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Modulation de la sensibilité
aux glucocorticoides

dans les leucémies aigués
lymphoblastiques

Pyr3, un nouvel outil thérapeutique ?

Souleymane Abdoul-Azize!, Isabelle Dubus!,

Jean-Pierre Vannier!?

> Les leucémies aigués lymphoblastiques
(LAL) sont des proliférations malignes des
cellules des lignées lymphoides. De fagon
générale, 85 % des cas de patients atteints
de LAL correspondent a une atteinte de la
lignée lymphoide B, les cas d’atteintes de
la lignée T étant plus rares. Les LAL sont les
cancers les plus fréquents chez I'enfant,
représentant environ un tiers des cancers
pédiatriques et 75 %
des leucémies de
Penfant [1] (=P).

La prise en charge
des patients atteints de LAL repose sur
des protocoles de chimiothérapie dans
lesquels les glucocorticoides (GC) ont une
place importante. Bien que des progrés
considérables dans le traitement de cette
maladie maligne aient été observés au
cours des derniéres années, ces proto-
coles sont confrontés a un phénomeéne
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de résistance responsable, chez environ
20 % des patients, d’une rechute [2]. Les
patients montrent une plus forte résis-
tance aux GC en comparaison avec ce qui
est initialement observé [3]. Pour prévenir
la résistance et améliorer la sensibilité
aux GC dans le traitement des tumeurs
malignes lymphoides, plusieurs nouvelles
associations de médicaments avec les GC
sont actuellement testées. C'est dans ce
contexte que I'association de la molécule
Pyr3! aux GC a été évaluée in vitro.

Pyr3, un inhibiteur du canal TRPC3,
inhibe la signalisation cellulaire des
cellules leucémiques

Pyr3 est couramment utilisé comme
antagoniste sélectif de TRPC3 (tran-
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sient receptor potential canonical 3),
un canal calcique. Il permet d’inhiber
les influx de calcium ainsi que la signa-
lisation cellulaire liée a ce canal, la
croissance et la mort cellulaire [4].
Dans les cellules non-excitables telles
que les cellules sanguines, I’épuise-
ment des pools calciques intracel-
lulaires active les canaux calciques
membranaires a I'origine d’un influx
calcique appelé SOCE (store-opera-
ted Ca’* entry) [5]. SOCE est, depuis
peu, considéré comme une cible dans
la lutte contre les tumeurs [6]. Des
défauts de signalisation de SOCE
contribuent en effet au développement
de plusieurs maladies malignes chez
’lhomme, notamment les leucémies
lymphoides aigués et chroniques [7].
Dans des lignées de cellules leucé-
miques, mais aussi dans des cellules
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Figure 1. Effet synergique entre glucocorticoides (GC) et Pyr3 sur la survie des cellules leu-

cémiques. Le co-traitement par des GC et Pyr3 de cellules de leucémies pédiatriques aigués

perturbe la signalisation calcique intracellulaire indispensable a la survie de ces cellules. Cette

modulation calcique engendre une perte du potentiel membranaire de la mitochondrie suivie par

une production importante des ROS (reactive oxygen species). Il en résulte un arrét de la phase

G2/M du cycle cellulaire et une augmentation de la mortalité cellulaire par apoptose.

primaires de patients atteints de leu-
cémies, nous avons observé que Pyr3
blogue non seulement la libération du
calcium a partir du réticulum endoplas-
mique, mais également 'influx calcique
via les canaux calciques membranaires
de maniére dose-dépendante. Cette
diminution du calcium intracellulaire
induite par Pyr3 est corrélée a une dimi-
nution significative de la croissance
des cellules leucémiques et aboutit a la
mort cellulaire [8].

Pyr3 altere la signalisation cellulaire
des glucocorticoides dans les cellules
leucémiques

La signalisation calcique est un régu-
lateur clé impliqué dans la survie des
lymphocytes. Des altérations de cette
voie de signalisation ont été décrites
dans de nombreuses maladies telles que
les leucémies lymphoides chroniques
et aigués, impactant ainsi la réponse
thérapeutique [9]. Cependant, le rdle
de ’homéostasie et de la signalisation
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du calcium dans la mort cellulaire ou
dans la sensibilité et la résistance aux
glucocorticoides reste controversé. De
précédentes études des effets des GC sur
la signalisation calcique ont apporté des
résultats contradictoires. Dans certains
cas, une augmentation [10], et dans
d’autres, une diminution [11] des influx
et des concentrations cytosoliques de
calcium ont été observées dans plusieurs
types cellulaires. Ces résultats contra-
dictoires pourraient étre dus a la nature
des lignées cellulaires utilisées dans ces
études.

Nous avons exploré Ieffet des GC sur
la signalisation intracellulaire des cel-
lules lymphoblastiques provenant des
patients atteints de LAL. La technique
d’imagerie calcique nous a permis de
montrer que, premierement, les GC
mobilisent la signalisation calcique
dans les lignées cellulaires de LAL
(lignées Nalm-6 et Reh) mais aussi
dans les lymphoblastes primaires de
patients. Cette augmentation du cal-

cium intracellulaire est liée a la mobi-
lisation des réserves correspondantes,
suivie par un influx calcique dd a la
mobilisation des réserves extracellu-
laires via I’ouverture des canaux mem-
branaires. Ces résultats renforcent donc
I’hypothese selon laquelle les GC ampli-
fient la concentration intracellulaire
du calcium. Dans un deuxiéme temps,
nous avons montré, et ce pour la pre-
miére fois, que la signalisation calcique
induite par les GC est significativement
diminuée en présence de Pyr3, I'inhibi-
teur du canal calcique TRPC3 [8].

Pyr3 agit de maniére synergique avec
les glucocorticoides pour induire la
mort des cellules leucémiques

L'effet anti-leucémique des GC passe tout
d’abord par Iactivation du récepteur des
glucocorticoides, suivie par la transloca-
tion de celui-ci dans le noyau. Le récep-
teur des glucocorticoides interagit alors
avec les éléments de réponse aux GC pour
activer les protéines pro-apoptotiques ou
inhiber les protéines anti-apoptotiques
a travers la voie mitochondriale. Afin de
renforcer I’effet anti-leucémique des GC,
nous avons exploré "action d’un traite-
ment associant Pyr3 aux GC sur la survie
des cellules de LAL. Nous avons observé
que I'association des GC et de Pyr3 dimi-
nue significativement la viabilité des cel-
lules LAL de fagon dose-dépendante. €n
combinaison avec les GC, Pyr3 déclenche
une activité anti-leucémique de fagon
synergique et non additive. En effet, Iin-
dice de combinaison? entre les deux médi-
caments est nettement inférieur a un [8].
Lexploration des mécanismes pouvant
réduire la viabilité des cellules LAL suite
au traitement combiné GC et Pyr3 a per-
mis de faire quatre observations : (1) un
arrét du cycle cellulaire en phase G2/M ;
(2) une quantité importante de cellules
apoptotiques en phase sous-G1 ; (3) une
dissipation du potentiel transmembra-
naire mitochondrial ; et (4) une forte

% Le théoreme de I'indice de combinaison (IC) Chou-Talalay
fournit une définition quantitative de I'effet additif (Cl = 1),
de I'effet synergique (Cl < 1) et de I"antagonisme (Cl > 1) dans
les combinaisons de médicaments.
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production de ROS (reactive oxygen spe-
cies) [8]. ensemble de ces phénomenes
conduit a 'apoptose cellulaire (Figure 1).

Conclusion

Ces résultats suggerent qu’il est possible
d’améliorer la sensibilité des cellules
leucémiques aux glucocorticoides en
associant ces derniers avec d’autres
molécules comme Pyr3. Notre étude
démontre en effet pour la premiére fois
une action synergique entre Pyr3 et les
glucocorticoides sur Iinduction de la
mort des cellules de lignées cellulaires
leucémiques et les cellules primaires des
patients atteints de leucémies, notam-
ment celles qui sont normalement cor-
tico-résistantes. Pyr3 présente ainsi un
bénéfice thérapeutique potentiel qui
pourrait permettre d’inverser la résis-
tance aux glucocorticoides dans les
LAL pédiatriques et probablement dans
d’autres tumeurs lymphoides malignes.
Des études in vivo chez la souris sont
désormais envisagées. ¢
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