d’utilisation de 

celui-ci liée à des mutations dans les voies de biosynthèse de l’hème, des Fe-S ou du métabolisme 

mitochondrial (Cazzola et al., 2003; Ducamp and Fleming, 2019). 

 
Figure 33: AraC augmente le fer dans les moelles osseuses de PDXs de LAM. (A) Colorations histologiques de Perl’s 
et (B) HE dans les sternums de souris non traitée ou traitée à l’AraC 30 mg/kg pendant 5 jours. Sur la droite le scan du 
sternum entier (non traité, IM90), dont sont issues les images en HE. 

Le fer pouvant être transporté dans les mitochondries et la coloration de Perl’s augmentée en réponse 

à l’AraC oriente vers une modification de l’utilisation du fer lors du traitement avec AraC. Cet ion 

pouvant être transporté dans les mitochondries, j’ai regardé sa présence dans ces organites. Les 

cellules de la lignée MOLM14 traitées 24 h à l’AraC 2 µM augmentent leur expression de ferritines 

FTH1 et FTL (Figure 34A) confirmant les résultats précédents qui suggéraient la régulation des pro-

téines de réponse au fer CD71 et FTH1. L’AraC augmente également l’expression de FTMT, l’iso-

forme mitochondrial de la ferritine ainsi que la MFRN1, transporteur du fer dans les mitochondries. 

Ainsi, les cellules résiduelles après AraC semblent augmenter leur teneur en fer mitochondrial. La 

quantification du fer mitochondrial par la sonde RPA dans les blastes résiduels après traitement à 

l’AraC in vitro et in vivo montrent que l’AraC augmente le contenu en fer mitochondrial dans les cel-

lules résiduelles post-AraC (Figure 34B). 
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Figure 34: Le fer mitochondrial est augmenté dans les cellules persistantes à l’AraC. (A) Expression des ferritines et 
de MFRN1 en réponse à l’AraC 2 µM 24 h dans la lignée MOLM14 (B) Fer mitochondrial dans les blastes résiduels de PDX 

traités à l’AraC 30 mg.kg-1 pendant 5 jours (Mann & Whitney). 

Ces résultats ont permis de montrer que les cellules persistantes à l’AraC augmentent leur contenu 

en fer. Ces cellules possèdent une capacité accrue de transport du fer dans les mitochondries per-

mettant d’augmenter la concentration en fer mitochondrial. 

La voie de biosynthèse des hèmes et des Fe-S participe à la résistance à l’AraC 

L’AraC augmentant le fer mitochondrial dans les cellules résiduelles, j’ai ensuite étudié les voies d’uti-

lisation du fer mitochondrial en réponse à cette anthracycline afin de déterminer si son accumulation 

est liée à un défaut ou à une augmentation d’utilisation de ce fer dans des voies de synthèse des 

hèmes et des motifs Fe-S. Le traitement in vitro de la lignée MOLM14 à l’AraC, permet également 

d’augmenter l’ensemble des enzymes de la voie de biosynthèse de l’hème (Figure 35A). L’expres-

sion des protéines HO-1, ALAS1, UROS, UROD et FECH est augmentée en réponse à l’AraC. L’en-

semble de la voie de biosynthèse de l’hème semble donc davantage activée dans les cellules résis-

tantes à l’AraC. Cette observation est confirmée en cytométrie de flux par une augmentation du con-

tenu en PpIX, intermédiaire de la voie de biosynthèse de l’hème, in vitro et in vivo (Figure 35B). Ces 

résultats suggèrent que les cellules résiduelles augmentent leur biosynthèse d’hème et par consé-

quent l’usage du fer dans cette voie. 

La contribution de la voie de l’hème dans la réponse à l’AraC est déterminée par des stimulation 

(ALA) ou des inhibitions des enzymes de la voie de biosynthèse (Figure 35C). Un co-traitement de 

la lignée sensible U937 avec le précurseur de la voie de biosynthèse de l’hème ALA, permet de 

restaurer la viabilité cellulaire de 49.1% à 60.7 % (Figure 35D). Cette voie d’utilisation du fer mito-

chondrial pour la biosynthèse de l’hème semble donc participer à la résistance des cellules à l’AraC. 

L’inhibition de différentes étapes de la biosynthèse de l’hème permet de déterminer leur contribution 

dans la résistance : i. Une des premières enzymes de la voie, ALAD, inhibée avec la Succinylacétone 

(SA), ne modifie pas la réponse à l’AraC de la lignée MOLM14 (Figure 35E) ; ii. L’inhibition de la 

FECH, enzyme mitochondriale qui permet l’insertion du fer dans l’hème, par la NMM (Figure 35F) ou 

des ciblages génétiques par interférence d’ARN (siRNA) sensibilise la lignée MOLM14 à l’AraC (Fi-

gures 35G, 35H). Nos données indiquent que la FECH, seule enzyme Fe-S de la voie de biosynthèse 

de l’hème, participe à la résistance à l’AraC des cellules leucémiques. Celle-ci pourrait refléter une 

dépendance des cellules résistantes à l’assemblage des Fe-S. 
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La régulation de l’assemblage des Fe-S et de l’expression de différentes enzymes Fe-S est regardée 

en réponse à l’AraC dans l’objectif de voir la contribution de cette voie dans la résistance à l’AraC. 

Les protéines de transfert et d’assemblage des Fe-S ISCU2 et la cystéine désulfurase NFS1 sont 

davantage exprimées en réponse à l’AraC 2 µM (Figure 35I). Cependant AraC diminue l’expression 

de la FXN. Associé à ces modifications, il y a une augmentation de l’expression des différentes en-

zymes Fe-S (CISD1, CISD2, ACO2, IRP1). L’activité aconitase associée à l’insertion des Fe-S dans 

les protéines est augmentée en réponse à AraC confirmant une machinerie de synthèse plus active 

qui pourrait participer à la résistance à l’AraC et à l’augmentation de la voie de biosynthèse des hèmes 

(Figure 35J).  

 

 
Figure 35: La biosynthèse des hèmes et des Fe-S participe à la résistance à l’AraC. (A) Expression par western blot 
des enzymes de la voie de biosynthèse des hèmes dans la lignée MOLM14 traitée 24 h à l’AraC 2 µM (B) Fluorescence de 

la PpIX dans les cellules résiduelles post-AraC in vivo suivant 5 jours de traitement à 30 mg.kg-1 dans les moelles osseuses 
(Mann&Whitney) (C) Schéma de la modulation de la voie de biosynthèse de l’hème par les activateurs (en rouge) et les 
inhibiteurs (en bleu). (D) Sensibilité 24 h de la lignée U937 avec ALA 1 mM et AraC 2 µM (n=2) (E) Viabilité cellulaire en 
réponse à AraC et succinyalacétone (SA) 0.2 mM (n=4, Mann&Whitney non-significatif) (F) ou la NMM 10 µM (n=4 , 
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Mann&Whitney) (G) Validation de l’invalidation de la FECH par les siRNA après 48 h de transduction (H) IC50 24 h en 
réponse à l’AraC de la lignée MOLM14 avec siRNA FECH (Mann&Whitney) (I) Western blot de l’expression protéique des 
protéines Fe-S et (J) Activité aconitase de la lignée MOLM14 en réponse à l’AraC 2 µM (n=4, Mann&Whitney) 

 

En conclusion 

Les cellules persistantes à l’AraC augmentent leur contenu en fer. Ce fer participe à l’augmentation 

du stockage du fer par les ferritines et à l’augmentation du fer mitochondrial. Le fer mitochondrial 

permet de soutenir les voies de biosynthèse des hèmes et des motifs Fe-S accrues. La FECH qui 

est surexprimée, participe à la survie des cellules en réponse à l’AraC suggérant que la voie de 

synthèse des Fe-S est indispensable à la résistance des cellules.  
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Partie 3 : ELT inhibe la fonction OxPHOS et restaure la sensibilité à l’AraC des cellules 
de LAM. 
 

La chélation du fer mitochondrial avec ELT modifie le métabolisme cellulaire 

Les protéines Fe-S sont impliquées dans le métabolisme cellulaire et mitochondrial. En particulier, 

elles participent au transfert des électrons indispensable à l’activité de la chaine de transport des 

électrons. Une chélation de la biosynthèse des Fe-S suggère une altération du métabolisme mito-

chondrial impliqué dans la résistance à l’AraC des cellules de LAM. De même, la diminution des 

protéines associées à la réponse au léflunomide, inhibiteur de la DHODH, observée dans les données 

protéomiques suppose également qu’ELT pourrait cibler le métabolisme des pyrimidines et perturber 

le transfert d’électrons de la chaine respiratoire (Figure 31).  

Pour valider l’impact d’ELT sur l’activité de la chaine respiratoire, j’ai mesuré la participation de la 

glycolyse et de la mitochondrie dans la production d’ATP (Figure 36A). La production d’ATP est 

davantage glycolytique montrant un shift énergétique appelé effet pasteur et observé également en 

réponse à des OxPHOSi comme la roténone, l’antimycine A, l’oligomycine ou la metformine. Ces 

observations sont soutenues par une augmentation de la consommation de glucose et de production 

de lactate traduisant une glycolyse plus importante (Figure 36C). L’analyse métabolomique des in-

termédiaires de la glycolyse en spectrométrie de masse de type LC-MS, montre qu’il y a une aug-

mentation de la concentration intracellulaire des premiers métabolites de cette voie métabolique : 

fructose-6-phosphate (Fru6P) et glucose-3-phosphate (glc3P) (Figure 36B). Les intermédiaires sui-

vants, Fructose bisphosphate et α-KG, ne sont pas augmentés supposant une sortie au niveau du 

Fru6P vers la voie des pentoses phosphates (Figure 36B, 36D). Cette voie liée à la glycolyse soutient 

la synthèse des nucléotides. Ces résultats pourraient suggérer une glycolyse incomplète. Cependant, 

une augmentation de la production de lactate traduit l’étape finale de la glycolyse (Figure 36C). Le 

2,3-phosphoglycérate (2-3PG) est aussi légèrement diminué. Même si cette diminution est faible, elle 

est significative. Or la production de formate significative suggère qu’une part du 2,3-PG est redirigé 

dans la voie de synthèse de la sérine qui peut alors être métabolisée en glutathion et formate. L’aug-

mentation de la production de formate dans le milieu extracellulaire en RMN confirme ces observa-

tions. Ainsi nous pouvons conclure que les cellules traitées avec ELT augmentent leur glycolyse. La 

consommation de glucose sert à alimenter à la fois la synthèse des nucléotides via la voie des pen-

toses phosphates et la voie de la sérine mais également à approvisionner la voie de synthèse des 

hèmes par l’intermédiaire de la glycine. 

Enfin, le pyruvate, produit final de la glycolyse peut alors alimenter le cycle de Krebs indispensable à 

la chaine de transport des électrons. Au niveau de cette voie métabolique, les premiers intermédiaires 

de la voie sont augmentés en réponse à ELT (Figure 36B, 36D). En effet, le citrate/isocitrate et le 

cis-aconitate (cis-aco) sont fortement augmentés dans les cellules MOLM14 traitées par ELT. Cepen-

dant, au niveau des étapes suivantes, il n’y a pas de différence de concentration des métabolites. 

Ceci suggère alors une sortie du cycle de Krebs au niveau de l’α-KG pour alimenter la voie de bio-

synthèse des lipides ou la voie du mévalonate qui participe à la synthèse du cholestérol, des hèmes 

et de l’ubiquinone. De façon intéressante, l’augmentation légère de la consommation de glutamine 

avec l’augmentation de succinate pourrait supposer une légère augmentation de la glutaminolyse. 
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Ainsi l’ensemble de ces résultats démontrent qu’ELT induit une reprogrammation métabolique en 

faveur de la glycolyse. Nous observons une augmentation des premiers intermédiaires du cycle de 

Krebs avec une accumulation de succinate non-significative (Figure 36B, 36D) qui pourrait refléter 

un blocage de ce cycle au niveau de l’activité de la SDH et ainsi une altération de la fonction OxPHOS 

des cellules. Les sorties de ces voies métaboliques, au niveau du 2,3-PG pour la glycolyse et de l’α-

KG pour le cycle de Krebs pourrait aussi par l’intermédiaire de la glycine participer à la voie de syn-

thèse des hèmes et par conséquent refléter une adaptation pour compenser le stress de l’inhibition 

de cette voie par ELT. 

 

Figure 36: ELT affecte le métabolisme énergétique des cellules de LAM. (A) Répartition des sites de production de 
l’ATP de la lignée KG1a en réponse à ELT 10 µM (moyenne, n=3). (B) Quantification des métabolites intracellulaires par 
LC-MS (n=3, t-test) et (C) Consommations et productions de métabolites dans le milieu extracellulaire mesurés par RMN 
en réponse de la lignée MOLM14 à ELT 10 µM 24 h (n=3, t-test) (D) Schéma bilan de l’activité d’ELT sur le métabolisme 

cellulaire.  
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Chélater le fer mitochondrial avec ELT inhibe l’augmentation de la fonction OxPHOS par AraC 

Comme précédemment publié, les cellules persistantes à l’AraC ont un métabolisme mitochondrial 

élevé. J’ai alors montré avec les résultats précédents qu’ELT reprogramme le métabolisme cellulaire. 

Ainsi, diminuer le contenu en fer mitochondrial avec ELT pourrait affecter cette voie de résistance 

(Bosc et al., 2021, 2020; Farge et al., 2017; Stuani et al., 2019). J’ai alors étudié la modulation des 

activités énergétiques en combinaison avec AraC. 

J’ai dans un premier temps regardé si ELT affecte la synthèse des mitochondries. L’expression de 

TFAM, facteur de transcription de l’ADN mitochondrial est légèrement diminuée avec ELT. L’expres-

sion de PGC1α, facteur de transcription de nombreux gènes impliqués dans l’activité mitochondriale, 

n’est pas modifiée dans la lignée MOLM14 traitée 24h avec ELT (Figure 37A). De même, ELT induit 

une légère diminution de la masse mitochondriale dans les cellules montrant un défaut de biogénèse 

mitochondriale (Figure 37B). En combinaison avec AraC, les cellules ne parviennent plus à augmen-

ter l’expression de protéines TFAM, PGC1α et la masse mitochondriale observées avec le traitement 

AraC seul. 

 
Figure 37: ELT affecte la biogénèse mitochondriale. (A) Western blot de la lignée MOLM14 en réponse à ELT 10 µM et 
AraC 2 µM, 24 h. Les protéines associées sont notées sur la figure. (B) Masse mitochondriale mesurée par CMF avec le 

MTG (n=5, Mann&Whitney) 

J’ai ensuite étudié l’activité de ces mitochondries. L’altération des mitochondries conduit à une dimi-

nution de la respiration cellulaire mesurée par seahorse (Figure 38A). En particulier, même si les 

cellules maintiennent celle-ci avec ELT seul, l’AraC ne parvient plus à augmenter celle-ci. ELT dimi-

nue l’expression des complexes I et II de la chaine de transfert des électrons (OxPHOS) sans modifier 

l’expression des sous-unités des complexes III, IV et V (Figure 37A). En effet, la molécule inhibe les 

activités enzymatiques de ces deux complexes même en présence d’AraC (Figure 38B, 38C). Nous 

observons également que l’activité de l’aconitase, enzyme du cycle de Krebs, est fortement impactée 

avec la combinaison AraC/ELT (Figure 38D). Ces analyses permettent de démontrer qu’ELT cible 

l’activité des complexes I et II et de l’aconitase indispensables pour maintenir l’activité OxPHOS des 

cellules résistantes à l’AraC. J’ai confirmé ces résultats dans les blastes de patients traités ex vivo 

avec AraC, l’analyse du métabolisme grâce à la technologie Scénith montre une tendance des blastes 

à l’augmentation de la dépendance mitochondriale (Figure 38E). De même, il y a une augmentation 
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non-significative de la capacité à utiliser l’oxydation de acides gras et des acides aminés pour com-

penser l’inhibition de la glycolyse par le 2-DG (capacité FAO/AAO) (Figure 38F). Ces données reflè-

tent la capacité OxPHOS élevée des blastes leucémiques suite à un traitement à l’AraC mais égale-

ment leur flexibilité métabolique pour répondre à un stress. En réponse à ELT, les cellules ont à 

l’inverse une tendance à la diminution de ces paramètres qui reflètent les capacités mitochondriales. 

La molécule ELT en combinaison avec AraC semble diminuer la capacité des cellules, lors de l’inhi-

bition de la glycolyse, à basculer sur la β-oxydation ou l’oxydation des acides aminés. 

  
Figure 38: La chélation du fer mitochondrial par ELT bloque l'adaptation métabolique en réponse à l'AraC. (A) 
Respiration basale en Seahorse (n=5, Mann&Whitney), (B) Activité enzymatique ETC-I (n=3), (C) ETC-II (n=2), (D) Aconi-
tase (n=4, Mann&Whitney). (E) Dépendance mitochondriale (n=6, t-test pairé non-significatif) et (F) capacité FAO/AAO 

mesurée en Scénith dans des échantillons de patients LAM en réponse à ELT 50 µM et AraC 25 µM ex vivo, 24h (n=7, t-

test pairé non-significatif) 

L’ensemble de ces résultats montre que ELT affecte la biogénèse mitochondriale et l’activité des 

complexes I et II nécessaires au transfert de protons vers le complexes III par l’intermédiaire de l’ubi-

quinone. Ces dysfonctionnements associés à une altération de l’aconitase dans le cycle de Krebs ne 

permettent plus aux cellules d’augmenter leur fonction oxydative en réponse à l’AraC pouvant per-

mettre alors d’éradiquer les cellules persistantes à cette molécule. 

ELT sensibilise à l’AraC mais pas à l’Ida 

Dans l’objectif d’étudier le potentiel de combinaison et les meilleurs associations d’ELT dans le trai-

tement des LAM, la capacité d’ELT à améliorer l’efficacité des chimiothérapies conventionnelles est 

analysée in vitro. Les indices de combinaison (Ci) des combinaisons d’ELT avec AraC ou Ida 24 h 

sont calculés par la méthode de Choux et Talalay avec le logiciel Compusyn à partir des matrices de 

viabilité (Figure 39A, 39B). Lorsque l’indice est inférieur à 1, l’effet entre les molécules est synergique 

alors que s’il est supérieur à 1 l’effet entre les molécules est antagoniste. Dans la lignée MOLM14 la 
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combinaison AraC/ELT est synergique alors qu’avec l’Ida nous observons un effet antagoniste (Fi-

gure 39C). Seulement l’association avec AraC sera alors explorée dans la suite de l’étude. 

La capacité d’ELT à améliorer la réponse à l’AraC est validée dans des échantillons de patient traités 

ex vivo. Les PBMCs issus de patients sont traités avec AraC 25 µM et ELT 50 µM pendant 24 h 

(Figure 39D). La viabilité des cellules dans chaque condition est analysée dans les blastes exprimant 

CD45 avec un marquage Annexine V. Nous observons une diminution de la viabilité cellulaire après 

traitement avec la combinaison AraC/ELT (57.3 % de viabilité) comparé aux molécules seules (res-

pectivement 74.5 et 76.2 %) (Figure 39E).  

 
Figure 39: ELT synergise avec AraC mais pas avec Ida. (A) Matrice de viabilité de la lignée MOLM14 en réponse à ELT 
en combinaison avec AraC ou (B) Ida (moyennes de 3 réplicats). (C) Indices de combinaison (Ci) de ces combinaisons 
mesurées par la méthode de Choux et Talalay avec des ratio 1:1 entre les drogues. (D) Design d’analyse de la combinaison 

AraC/ELT sur les échantillons primaires de patients. Les PBMCs issus du sang sont ensemencés avec les drogues pendant 
24 h puis la viabilité analysée par CMF avec un marquage CD45 et Annexine V. (E) viabilité des échantillons primaires 

(n=93, Mann&Whitney). 

Le microenvironnement pouvant influencer la réponse aux traitements, j’ai testé la combinaison 

AraC/ELT dans des conditions physiologiques avec des modèles murins de xénogreffe en souris 

NSG (Figure 40A). La fluorescence de la molécule est utilisée pour déterminer la concentration d’ELT 

dans les sérums suite au schéma complet de traitement de 5 jours à 50, 100 et 150 mg.kg-1.jour-1 

(Figure 40B). La concentration sérique atteint 400 µM avec 100 mg.kg-1, dose utilisée par la suite. 

Dans un CLDX résistant à l’AraC (MOLM14) et 2 PDX indépendants (IM90 et IM76) nous observons 

une diminution du nombre de blastes dans la moelle osseuse et la rate des animaux après traitement 
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avec la combinaison comparé à AraC seul (Figure 40C). Ces résultats sont associés à une augmen-

tation du pourcentage des blastes en apoptose présents dans les moelles osseuses (Figure 40D). 

Le PDX IM06 n'a pas répondu à la combinaison. Cependant, il répond très bien à l’AraC seul avec 

une réduction de 50 fois du nombre de blastes en réponse à l’AraC 30 mg.kg-1. 

 

 

Figure 40: ELT potentialise la réponse à l'AraC in vivo. (A) Design d’étude de la sensibilité entre AraC et ELT in vivo. 
(B) dosage sérique d’ELT dans les sérums des souris traitées à ELT 0, 50, 100 et 150 mg.kg-1 pendant 5 jours. (C) Nombre 
de blastes CD45 humains et (D) Apoptose dans les rates et moelle osseuses des souris traitées 5 jours avec AraC 30 

mg.kg-1 et ELT 100 mg.kg-1 (Mann&Whitney). 

 

En conclusion 

ELT inhibe le transfert des électrons du complexe I et II et l’aconitase, enzyme du TCA. Ainsi en 

association avec AraC, il bloque l’adaptation mitochondriale des cellules conduisant à une synergie 

avec cette molécule. Cependant ELT ne permet pas de restaurer la sensibilité à l’Ida. 

 

  

E
n

v
a
h

is
s
e
m

e
n

t 
ti

s
s
u

la
ir

e

(M
ill

io
n
s)

0.001

0.01

0.1

1

10

100

AraC
ELT
FC

ns
ns

**

*

CLDX

MOLM14

ns

*

**

*

PDX

IM90

ns

***
***

*

PDX

IM76

PDX

IM06

ns

****
***

ns

1 1 2 1 14 127 1 12 42 1 50 35

-
-

-
+

+
-

+
+

-
-

-
+

+
-

+
+

-
-

-
+

+
-

+
+

-
-

-
+

+
-

+
+

A
p

o
p

to
s
e

(%
)

0

20

40

60

80

100

AraC
ELT

*

ns

*

*

CLDX

MOLM14

ns
ns

**

*

PDX

IM90

ns

***

**

*

PDX

IM76

PDX

IM06

ns

****

***

ns

-
-

-
+

+
-

+
+

-
-

-
+

+
-

+
+

-
-

-
+

+
-

+
+

-
-

-
+

+
-

+
+

[E
L

T
]

(µ
M

 i
n
 s

e
ru

m
)

0

200

400

0 50 100 150

A
B

C D



 

67 
 

Partie 4 – Les macrophages participent à l’augmentation du fer dans les cellules rési-

duelles 

 

Le microenvironnement médullaire participe à l’augmentation du fer mitochondrial en réponse à 

l’AraC 

Le microenvironnement permet de nombreux échanges entre les cellules. Le fer étant peu synthétisé 

par les cellules, la participation des cellules avoisinantes est essentielle. J’ai alors regardé si des 

différences dans la régulation du contenu en fer en réponse à l’AraC sont observées en présence du 

microenvironnement in vivo et dans des échantillons de patient traités ex vivo. En effet, les échantil-

lons de patient traités ex vivo ne montrent pas d’augmentation du fer mitochondrial mesuré par cyto-

métrie avec la sonde RPA (Figure 41A) ou de PpIX (Figure 41B, 41C) après traitement à l’AraC 

alors que cette augmentation est systématique in vivo dans les PDX (Figure 34B, 35B). Ces résultats 

évoquent un rôle potentiel du microenvironnement dans l’augmentation du fer dans les blastes.  

 
Figure 41: Ex vivo, l'AraC n'induit pas d'augmentation du fer mitochondrial dans les blastes leucémiques. Quantifi-
cation dans les blastes de patients traités ex vivo à l’AraC 25 µM du (A) fer mitochondrial par fluorescence de la sonde RPA 
(Médiane de fluorescence ; n=13), (B) contenu en PpIX (Médiane de fluorescence ; n=20), (C) flux d’incorporation d’ALA 

en PpIX (n=18) 

A l’observation de ces résultats, j’ai souhaité analyser la contribution du microenvironnement médul-

laire dans l’apport de fer aux cellules leucémiques. Dans un modèle de lignée cellulaire injecté in vivo 

(CLDX), pour lequel les souris ont été préalablement traitées avec du busulfan 20 mg.kg-1 en i.p. pour 

éliminer les cellules murines de la moelle osseuse (Figure 42A). J’ai alors observé par immunophé-

notypage en cytométrie de flux (Figure 42B), une diminution du nombre de macrophages dans les 

moelles osseuses des souris prétraitées par le Busulfan (Figure 42C). Associé à cette diminution, le 

contenu en fer mitochondrial est plus important dans les blastes leucémiques lorsque le pré-condi-

tionnement au Busulfan n’a pas été réalisé (Figure 42D). Ces résultats montrent que le microenvi-

ronnement tumoral est nécessaire dans l’approvisionnement en fer des cellules leucémiques. Ainsi 

la diminution du nombre de macrophages pourrait suggérer un rôle de ces cellules dans l’apport en 

fer aux cellules leucémiques. 
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Figure 42: Le microenvironnement de la moelle osseuse appuie la demande en fer des cellules leucémiques. (A) 
Design expérimental d’expérience in vivo avec élimination du microenvironnement de la moelle osseuse par busulfan (B) 

Stratégie de fenêtrage pour analyse des macrophages in vivo. Les cellules murines CD45-/CD45.1+ sont sélectionnées. 
Puis les cellules apoptotiques sont éliminées par un marquage en Annexine V avant une sélection des macrophages sur la 
base de l’expression de CD11b+/F4/80+/CD16.2+. (C) Nombre de macrophages et (G) contenu de fer mitochondrial (RPA) 

dans les cellules leucémiques en fonction du pré-conditionnèrent (non-busulfan n=7, busulfan n=6 ; Mann & Whitney) 

Les macrophages modifient le contenu en fer des blastes leucémiques 

Les macrophages étant des acteurs majeurs de l’érythrophagocytose, recyclant le fer, pourraient 

jouer un rôle majeur dans la mise à disposition du fer pour la résistance des cellules leucémiques. 

Nous avons précédemment montré qu’associé à une diminution de fer mitochondrial dans les blastes 

de la moelle osseuse avec pré-conditionnement au busulfan, il y a une diminution du nombre de 

macrophages. L’impact des macrophages sur les blastes est étudié grâce à des expériences de co-

culture entre cellules de LAM U937 et des macrophages issus de monocytes humains polarisés in 

vitro. Dans un premier temps, le phénotype de polarisation des macrophages est validé suite aux 

différentes stimulations (Figure 43A, Annexe 1). Les macrophages polarisés vers un phénotype M1 

(LPS+IFNγ) expriment davantage le CD80, qui avec son co-récepteur CD86 fournit le signal requis 

pour l’activation, l’expansion et la différenciation des lymphocytes T par une interaction avec CD28. 

L’expression de ce marqueur avec la perte d’expression membranaire des CD206 et CD163, mar-

queurs des macrophages M2 confirme la polarisation vers un phénotype pro-inflammatoire de type-
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M1. Pour les macrophages ayant une activation alternative (M2), en présence d’IL-4 et IL-13, l’ex-

pression du CD206 augmente comparée aux M0 et aux M1. J’ai alors bien un phénotype différent qui 

correspond à ce qui est attendu entre mes différents tests d’activation (Figure 43A). La co-culture 

des macrophages avec les cellules U937 augmente le nombre de macrophages M0 et M2 mais pas 

des M1 (Figure 43B). Ces résultats indiquent que les blastes pourraient favoriser la prolifération in 

vitro des macrophages M2. 

 
Figure 43: Les blastes leucémiques impactent le nombre de macrophages in vitro. (A) Analyse phénotypique des 
macrophages polarisés in vitro en phénotype M1 (IFNγ+LPS) ou en phénotype M2 (IL-4+IL-13). (B) Nombre de macro-

phages (CD11b+/CD14+/CD16+) dans le puit après co-culture avec des blastes leucémiques de la lignée U937. 

J’ai alors étudié l’effet de la co-culture avec les macrophages polarisés à partir de 4 donneurs de 

PBMCs différents sur la sensibilité à l’AraC des blastes de la lignée U937. Les macrophages de 

phénotype M1 impactent la survie des cellules de LAM. En réponse à l’AraC les macrophages de 

type M0 et M2 quant à eux rendent les cellules un peu plus résistantes à l’AraC comparé au contrôle 

sans co-culture (Figure 44A). De plus, le fer mitochondrial des macrophages est légèrement diminué 

en co-culture avec les blastes, supposant un don de fer aux cellules leucémiques (Figure 44B). En 

effet, le fer mitochondrial dans les blastes semble augmenté lors des co-cultures (Figure 44C). Des 

résultats complémentaires notamment par un dosage du fer cytosolique plutôt que mitochondrial sont 

nécessaires pour conforter ces observations. 

 
Figure 44: Les macrophages M2 soutiennent la résistance à l’AraC in vitro. (A) Viabilité mesurée par un marquage 

Annexine V suite au traitement à l’AraC 2 µM pendant 24 h sur les blastes en co-culture avec les macrophages polarisés 
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différentiellement : non-polarisés (M0), M1 et M2 (B) Contenu en fer mitochondrial des macrophages après co-culture avec 
la lignée cellulaire de LAM U937. (C) Fer mitochondrial dans les blastes leucémiques U937 après co-culture avec les ma-

crophages. 

L’AraC impacte le contenu et l’activation des macrophages dans les moelles osseuses 

Les macrophages semblant impacter le contenu en fer mitochondrial, nous avons émis l’hypothèse 

que ces macrophages pourraient, d’une part être augmentés en réponse à la chimiothérapie et, 

d’autre part que l’AraC pourrait modifier leur polarisation vers un phénotype M2 dont l’expression 

importante de FPN permettrait de mettre le fer à disposition des blastes. Nous avons alors caractérisé 

les macrophages contenus dans les moelles osseuses des souris NSG traitées à AraC 60 mg.kg-

1.jour-1 pendant 5 jours (Figure 45A). Malgré une toxicité de l’AraC sur ce compartiment cellulaire 

diminuant leur nombre (Figure 45B), il y a une tendance à l’augmentation de leur pourcentage dans 

les moelles osseuses de 2 PDXs (Figure 45C). Parmi ces macrophages, il n’y a pas de différence 

sur la polarisation en M1 par contre, le pourcentage de macrophages CD206 positifs, marqueur des 

M2, a une tendance à l’augmentation suite au traitement à l’AraC dans le TUH162 et le CLDX U937 

(Figure 45D, 45E). De façon intéressante, il n’y a aucune différence dans le contenu en macrophage 

du PDX TUH130. Ce PDX est réfractaire à l’AraC in vivo (donnée non montrée) or, la polarisation des 

macrophages est déjà dans ce patient en faveur du phénotype M2 alors que les M1 sont très peu 

représentés. 

 
Figure 45: Le phénotype des macrophages en réponse à l'AraC in vivo. (A) Stratégie d’analyse du phénotype des 
macrophages dans les moelles osseuses des souris NSG. Contenu en macrophages en (B) nombre absolu et (C) pourcen-
tage dans les moelles osseuses de souris traitées à l’AraC. (D) Polarisation des macrophages M1(CD192+/CD163+) et (E) 

M2 (CD206+) dans les moelles osseuses de souris traitées à l’AraC. 
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L’immunophénotypage des macrophages dans les moelles osseuses in vivo, en réponse à l’AraC 

suggère que ceux-ci sont orientés vers un phénotype anti-inflammatoire M2. Pour analyser la réponse 

immune dans ces animaux, j’ai analysé la présence de cytokines connues pour être impliquées dans 

la polarisation des macrophages sécrétées dans les sérums des souris xénogreffées et traitées à 

l’AraC en méthode multiplexée. En réponse à l’AraC, il y a une augmentation de la concentration des 

cytokines pro-inflammatoires CXCL1 et une augmentation non-significative d’IL-6 (Figure 46A, 46C). 

Par contre, dans le modèle utilisé, les autres cytokines pro-inflammatoires (IL-18, TNFα, IL-12p70, 

IL-1β) ne sont pas impactées dans les sérums après traitement avec AraC (Figure 456, 46D, 46E, 

46F, 46G). CXCL1 est une molécule chemoattractante qui pourrait participer à la migration des cel-

lules leucémiques dans des microenvironnements favorables à la survie des cellules. Parmi les cyto-

kines anti-inflammatoires le G-CSF est largement augmenté alors que CCL22, CCL17 et TGFβ1 sont 

diminuées (Figure 46I, 46J, 46K, 46L). La concentration de l’interleukine IL-10 quant à elle n’est pas 

modifiée dans les sérums de ces modèles (Figure 46H). Ainsi en réponse à l’AraC, les souris NSG 

xénogreffées avec des cellules de LAM, semblent induire un profil de sécrétion de cytokines pro-

inflammatoire. La diminution des cytokines CCL22, CCL17, et TGFβ1 suggère une balance en faveur 

d’une réponse immunitaire de type Th1. Cependant l’augmentation de G-CSF, cytokine impliquée 

dans la migration des neutrophiles, pourrait relever d’un rôle potentiel de ces cellules dans la réponse 

à l’AraC des cellules de LAM in vivo. La sécrétion de cette cytokine par les cellules leucémiques 

pourra être validée par analyse dans des souris non-xénogréffées vs. injectées par des cellules LAM,  

 
Figure 46: L'AraC modifie la sécrétion de cytokines inflammatoires in vivo. Dosage des cytokines dans le sérum des 
souris après 5 jours de traitement à l’AraC (F) CXCL1 (G) IL-18, (H) IL-6, (I) TNFα, (J) IL-12p70, (K) IL-1β, (L) IL-23, (M) 
IL-10, (N) G-CSF, (O) CCL22, (P) CCL17, (Q) TGFβ1. (MFI=intensité de fluorescence, t-test Mann and Whitney).  
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En conclusion, 

Les cellules du microenvironnement contribuent à l’augmentation en fer des cellules leucémiques. 

Les macrophages de phénotype M2 en co-culture in vitro, réduisent la réponse à l’AraC alors que 

les macrophages de phénotype M1 affectent la viabilité des blastes leucémiques. In vivo, dans des 

souris NSG, la chimiothérapie à l’AraC oriente le phénotype des macrophages vers un phénotype 

anti-inflammatoire de type M2. Cependant, les cytokines libérées dans le sérum des animaux ne 

reflètent pas cette activation. Il semblerait que le profil de la moelle osseuse soit en faveur de la 

migration des cellules leucémiques avec la production de CXCL1 et d’une réponse immunitaire 

pro-inflammatoire de type Th1. L’augmentation de la sécrétion de G-CSF pourrait impliquer les 

neutrophiles dans la résistance à l’AraC. 
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Partie 5 - Cibler le métabolisme du fer comme une solution thérapeutique pour les 
patients de mauvais pronostic 
 

Le statut mutationnel prédictif de la réponse à la combinaison AraC/ELT 

Dans l’objectif de cibler l’utilisation d’ELT et d’établir des voies potentielles de résistance à la combi-

naison AraC et ELT, j’ai évalué la réponse de la double thérapie. J’ai alors analysé dans le détail la 

réponse des échantillons patients traités ex vivo présentés en figure 39. L’analyse de la réponse à la 

combinaison ex vivo à AraC/ELT, permet la stratification de deux profils de réponse : ceux pour les-

quels la combinaison améliore la réponse à l’AraC (« sensibles ») et ceux pour lesquels celle-ci n’aug-

mente pas la mort induite par l’AraC (« Résistants ») (Figure 47A). Ainsi dans la cohorte étudiée, un 

tiers des patients analysés résiste à la bithérapie (31 patients résistants, 62 patients sensibles à la 

combinaison). La réponse à l’AraC est moins importante pour les patients répondent à la combinai-

son, sensibles à cette bithérapie (Figure 47C). En effet, les médianes de viabilité post-traitement 

avec AraC sont de 67.2% dans le groupe des patients résistants et 80.8 % dans le groupe des pa-

tients sensibles à la combinaison. Ainsi, l’association des deux molécules semble donner un espoir 

dans la réponse des patients qui répondent moins bien à l’AraC. Pour les patients qui résistent à cette 

combinaison, l’effet observé semble même antagoniste. En effet, la survie en médiane est augmentée 

de 10% lors de l’association des deux molécules AraC/ELT comparé à l’AraC seul avec des médianes 

de viabilité respectives de 67.2% pour le traitement à l’AraC 25 µM seul et 75.1 % de viabilité pour la 

combinaison ELT+AraC (Figure 47B, 47C).  

Dans la diversité génétique des patients, les mutations orientent le diagnostic. J’ai alors de-

mandé au service clinique les caractéristiques cliniques des échantillons testés dans l’étude. Une 

représentation visuelle des profils mutationnels (oncoprint) et la fréquence mutationnelle en fonction 

de la réponse à la combinaison AraC/ELT sont réalisés pour permettre l’identification de profils qui 

permettraient de prédire la réponse ou la résistance à cette association thérapeutique. Les mutations 

NPM1, CEBPα, DNMT3a, TET2, ASXL1, NRAS, KRAS et FLT3-ITD ne modulent pas la réponse à la 

combinaison AraC/ELT. De façon intéressante, les patients porteurs des mutations IDH2 sont enrichis 

dans les patients résistants à la combinaison AraC/ELT. Les mutations p53 et FLT3-TKD sont quant 

à elles enrichies dans le groupe de ceux qui répondent à cette thérapie (Figure 47F, 47G). La com-

binaison pourrait alors être un espoir thérapeutique pour les patients porteurs de ces mutations. 
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Figure 47: Combinaison ELT/AraC: une réponse différentielle suivant le statut mutationnel? (A) Design d’analyse de 
la combinaison ex vivo entre AraC et ELT. (B) Réponse aux traitements en fonction du statut de réponse (t-test, apparié) 
(C) Représentation appariée de la réponse entre AraC et la combinaison. (D) Oncoprint mutationnel des patients testés 
(gris : non-muté, noir : muté, blanc : non-génotypé) (E) Fréquence mutationnelle. 
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En conclusion 
La combinaison thérapeutique ex vivo entre AraC et ELT est inefficace, restaurant même la viabilité induite par l’AraC, 
chez environ 30 % des patients LAM. La mutation IDH2 semble prédire cette résistance. Cependant, l’association entre 
les deux molécules est efficace chez les patients les plus résistants à l’AraC. En particulier, cette association semble 
améliorer la sensibilité des patients porteurs de la mutation p53 . 
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Discussion et perspectives 

 

I. Le fer mitochondrial : un cofacteur essentiel à la biologie des LAM ? 

 

Ce travail a mis en évidence le rôle essentiel du métabolisme du fer dans la survie et la proliféra-

tion des cellules de LAM et en particulier dans le maintien de l’activité OxPHOS des cellules résis-

tantes aux chimiothérapies. Nous avons déterminé qu’ELT est un chélateur de ce fer et son utilisation 

impacte la survie et la prolifération des cellules leucémiques (Figures 25, 28). Cette molécule diminue 

l’expression de la ferritine mitochondriale FTMT, qui ne possède pas de séquence IRE (Guaraldo et 

al., 2016) suggérant des régulations du fer en réponse à ELT au-delà de la régulation par IRP1 (Fi-

gure 28). Jusqu’ici il était décrit qu’ELT induit de la mort cellulaire par apoptose via une chélation du 

fer cellulaire (Kalota et al., 2015; Roth et al., 2012). Cette chélation, conduit à une modulation de la 

traduction des protéines dont les ARN messagers comportent la séquence de réponse au fer (IRE). 

Parmi ces protéines, le transporteur à la transferrine (CD71) ainsi que les ferritines FTH1 et FTL sont 

impactées. Ce travail a validé la régulation de l’expression des protéines de réponse au fer FTH1, 

FTL et CD71 mais également ALAS2 et ACO2 en réponse à ELT (Figures 28, 29). Le premier évé-

nement de réponse à la molécule est la chélation des ions qui précède l’induction de l’expression de 

CD71 et la mort cellulaire par apoptose mitochondriale (Figure 27). L’induction de l’apoptose est alors 

une conséquence de la chélation du fer. La chélation du fer mitochondrial par ELT conduit à une 

inhibition des enzymes mitochondriales de la biosynthèse des hèmes et de l’assemblage des motifs 

Fe-S indispensables à l’activité mitochondriale (Figures 29,30). Cependant, les données de mesure 

du fer labile par la calcéine montrent une augmentation supérieure de la fluorescence avec ELT com-

paré aux chélateurs de fer connus suggérant qu’ELT modifie également le contenu en autres ions 

cellulaires. Les données de métabolomique ont également montré une augmentation de la consom-

mation de pyruvate avec une augmentation des premiers intermédiaires du cycle de Krebs : citrate 

et cis-aconitate (Figure 36). La modulation de la concentration de ces métabolites pourrait impliquer 

une mort cellulaire par cuproptose (Tang et al., 2022; Tsvetkov et al., 2022). Cette nouvelle voie de 

mort cellulaire dépendante du cuivre conduit à une désintégration des protéines Fe-S et à l’agrégation 

des protéines mitochondriales lipoylées (PDH, IDH). Ainsi, l’implication de cette voie de mort cellulaire 

pourrait expliquer la diminution des protéines Fe-S observée en réponse à ELT. La ferredoxine 1 

étant un médiateur nécessaire à la cuproptose, nous pourrions alors analyser la participation de cette 

voie à la mort induite par ELT avec une invalidation génétique de cette protéine. Ainsi, si cette voie 

de mort cellulaire est indispensable à la sensibilité des cellules de LAM à ELT nous aurions une 

résistance à la molécule. 

En réponse à ELT l’expression la plupart des protéines Fe-S analysées est diminuée. Cependant 

CISD2, protéine [2Fe-2S] de la famille NEET, est augmentée en réponse à ELT (Figure 30B). Cette 

protéine pourrait participer à l’établissement des sites de contacts entre le réticulum endoplasmique 

et les mitochondries (Janssen and Boyle, 2019). Ces contacts sont connus pour réguler l’homéostasie 

du calcium, l’intégrité du réticulum endoplasmique et la fonction mitochondriale. Dans les LAM, ils 

favorisent la prolifération tumorale. Inhiber ces contacts avec un shVDAC1 a montré une amélioration 



 

77 
 

de la survie dans des modèles de xénogreffe de LAM (Bosc et al., 2020). Les contacts entre réticulum 

endoplasmique et mitochondries participent aussi à l’homéostasie du fer (Karmi et al., 2021; Xue et 

al., 2017). En effet, leur rupture entraine une accumulation de fer dans les mitochondries. Nous pour-

rions alors imaginer un échange entre les deux compartiments. L’augmentation de cette protéine 

pourrait alors induire un renforcement de ces contacts en réponse au stress mitochondrial et en par-

ticulier permettrait de réguler ce cofacteur essentiel au maintien de l’activité OxPHOS. En complé-

ment, CISD2 trouve une implication dans le contrôle du stress du réticulum-endoplasmique (Huang 

et al., 2018) qui lui-même induit l’expression d’hepcidine (Vecchi et al., 2009). La régulation de cette 

hormone par CISD2 affecterait alors la disponibilité en fer systémique.  

L’ensemble de ces observations témoignent d’un rôle déterminant de la voie de synthèse des Fe-

S. Ces motifs sont le carrefour dans l’activité de nombreuses protéines impliquées dans la biosyn-

thèse des hèmes (FECH), la survie cellulaire (réparation ADN, réplication), les contacts entre réticu-

lum endoplasmique et mitochondrie (CISD2), le contrôle de l’ouverture du pore de perméabilité mem-

branaire (CISD1) ou encore le métabolisme (ACO, SDH). Cibler cette voie d’utilisation du fer par ELT, 

induit de la mort cellulaire dans les cellules de LAM et pourrait alors permettre une rémission des 

patients. 

 

II. Les macrophages régulateurs de la disponibilité en fer ? 

 

Le microenvironnement leucémique est un soutien connu de la résistance thérapeutique dans les 

LAM. Même si plusieurs mécanismes permettant d’expliquer comment les cellules du microenviron-

nement contribuent à la chimiorésistance ont déjà été mis en évidence (Méndez-Ferrer et al., 2020; 

Raghavan et al., 2021; Stuani and Sarry, 2020; Tabe and Konopleva, 2014), de nombreuses études 

sont encore nécessaires. Le fer étant indispensable à la prolifération et à la survie des cellules leu-

cémiques, il est nécessaire de comprendre comment les cellules leucémiques s’approvisionnent en 

fer. 

Au cours de mon projet j’ai donc mis en évidence que le pré-conditionnement au busulfan qui 

éradique les cellules du compartiment médullaire murin réduit la concentration en fer mitochondrial 

dans les blastes leucémiques (Figure 42). Les cellules présentes à proximité des cellules leucé-

miques permettent donc d’augmenter le contenu en fer mitochondrial des cellules de LAM. Ayant 

montré que le fer est enrichi dans les cellules résistantes (Figures 32, 33, 34), cet ion non synthéti-

sable provient nécessairement d’une source proche. Les macrophages peuvent recycler le fer des 

érythrocytes sénescents et des débris cellulaires. L’augmentation de la coloration de Perl’s en ré-

ponse à l’AraC peut être liée à une augmentation du nombre de macrophages (Figure 33). Ces ma-

crophages peuvent provenir d’une prolifération dans le tissu ou d’une augmentation de leur recrute-

ment. Dans les expériences de co-culture in vitro, nous avons observé que les cellules de LAM aug-

mentent le nombre de macrophages de phénotype M0 et M2 laissant penser qu’ils favorisent la pro-

lifération de ces deux types de macrophages (Figure 43). Il serait alors intéressant pour valider cette 

hypothèse d’évaluer la prolifération de ces cellules avec un marqueur de prolifération cellulaire et 

l’expression des cytokines impliquées dans la prolifération ou la survie des macrophages (CSF-1, IL-

34). Des expériences de milieux conditionnés provenant de cellules leucémiques permettraient 
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d’identifier, par des techniques de protéomique ou métabolomique, et de confirmer qu’un facteur exo-

gène sécrété par les cellules leucémiques participe à cette augmentation du nombre de macro-

phages. Le phénotype des macrophages M0 obtenu dans ces expériences de co-culture in vitro est 

très proche du phénotype des macrophages M2 (Figure 43A). Pour mener des analyses compara-

tives entre ces deux différenciations, il serait nécessaire d’ajuster le milieu de culture utilisé. J’ai utilisé 

un milieu IMDM pour la culture des macrophages car j’avais pour objectif de cultiver par la suite, les 

cellules de LAM avec des macrophages issus des patients LAM. Or, dans la littérature, le milieu utilisé 

pour cultiver les macrophages est le RPMI 1640. Le milieu IMDM contient le double de glucose ainsi 

que des concentrations en acides aminés plus importantes. Le métabolisme pouvant influencer la 

polarisation des macrophages, les composants des milieux ont pu affecter celle-ci en faveur du phé-

notype M2. Cependant, malgré les limites évoquées, les macrophages de phénotype M1 induisent la 

mort des cellules leucémiques de la lignée U937 tandis que les macrophages de phénotype M2 per-

mettent une meilleure résistance à l’AraC (Figure 44 A). Les macrophages de phénotype M2 sem-

blent alors protéger de la mort induite par chimiothérapie. 

Enfin, pour étudier le microenvironnement nous avons regardé l’impact de l’AraC sur les macro-

phages dans des modèles de PDX et CLDX. In vivo, nous observons une modulation de la polarisa-

tion en macrophages en réponse à l’AraC. Il y a une augmentation du pourcentage de macrophages 

de phénotype M2 avec des modifications des cytokines présentes dans les sérums (Figures 45C, 

46). Cependant, le modèle utilisé, un modèle immunodéficient NGS muté pour le récepteur à l’IL2γ 

ne permet pas une analyse exacte et représentative de l’immunité. En effet, cette mutation inactive 

les lymphocytes B, T et NK mais affecte également l’expression de plusieurs interleukines expliquant 

partiellement le fait qu’aucune cytokine de la famille des interleukines ne soit modulée en réponse à 

l’AraC in vivo (Figure 46). La validation dans un modèle immunocompétent exprimant la protéine de 

fusion MLL-AF9 driver de LAM et établi dans un fond génétique C57/BJ6 est nécessaire. 

Dans ce projet j’ai observé également que l’effet d’ELT n’est pas spécifique des cellules de LAM 

mais je n’ai pour le moment pas exploré son impact sur les cellules du microenvironnement. Il serait 

important d’analyser la contribution du fer dans les cellules normales. En effet, cet ion est indispen-

sable à la différenciation hématopoïétique. J’ai observé dans des données préliminaires réalisées sur 

les cellules de quatre patients LAM et un patient sein, cultivés en méthylcellulose avec ELT 5 et 10 

µM, une diminution des colonies de phénotype granulocytique en faveur des monocytes dans les 

cellules LAM. Cette altération de la différenciation hématopoïétique n’a pas été observée sur les cel-

lules issues du patient sein. Ces données sont à compléter mais suggèrent qu’aux drogues utilisées 

ELT a peu d’effet sur le compartiment normal. 

Ces observations, montrent que les cellules de l’environnement médullaire sont déterminantes 

pour le contenu en fer des cellules leucémiques suggérant un dialogue entre cellules. L’augmentation 

des macrophages de phénotype M2, riches en FPN et donc capables de reléguer du fer dans le milieu 

environnant suggère une participation de ces cellules qui reste à approfondir. J’ai observé dans les 

expériences de polarisation in vitro que le taux de fer mitochondrial lors de la co-culture diminue dans 

les macrophages et augmente dans les blastes leucémiques (Figure 44). Ainsi pour établir un vrai 

dialogue nous pourrions imaginer de cultiver les macrophages avec un fer traçable (fluorescence ou 

isotope) avant la mise en co-culture. Ainsi, après co-culture nous pourrions observer si le fer intégré 
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dans les macrophages est présent dans les blastes leucémiques pouvant valider un échange entre 

les deux types cellulaires. 

 

III. Cibler le fer mitochondrial : une cible thérapeutique prometteuse pour les pa-
tients porteurs de la mutation p53 ? 

 

Les patients porteurs de la mutation p53 sont classés dans un risque défavorable. Malgré un 

faible nombre de patients mutés pour p53 dans la cohorte utilisée dans cette étude, ceux-ci font 

exclusivement parti de ceux qui ont bien répondu à la combinaison (Figures 47F, 47G). Ainsi ces 

données pourraient offrir de nouvelles opportunités thérapeutiques pour ces patients. 

Cette susceptibilité à la combinaison entre AraC/ELT suggère que ces mutations confèrent un 

métabolisme du fer mitochondrial particulier leur permettant de résister aux thérapies actuelles. Il est 

décrit dans la littérature que les gènes FXN, ISCU, FDXR et HAMP sont régulés par p53. La FXN et 

ISCU sont impliquées dans la synthèse des Fe-S (Lacroix et al., 2020). Nous pourrions alors identifier 

dans le contexte de la LAM comment et si les mutations de p53 modifient l’homéostasie du fer mito-

chondrial. Pour cela nous disposons, par établissement de collaborations (S. Skuli, Université de 

Pennsylvanie ; S. Boettcher, Boston), des lignées cellulaires de LAM modifiées par approche 

CRISPR pour exprimer les mutations anti-sens de p53 (Boettcher et al., 2019). Nous pourrions dans 

un premier temps valider la susceptibilité de ces modèles aux molécules connues pour diminuer le 

fer mitochondrial (ELT et ironomycine). Ainsi nous pourrions caractériser les dérégulations de l’ho-

méostasie du fer mitochondrial liées à ces mutations in vitro et in vivo. Des expérimentations prélimi-

naires ont montré que les cellules mutées pour p53 diminuent l’expression des ferritines cytosoliques 

et augmentent la ferritine mitochondriale. La FTMT en complexant le fer permet de protéger le stress 

oxydatif induit par une quantité exacerbée de fer. En particulier elle protège de l’induction de la fer-

roptose. Des études ont montré que p53 réprime le transporteur de la cystéine SLC7A11 nécessaire 

à la ferroptose (Jiang et al., 2015). La perte de fonction de p53 associée à la mutation conduirait à 

une activation de cette voie. Ainsi, l’induction de FTMT protégerai de la mort induite par l’activation 

de la ferroptose. ELT ciblerait d’une part l’expression de la FTMT et la ferroptose induites par la 

mutation de p53 restaurant la sensibilité de ces cellules aux chimiothérapies actuellement utilisées 

en clinique. 

 

IV. Cibler le fer mitochondrial une stratégie thérapeutique à adapter ? 

 

Nos travaux et ceux de nombreux groupes ont montré que la mitochondrie participe à la résis-

tance aux chimiothérapies des cellules de LAM. Dans ce contexte, nous montrons plus spécifique-

ment que les cellules résiduelles après traitement à l’AraC augmentent leur contenu en fer mitochon-

drial (Figure 34). Ce fer participe directement à la biosynthèse des hèmes et des Fe-S nécessaires 

pour maintenir l’activité « high OxPHOS » des cellules résistantes (Figure 38). Ce travail a montré 

que l’augmentation du fer mitochondrial avec AraC est également liée à une augmentation de la 

synthèse de l’hème et des Fe-S (Figure 35). Le ciblage du fer mitochondrial avec ELT améliore la 

réponse à l’AraC in vitro et in vivo (Figures 39, 40). Cependant, en association avec Ida, un effet 
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antagoniste a été observé (Figure 39B, 39C). Des études ont reporté que les anthracyclines, peuvent 

interagir avec les séquences d’ARNm de liaison d’IRP1 (Kwok and Richardson, 2002). Ainsi, cette 

interaction conduit à une régulation de l’homéostasie du fer. Par celle-ci, les cellules ne parviendraient 

plus à répondre au stress induit par ELT. Ainsi en traitement concomitant, ELT pourrait permettre 

d’éradiquer les cellules résistantes à l’AraC mais l’association avec une anthracycline pourrait enlever 

le bénéfice de cette association. La mauvaise combinaison thérapeutique pourrait alors participer à 

l’échec de l’essai clinique de phase II en association avec la chimiothérapie intensive selon le modèle 

« 7+3 ». 

Le fer mitochondrial pourrait également participer à la résistance au Vénétoclax, inhibiteur de 

Bcl-2 utilisé dans le traitement des LAM. Nous avons observé dans des analyses de séquençage 

d’ARN en cellule unique, que la ferritine chaine lourde FTL est enrichie avec des sous-unités du 

complexe I dans les cellules résistantes au Vénétoclax+AraC in vivo (Bosc et al., 2020). ELT ciblant 

ces voies, nous pourrions envisager de l’essayer en consolidation de traitement Vénétoclax+AraC. 

Son utilisation après chimiothérapie Vénétoclax+AraC pourrait cibler les voies impliquées dans la 

résistance au traitement de première ligne et améliorer la rémission des patients. Des chercheurs de 

l’institut Curie et de Melbourne ont identifié que l’Ironomycine, un dérivé de la Salinomycine, sé-

questre le fer dans les lysosomes diminuant son apport à la mitochondrie. Cette molécule augmente 

le recrutement mitochondrial des protéines pro-apoptotiques Bak et Bax et améliore la sensibilité au 

Vénétoclax (Garciaz et al., 2021). A contrario, des résultats préliminaires indiquent que ELT ne sen-

sibilise pas la lignée au Vénétoclax in vitro et in vitro (données non montrées). Or, ELT peut se lier 

à Bax empêchant son recrutement à la mitochondrie (Spitz et al., 2021). Il semble alors que l’activa-

tion de Bak et Bax soit indispensable à la sensibilisation des cellules au Vénétoclax par un chélateur 

de fer. Il pourrait alors être intéressant d’étudier les différences dans le mécanisme d’action de ces 

deux molécules qui pourraient avoir des usages ciblés complémentaires. Par exemple, j’ai montré 

que ELT pourrait être utilisé pour guérir les LAM mutées pour p53 de très mauvais pronostic dans les 

LAM. 

L’ensemble de ces observations indiquent qu’il est nécessaire d’adopter une stratégie thérapeu-

tique adaptée aux mécanismes de persistance pour éradiquer les cellules résistantes aux thérapies. 

En effet, l’essai clinique de phase II d’ELT en association avec la chimiothérapie intensive a été avorté 

à cause d’un manque de bénéfice pour les patients. Il se pourrait que l’association dans cet essai 

avec Ida+AraC, par le biais de l’antagonisme entre Ida et ELT, ait inhibé le bénéfice qu’aurait pu 

procurer la molécule. L’accès aux données du nouvel essai EPAG-2015 qui utilise ELT en consolida-

tion de la chimiothérapie intensive mené par le French innovative leukemia organization (FILO) per-

mettra de définir si ce schéma thérapeutique améliore le bénéfice clinique d’ELT (Annexe 2). De 

même cet essai mené sur 115 patients permettra de vérifier la relevance clinique des mutations iden-

tifiées pour prédire la réponse à la combinaison AraC/ELT (IDH2, FLT3-TKD, p53) en traitement 

d’échantillons issus de patients ex vivo. 
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Conclusion 

 

De nombreuses études démontrent aujourd’hui l’importance du métabolisme énergétique et 

de l’adaptation mitochondriale dans la résistance aux thérapies. Les cellules leucémiques possèdent 

une flexibilité métabolique qui leur permet de soutenir un métabolisme oxydatif accru en réponse à 

un stress tel que celui induit par l’AraC. Cependant, cette activité oxydative nécessite l’apport de 

cofacteurs dont aujourd’hui l’implication est encore peu documentée. Le fer est un cofacteur essentiel 

au transfert d’électrons et au transport de l’oxygène indispensables à l’activité oxydative des cellules. 

Les mitochondries ont un rôle central dans le métabolisme de cet ion. En effet, l’insertion du fer dans 

les hèmes et les protéines Fe-S se réalise dans cet organite. Cet ion ne peut être synthétisé par les 

cellules, la majorité de celui-ci est recyclé, en particulier par l’érythrophagocytose des macrophages. 

Même si plusieurs études ont montré qu’une chélation du fer affecte la survie des cellules cancé-

reuses, l’implication de celui-ci dans la réponse aux stress causés par les chimiothérapies n’est pas 

caractérisée. A ce titre, nous avons émis l’hypothèse que le fer mitochondrial pourrait participer au 

maintien de l’activité mitochondriale nécessaire à la survie des cellules aux chimiothérapies actuelles 

et que l’apport du fer pourrait être régulé par les macrophages. 

Nous avons observé que les cellules résistantes à l’AraC augmentent leur synthèse de Fe-S 

et hème indispensables à la synthèse des ETC et des cofacteurs nécessaires pour maintenir une 

activité mitochondriale élevée. ELT, en chélatant le fer mitochondrial inhibe ainsi l’adaptation mito-

chondriale des blastes leucémiques en réponse à l’AraC. En revanche, le statut mutationnel des cel-

lules semble définir leur sensibilité à la combinaison entre AraC et ELT. Nous avons ainsi établi que 

les cellules mutées pour IDH2 sont résistantes à cette thérapie alors qu’elle offre de réels espoirs 

thérapeutiques pour le traitement des patients mutés pour p53 et FLT3-TKD. Cette découverte sug-

gère que ces mutations modifient l’homéostasie du fer mitochondrial. Ces données seront complétées 

avec l’étude en essai clinique EPAG-2015 (Annexe 2). 

Nous avons alors confirmé que le fer dans les cellules leucémiques provient du microenviron-

nement. De plus, l’AraC modifie la polarisation des macrophages de la moelle osseuse vers un phé-

notype M2. Ce phénotype permet de résister à l’AraC comparé aux macrophages de phénotype M1.  

De plus, en co-culture les macrophages diminuent leur quantité de fer suggérant qu’ils pourraient le 

céder aux blastes. 
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L’objectif de ce travail était de mieux caractériser les dérégulations de l’homéostasie du fer 

dans les blastes leucémiques. Notamment, je me suis intéressée à la régulation du fer mitochondrial 

dans les blastes résistants à l’AraC. Ainsi, l’ensemble de ce travail a permis de définir que le fer est 

essentiel à la survie des LAM et à l’adaptation mitochondriale des cellules en réponse à l’AraC. Cibler 

le fer pourrait alors être une solution d’avenir dans la prise en charge des patients. Ceci est notam-

ment le cas, pour les patients mutés pour p53 qui arborent un métabolisme du fer mitochondrial ré-

organisé leur conférant une résistance à l’AraC qui pourrait être contournée par l’association avec 

ELT.  

L’ensemble de ce projet permet aujourd’hui de mieux définir les dérégulations de l’ho-

méostasie du fer liées au traitement et à la résistance à l’AraC et indique que cibler ce méta-

bolisme du fer pourrait améliorer significativement la réponse au traitement des patients at-

teints de LAM (Figure 48). 
 

 

Figure 48: ELT inhibe la persistance à l’AraC des blastes leucémiques. (A) L’AraC modifie l’homéostasie du fer mito-

chondrial. Le traitement à la molécule augmente le contenu en fer mitochondrial avec une augmentation de la biosynthèse 
des hèmes, des protéines NFS1 et ISCU impliquées dans la biogénèse des Fe-S (ISC) et de la ferritine mitochondriale. 
L’ensemble de ces mécanismes supportent l’augmentation des capacités oxydatives et permettent la persistance des cel-
lules (B) L’ajout d’ELT, chélateur du fer mitochondrial, inhibe cette utilisation du fer et par conséquent son utilisation pour 

l’adaptation mitochondriale en réponse à l’AraC. Cette molécule permet alors l’induction de la mort cellulaire des cellules 

persistantes. 
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Annexes 

 

Annexe 1 : Différenciation des macrophages in vitro, expression des marqueurs 

 

 

Phénotypage des macrophages in vitro. Les macrophages obtenus par différenciation in vitro sont caractérisés pas l’ex-
pression de marqueurs en cytométrie de flux. Les données suivant le profil induit représentent l’intensité de fluorescence 
du marqueur. (A) HLA-DR, (B) CD14, (C) CD16. Les marqueurs des macrophages M1 (D) CD80 et € CD192) et ceux des 

macrophages M2 (F) CD163, (G) CD206. 
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Annexe 2 : Essai clinique EPAG-2015 
 

 

Essai clinique EPAG-2015. L’essai clinique du FILO dont d’inclusion des patients est terminée depuis l’an dernier com-
prends 115 patients traités par chimiothérapie intensive consolidée par ELT ou un placébo. Au diagnostic des cellules, 
sérums, ARN et ADN sont conservés à la Filothéque et le suivi clinique des patients se fera sur 6 ans. 
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Résumé : 
 
Les leucémies aiguës myéloïdes (LAM) sont des hémopathies malignes très hétérogènes. Le traite-
ment de première ligne associe la cytarabine (AraC) et une anthracycline. Même si ce traitement de 
référence est efficace, le taux de rechute reste élevé et est supérieur à 50% dans les 5 ans suivant 
la chimiothérapie intensive. Il est alors indispensable de mieux connaitre les mécanismes impliqués 
dans la persistance des cellules de LAM à ces traitements. Le métabolisme mitochondrial joue un 
rôle déterminant dans ces mécanismes de résistance. En particulier, les cellules résistantes à l’AraC 
présentent une phosphorylation oxydative exacerbée. Cependant, les cofacteurs indispensables au 
maintien d’une activité mitochondriale élevée ne sont pas connus. Dans ce contexte, nous étudions 
l’implication de l’homéostasie du fer dans la résistance thérapeutique et la contribution du microenvi-
ronnement médullaire dans l’apport en fer aux cellules leucémiques persistantes et résistantes. Dans 
ce projet, nous avons montré qu’Eltrombopag (ELT), un agoniste de récepteur à la thrombopoïétine, 
chélate le fer mitochondrial ce qui conduit à l’ouverture du pore de perméabilité mitochondriale et 
donc à la mort par apoptose des cellules leucémiques. Son association avec AraC in vitro et in vivo 
restaure la sensibilité des cellules à cet agent chimiothérapeutique. Nous avons alors démontré que 
le fer mitochondrial est augmenté dans les cellules résistantes à l’AraC et que son accumulation 
entraine une augmentation de sa contribution aux machineries de synthèse des motifs fer-soufre et 
des hèmes. La chélation du fer mitochondrial par ELT a permis d’établir que cette homéostasie du fer 
mitochondrial accrue participe à l’augmentation de la biogénèse mitochondriale, des activités de la 
chaine respiratoire et du cycle de Krebs (aconitase) et au maintien de la capacité à augmenter la 
consommation d’oxygène en réponse à l’AraC. Cependant, nous avons observé que seulement 60% 
des échantillons de patient traités ex vivo répondent à cette association thérapeutique. Les analyses 
des caractéristiques mutationnelles des échantillons testés a permis de définir certaines mutations 
(p53 et FLT3-TKD) pour lesquelles cibler l’homéostasie du fer mitochondrial pourrait donner un réel 
espoir thérapeutique. Nous avons alors observé que le contenu en fer des blastes leucémiques est 
régulé par le microenvironnement médullaire. En particulier, le traitement à l’AraC in vivo modifie la 
polarisation des macrophages de la moelle osseuse vers un phénotype M2. Des cocultures entre 
blastes leucémiques et macrophages montrent que les macrophages de phénotype M2 protègent de 
la mort induite par l’AraC alors que les macrophages de phénotype M1 induisent de la mort des 
cellules leucémiques. Ce projet a mis en évidence l’importance de l’homéostasie du fer dans le main-
tien de l’activité mitochondriale élevée impliquée dans la résistance thérapeutique des cellules de 
LAM à l’AraC. Nous avons de plus montré le rôle du microenvironnement médullaire dans l’approvi-
sionnement en fer des cellules leucémiques. L’ensemble de ce travail ouvre la porte à une meilleure 
compréhension des mécanismes de résistance, ce qui devrait conduire au développement de nou-
velles opportunités thérapeutiques dans le traitement des LAM.  
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