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Les leucémies aigués myeéloides (LAM) sont des hémopathies malignes hétérogenes
déclenchées, dans la plupart des cas, par des anomalies génétiques (mutations, translocations

ou inversions). Elles se caractérisent par un blocage de la différenciation de aans
progéniteurs ou précurseurs hématopoiétiques (blastes) et leur prolifération clonale
incontrélée provoquant leur accumulation dans la moelle osseuse. Le traitement actuel de ces
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rémission complete (RC) (définie morphologiqguement comme une moelle osseuse normale

avec moins de 5% de blastes). Cette RC est obtenue chez ungonité des patients mais plus
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appelle maladie résiduelle mesurable (MRD)Celleci a été mise en évidence grace au
développement de technologies performantes et sensibles tels que la cytométrie en flux multi
paramétriqgue et la PCR en temps réel (QPCR) permettant ainsi la détection de profils
ABAGDPOAOCOET T 1 O ubstadsbciéd adid LEM B ce@iur] plusieErfimécanismes ont

été décrits pour expliquer la présence de cette MRD. Cellepeut étre causée par une résistance

au traitement de certains sousclones leucémiques (anomalies génétiques intrinseques leur
conférant une résistance ou un phénotype quiescent) ou par la présence de cellules souches
leucémiques (naturellement quiescentes). Le systeme immunitaire pourrait également jouer

un rble en induisant la quiescence de certaines cellules les rendant résistantes aux
chimiothérapies conventionnelles, ou en contrélant leur croissance tumorale par
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de certains composés mais font abstraction du rdle de la réponse immunitaire dans ces
processus du fait de leur immunodéficience. De plus, aucun modéle murin de MRD leucémique
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chimiothérapie.

Ainsi, le but de cette these a été de deévelopper un modéle murin syngénique et
immunocompétent de MRD leucémique suR @D OET AT O T O 111 T A CiTA 7
WT1 est un des rares antigénes décrits dans les LAM atauréponse lymphocytaire cellulaire

et humorale dirigée contre cette protéine a été décrite chez ces patients. La création de ce
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spécifique de celuici dans la persstance leucémique.

Pour développer ce modéle nous avons, dans un premier temps, caractérisé phénotypiquement

et génotypiquementdessousAl T 1T AO EOT 17 O AA T A TECTiT A 1 AOAI I
LAM de type myélemonocytaire chez des souris immuocompétentes C57BL/6J. Dans un
deuxieme temps, certains souslones ont été sélectionnés pour leur sensibilité a la cytarabine

et transfectés de maniére a exprimer stablement une protéine fluorescente (ZsGreen) en
association ou non avec la protéine WT1.rin, ce modele de MRD leucémique a été obtenu en
modulant la quantité de cellules leucémiques injectée ainsi que la cinétique et la dose
ABET EAAOETIT AA 1T A AUOAOAAET As ,A -23 A i0i 00
par qPCR (expressiorZsGreen et/ou de Wtl) dans le sang et la moelle osseuse des souris

survivantes grace au traitement.

Nous avons ainsi générer un modéle murin syngénique et immunocompétent de MRD
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Development of a syngeneic and immune mouse model of acute

myeloid leukemia and me asurable residual disease expressing or not
7EI 1 O6 4gérei O p

Acute myeloid leukemia (AML) is a genetic disorder leading to a blockade of differentiati@nd
a clonal expansion of hematopoietic progenitors or precursors (called blasts) which accumulate
in the bone marrow and then invade the blood stream. Conventional treatment relies on the
use of chemotherapy agents (cytarabine in combination with an ahtacycline) to eliminate
leukemia cells and achieve complete remission (defined as normal bone marrow morphology
with less than 5% blasts). This complete remission is achieved in a majority of patients but
more than 50% of them will relapse several monthafter the treatment. These relapses indicate
the presence of residual leukemic cells after treatment, known as measurable residual disease
(MRD). It has been highlighted by the development of efficient and sensitive molecular biology
technologies such as mlti -parameter flow cytometry and reattime PCR allowing the detection
of AML-associated expression patterns and genetic abnormalities. Several mechanisms have
been described that can explain the presence of this MRD. It may be caused by the resistance to
treatment of certain leukemic subclones (resistanceconferring mutations or quiescent
phenotype) or the presence of leukemic stem cells. Finally, the immune system could also
induce the quiescence of certain leukemic cells rendering them resistant to cational
chemotherapies, or control their growth leading to a state of equilibrium between their
proliferation and lysis. Several AML mouse models allow the study of leukemogenesis and the
testing of new therapeutic agents for leukemic cells eradication. ddvever, they are mostly
based on the transfer of human leukemic cells in immundeficient mice and do not provide
information about the role of the immune system in the leukemic cell survival, sublonal
expansion or persistence. Moreover, there is still m available leukemia MRD mouse model

allowing the study of leukemic cell persistence after chemotherapy treatment.

According to these findings, the aim of this thesis was to develop a syngeneic and immune
competent mouse model of leukemia MRD overexpresgjrnor not the Wilms' Tumor 1 (WT1)
gene. The WTL1 protein is described as an antigen associated with AML and is targeted by
specific lymphocyte cellular and humoral responses in AMhffected patients. Creating a

syngeneic and immunecompetent leukemia MRD mase model overexpressing or not this



antigen will allow determining the role of this specific immune response in the cancer cell

persistence.

To set up this model, we first phenotyped and genotyped sutiones isolated from the murine
C1498 leukemic cell Ine able to induce a myelemonocytic AML in immunecompetent
C57BL/6J mice. In a second step, certain suttones were selected for their sensitivity to
cytarabine treatment and transfected to stably express the fluorescent ZsGreen protein with or
without the WT1 antigen. Lastly, the MRD mouse model was obtained after modulation of
various parameters such as the amount of leukemic cells administered, the kinetics and
injection doses of chemotherapy. The leukemia MRD was monitored by flow cytometry
(expression of the ZsGreen protein) and by reatime PCR (expression of th&sGreerand/or

W11 genes) in the peripheral blood and the bone marrow of treated and surviving mice.

Thus, we generated a syngeneic and immussmmpetent leukemia MRD mouse model useful to
study the immune mechanisms involved in the persistence of leukemic cell after treatment and

to test new (immune)-therapeutic strategies targeting these residual cells.
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_ _ . EZH2: Enhancer of zeste homolog 2
ARNmM: Acide Ribonucléique messager
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ELN: European Leukemia Net leucémies
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INTRODUCTION



Chapitre 1: Les leucémies aigues
myeloides et la maladie résiduelle
mesurable
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l. LES LEUCEMIES AIGUESYWELOIDES UNE HEMATOPOQIESE
BOULEVERSEE

Eiil AOT b1 at OA AOO | dirérebtdsCétapes perdeaftant 18 mvdiriticd del A O

1 6ET T 11T OO0A érEasdsurénfen aprfiiritiia Aroduction et lerenouvellement contrdlés de

Qu

toutes les cellules sanguinegérythrocytes, leucocytes ethrombocytes). En effet, ces éléments
figurés du sang sont éphémeéres, avec une durée de vie plus ou moins longue allargukdques
heures pour les leucocytes & envirop ¢  ET OO0 BT OO0 1 A0 Eiil AOEAC

nécessaire de renouveler en permanence les différentes lignées sanguihes.

Chezl & (T | Ipfotesshdsdébutedéslespremiers mois de la gestationpul la production des

cellules hématopoiétiques se faitau seinde structures particulieres du sac vitellin appelées

«ilots sanguins». A ce stade du développemensont uniqguement produits des érythrocytes
nucléésb OT AOEOAT O A Aextia-énibiyénhalpd, 11 TA ED Akérhafopoidge primitive.

Afin de remplacer cette hématopoiése primitiveles premiéres cellules avec des propriétés
sousA0 O1T 10 OA Ai OAdkdiobibth-©@mbiyannabddapieléeA@MDdouk frte-

Gonades et Mésonéphros A partir du troisieme mois de grossessd, A OEOA AA 1 8Ei [ £
a nouveau changer. En effetes cellules a caractére soucheont migrer vers le foie £G GeAla

rate en empruntant les voies sanguineset ces organesont assurer A OAT AEO EOONOGS

moelle osseus€MO) soit apte aproduire les différentes lignéescellulaireshématopoiétiques.?

Aprés la naissance] 6 Ei | A O $ebdéraule @ sein des organes hématopoiétiques dits
primaires que sont lamoelle osseuse et le thymudn effet, la production et& maturation de la

plupart des cellules sanguineont étre assurées par la moelle osseuse des os du fémur, du
sternum, des cotes, des vertébres ou enadu bassin. Le thymus vassurer spécifiguementla
différenciation et la prolifération deslymphocytesT.Les lymphocytes Bhaifs vont, quant a eux,

migrer de la moelle osseusevers les organes lymphoides secondaire®l que la rate,sites
permettant | AOO AAOQOEOAOQEIT I Al AAO AA maidRabskiTlduAEOOA
différenciation en plasmocytes ouymphocytes B mémoiresDe plus, la rate et le foie peuvent

étre des sitesAOOOOAT O | & &iramAd@ibim® lera Goidikion de stressi | OO A8 Ol
ET ZAAQGET 1T 130 A601T AAT AAO

Il existe une hiérarchiecellulaire précise AO OAET AA 1T A 1 Tukisdulkypd OOA C
cellulaireest0 1 61T OECET A AA Ol @ &hue sduchehénma@m@yae (GSA) 1 Ol
#AOOA #3( DI O0O0T AA AT T 1T A 1 6AT AEQONTQhrertihAafioodnk 1 1 O
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A0 AA AE&EE OAT AEAOEIT DPAOIi AOOAT O AET OE 1 A DOI
i AET OEAT A8 Ol AlaaiffeeActatidor va Aelfaire éh (pl8sieurs étapes puisque les

CSH vont donner naissance aux progénieO0O | OI OEDBT OAT OO AUAT O A/
renouvellement restreintes qui vont se différencier en cellules progénitrices engagées dans une

lignée sanguine. On retrouve ainsi les progéniteurs comuims lymphoides les progéniteurs
communs myéloideset les progéniteurs de la lignée érythoide et mégacaryoblastique Ces
différents progéniteurs vont continuer a se différencierpour donner les précurseurs qui eux

mémes vont terminer cette différenciation afin de constituer toutes leslignées sanguines

matures (Figure 1). Ces cellules hématopoiétiques matures vont, une fois produites, passer

AAT O T A AEOAOI AGETT OAT COET A PIi OO AOOOOAO 1 AD
en constante évolution surtout concernant les étapes de différenciation et de aturation des

progéniteurs communsl4

cellulaires. Pour ceh, il existe une régulation importante du devenir des cellules
hématopoiétiques. Dovent-elles entrer en quiescence owproliférer ? Faut-il privilégier | 8 AOOT
renouvellement des CSH et des progéniteurs ou la difenciation en cellules matures? La

réponse a cesquestions est rendue possible grace aumicroenvironnement de la niche
hématopoiétiqueAT I BT 01 A A6 OT A 1 AOCOEAA A a2dloidirdsAceliulési A E O A
OAT COET AOh 1 007 1T AUOGAOGK 1 i Okl Adatlnddir® denbrdoeix AT Al
mécanismes de contrdleCelava dd 6 E T O Adivebtd ddttelcéllules a des signaux solubles
(cytokines) AT DAOOAT O PAO 1 @b eaAseriptibn aGtizantiou rdpAmarEAed O A
maniére spécifique des genes cibles. Cegermet ainsi de déclencherla réponse cellulaire
adéquate.ll faut retenir que le microenvironnement de la niche est un systeme complexe qui
1T6A0O0 DPAO EEXT h AEINOCADADIARO AIO 1T A Oi ¢cOI ACET 1
Ai i i OT EAAOCETT OA MEAEO i CAT AT AT O AAT O 16A000A
influencer la niche.Un défaut dans ces mécanismes extrinséque ou intrinseque a la cellule va

Ei PAAOAOT IOOBOEA AO DPAOO T ATAO U AAO Ai Ol OAO/
leucémies aigués myéloidegLAM). Il est AOE T O GénGisEqDeE les cellules leucémiques
peuvent comme les cellules saines modulda niche hématopoiétique a leur avantagafin que

celeAE AAOEATT A Z£AOI OAAT A AO Ai OAd 1 PPAT AT O AA |
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cellules matures dans la circulation sanguine. (Les fleches en pointillées indiquent que plusieurs stades
de maturation existent entre les deux niveaux de différenciation mais ne sont pas tous présentés sur ce

schéma contrairement a la fleche pleine)nspiré de Rieger et Schroeder, 2012.
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|. B. 1.LES PREMIERES DES@RIONS DE LEUCEMIES

Dés le début du ®e¢siécle, plusieursécrits relatent decas pouvant correspondre a des patients

atteints de leucémie. Acette époque,les médecins font essentiellement des descriptions
cliniques etla présenceA 6 OT A 1 AOAT AU OlioGdurs QidyhogtiGuEdcdnmeétak E O

I A AA QO fectighEQI8AL, le chirurgien# O1 1 AT AT AOEO 1 A Asérdn AS O1
du sang était blanc, exactement la couleur et la consistance du haiet le sang présentait un

dépot blanc «formant comme un nuage a la surface’ Quelques années plus tard, en 182% |

francais Alfred Velpeaudécrit chez son patient des fievres, une asthénigt un sang épais se
demandant «<O8 E1 T A OBACEOOAEO BAOOBEOD ABRADAAT NBA
Plus tardivement, en 1845, John Bennetiécrit de maniére plus préciseun cas de leucémie a
Edimbourg caractérisé parun sang anormal commeprécédemment décrit, associé a «n
élargissement massif du foie, de la ratet des ganglions lymphatiques constaté lors de

1 8 AOQGIABOIE Méveloppement du microscope, les scientifiques ont pu constatete

Ai Oi NOEI EAOA AT OOA 1 AOCAT AUOAO AO Ei Il AOEAO8 #¢
Allemand, \irchow, emploiera pour la premiere foisle terme de « weisses blup pour sang blanc

et en 1847, il proposa le motleukamie» pour nommer cette maladie sanguinel.e professeur

. AOGI ATT EEO T A TEAT AT OOA 1T AO AEAT CAI Alol©OO AA
sanguineAAT O T AO ATTi1 A0 pyxm8 %l pyxyh EI AET OOAO

types lymphatiques et spléniques, les leucémies myéloidés.

I. B. 2.GENERALITES

Le terme «leucémie» signifie doncle «sang blanc», cela étantdue a une infiltration massive

du sang par des cellles hématopoiétiques immatures N OGS 1T T A b tolsilestyfoesdld A OOA

lignées sanguines peuvent étre touchés, ainsi,on retrouve des leucémieslymphoide ou

myéloide selon le progéniteur ouprécurseur atteint. De plusOAT T T 1T A OAPEAEOQOi A

maladie, on vaOOEIT EOA O 1 A GigudNdD Ald dardariiAeAl@ Hed®mieAaiguéva se

développer rapidement et le fort pourcentage de cellules immaturegnvahissantla moelle

osseuse etle sang vatrés vite empécher1 A 1T T AT T A T OOAOOA ABAAA
ENO

hématopoiétique tandis que lors du développemerA 8 OT A 1T AOGAi i EA AEOI 1

de cellules maturesgpeut subsister et assirer un certain nombre desfonctions physiologiques?

Cet encombrement et ce dysfonctionnement de la moelle osseuse vont étre révélés par

différents signes et symptébmes chez les patients. E@rincipaux signes observés som une

fatigue durable et ¥ A AEI ET OOET 1T AA 16871 OAO <cCcili OAl AA
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i OOAOI AEOAO Ol dnénie IdRA OO Asal BAO0 OA AA Al i DA TOWIGERD BT 1a
myeélopoiese quant a elle, entraine une leucopéniequi est source de fragilités face aux
infections 10 La thrombopénie peut entrainerdesse CT AT AT 00 ABAAOOEAD bl O
hémorragies notamment au niveau nasat gingival., ®ET £AET OOAOEIT 1T AA AE EA
cellules leucémiques est un phénomene pouvant étre observé et egipelé leucostase.Ces

blastes peuvent envahir I 68 AT OAT Al A , depeddanidars Aertaln® cas lesystéme

nerveux centralet les poumonspeuvent étre touchés. Ceont desA A Qirgghéevitale a traiter

en priorité car les symptdmes sont deshémorragies cérébralesou encore desdétresses

respiratoires.11

Les LAM sont des hémopathies malignes hétérogenes caractérisées par une prolifération
incontrollée de progéniteurs ou précuseurs myéloides(blastes) associée a un blocage de la
différenciation de ces blastesLe développement des LAM est un processus complexe et multi

étapes aucours duquel des anomalies génétiques successives voahférer des avantages
compétitifs vis-a-vis des autres cellules hématopoiétiquesLes nouvelles techniques de
séquencage ont permiA A | AOOOA AT 1 OEAAT AA 1 8Ei Oi OT Ci 11 E
différents sousclones leucémiques chez un méme patieit. De plus, des analysede
phylogénie des leucémies ont permis de montrer une évolution de ces clones durant la maladie

et au cours du traitement!3 Cette hétérogénéitécellulaire et cette évolution clonalerendent le
traitement de ces patients complexes et participent a la persistance de certains setlenes

responsables des rechutes.

a. Epidémiologie
, 6 ET AEAAT A A -aéife @ ngmbre die ndudedu®d@par an pour 100 000 habitants est

de 2,6 pour les hommes et de 2,3 pour les femmen France avec un total de 2791 cas en 2012

ABAPOT O T AOG ATT117 Ad4 Cet@ inGderad AsD simlatré auk )dennées
européennes. Cette hémopathie est considérée commeuncdndo D1 OOEO OAOA AGA
RARECARE mettant le seuil & 6 nouveaux cas par an pour 000 habitants?5, 8 YCA [ 1 AEAT

survenue de la maladie est de 71 ansgeciindépendamment du sexe.

En effet, lerisque de développer une LAMaugmente excessivemenA O A A . Und &fugel
rétrospective entre 1980 et 2012 a montrée 01 OAO@ AGET AEAAT AA COEI b
cas/100 000 habitants/an pour les femmes et les hommes de plus de 85 ans, respectivement
(Figure2.) I OB ACEO A6OT A EiiTPAOEEA AA T A PAOOITT,
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FIGUREZ2 - INCIDENCEDES LAMDANS LA POPULATIONFRANCAISEEN FONCTI . $% ED!' %
DU SEXETiré del O OEI AOGETT 1T AOETTAI A AA 18ET AEAAT AA AAO
Récemment, des études ordécriti A D OiT OAT AA A8 OT Ael Eii IRAdéshdsaiCAA
individus sans désordres hématopoiétiquesCelleci est caractérisée pat 8 A@DABOET BRI 1T 1
hématopoiétique possédant des anomalies génétiques particulieres pouvant prédisposer au
développement de maladies cardvasculaitesmAEO AOOOE AGBET | deguieStErEA O |
Al 0O0i 1 AGET T AOAA T168YCA TiAEAT AA Ai OA1 1T pPAIT Al
Le nombre de cas par an a quasiment triplé en 30 ans, il est passé de 531 cas en 1980 a 1381 en
¢npg8 #AAE OG6A@oPI ENOA Al DPAOOEA DADesiéhkide@EAET |
i CAT AT AT O NOA 1T A OOOOGEA 1 A Oanddedipatientsiall diagnastidh O E
puisque pour les personnes de moins de 45 ans, la survie a 5 ans est de 60% tandis que pour

les personnes de plus de 65 ans, la survie est de moins de 2(Big(re 3).
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personnes atteintes de cancer en France métropolitaine, 198813. Partie 2z Hémopathies malignes».
17

b. Les facteurs de risque

Il existe des facteurs de risque pouvant étre assosié@ la maladie.) 1| O8 AqQea® A A
génétiques,de facteursenvironnementaux AADAAT AO AGET AOGEOA AAO 1|1
pouvant augmenter le rigjue dedévelopper une leucémiepu encorel 87 OT 1 OOET 1T Ad

hémopathie en leucémie aigué

(1) Les facteurs génétiques
Lesmaladiesgénétiques constitutionnels sont des facteurs de risque pouvant étre associés au

développement de LAMet concerrent surtout cellesA A 1 8. ARauBices@éfauts génétiques,

on retrouve :

- Des syndromes associ®a une anomalieimpactant les mécanismes de réparation de
| aBide désoxyribonucléique (ADN) telle queld AT i i EA AA &AT AT T E

- Des anomalies touchant des génesuppresseurs de tumeur comme le syndromee Li-
Fraumeni oula neurofibromatose;

- Des syndromes caractérisés par une destruction de la moelle osseuse dont la
neutropénie sévere congeénitale ou encore la thrombopénie congénitale

amegacaryocytairefont parties.
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(2) Les facteurs environnementaux
Plusieurs facteursenvironnementaux sont régulierement associés a des risques accrus de

développerune LAMi AEO DPAO Adi OOAAO 111 O00ATO T A 1T EAT A
AA 1T68EiT 11T DAOEEA HeAdtues brAwlidéedtainsfadtd O @h AA OEONOAI
cas de:

- ,8A@Db1 OEOEIT 1T A O aontpremidredreldfion icdtiseddifed ©dié posée

aprés les bombes nucléaires d&agasakiAO ( EOT OEEI A AT pwtuv 11

hémopathies malignes a nettement augmentéeéCeci a été corroboré par différentes

étudesNOE OB ET Oi OAOOAEAT O TT OAITTATO U AAO Al
nucléaire et montraient un risque accru de déveloper une LAM?®, 8 AOCI AT OAQEI
OEONOA AOO pPOI PT OOETTTAITTA U 1T A AT OA AA OA

-, 6 Agtibriaux benzénes est également mise en cauwsans ledéveloppementdesLAM.
Plusieurs études se sont intéressées aux travailleurs exposés a différentes doses de
benzéneet il en estressorti un risque augmentéde développer une LAMnfluencé par
1A Al OA A% A@gbi OEOEI I
solide, peut induire le développement de LAMCe type de LAM induitesoncerne jusd®
10 a15% des cas!® La plupart du temps ces patients ont recu un agent alkylant d¢a
leucémiese développedans les 5 a 1@ansqui suivent le traitement du premier cancer.
Pour une plus faible proportion de patients ils ont recu un agentciblant la
topoisomérase Il commenotamment la doxorubicine qui entraine des réarrangements
AA 1 pouvdntrapidementAi AT AT AEAO 1T A Ai OAMandBRAd5AT O A
anspost-traitement).

- Il existe aussi des LAM dites secondairese sont degpatients qui vont développer une

OU une neutropénie congénitale sévere. Les patients ayant développés un syndrome
myeloprolifératif ou myélodysplasique peuvent également voir leumaladie progresser
et se transformer en LAM&!

- Enfin,1 8 d@$ risques de développece type de leucémidd OO OT A AOCI AT OAOE
En effet, on observe une hausse A 1 A A£O0i NOAT AA A8 AT dvdclAd EAQADh A

qui vont participer au développement de cette hémopathie maligni:22
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l. B. 3.LA LEUCEMOGENSE

I 1 gede BET | A QT physialdgiGui, processus hautement organiséaboutissant a la
production des cellules hématopoiétiques matures on retrouve une hiérarchie au sein des

cellules leucémiqueskn effet, € £A&F OAT OAO 1 OOAAOG 1 1cdluléihitiattc®i 1 & A
de la leucémie(LIC). Celleci peut étre une CSHayant subi des modifications génétiques
induisant sa transformation en cellule souche leucémique (CSay un progéniteur/ précurseur

modifié ayantrécupéré des propriétés soucheg3.24

Le développement leucémique est un processus complexe et medtiapes au cours duquel une

cellule hématopoiétique (CSH, progéniteurs ou précurseurs) va acqueérir une anomalie
génétiqgue Iui conférant un avantage compétitif. Certains cherdhO OO DA Oe AT O
hématopoiese clonalepré-leucémique prédisposant a développer une hémopathie maligne

, 6 AAAOGI O1 AGET T AA 11 OOAI |ledsdtedédlenchek le ddedppenienti O E N
de la maladie. Ces altérations génétiques modifient des genes impliqués dans de nombreuses

fonctions telles que la régulation épigénétique, la différenciatiopt la prolifération cellulaire

a. Les anomalies et aberrations impligué es dans laleucémie
Depuis quelgues annéedes techniques de séquencage se sont fortement développées et ont
DAOI EO Ad As icanfaissarké3surl lés anomalies moléculaires des LAM. Les
réarrangementschromosomiques et les anomalies moléculaireislentifiées dans les différents
sous-clones de ces patientsont des facteurs pronostics importans et font partie des analyses

réaliséesau diagnostic

Une ancienneclassification de ces modifications génétiques selon le modéletwo-hits »,
considérat que le développement de la maladie repa@st sur la collaboration de deux groups

AB AT T 1 Lles andn@ies de classe | accaamt un avantage prolifératif et de survie aux
cellules hématopoiétiqguespar la mutation de genes impliqués dans des voies de signalisation
de classe | quant a ellesjmpactant des génes impkjués dans la différenciation eti 8 AOOT
renouvellement des cellules tels que des facteurs de transcripbn ou des cefacteurs2s
Cependant,es récentes études de séquencagiu génome etdel 8 A @1 I A oAtAontré | -
ABAOOOAO | OO0A Gdudhainthotamimanbiesddyilafedrépigénétiquesrendant les

LAM plus complexegjue le modeéle« two-hits » proposé précedemment26

I 1T 6EADOA Aef2000 Altdtidhé diffEeréne<ant été détectéesdans une cohorte de

200 patients atteints de LAM avec une récurrence importante de la mutation de 2@nes dont
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DNMT3AFLT3 NPMJ, IDH1etIDH20uencoreWTL1 Lesanomalies génétiquesont regroupées

en 9 catégories qui sont legacteurs de transcription fusionnéesles génes suppresseurs de
tumeurOh 1T AO Ci 1T A0 DPAOOEAE b Aelg&he NPMIlehs activiat€uEs dd vAIO E T 1
de signalisation, lesagents épigénétiques modifiant la chromatine, les facteurs de transcription

les génes du complexe de la cohésineehd 1 67 FEOOACA

Enréglegénérala 1 AO AOOT AEAOGET T O AA [ OOAOQET-tlgssdni T O O
spécifiques et suggérent une collaboration fonctionnelle notamment la mutation GATAZ2est

toujours retrouvée associée a une mutation du ger@EBPA! | & E lesinAt&ionA des génes

TET2 IDH1 ou IDH2 sont mutuellement exclusives sans doute entrainent-elles des

conséquencedonctionnelles convergentes(Figure 4).

RUNX1 "40% | MLL-PTD "25% KIT 25% | NRAS 20%

ASXL1720% | DNMT3A ~20% No drivers FLT3ITD "35% Cohesin® ~20% | ASXL2 ~20%
- Noiclaes FLT3TKD ~15%

SASF2720% | STAG2715% | 1pH2™2 106 3% 1(15;17)(q22;21); PML-RARA 5 ZBTB7A 20% | ASXL110%

NRAS 15% | FLT3TD ~15% | | DNMT3A 70% 13% WT1715% EZH2°5% | KDM6A 5%

MGA "5% DHX1575%

1(8;21)(q22;922.1); RUNX1-RUNX1T1
7%

5%
TET2°15% | BCOR 10%
U2AF1710% | PHF6°10%
ZRSR2°5% | SF3B1°10% NRAS "40%
EZH275% KIT "35%
Chromatin-spliceosome inv(1 5)@13-102529){ CBFB-MYH11 FLT3-TKD 20%
13% KRAS15%
— t(v;11923.3); X-KMT2A KRAS "20%
TP53 mutant - 1 4% NRAS "20%
chromosomal aneuploidy® :
10% 1(9;22)(q34.1;q11.2); BCR-ABL11% FLT3-TD "70%
1(6;9)(p23;q34.1); DEK-NUP214 1% KRAS "20%
(5;11 .2;p15.4); NUP98-NSD1 1% FLT3-1TD "85%
PSIOPA Datam % i : 3 ):1'335 26p 2);¢ :smz MECOM 1% -
GATA230% inv(3Y(q21.3¢26.2); ,
NRAS “30% Other rare fusions 1% NAAS 30% | KRAS 15%
WT1720% 1(3;5)(q25.1;q935.1); NPM1-MLF1 PTPN11-20%| SF3B1 20%
CSF3R "20% 1(8;16)(p11.2;p13.3); KAT6A-CREBBP GATAZ 15% | ETVe -15%
NPM1 mutant 30% 1(16,21)(p11.2,q22.2); FUS-ERG PHF6 15% | RUNXT ~10%
t(10;11)(p12.3;q14.2); PICALM-MLLT10 BCOR-10% | ASXLT 10%
DNMT3A "50% | FLT3-ITD "40% | Cohesin® "20% [ NRAS "20% 1(7:11)(p15.4,p15.2); NUP98-HOXA9 NF1-10%
o
IDH1715% | IDH2"'"~15% | PTPN11°15% | TET2715% 1(3;21)(q26.2,q22); RUNX1-MECOM

FIGURE 4 - ANOMALIES GENETIQES ET COOPERATIONFREQUEMMENT RETROUMES
INDUISANT LE DEVELOPEMENT LEUCEMIQUE. AO COAT AAO Al AGOGAOG ABATT I A
associées a des mutations de genes indiquées dans les tableaux asspaiési que la fréquence de ces
anomalies. Tiré de Dohneet al.,2017.27

(1) Anomaliesactivatrices de la prolifération

De nombreuses voies de signalisation contrblant larolifération et la survie des cellules
hématopoiétiqgues sont dérégulées dans les LAM. On retrouve notamment des récepteurs a
domainetyrosine kinase,et des membres de la famille RAS.8 AT 071 OAOET 1T AA AAO

des mutations, des surexpressionsalgenedels queles récepteurs FLT3 ou KIT

(a) Mutations du géne FLT3
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FLT3 (FMSlike tyrosine kinase 3) est un récepteura tyrosine kinaseexprimé de maniere
physiologique par les cellules souchest progéniteurs hématopoiétiques et son expression

diminue au cours de la différenciation.La liaison de son liganddéclenche des voies de
signalisation impliquées dans la proliférationet la survie cellulaire.La surexpressiondans les
échantillons de LAMde FLT3a été confirméau niveau ARNet protéines28De plusEl  O8 ACE O
des genes les plus fréquemment muté dans les LAM avec envitB d es patients touchés par

deux types de mutations On retrouve des mutations faux-sens au niveau du domaine
ABAAOEOAQEITT | 4+%$Qq Aéenihdem @TOPdudhadD Edioh ixtaET OA O
membranaire mais conservantle cadre de lecturenormal. Le premier type de mutation est
retrouvé chez 5 a 10% des patients et le secormbncernec v U ocuv b AAO 223 AA
AOGO OAOA NOBOT DAOEAT O DOITDAIFOATKD. LesAnutétidnis A | C
induisent une phosphorylation constitutive de ce récepteur epar conséquentune activation

des voies de signalisation en avalPI3K/AKT, RAS/MAPKet JAK2/STATY. La mutation

touchant le domaine juxtamembranaire AT OOAyT A O1T Ai £ZAOO AAT O
| AAOEOAQET 1 &AthosideAkina®ss1& LesOdutatidons sontplus couramment
associées aux LAMJe novoet sont trés instables au coursAA 1 687 O 1 OOET T AA

DOEONOS O1T A 1 OO0 A patieAts perbaie @ mutatidh AL T3 1ED@ntre le diagnostic
et la rechute33 Cesconstatations laissent supposerque ces mutaéions sont des évenements
secondaires de la leucémogenés® A A E A Ellés ndl fedvent a ellesseules induire une
leucémie La présence de la mutation FLT3ITD est de trés mauvais pronosticpour ces

patients.34

(b) Mutations du géne KT

Le géneKIT code pour un récepteur transmembranaire dont la fxation de son ligand, le SCF

(Stem Cell lactor) entraine une dimérisation une phosphorylationde celuicietli 8 AAOEOAQET
voies de signalisation induisant la prolifération, la survie, lamigration et la différenciation

cellulaire. Son expression physiologique décroit au cours de la difignciation des cellules

souches eprogéniteurs hématopoiétiques3s! 1 8 EAAT OE N O A FLARcBlledciOA OET 1
entrainer une activation constitutive du récepteur c-KIT. Onretrouve des mutations touchant

la partie extracellulaire, juxtamembranaire et également le domaine tyrosine kinase
cytosolique du récepteur. Les mutations du gene&IT sont peu fréquentes dans les LAM et
concernent majoritairement les patients donc ls génes du facteu de transcription CBF (Core

Binding Factor) sont altérés(inv16 ou t(16;16)(p139g22)) ou les LAMprésentant unetrisomie

du chromosome4. 36
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(c) Mutation des genes RAS

La famille des oncogénes RAS peuveng dier aux guanines et également a de nombreux
récepteurs menbranaires tels quec-KIT et FLT3 etparticip ent ainsi aux différents processus

mis en jeu par ces récepteurs tels que la prolifération da survie. Il existe trois genefRASdont

ARO@ Adudsord@tfouvés mutés dans environ 10% des LAM A 1 & pbut Q-RABAL

5% pour le géneK-RAS7 Ces mutationsfaux-sensAT OOAET AT O OT A ET AAOEOD
enzymatique desGTPass (hydrolyse des guanosines triphosphatesyie ces oncogenes et par
conséquent induisent une activation constitutive dd&RASet dessignalisationsen avalentrainant

une prolifération accrue et une apoptose diminuée 6 AAOEOEOT AAAOOAT OA AA

par les mutations des récepteurs FLT8t c-KIT en amont38

(2) Anomalies entrainant un blocage de la différenciation
%l DBl OO ABAI Oi OAOEIT 1 ® sohticardctbrisdephari ukeAccani@tier deh 1 /
AAT 1 01 A0 Ei i A ondbdage ddi@ifbeleaciation. Oellekifest impactée soit par la

s o~ A £ s oA

présencede mutations de génesu de protéines de fusion interférant AAT O 1 8 AAOEOEQ

genes Les acteurs de la différenciation hématopoiétiquecouramment touchés sont CEBPA
(CCAAT enhancer binding protein alphaPU1 et RUNX1

(a) Altérationsdu géne CEBPA
CEBPAest un facteur de transcription ayant un role essentiel a jouer dans la différenciation
puisqO Gdstiretrouvé faiblement exprimé dans les CSHmas1 1 O | 6 AGPDOAGQOET 1
donne lieu a la formation de deux isoformes protéiqueh | dee @2kHa (kilo daltons) (isoforme
p42) et une secondetronquée en partie Nterminale au niveau dudomaine de transactivation
de 30kDa (p30) ayant un effet dominant négatif Ce @ne est muté chez environ 5 a6 des
patients leucémiques dont la plupart présentent une LAM aytogéenétique normale.3® Deux

types de mutations existent la premiére touche la partie NDAOI ET AT A AT OOAET

PDOi i AOOOIi AA T A OOAAOAOEIT T bOjclleddst@dsocie®uné 6 A A4
prolifération augmentée et une altération de la différenciion. La seconde mutation altére les
AAPAAEOI O AA TEAEOIT U 16!s$s. A0 idtefmindlE DansdE OAOE

majorité des cas, les patients présentent les deux types de mutatioebacunesur un alléle du

gene suggérant un réle copératif de ces mutations au cours de la LARA.

= s o~ oA N

$6A000A0 171 AATEOI AO AiTTAT O U 1 6ETUgANGEEBRAOET 1

notamment une hyperméthylation de son promoteurqui est principalement retrouvé dans les
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LAM a inversion 16 et a translocation t(15;17)ou encore la répression dda protéine CEBPA
par la protéine de fusion AML1ETO41.42

(b) Anomalies du gene AML1 (RUNX1)

Le geneAMLL1 (également connu comme RUNX1, CBFA@)de pourune des sousunités du

Al T Pl AgA #" & NOE EI OAOOEAT O AAT O 16Ei 1T AOI BI
ménent & la formation de 3 isoformes RUNX1ZaRUNY A D1 007 AAT O O1 66 1T A £
AEIT 1 OE OA QOET rais Add Adionst @ednjnales différentes impliquant des fonctions

[e}]]

cellulaires variées.Des expériences sur des souriBML /- ont montré son réle indispensable

puisque ces souris ne développent pas de systéme hématopoiétique et meurent rapidemient

utero.43 Quant aux sourisAMLI"-, ellesmontrent une prolifération clonale des CSH et une
diminution de la différenciaton A A 1 8 AT Olijriéds héfnatdpBi€iquesEn effet,le facteur

de transcripton ! - , p OiT COI A 1 8AGPOAOCOETT 4 &Bigle 1aCOAT /
myélopéroxydase, IeGMCSH Granulocyte Macrophage Colony Simulating Factor) ou encore

les chaines duTCR(T Cell Receptor, chaines] h 1 h) via la Bo®pération de facteurs de
transcription (CEBPA, PU.1,-MYB).44

Les anomalies de ce géene le plus freguemment retrouvées salds translocations chez les

patients atteints de LAMde novoou développées apres traitement, mais existe égalementdes

mutations ou des amplifiations de AMLL1 La translocation la plus courante est la

Oj wvN¢pQqj NggNN¢ggq OAOOT OOiI A AATO v U pmnb AAOG
fusion composée en DA O ET AT A A3 OTEAOebeh Giériidale AcOAMICL?? Célte

protéine de fusion interféere avec la protéine AML1 et inhibe son activité. De plus, elle est
AAPAAT A ABET EEAAO 1 6A@bOAOSdaIld factkuk deGranschiponT T O 4
AMLIAO DBAOO i CAI Al AT O Oi ¢OI A OquéBCRX@E esAsOréxprimé A S A
ET EEAAT O AE%+©OE 1 6ADPI DOI OAS8

(c) Altérations du gene PU.1

PU.1 est urfacteur de transcription important dans le développement des lignées mygides
AO T Ui PETl aAAOG8 .1 OAI T AT Oh EI 0Oi ¢cOi AcDithd&BD OAOC
récepteur au MCSF (Macrophagé&olony Stimulating FRctor). Les souris PU.1-ont un défaut
AA 1 8Ei il AOT bl at OA AOGAA OT A AAOAT WodytesCH ébdal A A
différenciation des cellules myéloides est bloquée précocemeftDes mutations du génd”U.1
sont retrouvées dans 7% des casle LAM et cela induit une inhibition des interactions
DOl Oi ENOAO AGAA '-,p 10 *5. AO PAO AilO0i NOAT O
son activité estinactivée par la présence deorotéines de fusion quesont AML1-ETO etPML-
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2 | 2jyxtaposant le génePML (romyelocytic leukemia)etleC1 T A RpORAADPOAOO U

rétinoique) 47249

(3) Anomalies de génes participant au cycleellulaireetU 1 8 AT DOIT O
#1T 1T A T100 16A0TTO 006 bOirdguldndla iplliféaton MADOAET
AE £F OAT AEAOGETT DAOOGAT O AOI EO A MGG ABOXOO GAITOME d AKX
cas de la protéine de fusion AML%64/ NOE DPAOO ET EEAAO 16API BDOI O

BCL:2 (B Cell Lymphoma 2)Nous avons également vu les protéines RABuvant étre mutées

et donc constitutivement actives, cecientrainant une prolifération accrue et une apoptose

s~ A X

cycle cellulaire ou altérer les mécanismes apoptotiques, tels que le gene suppresseur de tumeur
p53etle geneNPM1

(a) Altérations du géne p53

p53 est un facteur de transcriptionqui intervient dans la réponse au stress cellulaire en

inhibant ou activant des génes cibles impliqués daris8 AOO8 O AO AUAI A AAT 1 Ol
AA Oi DAOAOET/bu ABRA 1156ABSCEME @A Bmbreux autres cancersdes

délétions et des mutations sont retrouvées dans environ 10% des LAM secondaires ou induites

aprés un traitements! Elles sont souvent associées a des caryotypes complexes, ou des
monosomies et sont de trés mauvais pronostiques. Cedtérations entrainent une perte de

Al TAOETITO AA AA CciT A AOOAODAAA Al @A I B OTOEA AATAC
16!%. 8

(b) Mutations du gene NPM1

Le geneNPM1(Nucleophosmin 1) code pour une protéine chaperonne exprimée de maniere
ubiquitaire et qui navigue entre le noyau et le cytoplasme. Celt® intervient dans la formation

AOG 1 8A00ATI Al ACA AAO Oposiq@iprindipalémerit duicydoplaskev@O AT O P
le nucléole en condition physiologique. De plus,NPM1 est également impliqué dans la
régulation del 8 ADT DOT OA pgoB. BAdffdt, & dOndifloA basale, NPM1 est lié & ARF

dans le nucléole permettant a MDM2 de cibler p53teainsi permettre sa dégradation par le

DOl Oi AOT i1 As %l OAOAT AEAh AT AAO AA OOOAOO AA
dissociation du dimére NPM2ARF et une relocalisation vers le noyau ou ils vont séquestrer
-$-¢ 1 AEOOAT O AET OE bPuo | EAOA Aduxyclk Geludife,ld AO ¢
Oi PAOAOGEIT AA 16%8$. AOF¥T O 18ADPI DOT OA
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Des mutations du gene NPM#&ont retrouvées chez environ 30% des patients atteints de LAM

au diagnostic2’ Cellesci entrainent un changementdans lemotif du signalA6 A@D1 00, 1T OAI
quimeneadl A Ai 11T AAT EOAOCEITT AA T A DPOI Oi ETA OGAOO 1
son réle nucléaire>* De plus, sa présence cytoplasmique lui permdt I OAT I AT O ABEIT
1 6ADPT BDOT OA AT T EAT O OPiBREZENOATI ATO 1 A0 AAOGPAO

(4) Anomaliestouchant la régulation épigénétique

En plus des différentes voies de signigation accadant un avantage polifératif, une résistance
U 18ADPT POT OA 1T 6 AT AT OA AT TNOATO T A 1 AOGRAOET I
les patients atteints de LAM. Cellesci peuvent étre des mutations de genes régulant la
i i OEUI AOET TET2ADMY, IDE20$DNMT3A0 T O ABGAOO0OAO POT AAOGOOO
de la chromatine ou des histonegmutations des genesASXL1EZH2ou des génes de fusion
impliquant MLL).

@- OOAOCEIT T O Oi cOI AT O T A 1171 OEUI AOE
, A 171 OEUI AOETT AA 16!$. AOO Oi AT EOTI A AO 1 AET
DNMT3A et DNMT3BCes derniéresarticipent ainsiauAT T OOET A AA 1 6 A@DOAOO

= s o~ A

différenciation.’s Un autre AAOA OO Oi COI AT O 1 Aestil i6GE WERGEET T A,
participe a la premiéere étape du processus de déméthylation achif
0] Mutation du géne DNMT3A
Le geneDNMT3A(DNA méthyltransférase 3Axode pour uneenzyme qui participeau maintien
du statut de i i OEUI AOET T AA 16! $. AT AAQOI OEAIADO Al A
méthylcytosine en formant un homo ou hétéro-tétramere avec la protéine DNMT3I(Figure5).
Des mutationshétérozygotesrécurrentes de DNMT3Asont retrouvées chez environ 20% des
patients atteints de LAMet touchent principalement le domaineABT OAOAAQET étleAOAA

domainecatalytique, ceci entrainantuneA Ei ET OOET 1T AA | FAAOEDHEGs A A
AA PAOGEAT OO 1 066i 6 PIi OO AA cit T A Adci AT 6A AT .
OAOAIT AT O OAOOTI OOT A AAT O TAO , 1 - AA 16ATEEAT O I

études récentes montrent une corrélation entre les celluke leucémiques mutée DNMT3Aet
une hypométhylation des régions des genddOX(Homeobox), génes essentiels a la régulation

A® Uiel OA |

AA T16Ei T AOI Pl a1t OA AT 10 16ABPOAOCOET I

étude anotamment montré une réactivation du geneMEIS1(Myeloid ecotropic virus insertion

site 1) OEA 1 6EUDI T 7T OEUI AOET T EI1BN\MEIDAn favduOdelldA O 1

leucémogenéseEn effet, MEIS1 est un facteur de transcriptiok | D1 ENOi AAT O 1 6 Ei
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et un cofacteur de génedHOX® Les étudesA A 1 8 ArbdpsAnationispar séquencage ont

montré que les mutations de ce gene sont des événements précoces de la leucémogenese

(ii) Mutation de TET2
TET2 (Ten eleen translocation 2) est une enzymeajoutant un groupement hydroxyle au
AAOAT T A 5-méthkléyddind (5-mc), ceci est également réalisé par les enzymes TET1 et
TET3. Cette premiere étape du processus de déméthylatioaboutira apres plusieurs étapes
intermédiaires au remplacementde 5-hmc en unecytosine nonrméthylée. Des mutations de ce
géne sont détectées dans 7 a 23% des cas de LAM selon les étagdesduisant aune inhibition
de son activité catalytique. Ces patients présenteune diminution du taux de 5-hmc (Figure 5)
et plusieurs étudesin vivoont montré N O 8 @liération du géne(délétion ou ARN interférence)
était inductrice de la leucémogenéseia | aigmentation de la prolifération etla maintenancede
| a@to-renouvellement des cellules hématopoiétique§z63 Ces mutations sont considérées
comme des événements précoces dans le processus leucémique, notamment piiréed A1 1 A0 O
retrouvées chez 10 & 20% des cas de MDMPNetNOG E1 A 7 Oi | dekeBeddiaul 6 ADE
cours de la transformation en LAM®4 De plus, ces mutations sont égateent retrouvées chez
des patients présentant une hématopoiése clonaj@é-leucémique®s Le rble pronostic de ces
i OOAOCEAGG HMAO HOIT 6061 AO 1 AOG i OOAAON abteiiu@dsT O B/
résultats trés hétérogeness.67

(iii) Mutation des génesIDH1/2
Les enzymes isocitrates déshydrogénases 1 ets@nt des acteurs du métabolisme permettat
I'A AT T OAOOGET 1T 1 @UAAGaDArate\(AKG) ngdesddirda Fa@roduciidn de 1
NAPDHpour la synthesedes lipides et des nucléotidesCes genes sont fréquemment mutés
dans les LAM atteignant les 2@0% et surviennent spécifiquement au niveau des arginines
R132 pour IDH1, et R140, R172 pour IDHZes mutationsentrainent une diminution de la
formation de 4 -KG et un gain de fonctiopermettant la conversion A A | -tétoglutarate en 2-
hydroxyglutarate (2-HG)(Figure5)., 8 AAAOI Ol Aobdérhétabolitdfest Aéfe@able dans
le sérum des patients m@i O BT OO0 1 8 01 fAidant AcAD unbidria@ue@ies A O
LAMSs # AO | OOAOQEIT T O ET EEAAT OTETXeA dglldmOri @shistohdsU U A (
déméthylasesentrainant une hyperméthylation A A 1 & de$ histoAeS® Ces mutations ont
pour conséquence undéfaut de différenciation des cellules hématopoiétiques et une
AOGCi AT OACETT AAO AAI1 OI AO O1 OAEAO AOri1 O POI Ci |
leucémiques? Le role pronostic de ces mutationseste controverséD OE ONOS E1  OAT Al A
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OAOEAAEI EOi Ai PAT AAT O AA 1 A bOi Bskiedefes tlchart | I E O,
les génesFLT30uNPMIh A A ouledcatelddi site mutationnel0.71

DNMT3A

Cytosine

—TEF s-HydroRjimetyieytosine

Isocitrate — a-cétoglutarate —— 2-Hydroxyglutarate
IDH1/2 IDH1/2

muté

FIGURES - MECANISME PHYSIODGIQUE OU LEUCEMIQUEE LA METHYLATION [E L'ADN.Les

enzymes DNMT3A et TETParticipent a la conversion de la cytosine eb-méthylcytosine (5-mc) puis

en 5-hydroxyméthylcytosine (5-E1 AQq8 , A | OOAOQET T Ad01 AAAMd&danAAOD C
une altération du statutdei i OE U1 A O E | De plAsAles lerzym#s. IDH1/2 catalysent la conversion

AA 1 8EOI AA GO ACOHAIaBO # Aip AT AAT Oh OT A 1 OOABGET T AA 1
1 8AANOEOGEOEIT AGOAAI AGGKAD | IARA AD OHEIGE iy DdByIQ&rdte, AA
AT T BT O0i Pl OOAT O ETEEAAO 1 86AAOEOEDOT AA 4%w4c¢c &O PAO
al.,2015.72

(b) Mutations de geneségulant la structure de la chromatine et
des histones

0] Anomalies du géne MLL

MLL (Mixed lineage leukemia) est une histone méthyltransférasagissant sur la lysine 4 de

1 6 EEO@3Kh) Atcazil | OO AA 1 6AT AOUT CAT 1E0 AffetA © OA A AIR®E O
majeurs du géne MLL est | A T AET OEAT AA 1 8 NobeoskrdigsEd la A A C
différenciation des cellules hématopoiétiques3 Deux O U b Aa@omaliés de ce génesont

retrouvés chezl AO DAOEAT OO0 A OOAET désrandidtations quigondeinéhd A 6 A
environ 10% des patients dont les partenaires de la fusion les plus fréquestsont les genes

AF4 AF9 ENL, AF10et AF6(roles activateurs de la transcription).74, A OAAT T A OUDPA A&
correspond ades duplicationsen tandem partielles (MLL-PTD) qui conservent les domaires
fonctionnels de la protéineci T OOAE OAT AT O AO@ OOAT OI 1 AAGET T O A
patients. Ces duplications entraineraient une hyperméthylation dehistoneset une répression

transcriptionnelle de géenes suppresseurs deumeur participant ainsi a la leucémogenese.

(i) Mutations du gene ASXL1

ASXLIpour Additional sex combslike est un géne qui agit comme répresseur des genkelOX

ARG Al Oi OAGETT O 11T A1 O0i AG AA 1 & Eidifféxeddiabon @d&sOAh
progéniteurs myéloides ou lymphoidess , A OE1 A AA A AnmgiedtelencBre AU |

inconnu mais il est retrouvé muté dans 10% des LAMvec une fréguence qui augmente avec
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I 8 YCeshaitations peuvent étre des mutations nesens, fauxsens ou entrainant un décalage
du cadre de lectureet] A &l O AOET T Ad éeledcebrinbleys ET A OOI T NO

b. La cellule initiatrice de la leucémie
, 6 AGEOOAT AA AGOT A AAIT 1 O1I A NOE Gduenemdigé Bu débati OE G
des années 1990 grace aux études des équipes de Bonnet et Dick, et de Blair et ses
collaborateurs. Cellesci ont montré que seule une faible fraction de cellules leucémiques issues
de patients prolifére et est capable d® 6 Ei D1 AT OAO AOOAAT AT AT O AAT
souris immunodéficientes (NOD/SCID). Ces cellulekeucémiques CD34CD38 issues de
patients sont capablesde maintenir la leucémiein vivo apres des greffes sériéesgrace a leur
aptitude a proliférer et a0 6 A-@rdiiveler.77.78 Etant donné que ces cellules initiatrices de la
leucémie partagent denombreuses caractéristiques des CSH, il a été proposé que ces cellules
aient été modifiées suite a des altérations génétiques amenant a la transformation en CSL. Cette
étude montre également que ces cellules peuvent se différenci@r vivo en progéniteurs
incapables de maintenir la leucémiechez les sourisgreffées mais conservant un phénotype
aberrant identique aux CSI’® Ceci remettant en question le blocageotal de la différenciation
AAO A1l AOOAOG 1 AOCAi T ENOGAOG AA PAOEAT OO6h AO Al AT A
avec des CSL et des blastes leucémiques plus différenciés (Figi)re

#ADAT AAT Oh EI  AOO i CAI AT AT O &l s6itOund tellule NIGGA 1 6
AEZEE OAT AET A j POI CiTEOAOO 1T O DPOi AOOdhdiigr NOE
DPAO 1T A Oi AAOEOGAOGETT AA AAOOAET AO OIT EAOG AO PAC
devenue leucémogéne. Notamment, les patisbt AOOAET OO0 A3O0T A 1 AOAiT I EA
(LAP, ou FAB 3) présentent des blastes leucémiques en partie différenciési gont les
promyeélocytes. De plus, une étude a montré que les cellules leucémiques présentant le transcrit
defusionPML2 | 2 | HEI©@LpAt@nts ne font pas partie de la population CD323D38 mais

de celle CD34D38h A OOAOOAT O A8 01T A AAIl I-édiche dink EeGdud OO E A
type de LAMS0 Plus récemnent, il a été montré une faible représentation des cellule€GD34

chez les patients pour lequel le gendPM1est muté En effet, ils ont identifié la présence de ces

LIC majoritairement dans la population CD34prouvant a nouveauque les cellules initiant la
leucémiepeuvent étre des progéniteurs engagés dans une lignée et exprimant certains genes

propres aux CSH tels que 28 facteurs de transcriptio#t.82
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FIGURE 6 - LES CELLULES INIATRICES DE LA LEUQWE: DES CSL OU DES
PROGENITEUR®RECURSEURSRESENTANT DES PRG®ETES DECSHCes cellules initiatrices de

la leucémie peuvent étre des CSL qui vont acquérir un avantage prolifératif et une altération de la
différenciation, des progéniteurs ou des précurseurs leucémiques qui eux vont réacquérir des

DOl POEi GO IAGAKHIOT AT ATO PAO T A DOi OAT AA AQd Atal,i AT EA
2013.83

10A 1T A 1AGAi T EA AEO DPOEO 1T AEOOATAA U DAOC
progéniteur/précurseur déja engagé dans la différenciation, cette cellule initiatricerésentera

des modifications génétiques luiayant apporté des capacitésde prolifération et Ad A-OO1
renouvelement conférant un avantage compétitif visa-vis des autres cellules

hématopoiétiques

c. Stade pré-leucémique, hétérogénéité et évolution clonale
Desmutations somatiques peuvent survenir lors de la division cellulaire des cellules souches

ou progéniteurs hématopoiétiques. Cellesi apportant un avantage compétitif visa-vis des

AOOOAOG TECTIi AO Eiil AOT Bl ai OENOAOG AilésimAdifiées. 0 1 &
, 6ADPPDAOEOEIT AA [ OOAOGEI T O Oi i ACENOAOG AOOIT AEi A
16YCA AO AOOAET O 1AO0O v U pmbp A®AU 1 A0 PAOOITI
Des études ont évalué par séquencage la présence de mutations abques de genes impliqués

A AT H8madtopoieseA AT O OT A AT ET OOA AA PAOOITTAO TA DO«
AO 110 OATT OOGAIT i 16ATAI UGA APOi O Pi OOEADOO i1
AE 110 01 O6ili1 O OE GN 6éopatideCnakgheQdrsqua tes g@isdn@OE T 1

présentaient des mutations lors de la premiere analyse. Les génes concernés par ces mutations
somatiques sontTP53 IDH1, IDH2, les genes dspliceosome(SRSFZ2SF3Blet U2AF), TET2et
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DNMT3A85.86 Ces mutations caractérisenun stade préleucémique de ces cellulesnais sont

insuffisantes a elles seules pour entrainer le développementde laLAOE ONOG AT 1 AO 1 6/

NOS OT AcdcompetdifABCAROT AOOAT O 1 6 Ag®ADDE OO héhintdphidse AA O

clonale prél AOAT I ENOA AT ,1 - 1T86A0O DBAO OUOOI i AGER

ABATTIT AT EAO ciTi OENOAO OOPDPI i i Al OAEOAO j &ECOO
N DNMTSA, D2, e ) O LT, NP, KRAS

SRS SR ON O O

CSH CSH Expansion clonale Clone fondateur Clone fondateur Clone dominant
normale pré-leucémique CSH et sous-clone leucémique
pré-leucémique (diagnostic) (rechute)

Y Founder mutation VD L] Acquired mutations

O Normal epigenetic state O Pre-leukemic epigenetic state OO. Leukemic epigenetic states

= Mutations contribute to founding clone > Mutations contribute to sub clones

FIGURE7 - EVOLUTION D'UN CONE PRELEUCEMIQUE B LAM.Une cellule hématopoiétique (CSH
ou progéniteur) va acquérir une mutation initiatrice conférant un avantage compétitifentrainant

, 61 OOAA AAO &£0i NOAT AAOG AA OAOEAT OO AAOG i1 OOAOQE
sous-clones leucémiques au diagnostic chez les patients atteints de LAM. Ces snoses
leucemE NOAO BT 00T AAT O AAOG AT T 1 AT EAO CcilTi OEROAOG E
dire le clone fondateur et des altérations spécifiques amenant a la présence de sclmes

varieés. Ceci impligue que les différents souslones leucémiques vont étreprésents
simultanément au sein de la moelle osseuse des patients créant une composition cellulaire
hétérogene tant sur le plan morphologique, phénotypique ou encore fonctionnel et
moléculaire.88

# AOOAET AO i OOAAO OA OI 10 ET Oi OAGOGI AO U 161 OAO,
de la progression leucémique et ont montré la présence de mutation initiale touchalets génes
impliqués dans la régulation épigenéetiqughématopoiese clonale prdeucémique), suivie par

AAOG 1 OOAOCET T O AAAEOQGETTTAITAG8 , A0 AAOT E1T OAO i
cellules préleucémiques suggéerent que cellesi sont des @enements plus tardifs permettant

le déclenchementde la leucémie. Ces événements tardifs impliquent notamment la mutation

des génes FLT3 ou NPMEFigure 7).12.33.89
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Des étudesOA OTI 1O ET OAOAOOiI A Gousdonds &fi cOrmphrén® pgar tes AA A
techniques de séquencage a haut débides échantillons de patients atteints de LAM au
diagnostic et en rechute. lls ont ainsi montrél 6 A @E O O A évaldkion Alon&lé Apres
traitement. En effet, ®it le clone fondateur, soitun sousclone sera responsable de la rechute
leucémique A B O1 @uisitiah Ale nouvelles mutationsAO 1 6 AGDPAT OET 118 Al 11

minoritaire qui serait resistant a la chimiothérapie etaurait ensuite proliféré induisant la

rechute.®0

l. B. 4.DIAGNOSTIC
, 6 EAAT O&tAEdarAdteishtion des LAM se fatl 1 8 AEAA A8 AT Al UOAO
phénotypiques et génétiques. De plusla recherche A&ventuels antécédents familiaux
A 8 madpathie ou A EirrdgiAO DHT OOAT & AOOAOOAO AdOielt bDOI
importante.

a. Caractérisation morphologique

Le diagnostic ded AM se faiten premierlieuD AO 1 6 AT AT UOA 1 1 a®dsdeisé CENO
et du sang des patients. Pour cela, umyélogramme dénombrant 500 leucocyteset un

hémogrammecomptant 200 leucocytessont réalisés. Le diagnostic est podérsque lesang ou

TA TTo011T A TOOAOOA AO PAOEAT O pPOi OAT OA AO 1 EI
présentant les translocations t(821) ; t(15;17), t(16;16) ou I6 ET OAOOET T poe 11 1/
AGET £ZEI1 OOAOEIT T Al AOOENOA DPAOO o8O0O0OA 1T ETAOA

compte laquasiOT OAT EOi AAO |1 E@Hbiie knyéloblasted, esimbrdblastdsied O O
les mégaaryoblastes ainsi que les promonocytes en cas deéAM a différenciation
myélomonocytaire ou monocytaire pure mais fait exception des érythroblastes. La
numération formule sanguine permet de compléter le diagnostic et de mettre en évidendes
cytopénies une éventuelle hyperleucocytose, une différenciation monocytaire tout cela

permettant de compléter et de préciser le type de LAM touchant le patient.

b. Caractérisation phénotypique par cytométrie en flux
%l DBl OO0 Ad O Anorphbl@yigu@ia@i diffierEn®d lignées myéloideset stades de
maturation touchés dans les LAM, ces blastes peuvent présenter dasnunophénotypes variés
(marqueurs membranaires et cytoplasmiques). Ces marqueupeuvent aiderau diagnostic de
certaines LAM présentant une cytologie complexe et insuffisante pour poser le diagnostic ket
gueles LAMO, LAMG6 et LAMTclassification FAB) De plus certaines anomalies génétiques tels

que la translocation t8N¢ p q 1 O 1 PEbedtdnOd2E prdfils immunoplénotypiques
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particuliers.92 , A DAT Al A8 AT OEAT6GH O ODDEE mani 6gaephdagOd
permettre de distinguer les leucémies aigéds de phénotype mixte mais aussi des
immunophénotypes aberrants associés aux leucémie@ AIP) AT O OA Adé @imaladi®E OE
résiduelle mesurable du patient par cytométrie en flu®¥2 Le tableau suivant référenceles
marqueurs membranaires et cytoplasmiquesrecommandésDAO | 8 %001 PAAT | A

(ELN) pour le diagnostic des LAMet leucémies aiguésle phénotype mixte (Tableaul).

Précurseurs CD34, CD117, CD33, CD13, HDR

Lignée granulocytaire CD65, myeloperoydase(MPO)

Lignée monocytaire CD14, CD36, CD64

Lignée mégacaryocytaire CD41 (glycoproteinlib/llla), CD61 (glycoprotein ll1a)
Lignée erythrocytaire CD235a (glycophorin A), CD36

MPOou différenciation monocytaire (au minimum deux
Lignée myéloide critéres suivants. cytochimie positive des estérases non

spécifiques CD11c, CD14, CD64, lysozyme)

Expression membranaire ou cytoplasmique CD3

i AT OEAT OPO #%$0RrR(Q

Expression élevée CD19 et au moins un autre marqueur

Lignée lymphocytaire T

exprimé : CD79a(cytoplasmique), CD22(cytoplasmique)
_ _ ou CD10
Lignée lymphocytaire B _ _ _
Expression faibleCD19avecau moins deux marqueurs
fortement exprimés : CD79a, CD22cytoplasmique) or
CD10

TABLEAU 1 z MARQUEURS MEMBRANAIRS ET CYTOPLASMIQUESBECOMMANDES PARELN
POUR LE DIAGNOSTICHES LAMET DES LEUCEMIES GUEDEPHENOTYPE MIXTETiré de Déhner
et al.,201727

c. Caryotype et cytogénétique moléculaire

Lacytogénétiqueconventionnelleest une analyssE T AEODAT OAAT A 11 00 AO OC
51 PAO I TET O A801T DPAOGEAT O 0060 AAO@Z OA bPOi OAT O
AEOT T TO1TT AOG O0OO01 Oi 1 OAEOAG 16 AA 1111011 EAOR 1

ABET OAOOET 1T 08 anrfale® fefvdntdada détdctiod et au suivi de la maladie, mais
ont également un réle pronostic et une influence sur le choix thérapeutique. En effet, huit de
ces aberrations génétiques furent intégrées a la classification OMS 2008 des LAM. La détactio

de certains de ces réarrangements est suffisante pour poser le diagnostic de Laddondaire a
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un syndrome myélodysplasiquesii A 1T Ui 1 T COAI T A T O 16Ei I 1T COAITA
supérieur ou égalea 20%S3 E 1T A AUOI Cci1Ti OENOA 1T8A00 PAO ATl
une hybridation in situ en fluorescencepour identifier certains réarrangements (AMLLETO,
#" GMYH11LDAOOA AEOT NEOT I A uNh 8

d. Génétiqgues moléculaires pour la recherche de mutations
#1 1T A T1T0060 18A0TTO OO0 bHOi Ai AAIT AT O6h T AO DBAO
combinaisons de mutations. Il esindispensable de rechercher ces mutations génétiques au
diagnostic. Parmi ces nombreuses mutations, on retrouve les mutations du geNeM1 CEBPA

ou AML1définissant des catégoriespécifiques de LAMLes mutationsdu geneFLT3(TKD et

~ sz o~ o~

PPN

permettre aux patients de bénéficier de thérapieA EAT ¥ AO U | 8 AEAfik,Kertdire€ 1 E E
mutations somatiques doivent étre recherchées pour leur réle pronostt A8 AOdes 1 A A
mutations des genesASXLl1ou TP53qui sont associées a umauvais pronostic.27.94 Certains

centres utilisent un panelA 8 01 HI1 OO0 COAT Adétéciéd par@dqueAchge GouMellk O
génération, notammenten vl A8 OT A OOEI EOAOETT ATiI T A 1 AONO.
mesurable (transcrits de fusion, NPM1, WT1h #alk aussiun panel de génes attestant de

prédisposition familiale aux hémopathies myéloideg # %" 0! h $$8tph %4609h ' !

I. B. 5.C_ASSIFICATION DEISEUCEMIES AIGUES MYBIDES

a. Classification Franco -Américano -Britannique (FAB)
Historiguement, en 1976, un groupe de 7 hématologistes Francais, Américains et Britanniques
ont établi une classificaET T AAO 1 AOAi 1 EAO AECOAO 1 UI PET aAA«
le diagnostic de ces patients. lls ont différencié les leucémies aigués (LA) lymphoides des LA
myéloides avec respectivement 3 sougroupes (L1 a L3) et 7 sougroupes (M0 a M7)Tableau
2). La classification des LAM prend en comptéa lignée hématopoiétique impactée par la
i AT AAEAR T A TEOAAO AGEI T AOOOEOI AA AAO AAIT O

1671 OOAA AA 1 6 A A6 EOE&opérodydaselet ded Esié@db@stérases non

spécifiques et une enzyme spécifique dégradant le Nagiai ASD chloroacétate (CAE))9>

LAM avec Myéloblastes indifférenciés sans <3% -
différenciation granulations
minimale
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LAM sansmaturation Myéloblastes avec >3% -
morphologique différenciation minime (<10%

différenciation granulocytaire)

LAM différenciée Myéloblastes avec maturation | ob -
i TOPETITCENOA
promyélocytes ou plus matures
LA promyélocytaire Promyélocytes anormaux, +++ =
(LAP) PDOi OAT AA AA A
Leucémie aigué "1 AOOAO Ad1T OEC 1 ab | ¢mb
myélo-monocytaire monocytaire, Monocytose
sanguine
LA monoblastique Monocytose médullaire: +/ - +++
- LAM 5a (indifférenciée): (>80%)

monoblastes
- LAM 5b (différencié):

promonocytes ou

monocytes
LA érythroblastique Erythroblastes (>50%) + -
LAa Blastes polymorphes - -

mégacaryoblastes
TABLEAU?2 - CLASSIFICATION FB DES LEUCEMIES AIGE$ MYELOIDESnspiré de Bennettet al.,
Neameeta,AO AA 1 86A01 AO AAsepi AEA AGEi T AOI 11T CEA
Cette classification reste utilisée couramment en pratique clinique mais une autogassification
se basant sur des anomalies génétiques et selon leur caractere secondaire a un syndrome

ACE

myélodysplasique a ajouté une valeur pronostic a cette classificatiof! " h  E | 0]

Qu

classification OMS.

b. Classification OMS

Cette classification plus récente, a été possible grace au développement de technologies

innovantes de séquencage distrfQAT & O1 B1 00 COAT A 111 AOA AA |
iT17AOI AEOAOG AOr1 O Audiciii OENOAOh AET OE NOA
| Ui 1T AuObDi AGEA 1T O Ad0O1T O@dblEaD ) .iPdur d&finiblA présdnéeE | ET (
ABOT A ,1-h TA TTAITTA TOOAOOA AT EO AtecathiedAO A

aberrations comme par exemple la translocatioMML1-ETQ?7
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A 1(8;21)(922;922.1) : AML1L-ETO(Leucémie & composantenonocytaire)
A 1(9;11)(p21.3;g23.3) : MLLT3-MLL
A 1(6;9)(p23;g34.1) : DEKNUP214
A 1(1;22)(p13.3;g13.3) : RBM15MKL1(Leucémiesrares
mégacaryoblastiquesO OO0 0T 0O AA leshlin sypérbnie de\DD@n)
A inv(16)(p13.1;022) ; CBFBMYH11(Leucémieérythroide)

LAM de novo

présentant des

anomalies .
A inv(3)(g21.3g26.2)ou t(3;3)(g21.3;026.2) : GATA2, EVI1
cytogénétiques : o i _
A PML-RARALeucémie aigué promyélocytaire)
récurrentes

A BCRABLI1(Leucémie aigué a phénotype mixte)
A LAM présentant une mutationNPM1
A LAM présentant une mutation bialléliqueCEBPA
A LAM présentant une mutaion AML1

_ o A Leucémies aigués indifférenciées consécutives a un syndrome
LAM faisant suite a

myélodysplasique (SMD) ou myéloprolifératif (SMP)
un syndrome

A Leucémies associées a une (des) anomalie(s) cytogénétique(s) de
SMD

myélodysplasique

Hémopathies

o Incluant les néoplasmes myéloides faisant suite a un traitement dont les
secondaires a un

LAM-t (LAM associées a une thérapie)

traitement
A LA avec différenciation minimale
LAM de novosans A LA sans difféenciation
autre distinction A LA avec maturation
(cytogénétique A LA myélomonocytaire
normale) A LA mégacaryoblastique

A LA myéloblastique & composante basophile
TABLEAU3 - CLASSIFICATION OM3018 DES LAM.Inspiré de Déhneret al.,2017.27

I. B. 6.FACTEURS PRONOSTIC

Le développementdes LAM est particulierement hétérogene, cela dépend de nombreux
facteurs notamment des paramétres liés au patientui-méme et A 8 A O @epehdants des
caractéristiques cellulaires et moléculaires de la leucémieEn réegke générag, les
caractéristiquesattribuables au patient vont avoir une importance quant a la mortalité liée au
traitement (TRM) alors que les facteurs de la leucémie vont intervenir plutét dans la réponse
celui-ci (sensibilité ou résistance).Ces difféents facteurs sont pris en comptdors du choix

thérapeutique.
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a. Les facteurs liés au patient
(1. 8YCA
, 6YCA AO PAOEAT O OA EIT OA Oé& dahsHa0épdndeladtraiterhentuOl T 1T O
différents points. En effet, plusieurs études montrent unpronostic plus défavorable pour les
patients agés de plus de 56 an@Figure 8).%1 O7 Al EOQOi h AAIl plusigdagt® | E N O,

résistance aux traitements des LAM des patients ageés, ilprésentent plus souvent des

hY

aberrations chromosomiques associées a un mauvais pronostiquéels que les délétions
touchant le chromosome 5 ou 7 ou une cytogénétique défavorahlBe plus, il estconstatéun
OEONOA AA 11 OOAI EOi DI OO i1 AOi A PI OO 1 A0 DPAOE

intensives?22.94.98

100
90
80+ 35 39 39

51

70— —_
60+ [JUnfavorable

50 +— M Intermediate
40 [ Favorable

% of Patients

20
10— 17

<56 56-65 66-75 >75

8/26/2005 Age Categories

FIGURES 7z RISQUE PRONOSTI@. &/ . #4) | . DS BATIENT!LE gtonostic de la

i AT AAEA AOO AT AT OOi 1TACIE ApbelbAubét A.,20062¥ CA AO DPAOE
2.6i OAO Cl i AA1 dtiks fdtddrs@e corhatbidigd OE AT O

, A AETE@ AO OOAEOAI AT O ET OAT OEALE OA i @dideAd AT O

performance) et de la présence ou non de facteurs de comorbiditdses comorbidités sont les

autres maladies qui vont coexister avec la leucémg vont influencer le choix thérapeutique,
la réponse au traitement et la survie du patientels que des anomalies cardiaque hépatiques
ou rénales Plusieurs systemes ont été mis en place pour calculer un scale comorbidités
et/ou de mortalité suite au traitement (TRMYDA O AOOAT O Adi OAI OAO OE

recevoir une chimiothérapie intensive ou non9°

b. Les facteurs liés a la leucémie

Une hyperleucocytose (leucocytes >50 et100G/L) est un facteur
Leucocytose initiale ~ de mauvais pronostic pour la réponse thérapeutique et la survi

globale. Une hyperleucocytose dépassant les 100 G/L est associé
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AAO OEONOAO AA-adird da adie@AcO ded bellul:
leucémiques aux parois vasculaires entrainant des symptome
pulmonaires (dyspnée, désaturation, détresse respiratoire)
neurologiques (confusion, fievre) et/ou cardiaques.

Une LAM secondaire fait suite & un syndrome myélodysplasiqt

(SMD) ou a un syndrome myéloprolifératif (SMP). Elles sor

Caractere o . . L
secondaire de la généralement de plus mauvais pronostic car souvent associées a (
leucémie anomalies génétiques défavorables et des sunseglobales plus
courtes.
51 PAOEAT O Ai OAI 1 PPAT O OT A !
e 1A OOAEOATI AT O AdOI AOOOA A
Leucémie induite
par un traitement radiothérapie) a un pronostic plus défavorable par rapport a une
LAM de rovo.

Cela correspond a la présence de plus de 50% de cellules anormg

Dysplasie multi - (dysmyélopoiése) et touchant au moins 2 des lignée

lignées (DML) hématopoiétiques. Une DML est souvent retrouvée chez d
patients ageés et/ou des leucémies a caractére secondaire.

) . Les cellules leucémiques expriment a leurs surfaces la protéir
Phénotype multi - o a s e m A LA e o S
ré Sistants atx AOOOOAT O 1 6AAAEI O -glichpiotéids (P-gp)Adarit
thérapies (MDR)  notamment les anthracyclines.
TABLEAU4 - FACTEURS DE RISQUHHS ALA LEUCEMIE AIGUE MELOIDE.Tiré de Dohneret al.,
201727
I AAO A£A A OldsCGaantali€3 @dné&tifuésdtiouvées chez ces patientsjui ont un réle
pronostic et qui sont classées selon 3 groupes favorable, intermédiaire et défavorable
(Tableaub).

Favorable - 1(8;21)(g22 ;922) ; AMLI-ETO
- inv(16)(p13.1922) ; # " &MYH11
- NPM1muté (FLT3ITD négatif ou faible)
- Mutation biallélique de CEBPA
Intermédiaire - NPM1muté associé &LT3ITD fortement exprimé
- NPM1lsauvage FLT3ITD négatif ou faible)
- 1(9;17)(p21.3;23.3) ; MLLT3KMT2A
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- 1 OO0OAO ATTT AT EAO 1T6APPAOOAT Al
classe défavorable

Défavorable - 1(6 ;19)(p23 ;g34.1) ; DEKNUP214

- réarrangementsKMT2A

- 1(9;22)(g34 ;11.2) ; BCRABL1

- inv(3)(021.3926.2) ; GATA2EVI1

- del(5q) ; del(7) ; del(17p)

- Caryotypes complexes, monosomie

- NPMlsauvage eFLT3ITD fortement exprimé

- Mutations de AML1ou ASXLIou TP53

TABLEAUS - LES TROIS CLASSERONOSTICET LES ANOMALIES ASSTEES.Inspiré de Déhner
etal.,2017.27

En réalité,le plus grand facteur pronostiqueD A Oi AOOAT O A6 AOOEI AO 1T A Oi
167 OAl OAOCEI T DPOi AT AA AA 1 A dekhindiothErdpiedd BEAOAOER
terminée. Une absence de MRD détectable est plutét de bon pronosét inversement. La

maladie résiduelle mesurable/minimale sera expliquée par lauite (8. Il, p-56-).

|. B. 7.LESTRAITEMENTS

Letraitement conventionneldesLAMT @pas fortement changélepuis ces 40 derniéres années

et comporte deux principales étapes utiisant essentiellement la chimiothérapie.

471 00 AOAAT ®EAOA AGETI AGEDOEIAGT BOAREOE OAuisari | EQO
traitement post-rémission (Figure 9). Pour ce traitement postrémission, plusieurs choix

peuvent étre envisagés la himE1T OEi OAPDEA AA AT 1T 011 ERADE BUC OAEA
1 8 A OO deoSHDERER quelques années, de nouvelles thérapies ont vu le jour. Ce sont des
thérapies ciblant certaines anomalies récurrentes des LAM, des composés agissant sur les
désorAOAO 1 i OAAT 1 ENOAO 1O i PECiTi OENOAOh 1T O AT Al

le systéme immunitaire visa-vis des cellules leucémiques.
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DIAGNOSTIC DE LAM

REFRACTAIRE
RECHUTE

nd induction afin
d’obtenir la RC

COMPLETE
(RC)

MALADIE RESIDUELLE MESURABLE

i I

INDUCTION CONSOLIDATION INTENSIFICATION
Anthracycline 1-4 cycles de - Greffe de CSH
+ cytarabine Cytarabine - Cycles de cytarabine
(doses +/- élevées)

FIGURES - SCHEMA THERAPEUTUE DES LAM_a plupart des patientsdiagnostiqués pour une LAM

OAOT 16 OOAEOI O PAO O1T A AEEI EI OEi OAPEA AGB8EIT ABAOGEI]

ABET OAT OEAEAAOQOEI T AZET Ab1 AOCATEO OT A Oil EOOEIT

greffe de cellules souchehématopoiétiques. Pour les patients réfractaires au traitement, une seconde

K i

DPEAOA AGET AOAOEIT DI OOOA 800A 0Oi Al EOi A AT OOA AdI

consolidation.

a.LaphaseA 6 ET A Oriteéddivie 1
Cette premiére phase du traitement se faigénéralementO OO0 pn ET 00O AdBAA
jours de traitement avec une anthracyclingldaunorubicine & 60mg/m2/jour) et de 7 jours de
cytarabine (100-200mg/m2/jour , Ara-C)., dbjectifestA 6 I A GuAémiEston dompléte ecelle-
ci est obtenue pour environ 60 a 80% des jeunes adultes et pour BD% pour les personnes

agés de plus de 60 ars,100

Le patient est considéré en rémission complete des lors quesl criterescyto-morphologiques

suivant sont atteintsto! :

- 001 OAT Aduant&dd brédnulocytes neutrophiles circulants supérieure ou égale a
1500 millions/L et une quantité de plaquettes supérieure a 10000 millions/L.
- Absence de blasteslans la circulation sanguine
- PrésenceA du minimum 20% de cellules matureslans la moelle osseuset ceci pour les
différentes lignées hématopoiétiques. De plus, cellg doit présenter moins de 5% de
blastes etune absence dd 1T OPO .A5! OAO
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- Enfin, aucune infiltration extramédullaire ne doit étreobservéetelle NOd O1 A

>\
O
O
T
m

—

systeme nerveux central ou des tissus mous.

Cependant, ette définition de la rémission compléte estancienne etET AGAAOA DOEO]
grande majorité de ces patients vont rechuter a plus ou moins long terme. Ceci est d0 a la
présence de cellules ésiduelles non détectables parla méthode de détection
cytomorphologique. De plus, @ parle de rémission partielle lorsque le patient présente

1 6A1T OAT AT A AAO AOEO7T OAmais AoAserveAin miirdefiapedde IblasteA T | B

médullaires compris entre 5 et 25%.

b. La phase de consolidation

~ A

, A°. PEAOA Ad BIEAOIETGOROER N

patient en rémission compléte.

Ol A PEAOGA AEOA AA

Qu

Il existe plusieurs stratégies pour cette phase de traitemergn fonction des facteurs de risque
génétiques Le traitement de consolidation emploie générament des dosesimportantes de
cytarabine et celui-ci est préconisépour les graupes a risque favorable ou intermédiaire
Concernant les patients a pronostidntermédiaire ou défavorable, une greffe de cellules

souches hématopoiétiquepeut leur étre proposée

(1) Traitement de consolidation
La consolidation classiqueconsiste en2 a 4 cyclesde hautes doses dechimiothérapie
(cytarabine ou desagents similaireg. Cependant, dfférentes études ont montré que des doses
intermédiaires de chimiothérapie avaient des effetO ET1 EI AEOAO OAI AOOAT O Al
hautes doses utiliséed02103 | a détection des cellules leucémiques persistantes permet
i AET OAT AT O ABAAAPOAO 1T A OOAEOAI AT O AO i OAT OO/
cellules souches hématopoiétiques si cela est possible.
) 1 T 8A DAO uni &antagé thdrapddiique a la greffe de cellules souches
hématopoiétiques par rapport a la chimiothérapie de consolidation mais cele peut étre une
alternative pour certains patientsa risque (patients présentant un risque de rechute élevé ou

ceux ayant une leucémie réfractaire auraitement) .27

(2) La greffede cellules souches hématopoiétiques

Deux types de greffe de cellules souches hématopoiétiques sont possitgjes 1| 6§ AOOT COA /
1 6 Al 1.1apieédciEad deux objectifs, DPOAT ET OAT AT O OAOGOAOOAO 1
deuxiemement BOT O1T NOAO 1 A Ai QAT T PPAT AT O A

allogrefféescontre les cellules leucémiques.



47 00 ABAAT OAh 16A001T COAEEA OA EAEOAT O-mBmeDAOOE
apres un cycle intensif de consolidation ayant éliminé les cellules résiduelles et créé une
déplétion de la moelle osseuse pour favoriser la prise de greff€dte greffe autologue est

employée pour les patients jeunes a risque intermédiairen premiére rémissioncomplete, et

dans le cau un donneur possédant unHLA (Human leucocyte antigenA T | PAOEAT A 1 6 A
trouve. 104
#1 1T ARAOT AT O 1 8A1 11 COA imméibe esh dupédeur @l r8due LOY clliulesOT A

souches hénatopoiétiques B OT O E A Tuh Adndeur Aadn ayant un HLA compatible. Au
préalable de la greffe, deux possibilités existent, un traitement myéloablatif ou une
chimiothérapie a des doseséduites. Cette derniéreest principalement utilisée pour trait er les
patients agésou pour les jeunes avec des comorbidités graves.] AOO DBOiT AT 1T EOI

traitement myéloablatif pour les jeunes adultegpouvant tolérer le traitement.2?

La greffe est leseul choix thérapeutique pour les patients réfractaires au traitemenet peut
aussi étre préconis€ pour les patiernts avec unrisque de rechute élevée (risque supérieur 85-
40%).

Apres greffe,un suivi de la priseou, au contraire, de la nonprise de greffe est effectuée par une

analyse du chimérisme a partir du sang ode la MO des patients.Cette analyse permet de

discerner et de quantifier les populations hématopoiétiques provenant du donneur et du

receveurU 1 8 AEAA AA 1 AONOAOOO cCciTi OENOAO EAAT OE £E
c. Adaptation du traitement selon le patient

Comme nous avons pu le voir précédemment, thoix thérapeutiqueO8 AP D OE facte@® O 1 A

pronostics A ZZET AA Oi AOEOA 1T A 11 OOATEOGTI TEi A AO OO

cellules leucémiques

%l Oi CIA CiTi OATAh 1 A1 AOABOAI A OOCAG EIRAOADRAIN A

pour des patients ne pouvant supportercel’h E8 $ AT O AA AAOh 1T A DPAOGEA

étre inclus dans un essai clinique ou recevoir des doses plus faibles de cytarahiba stratégie

de consolidationest beaucoup plus variablet doit étre adaptéea chaque patient erprenant en

compte les facteurs de risque liés au patiertii-mémemais surtout ceux liés a la leucémie.

1)4O0AEOQAT AT & AA 1 8AA01I OA EAOGT A jilEI

Une consolidation de plusieurs cycle de hautes doses de cytarabine sera privilégiée pour les
patients en bon étatCi 1 i OAT ADPOT O 1 A @OpkéBedtdnt deb @nomaleE T A O/
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considérées comme a risque favorable ou intermédiairePour les autresA 6 A-@I® avec des
risques de comabidités élevés ou appartenant a la classification défavorable, ilpourront
Ai 11 £E A 8lldgreffeide CSHA

(2) Traitement du sujet agé

, @ge de 6065 ans est généralement A O OAT Atisd podv @éfirgrAe sujet agé.Comme
vu précédemment, lamoye T A A8 YCA AO HAiAsQes $ujetdiyds sdaitne dnd
majorité des patients atraiter) I T 8 AGEOOA DAO AA AT 1T OAT 66O NOA
aentreprendre, cependant, és sujetsconsidérés en bon état générdpas de comorbidités bon
statut deD A O £i O )YpéuleAthecesoir laphaseA 6 ET A O A&xankdidatirOclassique
AEAT NOA AAOG AT OAO AA AUOAOAAEIT Ampeyegowilai AEAE
consolidation.
Pour les patients présentant des risques cytogénétiques intermédiaires ou défavorables, il
16AEOOA DPAO AA AT 1 OAT 660 NOAT O U 1T A POiT Ai AOC
AA PAT OAO U 16AT 11T COAEEA DI 00 1 dedlirigeriAversdet OO O
thérapies plus spécifiqueg7.100

d. Les thérapies ciblées
Une majorité de cesnouvelles thérapies sont évaluées chez les patents réfractaires au
traitement ou en rechute leucémique Ces nouveaux traitements sont des composés ciblant des
génes impliqués dans le métabolisme, la régulation épigénétiqudée cycle cellulaire; des
inhibiteurs de protéines kinases; des immunothérapies cellulaires ou des anticorps bfuants;

et également des thérapies ciblant le microenvironnement leucémique.

(1) Inhibiteur sde protéines kinases

= s A~ .A N

Il existe des inhibiteurs de protéines kinasesA O A 6 phofeDes Anpliquéesdans des voies de

i AET OEOT AAO ETEEAEOADOOO AA POAIT ET OA cCcili OAOQE
A6O1T AT OAT AT A AA pPOI Oi ET BAT EPOADEAOADEAD OAA
hémopathies malignes.

Actuellement, plusieursCi 1 i OAGEEIEGAEAB OO0 AA &, 40 O 10 AIi
différents stades de développement# 8 A OO 1 AinhibitAud deAplietiére génération
(midostauriny NOE A  AA E© esdaidclinjieAd® phAse dllen associaton avec la
chimiothérapie standard chez des patients jeunes mutégour le géneFLT3et a montré une

amélioration de la survie globale% Les autres inhibiteurs de premiere génération ne semblent
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pas augmenter la survie de ces patiente plus, une étude réente semble montrer des
résistances a un inhibiteur FLT3 desecondegénération, le quizartinib chez certains patients

leucémiqueslos

(2) Ciblage de nodulateurs épigénétiques

Suite a la découvertale modifications épigénétiquesrécurrentes chez les patients ateints de
LAM, le développement de traitemens ciblant ces modulateurs a rapidement suivi. En effet,
plusieurs inhibiteurs sont AT AT OO0 A8 A &ddddes inhibitEur SFARSQ) Bge( IDHA2I
muté, ou des inhibiteurs de protéines appartenant a léamille BET (bromodomain and extra
terminal).207. T QAT I AT Oh O1 EI1 Efk AE®ADAQdAEAR GidhofatdO i
de la survie globale associée a une différenciation des myéloblastes leucémiques semblant
participer aux effets bénéfiques de la thérapi&?® Cependant une étudearévélé unerésistance
acquise a ceinhibiteur chez deuxpatients qui ont vu leur maladie progresser associé a une
augmentation du taux de 2HG sanguins Cette résistance sembleA OA U 1 871 1 AOCAT .
secondemutation A ®BH2chezcespatients1®Demémeh OT ET EEAEOAOO Ad) $( p
ABAOOCAE Al ETENOA AO OAI AT A 1171 00AO0 OTA AlilEI
A AEEAOO OAATT AAEOAO OAT O NOA T A OUT AOT f0A AA
Une autre étude a montré que la resuration de la différenciation par ce traitement était
variable selon les patients et dépendait des clones leucémiques (selon le stade ancestral a
terminal). De plus, les auteurs ont démontré que le blocage de la différenciation et les rechutes
leucémiqueO T A OT T O PAO T A Ai1T0O0i NOAT AA AGOT A 11 OO0OA
Oi 1l AACEIT AO A®i O1T 1 OOETT AIT1TAI AS

3).,6EIi i 611 OEi OAPEA AAiI 1 Ol AEOA AO EOI
, A OUOOT i A EIii O1 EOAEOA AoOOh Al AT TAEOEIT DEL
étrangers, notamment il assure la surveillance et la dégradation des cellules transformées de
161 OCATEOI A AOGAT O T A Ai OAI 1 PPAIT Al éss@Cemplyési 8 # .
par les cellules cancéreuses pougchapper ausysteme immunitaire. Parmi ces derniers, on
retrouve une diminution ou une PAOOA ASABDPOAOCGOEIT AB8AT OECI T AC
aberrante de ligands inhibiteurs des lymphocytes T (PEL1), | 8 A@GPOAOOET T AA

immunosuppressives(TGFr h  Josdndagre le recrutement de cellules immunosuppressives

tels que les lymphocytes T régulateurs ou les cellules myédtes immunosuppressives par les

cellules leucémiques1?

# 6 A @iQuoblés thérapiesO 8 ET O1 @éballited buGtimler le systéme immunitaire sont

en développement depuis ces dernieres annéedNotamment, il existe des anticorps
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monoclonauxcouplés a des agents cytotoxiques eiblant des antigénes présents a laurface

AAOG AAT 1T O1 A0 1 AOGAi | £R33fcoestuzentada2d@aniicike) dadrés adok 1 6 Al
été commercialisé puis retiré du marché en 2010 pour des complications séveres a été
réintroduit en 2017 aux EtatsUnis a des doses beaucoup plus faibles en association avec la
chimiothérapie conventionnelle., 8 AT OECI T A #$pcoh 1T A Oi AADOADO
par les progéniteurs et les blastes leucémiqued)n anticorps spécifique dece dernier a fait

1861 AEAO A5 O1 A OO Aigseble mbnkey g2 de Adheéfi@ea3RI0shkécedmmiend

cet anticorps bloquant couplé a un agent cytotoxique a été évalurévitro sur des échantillons

de patients etin vivo sur des modeles de xénogreffes et a montré une forte efficacité
antitumorale.114

, OEI T OET OAPEA OG6AOO i CAI Al AT Ochaekpdrits®iduditailes AOD ¢
régulant négativement la fonctionnalité des lymphocytes T. On retrouve notammentes
anticorps monoclonaux ciblant la protéinePD1 (Program celldeath protein) présente sur les
lymphocytes T ou son ligandPDL1exprimé par les cellules tumorales et également les anti

CTLA4 (Cytotoxic Flymphocyte-associatedprotein 4)., 8 OOEI EOAOET T AA AAO
DAOIi A0 AA 1 AOGAO 16ET AAOEOAOEIT Tn aked Qes telllledDET AL
cancéreuses!s> Un essai clinique de phase Il chez des patients leucémiques @&mission et

traités par une chimiothérapie conventionnelle combinée au nivolumab (ariPD1) est en cours

A6i OOAAS

Une autre stratégie repose sur la vaccination utilisargoit des peptides antigéniques tels que
les antigenes WT1, PR (Protéinase 3) ou PRAME (Preferentially expressed antigen of

melanoma)directement; soit AAO AAI 1 O1 A6 AAT AOEOENOAO NOE

leucémiqueet qui sera ainsi reconnue par les lymphocyte$.116

Ces dernieres années, la génération de cellules GARChimeric Antigen Receptor) &mergé

afin A8 i A OlésOyfnghocytes TAO DAOGEAT O DI 00 & QgertiecellGdsAT T 1 /

leucémiques.Les CAR sont des récepteurs membranaires de synthésat un antigene tumoral

exprimé a la surface des cellules cancéreusds vitro, les lymphocytes T du patient sont

iTAEEET O Ci1Ti OENOCAI ATe# AzefEl # NIOAEPAORKOORL AT @

lymphocytaire de maniére indépendante de la liaisonwaHLA, pouvant étre sousexprimé par

lescellules leucémiquesl’ Les antigenes CD33 et CD123 sont exprimés seul ou en combinaison

chez la quasitotalité des patients atteints de LAMfaisant de ces marqueurs des cibles

intéressantes.Cependant, ces antigenes sont également exprimés par les cellules myéloides

OAET AO OAT AAT O 1 & 00 Ednilexdetakpédifiqué Bne Atdd® @rdkliniQue a OAD E
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i OAT Oi 1 6 A AAEiBakAEOD33in Witd Gt in#vivo2lans des modeéles de xénogrefe

et a montréune action cytotoxique visa-vis des blastes leucémiques et une amélioration de la

survie mais également une cytopénie et une diminution des progéniteurs myéloides sains
suggérant une toxicité au long termet’8 | 8 AT OECTI 1T A #$pco A ATTT1i1 A/
AT T AAOT AIAO 100BI ® A0 AAI 1 O AO OAET AO8 51 A -O0i AAT
T (CD4 et CD8) anti-FLT3 et a également montré sorefficacitéin vitro et in vivoainsi N Qe

synergiel T OO0 AA | 6 QQighibite@ AeTFETI3 B AAOA R A Arér@ur AfficAclté; 1 E
Cartellieri et ses collaborateurs ont développé un systéme an» /«off » permettant de

AT 1T OOEI A0 AA 1T AT ET OA OADPEAAT #iDde Oddidrd eO&fdd A 1 ¢
indésirables119

(4) Thérapies ciblant le microenvironnement leucémique

Les CSLmodifient leur microenvironnement pour favoriser leur développementnotamment

b A Cutilidaton dé O Bignal de «homing» vers la niche hématopoiétique nécessitant

1 6 ET OA OA AGXEI12 De¢#iBhibirears de CXCRsontAT AT OO0 Adi OOAA Al
I/ll) en vue debloquer ce signalet ainsi obligerles cellules leucémiquesa retourner dans la
circulation sanguineafin A@ugmenter leursensibilité aux traitements.Une étude incluantdes

patients réfractaires au traitement ou en rechute ont recu une chimiothérapie conventionnelle

en association avec un antagoniste de CXCR4, lérigafor, les résultats de cette étudeont

montré une faible amélioration du taux de rémission complete20

GYAA U 1 8AT OAI1 Al AonvénBionnkliksbu dbieésy) |a BEmidsion dompléte est
obtenue pour la plupart des patients adultes jeunes et pour 40 a 60% des patients ayant plus
AA om AT 08 #ADPAT A lelx@dnt vbirdeurimAlddier€aipariaitreflés Abivairk
des années apreés la fin du traitement et seulement 30 a 40% des jeunes adultes et moins de

20% des patients agés survivront sur le long termé#121
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Il. LA MALADIE RESIDUELLBMESURABLE MINIMALE

Le concept de maladie résiduellenesurable ou anciennement appelée maladie résiduelle
minimale (MRD)estU | & Te@@dpépouk les hémopathies malignes méme si ce terme est
également utilisé dans lesancers solides?2 La maladie résiduelle est le mot générique pour

parler de la présence de cellulesancéreusegersistant en fable quantité apresle traitement.

Comme vu précédemment, un patient présentant moins de 5% de blastes dans la moelle
osseuse et une absence de cellules leucémiques circulantes est considéré en rémission
compléte. Ce seuil de 5%correspond en réalité alal Ei EOA AA Ai OAABGET 1T A

morphologique, permettant de détecter E O O N O & ¢élluled leukémique su 20 cellules

hématopoiétiquel23

La présence de patients rechutant parfois des années apres la rémission compléte a soulevé

1 6 E AT gersigtadhceldéicellules résiduelles chez ces patientellulesqui étaient E OON OB Al T ¢
ET AT OAAOAAT AO 8nArphologiGud ferA flateGdAcettd BpOduéz4 En 1988, les
premiéres étudesOi Al EOT AO U 1 8 A Eduéds dé\bbologiel moléclidiriont Aien OA A E |
évidence le transcrit de fusiolBCRABLchez des patients considérés en rémission compléés

ont permis la détection de cette MRDP?5

En effet, la majeure partie des cellules leucémiques est éliminépar la chimiothérapie

ABET AOROETAIOOAT O A61T AOGAT EO 1 A Oicépendadtirieifaibld T I DI
guantité peut échapper a cette élimination, persister dans différents organesls quela moelle

osseuseet &tre responsable des rechuteaprés un laps de temps plus ou moins importaiit A3 A OO
1A AAO A3 AT OE Ol abultas jeimesdttdinds d®OLAREAT OO

$i OAAOAO AAOOA 1 Al AAEA Oi OEAGATT A EOO AiITA O
différents objectifs. Le but premier de cette détection était de mieux considérer les patients en
rémission ou non en améliorant la sensibilité des méthodes utiligs pourdéceler les cellules
leucémiqueset ainsi adapter le traitemen8  , A AAO@ET I A 1T AEAAOEA 1 OAE
des rechutes et ainsde prendre en charge plugprécocement ces patients. Enfin, la détection de

ces cellules tout au long du trddAiT AT O DAOI AO Ad6i1 OAI-OAfh dd 6 A £A
déterminer si le patient est répondeur ou réfractaire et ainsi mduler ou non la prise en charge

et le traitement.
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—)

, A Ai OAT 1 DbPAT AT O AAO OAAET ENOAO Ad Alnuique@A O |
génétigueset phénotypiques pouvant permettre le suivi Aune maniére la plus sensiblda plus

reproductible et la plus spécifiquepossible ces cellules résiduelles.

Depuis les années 2000il existe deux principales méthodesjui permettent de suivre la MRD

chez les patients atteints de LK durant et aprés le traitement. La premiére méthode estne
approche cellulaire qui détectedes marqueurs phénotypiques aberrants (LAIPou DfN)
expriméspar les cellules leucémiques par cytométrie en flux. La seconde méthaetla PCR en

OAI PO Oi Al j No#2Qq bDIisGmdidsogeretiquedol @D Oulatodsde T A A
génesexprimés par les blastes leucémique$ A T 17T OOAT 1 AO 1 i O&ahtAa®POR AS Al
digitale et la technique NGS (séquencage de nouvelles générations) sont @urs de
développementA £E 1 A 8 Aisénsibiitt @eA®uivi, cependant ceslerniéres restent des

techniques couteuses et donc difficilement applicables a la détion en routine123

La limite de détection de la maladie résiduelle leucémique varie selon les méthodes employées.

%l AEEAOh 1 A AUOT i i OOEd mikix un€icedute sd ACDO deldlesA 6 E A A
4AT AEO NOA 1T AO OAAET ENOAO AA Nnrdiredki@ion Adxe DA OC
AAT 101 A ATT Oi ATA 06060 p TEITEIT AA AA1 101 AO8 $

de la méthode utilisée mais égalemedk O O U D A ligh&tidAntadylied Bermettant le suivi

AA T A T Al AAEA AO PAOGEAT 08 0AO AgAi Pl Ah T A 1EI
Ad AT OB«@AIT Ae®©® NOA AAITT A AdOT CciTA 106061 10O AdO
106126127 A O OAAET ENOAO Tel I©suid de® pattetts ehldubsiprisés Eri charge
puisque certains marqueurs sont de tres bons indicateurde la MRD et permettent ainsi de

prédire les rechutes chez ces patients bien avant les signes et symptémes de la maladie. Cela
permet ainsi de metre en place une nouvelle ligne de traitement plus précocemenbe

TT1i AOAOOGAO i OOAAO ET AENOAT O NOGOT A -23% bl OEOE
est associée a un risque de rechute augmenté et une survie globale plus courte que les patients
MRDnégatifs (Figure 10).128.129| e terme de rémission moléculaire est utilisé quand un patient
OOEOE DPAO 1 6 AabOA OO Ritelspédiigud he piéde@d\bidAcdt@ exipreskisnA O
Dés la réapparitionde la MRDpar cytométrie en flux ouRT-gPCR le patient est considéré en

rechute moléculaire?”
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FIGURELO0 - METHODES ET LIMI'ES DE DETECTION DEALMALADIE RESIDUELLEEUCEMIQUE

, 6 AT A1l UOGA AUOI i T OPET T T CENOA AOGO Oi A1 EOGi A PAO O A
cellule leucémiquesur 20. La cytométrie en flx peut, elle détecter une cellule anormale parmi 10000

AAT 1 01 AGs , A0 OAAET ENOGAOG AA o0#2 AO AA sselodlegdeOOAT O
de marqueurs. En effet, la limite de détection pour une surexpression de génes ne pourra pas étre
supérieure a 104 (#) tandis que des génes de fusion, ou des mutations (*) pourront permettre
ABEAAT OEEZEAO O1 A A Alcytdinétde el©fd) PGRIréactiob dd pBlyniémsatiagh -e&

chaine, NGS séquencgage de nouvellegénérations, RC rémission compléte.Inspiré de Houriganet al.,

2013127

, 6EAAT OEEZEAAOQCEIT AAO 1 AONOGAOOO bi OO0 Ackt@aliéd OOE O
au diagnostic a partir du sang dbu de lamoelle osseuse par les deux principales méthodes de
détection. La sensibilité de détection semble étre corrélée selon ces deux types de prélévement

avec en général une sensibilité supérieure pour la détection dans la moelle osseuse par
cytométrieenflux.$ 6 AOOOAO T OOAAO 110 1T AOGAOOTI AAO 0Oi 00I

DAO No#2h 11T OAITATO 11 00 CBRet |h dutekpiessibrOdu@eEne T A C
WT 192,130,131
La détection et le suivi de cette MRD est rendu difficile padIET O7 OT Ci T 1 EQO1 AA AA

effet, un patient peut présenter dés le diagnostidifférents sous-clones leucémiques avec des
aberrations, des phénotypes différentsCes sousclones présents au diagnostic ne seront pas
forcément retrouves apres le traitement et les aberrationges caractérisant auront disparu avec
eux’3, A AEZAAEAOI Oi nladeurAthble Au cduds Aelld niatadieCet du traitement
mais aussi de sélectionner le marqueur représentatif de lan A1 A A E-&dirdaeldi @sSocié a
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la cellule ayant le potentiel leucémogéene et donc pouvant induire les rechut&$ La plupart des

i OOAAO Oi AAT OAO OGAAAIT OAAT O U AEOA NOGEI AOO
1A OOEOE A 1A -2%$ AZET AGAOI EO AAQuniiaxidmn OAOO
AA 1 AONOAOOO AxEET AA PAITEAO AOD DPOT AT I A0 AA

Dans les années 70, plusieurs études abordaient la possibilité de modifications phénotypiques

des cellules leucémiques par la mise en évidence de réponses anticorps contre ces cellules et

une absence de réponse ia&-OEO AAO AAT 1 O1 A O igthdsEspédifiqueAdmO A O O /
cellules cancéreuses3 OEOA U AAT A AA T11 AOAOOGAOG i1 OO6AAO |
A6AT OECI 1 AORIBKAOAT I ENOAOGS

4 Ei T OE N GirhuAdph@otydagepeut étre appliqué au suivi de la maladie résiduelle de

1 6AT OAI AT A ARAO DPAOEAT OO0 A Osbnkiiilite@e cetfeAechnidu®dst | E A &
plus faible que les analyses par biologie moléculaire et peut atteindre un sembximal de10-4

(Figure 10) 127

[l. B. 1.LES DEUX APPROCHES DETECTION DEEAIP

Ce suivi peut se faire selon deux approches. La premiere approche associe un grand nombre

A8 AT OEAT OPO AEOECi O Ai 1l OOA A AsSmigheks pdin@itahtAd® 1 Al
déterminer la présence ou non de phénotypes aberrants (LAIP) au diagnostic. Ces phénotypes
AAARAOOAT OO OiI1T O Al OOEOA Ai OAAOiI O PI 6O T A OOEOE
facon précoce et prévenir une éventuelle rectie. Chaque immunophénotype est spécifique du
DAOEAT Oh AO EI AOO DPOEI T OAEAI AA 1 BEAAT OEEAEAO
Ces immunophénotypes aberrants associés a la leucémie sont classés en quatre groupes,

1 6AGDPOAOCOEIT ABAT COEQAEDA AOBABAILIOCEON ATADOE
différents stades de matuation comme par exemple des antigénes de cellules immatures (CD34

IO #$ppxqQ AOOT AEi O U AAO AT OECIiTAO AA 1 AOOOE
A8 AT OECITAO AA bpiI OOEAOOO 1T ECIi A0 AAI 1 Ol AEOAO
myéloblastA Oh AO 1T A PAOOGA T O 1A OOOAPPOAOOEIT AGAI
(CD117, HLADR).136

La seconde approche identifie les phénotypes différents des cellules normales (phénotypage de

la moelle osseuse lors de la régénération médullaire pc@ OAE OAT AT 6gqh A8 AOO

(Different from Normal). Cette seconde méthode est moingtilisée, souvent pour les patients

AiTO0 1TA PEiT1 OUPACA AO AEACI T OOEA 16A DPAO i Oi
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PDEi 11T OUPAO AAAOOAT OO AEEAL OAT OO AO AEACI T OOEA
(moins de 10% des patients). Cé¢ eévolution peut étre expliquée par une instabilité

AT OECi T ENOA AO ATTTA 1AOGAT I ENOAR A8OT A Oi 1 AAC
A5 O1T O1 00 AiITTA TETT OEOAEOAR 1T O AT AT OA ABOT A
nouveau cloneleuc | ENOA AOOI AEi U O AEAT CAI AT O AO PDPEI
un antigéne (LAIP) entre le diagnostic et le suivi est retrouvé chez 91% des patients atteints de

,1- AO AT OOAODPI T AAT O AT COATAA | AEiI OEOi d&J OT A
cellules souches3’# ADAT AAT Oh EI AOO EI T OOAT O AA 11 0AO

étre visible dans les précurseurs myéloides sains, notamment lors de la reconstitution de la MO

aprés une greffe de CSu un traitement par chimiothérapied # 6 A QuGi laBsécnBe

approche (DfN) peut éviter ces limitations.

Dans la majorité des cas, les deux méthodes apportent un résultat identique, cependant il est

PDOi AT T E Oi(Eubppe@n Leuke¥hija Netlde combiner les deux approches afin de détecter

au mieuxOT A 7 OAT OOCAT T A i O6i 1 OOEIT AA T A 1AOGAi I EA |
du traitement ou lors du suiviiz2 # ADAT AAT Oh EI1 1T 38AQGEOOA bi OO |
standardisée de détection.

$A T1T1 AOAOOGAOG i OOAAO O3 tEciod de®eMMRD Aar dPtontétriedein fluk. ET O A
Notamment, we étude de Zeijlemaker et ses collaborateurs a mis en place un
immunophénotypage desCSLU DPAO O£ OBADT EAAT OEAEAT O AAO AA
marqueurs fluorescents permettant ainsi de pallier a la faible quantité de cellules récupérées

parfois dans la moelle osseuse des patients notamment lors du traitement qui entraine une

immunodéplétion de la modle osseuse??

[l. B. 2.VALEUR PRONOSTIQUE PREDICTIVE DES REOHES DE CETTE METH@D
DE DETECTION DHSAIP

Plusieurs études se sont intéressées au role pronostique de cette détection par cytométrie en

flux en fonction du moment thérapeutique. En effet, il a été T T OO1 | 8 EI BT OOAT A
détection précoce des cellules leucémiques résiduelles que ce soit chez des patients jeunes ou

Une étude de la maladie résiduelle de patients en rémission compléte, aprés chimiothérapie
ABET AGAOGETT 106 AA ATTO1T1EAAQOEITT A 01 AEEAAOGOD
un phénotype aberrant pour chaque patient. Une réduction du ratio des cellidd AlP positives

entre le diagnostic et la rémission compléte (apres induction et consolidation) est associée a

une amelioration significative de la survie sans rechute de ces patierifs.
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La MRD a également été évaluée dans la moelle osseuse des patients atteints de LAM puis traités
par plusieurs cycles de chimiothérapie ou aprés une greffe d@&SHautologues et anontré une
corrélation entre la survie sans rechute de ces patients et le pourcentage de cellules résiduelles

détectées par immunophénotypagess

Ces différentes études montrent donc la valeur pronostic de ce suivi a différents temps du
traitement (post-induction, post-consolidation ou aprés greffe # A1 A DAOI AO AB
Oi DI 1T OA AO OOAEOAI AT O | AE OnatioGshrudeiévent@lle Aechtt® BT OO0

ou une rémission complete a long terme.

Le nombre de marqueurs moléculaires identifiés est en constante augmentation avec les
nouvelles techniques de séquencage, cependant, le pourcentage de patients dont la MRD peut
étresuivieab AEAA A60T AA AARAO 1 AONDAADOOAE ioBovAr AE DA C
ces patients, le suivi de la maladie résiduelle sera réalisé paesiapproches dePCR ertemps
réel et de PCR digitale qui sont les techniques les plus sensibldsh A7 OAAOET 1T DO
permettent une détection entre 104 et 106 (Figure 10).132
I AGEOOA AAO 1 AONOGAOOO 1111 AdOI AEOAO (WAM)pi OOE
detranscrits de fusion(AMLL-ETQPML-2 ! 2,jou desurexpression de génes tels qu&/T1que
nous développerons plus précisément par lauite (voir 8lll, -p60-) (Figure 11).

0-15 15-60 =60 w151 TPML-RARA
m (B2 Y RUNKT-RUNKTTT
| inv{1 6)/CBFB-MYHTT
W1 1q23/0LL fusions
W 5,90/ DER-CAN

mNUPOB-NEDT
O CBFAZT3-GLIS2

58%

B Other rare fusions

496 O NPT mutant

2% B Mo recurring leukermia-
specific marker

FIGURE11 z MARQUEURS DE LA MAADIE RESIDUELLE ET ROPORTION DE DETECTN SELON
L'AGE DUPATIENT PAR LES TECNIQUES DEQPCR.Ne sont représentés icique les marqueurs
considéréscomme debonsindicateurs de la maladie résiduelleet la proportion des patients présentat
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ces différentes anomalies) T AE A& OAI I AT O AA 18YCA AT OGEOIT 1A I1TE
U 1T6AEAA A301T 1 AONOHECR Revaniich & FAKDBOA DAO NO#28
Chaque marqueurl 8 1 £#£20A DPAO 1T AO 181 A0 OAT OAECT A AT 601

o~ Az .

maniére trés sensible et auront un roleD OF AEAOE AL AAO OAAEDOOAO DPAO |

= £ o~ A N

(NPMIg AO ABGAOOOCAO AOGOI T O DPFLTEIMO O1 A OAI AOO bPOI

[1. C. 1.DETECTION DES GENEE& BUSION POUR LE SUDE LAMRD

Les techniques de RT|PCR ont été développées au départ pour le suivi de tramis de fusion

OAl O NMXH1#% AMLEETOouPML2! 2418 %l A£EZAORh 1T A PAOOEOOA

sz ~ N s A oz A N £ s oA

rechute élevé.

5TA 1 OOAA Oi AT EOGiI A OO0 ¢xy DAOEAT OO0 pliguareE OE |
gene CBF. Plus précisémerig maladie résiduelle de cegatients présentant la translocation
t8Ncpq T O | 6faisivit®A@®Bl 11 A@DOAOOET TAMAGTOGtH#I" &t AA
MYH11, OAOPAAOQEOAT AT 68 | BOT O | Ales A#iénts EconfideieOénb E A
Oi Il EOCEIT Aiibplii OA AO DPOi OAT OAMOAETDHaAs ldntélle T OOE
osseuse supérieure a 3 lagrithmes (log) avaient un risque de rechute nettement diminué (4%).

Des résultats similaires ont été observés @O | A OOEOE #A AMYHBELAVAALO OA OE
risque de rechute de 21%pour les patients présentant une expression du transcrit inférieure a

10 copies. Ces observations sont identiques apres les différents cycles de consolidation et

montrent que le suivide ces marqueurs est un bon indicateur de la réponse au traitemekif.

Une autre étude ayantlassé legatients en deux groupes a faible ou fort risque de rechuta
ainsi entrepris une greffe allogénique de CSH pour les patients a haut risque de rechute. Les
résultats indiquent une survie sans maladie prolongée pour 61% de ces patients contrairement
aux patients nongreffés a haut risque (19,6%).141 Cela suggére un role informatif de la MRD

pour moduler la prise en charge thérapeutique du patient nomépondeur.

Il. C. 2.LES MUTATIONS DE GEREOMME MARQUEUR DE MRD

Comme nous avons pu le voir précédemmenterains génessont mutés de maniere précoce

avant le développement leucémique@ D OT AAOOOO A §-eicénigOdcanteme OA b
notamment les genes DNMT3A TET2 et ASXL1 Cependant, il est nécessaire de prendre en
considération que ces mutations sont également retrotées chez des patients sains qui ne sont

DAO AOOAET OO AGd EiLd pluppA QuBdmpLD 6 IA 1D O A kedd@squeurdedt

stable et persistel 81 A APOT O 161 AOAT OET 1 pénlanti pAsie®@s | EOOQC
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années'251 A i OOAA PAO .'3 A AT AT UOi 161011 O00EIT ¢/
OOAEOAI AT 6h AEAU AAO PAOGEAT OO0 bDPOi dhdér@dués@u AO |
diagnostic. Cette analyse a révélé la persistance de ces mutations chez plus de la moitié des
patients en rémission completeet AO AOOA OO0 T1udrisquédde BedhGrealigmént® O i
AOOT AEi U AAOOA DAOOE OOtAdsdAdus ces anomBliesOdenétijied E 1 |
persistent dans des clones préeucémiques qui reconstituent la moelle osseuse apres le
rechute augmenté cependant, la disparition de ces mutations précoceassociées a la
disparition des autres mutations plus tardivesdevraient normalement signifierdd 1 87 1 ET ET A

du clone préleucémique et des cellules leucémiques

De mémelesmutationsde certains genes sont instables au cours du traitement et rendent leur
OOEI EQOAQOEIT DBI OGO 1T A OOGEOE 111 REEXRPATKD)ABA OO |
génesRASou des génedDH1/2.20123%# ADAT AAT Oh A AW Pt Out dedm®Bied O A
étre utilisés en association avec un autre marqueur car ils peuvent avoir un réle pronostique

(Tableau 4 .123

Lamutation récurrente du géneNPM1touchant 20 230% des patients aEA Bbjet die plusieurs
études., 6 AT O Ad casiéthideont révélé une sensibilité élevéede détectionde ce transcrit
entre 105 et 108dans le sang et la moelle osseu$® Notamment, une étude réospective sur

245 patients atteints de LAMet présentant desmutations sur le geneNPM1a été réalisée. Celle

AE A i OAI O0i 16A@POAOOEIT AA AA c¢ciTA AO@ AE
consolidations) etil a été montré N e MRD négativesst associée a une incidence de rechute
AAEAT A AO OT A OOOOEA cCciT AAT A 1TAOOAI AT ®DAI i1 E]

= s A~ oA N

fiabilité pour le suivi de lamaladie résiduelle144

Une autre anomalie génétique pouvant servir au suivi des cellules leucémiques persistantes

apres traitement est la surexpression du gen&/T1dans plus de 90% des LAM.
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Chapitre 2: Le gene et |la protéine
7TEI 1T O6 40110 g
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Le geneWNT1porte le nom de la pathologie cancéreugeediatrique pour laquelle il a été identifié

comme gene prédisposana cette maladieen 1990. Cette tumeur de Wilms estin cancer rénal

touchant environ 1 enfant sur 10000. Celleci peut étre associ@ a differents syndromes tels

gue le syndrome WAGR (Wilms tumor predisposition, Aniridia, Genitourinary abnormalities

and Mental retardation), de DenysDrash ou encore le syndrome de Frasier ou des mutations
germinales de WT1 sont retrouvées. Dansenviron 10% des casAA OOi AOOO AA 7E
retrouve une délétion ou une mutation somatiquedu géne WT1, considérée comme un
évenement précocedans les formes sporadiques de la maladiés.146

Ce geneWT1A PO B8 O00A Ai AOEO & GuEcarActéridation 8 &EQIRAA OBEEA D
constitutionnelle sur le chromosome 1Lp13 Adnfants atteints du syndrome WAGR47.148 Deux

études de Call et Haber ont montré une expression tisslaire spécifigue de ce geéne,
principalement par les cellules rénales et gonadiques, ainsi quecertaines cellules
hématopoiétiques llsont égalementfourni une description plus précise de la séquenceu géne
avecnotamment | 6 E A AT Qg 4edfrdciur®@$eh dloigt de zinc etAudne séquenceriche en

PDOT 1 ET AT Cl OOAI E prdbabla 016 Acdfécrelr @e téads@iption Peu de temps
AOPAOAOGAT O Al pwxph !'1 EFOAA +1 OAOGT 1T DOl Bt OAEOD
hypothesis) pour expliquer les différences entre les formes sporadiques et héréditaires du

Oi OET 1T Al AOOI Dads led fBrmes failiakEsidu @tihoblastomd, 6 EUDT OEanOA A O
premier événement est germinal et & celuh E O dall mihidumAin événement somatique

OAT AEO NOA DI OO 1 A0 &£ Oi AO ObT OAAENOAOGMES? 06 A
Les enfants présentant le syndrome WAGR omtu moins une copie délétée du géne dans

1 6A1T OAT AT A AAOs RDIAIT AIAAD AT OIOQUGIAA 1 8 AT AT UGA AA
géne est retrouvéemutée ou délétée.# 8 AOO DWTA @ e IclEsé comme un géne

suppresseur de tumeurts1.152

Des études plus récentes onmis en évidence une surexpressiode WT1 dans de nombreix
AAT AAOO AikcluahtdeA feGrEnded suggérant un réle oncogénique du génsis?
Cependant, dans le cadre des leucémies aigués myeloides, le gafld est muté chez environ

10% des patients laissant plutot a pnser a nouveata unrole suppresseur de tumeurts8.159

Ces contradictions quang la fonction oncogénique ou suppressive de tumeur de Wpkuvent
O6 APl ENOCRGEOADT A Ases Asbfornied fleAl® prddéineayant des fonctions

biologiques variées
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l. GENERALITESZ STRUCTURE DU GENE EDE LA PROTEINE

Le géneWT1est localisé sur lebras court duchromosome 11(11p13)chAU 1 &6 (T T 1 A AO
chromosome2 delasouris.# A Ci1 T A AT OOOA OT A Oi N6&RMlohakesCi T 1 i
(kb) comprenant 10A @1 1 O NOE Cci 1171 OAT O O1 ! 2 .32kb.RIGRHACAO j

mécanismes mis en jeu sucet ARNmOT 1 O AT 1 AOEOA U 186AQGEOOAT AA

connues de WT1.

47 00 APAQADOBADBOO AT AT 1 O ABET EOEAOELleprenfieAcododh OOA
A 8 Ealiof AT fut décrit en 1991 paHaber et ses collaborateurd ET OE NO&6 01T A AA O
la structure génomique deWT1 (annoté +1 sur la figurel6).160 Quelques années plus tard, deux
AOOOAO i NOEPAO 110 T EO Al i OEAAT AA AAO@ OEOAO
+378 par rapport a la premiére méthionine dédte et une leucine (codonCTQ, 219 paires de

~ ~ oA Nz

AAOAOG AOAMOR2%I5! arnmmClp 80T NOAOOET i A OEOA ABETEOD
ses collaborate® Oh | AOOAT O AT ¥ OEAAT AA Inbuk aeEsin(rbpreA A A S
promoteur (promoteur 1a) OA O E O O Airod 1 duAén® @ transcrit AWT1 (aussi connu
sous la dénominationsWTJ) ainsi formé conserve les exons 2 a 10 restants mais est agpvu
des 147 premiers acidesaminés (Figure12q8 #A DHOIT 11T OAOO pA AOGO O

génétique dans certaines pathologies comme les tumeurs rénales ou son expression est
OEI AT AEAOOA OO0 186AT 111 A 1 AOAdfimiéidandlA tadré deOEUIT £
LAM et des tissus hématopoiétiquesss

Suite a cela] 6! 2. | sulrAéu types Aé&pissages alternatifsLe premier épissage est

1 TAAT EOT A@BOAGAAAQIGAGAEOET T  Adkt leg jsofohRESBRA O Al
référencées par +£ ex5.CeluFAE 1T 8 AO00O DOi OAT O N Q@dsedvidkdipel3AO |
acides aminés (ne lysine, une thréonine et une séringKTS§ liant la troisiéme et la quatrieme

structure en doigt de zincAT T O 1 6 EOI &l Oi A KXUT8B° 0@ Ydcond épBEsage D AC
alternatif a ét¢éAT T OAOOT AO AT 60O AA 181 011 O00ETT AO AO
attestant de son importance fonctionnellé4 Ceci condui ala formation de 4isoformesdetaille

allant de 36 a 62kDa et cellesci sont nommeées A {-), B (+/-), C(-/+) et D (+/+) avec
respectivement la présenceCq 1T O 1 &A AAA T /B SE@éntedi TR

Ces 4isoformes peuvent présenter les OE OA O A &iadnantilBnk @ Eri tbtal de 16

isoformes possibles., @ondance protéiqgue des 4 isoformes principales semblent étre
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conservée au cours du développementn effet, les différentes études effectuées sur dessus

ou lignées cellulaires sain(e)s ou pathologiqueshumain(e)s ou murin(e)s montrent que

1 6EOT &£ O A 1T AET OEOQAEOA AOO 168EOT £l OTA $ jcCcrcCQa
OAT AT A 7T NOEOAIT AT O Aestdxfyimdela @eplus fhibemni@eau®i16e146 Be rdtio
AGAGDOAOOET T A Odiférents GsSuis éudiéstels due 1@ maelfe Osseuse, les reins,

1 AO 1 OAEOAOh 1T A0 OAOCOEADI AO 16 160601 0608

%l c¢mpuh OTA 1T1TOOAITTA £ OIA AA 74ph Ai OECT i /
présentant des effets antagonistesux isoformes principaless )1 O6 ACEO A&l A b
en partie GOAOI ET AT A PAO O1 PDPEiTTitTTA Adi PEOOACA Al

en doigt de zincA A 1 E A E Q Cdtte dibtéinédelst®xpriméeplus faiblement que les autres
isoformes dans des lignées cellulaires de leucémies myéloides (K562, Kasdunoiu HL-60) mais

AOOOE AAT O AAO TECTIiAO AA AAT AAODO O1T1 EAAO | Pl

UnpremierDETi TT T 1717 AARSITHREQEDT Ai AOEO PAO 1| 6 bNDEDA
AEAT CAT AT O A601T 1 OAIT i1 OEAA Al DI OEOCEIT Yyow Ol
AGOT A 1T AGAETA j#4#q AT OT A POTTETA j###q AT b
égalenent retrouvé AEA U 1 6led duiedksont également montré dans des cellules
pulmonaires et rénalesNOA AA 17V AATEOI A Ad8i AEOETT 1 OAEO
puisque le raton présenait majoritairement la forme de WT1 possédantld AOAET A aOAT AE
1 8 YCA leAdedxifamBs sont expriméesdans ces tissug68 Ainsi, la présencede cessites

A § HatioB @e la traduction, A O T PEOOACAO Al OAOT ACGEAO AO Adi A

A N s~ A~ = A

Les isoformes de WT1 peuvent subir des modifications pos$taductionnelles comme des
phosphorylationsau niveauA O AT I AET A AA 1 EAEOI 1T Ouehcoredes | Al
sumoylations dans le domaine répresseut®® ! OAOT A&EEAO AA 1T A O@i T Ul /
74p 18A Al Al GePendarhiin bladcage GEIRADAAEOTI UARIEGAD NG G
rétention de la protéine dans le cytoplasme été montrépour la protéine phosphoryléel70.171

Z. A 2 A 0~

, AT 1T p U ¢ Al-terdidae GOgkne WAL etRdrpdt& dne région riche en

proline et glutamine jouant un réle dans la régulation transcriptionnelle. Les résidus 84 a 179

AT AAT O pT1 60 O1T AT i1 AETA Oi POAOGOGAOO AA 1T A OOAT ¢
061 OAT AAT O E OGN Ods Adéux @omarted\ Peuventofonctionner de maniére

ET Ai DPAT AAT O A®T1 démarelapis @ Dofnaine répresseupouvant expliquer des
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fonctions opposées aux autres isoforme$72.173 Cette partie Nterminale comporte également

Ol AT T AETA AGET I 1T AEIpiy@QE®DA OENTOOAT@ OFADO G A A
dominant négatif de sa forme mutée dans les syndromes de DerApsash.174z176 | a partie G

OAOI ET AT A NOE 06i OAT A @RAA 18301 1T Alxi AETPAn AROQ E
T OAl i ENOAO j!'$. AO '2.q AET OE NOGAO@ DOI Oi ET /
Cystéine 2Histidine 2 (Figure 12).177

Trois des quatre doigts de zinc de cette protéine (ZFR @ DB Oi OAT OAT O AT GEOI 1
de séquenceprotéique avec le facteur de transcription EGR et est capable de reconnaitre la
séquence consensus de cehail’d* OONOJSQDARBDEED 1T A POAI ET OA 0000
i &pq T OAEO AT 1T OEAT Oi A ATi T A PAOOGEAEPAT O PAO
connu. Cependant, des études récentes ont montré que ZF1 jouait un role dans la stabdtté

1 8 AEAET E @uix acllds ndcléiguds Mie plus,serait capable de changer de conformation
OA1TT1T 1TB6AAEAA T OAT T ENOA T Ei DPAO IpdtidpemiOm@oOar O Al
I A Obi AE £AE A B0 LeAzR1 alréit! plis par#E&i€ément un role a jouer dans la

liaison des ARNS!

Structure du géne WT1

(-219) (+1) (+378) (AWT1) Epissage
CTIG ATG ATG ATG Exda(+)

Epissage Epissage
17 a.a (Ex5) KTS

Structure de |la protéine WT1

NH2 )ZF )ZF )ZF ZF WcooH
1 2 3 4

Domaine d’association Domaine Domaine liaison ADN
activateur
Domaine
reconnaissance
ARN

FIGURE12 - SCHEMA DE LA STRUTURE DU GENET DE LA PROTEINE W1. Le géneWT1 est

AT T OOEOOT AA pmn Aglinit@tiorAdd la Bradatoh fndiqué paruBediddbe nbik

AAAT I DBACTi1 AA 1T A DI OKOEAODQA USEANOEE Oi A6DOT74pas Al O

partie introniNOA O1 PAOAT O 18A@I 1T p AO ¢ jpAQ8 51TA EIEO A

alternatifs (symbolisés par les flecchesrangeq AT 1 O 1 61 PEOOACA AAO px AAEA/
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AOG ARG o AAEAARO Al ETT1 O | +ddi@ @s 4Asbféndeh principded.iLa pratsindd O  p Tt
WT1 posséde plusieurs domaines. En partie C terminale, on retrouve les quatre structures en doigt de
zinc(ZF:t @ PAOI AOOAT O T A 1T EAEOIT U 16!'3$. AO i CAIAIATO
niveau du premieret entre le deuxiéme et troisieme doigt de zincEn partie Nterminale de la protéine

OA OO1 OOA 1T AOG AT i AET AO AJd A éaimetiard &uEsi sbn hdnfdo@mébsatorO AT A E |
AET OE NOB&8O1T Al inAdémaife rdpreéLifdtAud Aotn@ife de reconnaissance des ARN.

Inspiré de Yanget al.,2007 .182

Une localisation nucléaire de la protéine WT1, en concordance avec son réle de facteur de
transcription a été mise en évidencés3 Des expériences de colocalisation ont montré que les
isoformes +KTS de WT1 se situait dans desompartiments nucléaires (corps de Cajal et
speckles) impliqués dansi 6 1 D E OOA C A -miasdaQerstazdis qub @§ isoformeszKTS

étaient retrouvées principalement ccA D OEI 1 AO U ABAOOOAO etmAcB OAO O
séquences 0 ! $spécifiques!s! De plus, des traitements a la RNAse altérenniquement la
localisation nucléaire des isoformes+KTS suggérant un rdle posttranscriptionnel de ces
isoformes184 Des expériences deésonance magnétique nucléairent confirmé la formation

A6 OT A OOOOA O@oibofomkes@d4 30 OMIAT ROT OAT A par igpdri aux! $. A
isoformes comprerant les trois acides aminéKTS. Les auteurs expliquent que cette perte de
OOAAEI EOi AOO AOGA U 16ET OAOOGETIT AA AAO AAEAA«

~ A .- ~

=117 176 111 AA 18ATI1

o
m
O
0
OI
> Qu
O
m

structures en doigt de zinctes ,

localisation.

Des auteurs ont identific0 1 6 AEAA AA | QDA R @D O Gk SgkaixiEdBl O A O
localisation nucléaire (NLS) sur la séquence de WT1 se duvant entre la position 291 et 350,
plus précisément au niveau de la premiere structure et erg ladeuxiéme et troisiémestructure

endoigt de zinc(figure 12).186

Ces localisatios différentes des isoformes+/ - KT Sattestent der 6les spécifigues achacune ceci
étant certainement lié a la modification de la liaison des acides nucléiquesr la présence ou
1 6 A A @édkcét Apfssagale 3 acides aminéinfluencant la liaison du domaine en doigt de zinc
Lalocalisation decesisoformes ainsi que sa structurdaisse penser a undle transcriptionnel

et posttranscriptionnel de WTL1
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Il. REGULATEUR TRANSCRIADNNEL ET POSTTRANSCRIPTIONNEL

De par son domaine de liaison des acides nucléiques avesstructures en doigt de zinc, WT1
peut réguler la transcription de génes cibles. Selon le type cellulaire, les isoformes de WT1 et le
OAOD Abd A @b OADibphLrrd agitcAmnie AdvdtelrOu répresseur de la transcription.
Plusieurs motifsA 6 ! fieconnus par WT1lont été référencés, le premier a été le motieconnu
parEGRp COYAA U 1TG6EITTI1TCEA Al OCAsddudgenedsi DeEi A

autres motifs dérivant du motif EGRL ont été décrits par la suite par Hantton et ses

Al

collaborateurs ainsi que Nakagama et son équipe avec le motif WT#.189 Par |a suite, lors de
1 6EAAT OEAZEAAOQEITT AA 11 OOAT 1 AO A gitdd telsQuedenotit 4 p h
(TCC)n, ou le motif WKE?0.191 | a plupart de ces motifs de liaison reconnus par WT1 concorde

avec la séquence décrite par des études de cristallaghie.180

De nombreuses ciblesle WT1ou de certaines de sesoformesont été décrites et cellesci sont
des genes impliqués dans de nombreuses fonctions cellulaires. On retrouve des génes régulant
le développementde certains organes tels que les reins et les gonadda régulation e génes

participant au métabolisme ou a cycle cellulaire ala prolifération, la différenciationou encore
al 6 ADT (pableaG6).

Roéle dans la croissance et/ou le développement

RAR| j OAOEIT T EA; @A Répression WT1 total 192
TGFr | OOAT OA&I Oi Ed @ Répression | WT1zZKTS (+/-Ex5) 193
EPO (érythropoiétine) Activation WT1zZKTS (+/-EX5) 194
EGFR (early growth factor receptor) | Répression | WT1 +/-KTS(+/ -Ex5) 195
. . Activation/ | WT1zKTS (activation)
IGFII (insulin growth factor -11) Répression | WT1+KTS (repression) 173,196,197
Roéle dans la différenciatio n
CSF1 (colony stimulating factor 1) Répression WT1 total 198
HOXA10 (Homeobox A10) Répression WT1 total 199
P21 Activation WT1zKTS (+/-EXx5) 200
c-Myb Répression WT1 total 201
2EIA AAT O 1 6API BDOIT OA
BCL2 Activation WT1zKTS (+/-EX5) 202
c-MYC Activation WT1 +/-KTS(+/ -EX5) 203,204
Al/BFL1 Activation WT1ZKTS (+/-EX5) 205
Régulation épigénétique
DNMT3A  Activation | WT1 total | 206
Autres cibles
MDR-1 (multidrug resistance 1) Répression WT1 total 207
MMP9 (matrix metdloproteinase-9) Répression | WT1 +/-KTS(+/ -Ex5) 208

TABLEAUG - LISTES NON EXHAUBVES DE CERTAINESIBLES TRANSCRIPTIONBLLES DE WT1.

Ces différentes études ont été réalisées sur des lignées ou tissus sain(e)s ou cancéreux (ses) de
-70 -



reins, de gonades, et hématopoiétiques. Pour chaque géne, il est précisé si WT1 abdlen
AAOEOAOAOO 10 Oi POAOOGAOO AO i CATAI AT O OE 1686AA
induit par une ou plusieurs isoformes particuliéreslnspiré de Toskaet al.,2014.164

En 1995, il a été mis en évidence une localisationucléaire différentielle des isoformes de WT1

AAT O T A TECTiT A AATIT Ol ABQAsisbfor@dsKTSerdiett EdoCaksées£GC OA |
avec le facteur ddranscription Spl et présentaent une liaison des ADN cibles aveek ZF34

tandis que ks isoformes+KTS étaientretrouvées localiséesau méme niveau qué 8 AT OECT 1 A
détectanti AO DB OT Oi ET AO Zdnstitiddts du Sdlided3omie Belpius, dedisdformes

+KTS présentaient une modification de la conformation des 2 derniers doigts dezinc
augmentant la flexibilité de la structure et une diminution de la stabilité impactant les
interactionsAT OOA 1 6! $. 1A&RILéttd locAli€ation des isaformesKTS a ensuite

été confirméepar une étuderéaliséesur les ovocytes deXenopusu les transcrits en formation,

les swurposomesy A @uclEofegktaient colocalisés avec les isoformes +KT8

#AO AEALE OAT OAO 1 OO0 A Agost-irangdriponndl decette @dehéefplud 8 OT
tard, il a été misen évidence son implicaE T T AAT O 1 8 i-ARNMOAAY&setAchO DO
AOOT AEAOGET T AOCBROGAOA MBAIOA OMOA ABG! &ou T O 7410

I1. B. 1. WT1ET SA LIAISON AUARNMESSAGERS

Caricasole et ses collaborateurs furent les premier8 Ai AOEOA T A 1 EAEOI I
Oi NOAT A Algf2Adédertiant du domaine en doigt de zinc de WT{+/ -KTS) et plus
particulierement du ZF1210, ceci fu confirmé dans des expériences vivo sur des ovocytes de
Xénopusgs! Une autre étude amontré la liaison Ad OT A O ARDNA A A dctinided) 1
(ACTNL) par le domaine en digt de zinc de WTlet une autre équipe a mis en évidence un site

de reconnaissance des ARN (RRM, RNA recognition motif) se trouvant en partieeNninale de

la protéine en amont du domaine répresseut'1.212\WT1 se lie préférentiellement aux régions

P U Y-SR N

086542 AAMMEBI2 AGAOCI AT OAO 1 AGO OOAA®ZP EOQT AO Adi

Il. B. 2.WT1ET LES FACTEURSHPISSAGE

La protéine WT1 (isoformes +KTS) étant décrite comme assocée a des composants du
spliceosome, différentes études onttentd 8 ADD O Al T A Eebde iméttee er\dvidehde O A O
Oi'1T EI DI EAAOCETT AAT O |detudElilTd I i1 AOOIAGde® EOOA
isoformes +KTSAAA O AAAOAOOO AlésipdtEr@OIRAFAS (fanldr Quxilidie A2
DAOOEAEDPAT O U O HAWTAPI(WT Assofigted Apfotdin) EtSRBIZ4ARNA

s o~ A s s s oA
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0OEONOGA 74p DI 001 AA O1 Aleb dutelrsbnt frdpesé i § BED i OEIOE
Auhe coopération atre les isoformes de WT1(+KTS ezKTS O 6 A O Odb @ Ayintlesemais
égalementde 87T PEOOACA AT GOAAO AA AAO ' 2.1

I1. B. 3.WT1,UN EVENTUEL ROLE DI LA TRADUCTION

La protéine WT1 serait impliquée dans la migration du noyau vers le cytoplasme. En effet, les
auteurs ont montré dans deux lignées cellidires murines de mésothélium (AC29) ou

i1 OTT1 PEOENOA, urméokrtallengn négligedble (1050%) de la protéine WT1
(isoformes +/-KTS) était retrouvé dans la portion cytoplasmique dont une majeure partie
associée a des ribonucléoprotéineRNPs) suggérant un role dans le métabolisme des ARN. lls

ont égalementmontrél 6§ AOOT AWTA @ de$ dolysBrdes suggérant ici une implication dans

la traduction protéique2®*" T O AO Oi 1 1 NOEPA 110 11106017 NOA
Adlt 2. 1117 1T DEOOI O A (cindithtivéitiar3podéleménB,@eérdtait eutr %
export nucléaire et leur associationa des polyribosomes afifA 6 E T fed Eaduktion.220

#AO AEAZELE OAT OAO i OOAAO AOOAOOAT @KTApobvbant ek A OO
de maniére spécifique a des séquences 6! $. A O A st@hscrighidhhelpoud led O
isoformes +KTS. Cependant, les fonctions précises de ces différentes isoformes restent encore

a étre approfondies.

. B. 4. WT1ET SES PARTENAIRES

T - -

WT1 posséde de nombreux partenaire DAl O NOA Ad A O GandedptioEAESO A O O(
protéines régulatrices,qui vont participer a son réle dans le développement, la croissance, la
AEEAI OAT AEAOCET T 11L& tadldad $uidaht énundede buh BettdinOnbrédbre de

protéines avec lesquellesette protéine vacollaborer (Tableau 9.

- STAT3

- WT1 (homodimérisation, effet dominant
Facteurs de transcription négatif)

- Hsp70

- p53

- BASP1

Corégulateurs
- Par4
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) - Actine
Facteurs intervenant dans la
: . . - RBM4
production et le métabolisme des
- WTAP
ARN
-  U2AF65
- DNMT1
Facteurs épigénétiques - DNMT3A
- TET2

TABLEAU 7 - PARTENAIRES DE WT1 IISTE NON EXHAUSTIVE Ce tableau présente guelques
PDOT O0i ET AO NOE O11 0 OWwWEDsoiDgargGofpér A €on hcoA ghpsdlBgi@efei/ou A A
pathologique. Inspiré de Toska et Roberts, 20144

1. EXPRESSIOSET FONCTIONSPHYSIOLOGIQUESEWT1
, 6 A @b OA Wit tontraidement & de nombreux facteurs de transcription, restreinte a
certains tissus et types cellulaires. De Ips son expression varie selon es périodes de

développement ou des stades de différenciation particuliers.

, 6 AP Od gEeENTIAOO EAOOAT AT O Oi ¢OI i Aonirdle@®faciedr 1 6 A
de transcription va cibler de nombreux génes impliqués dans le dévelppment tissulaire, la
croissance, ou encore la différenciatiogellulaire A O 1 8 AWT1BsOrettOudé&exprimé dans

de nombreux tissus composés de meésothéliunet dérivées du mésoderme En effet, des

Aobi OEAT AAO inMsiiuched @ Bolris rEpeli EO AA Ai OAAOAO 74p
(cavité embryonnaire), le tissu cardiaque, les intestinsle foie, les poumonset la créte

Ooi ciTEOAT A NOE AT T1TAOA 1AO Cci1TAAAOh 1 8APPAOA

et inguinaux221

[1l. A. 1. DEVELOPPEMENDES REINS ET DES GADES

Les fonctions de WT1 dans le développement des organeso-génitaux ont été mises en

i OEAAT AA U DPAOOEO A 1 8EAAT OEEEAAQEIT AAOG Al
syndrome de DenysDrash.

Au niveau rénal, WT1 est exprimé au cours du développement embryonnaire puis restreint
ensuite aux podocytesles glomérules+ OAEAAAOC AO OAO AT 11 AAT OAOAC
le réle de WT1 dans le développement urogénital, ont établi un modéle murin déficient poce

géenechez des souris C57BL/61 es sourisdéficientes et homozygotes(WT17/-), mouraiert in
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utero entre le 13 et le 15 jour de gestation & causéd 6 OT A ADI DOT OA dedi 1 O1
cellules mésenchymateusedu métanéphros empéchant la formation du bourgeon urétérales
AOGOAOOO 110 i1iCAITATATO T AOAOOGI 1 6AAOAT AA AA
cardiaque et pulmonaire,ainsi N @@ diaphragme discontinu222223 Un autre réle important de

74 p A Ofartidp® dl&ttansition mésenchymatei PEOET | EAT A U 161 OECET
vésicules rénales a partir du mésenchyme métanéphrique eaugmentant] 8 AGPDOAOOET 1
wnt4.224 Apres la naisance, WT1 reste exprimé dans les podocytes des glomérules rénaux
murinsBDT OO | AET OATEO 1 6ETIT i1 OOAOEA Oil1T AT A AT 0Oi ¢

Pax2ou la néphrin e. 225226

Lessouris déficientes pourWTlont montrée AT  BI1 OO0 Ad 01T Ai £ZAOO umeA Ai (
altération dans la formation desgonades attestant égiement du réle primordial de ce geneA

1 8AEAA AA AAO@ O1 OOEO Ai £E ZEQila®td is @éieviiencduA O EC
Ai FAOO AO Ai OAOI ET EOI A OA@OAI apphrait Askedtlel pAuk A A
maintenir un taux élevé du genesry (Sex determining Region of Y chromosome) et induire la
signalisation viaSox9(Sry box9) et le dévelopgment des gonadesnales chez la souris?27.228

Le réle essentiel de WT1 dans la survie et la maintenance des cellules germinales et de Sertoli

A 701 DPOT O0O0i DPAO 1 6 O0E I2EL@Agorades ferdmeOexpriBerdusiil O A O ¢
74p AOOAT O T A Ai OGAT 1 bDPAT AT O AAO 1 OAEOAO 1 AEO
niveau des cellules de la granulosa des follicules primordiaux, primaires et secondaires,

attestant de son réle dans la folliculogénés®&?°

I1l. A. 2. DEVELOPPEMEND®UTRES TYPES DE TISS
74p AOO i CAIT AT AT O EIi Pl ENOIih AAT O AA T TETAQAO I
AA 181 OCAQKIGI AisdOh EI AOO AOOI AEi AO Ai OAI T pPAI
A6 AAET OET Tammigiation, ét% formAton des coronaires irrighA T O 1 A312&@ndeO 8

- A

retrouve exprimé au niveau de la capsule de laraje OEOA AA 1 6Ei 1 AOTI2BIT ai OA

au niveau du systeme nerveudé* et des cellues ganglionnaires rétinienne&3> ou encore dans
les cellules mésothéliales des bourgeons pulmonairéé et du foie adulte ou en

développement?z21.237

, AL OET A AA 74p AAT O 18Ei I AGiamdnaulaphpap detléufids] T CE
061 OAT O ET Oi OAGOTI AOG U O1 1 OEI ADe Alds] 163 diffeleles AT OF
études existantes présentent des résultats plusou math AEOAT OAAT 6O NOE bDACQ
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notamment par la variété de modeéles étudiéset la prise en compte ou non des différentes
isoformes de WT1.

#ADAT AAT Oh 1100 AA 18A1 AOUTl CAT 17 OAn 1 Aethyniug OAO
A0 1 Ata@lptimknt VG OOCCT OAT O O1 OEI A AA AR shdpiush AAT
la souspopulation CD34 de la moelle osseus¢humaine et murine AET OE NOA 1 A OAI
cordon présente une expression élevée d&t1 OAT £ Oe AT O 1 8EAT A A8 OT A
de ce géneg324 57 A 7 OO AxbressioA delWil au cours de la différenciation
hématopoiétique murine a été réalisée et a montré que celt@ était spécifique a des soutypes

AAT 1 OI AEOAO8 %l AZ£ZEAOKh 1T AO AAT T Ol VKD etQie@d@sEA O |

2 A N oo~

AOGOAOOO 110 i1171T00i NOA 16AGPOAOCGOEIT T A bpiI OO
myéloides communs (CMP), les progéniteurs granulocytemonocytes (GMP) et les

progéniteurs érythroides-i i CAAAOUT AUOAO | -%0qQq U OAEOIT A
respectivement. Pus E1 O T 1T 0 T AOAOOi OT A AEI ET OOETT AA

différenciation des précurseurs et une trés faible expression dans certains sotygpes de

cellules matures (Figure 13).241

Diminution croissante
lors de la maturation

Expression 4 b Détectable - Présent dans
de WT1 Indetectable (4% environ) (1 teur) certaines cellules

WT1 exogene

quiescents )
(CD34'CD38Y) i‘l)
> I WT1 exogéne :‘,‘;f‘;—i
W
“1\“\' ey J/"_.\\.-‘* /—k '9
ey > (&) >
& =
Précurseurs engagés Progéniteurs communs Cellules myéloides
proliférants myéloides matures
(cD34*CD38Y) (1-17% selon le progéniteur:

GMP, CMP ou MEP)
WT1 ectopique

Perte de WT1

FIGUREL3 - EXPRESSION D®/T1 AU COURS DE L'HEMAJPOIESEWT1est retrouvé exprimé dans
une faible proportion de cellules CD34 CD38 (quiescentes ou proliférantes), puis cette expression
augmente dans les progéniteurs communs myéloides pour diminuer ensuite lors de la maturation des
précurseurs.Inspiré de Huffetal.,2011 .241.242

En accord avec ces donnéeblenssen et ses collaborateurs ont montré que des progéniteurs

EOI 1710 AO OAIT ¢ AGOAI A AvTZei révis eh culdu@ BvoddesAdctéurs £l 00
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AA  AOI EOOAT AA OT UAEAT O 1AOO A@POAOOEIT AEIE
différenciation.240 Ceci a été confirmé padesétudes sur leslignées leucémiques K562 et HL60,

ol WT1 était sousexprimé 11T OO AR 1 6ET AOAOET 1 AA
érythrocytaire/mégacaryocytaire ou monocytaire/ granulocytaire, respectivement243.244 De

i ATET OA AT T OOAAEAOIT E GEH-KTIS@aEE® dég&iteCcordmeinduisar la 7 4 p
différenciation COAT O1 T AUOAEOA A8 01T A 1 E2Uriektudsd distiy@htCi T E «
le role de la partie Nterminale et Gterminale de la protéine WT1 a montré que la premiere

était suffisante pour inhiber la croissance des cellules myéloides et indaila différenciation

tandis que la seconde partie correspondant au domaine en doigt de zinc étedquise pour

réduire la prolifération érythrocytaire et inhiber leur différenciation. Cela implique que

1 6A1 01 OAOGET T AA 1 A p®Bge pa phrEiloMaind Eniddigt de iric mbispiitht 1 A
DAO 1 EAOAAAAGBIOIOOAO MmhAIKR OO0 Al DPAOOEA

Des modeles de surexpression dé&/T1 ont montré une augmentation de laprolifération des
progéniteurs hématopoiétiques associée ain blocage de la différenciationdépendant de la
signalisation G-CSF (GranulocyteColony Stimulating Factor}*7.2481 | 8 E Ln® Au®edcAide

a montré que la transduction deNT1dans des progéniteurs CD34isolés de cordon, entrainait

une inhibition de la prolifération de ces cellules(formation de colonies érythrocytaires et
myéloides)249 Ellissen propose que les fonctions de WT1 vani¢ en fonction du stade de
maturation de la cellule hématopoiétique. En effet, la différenciation serait induite dans les

DOi AOOOGAOOO Ai EU AT CAci 6 AAT O OT A TECTi A DO
primitives serait modulée par les isoformes +KS deWT1.250

Une étude de Kingdnderwoodi 8 A DAO OAOOT Ol dédns 1A dideie ABchgel T A
AAOI OAh T A A EA A& bouris De plud) le @dngiel bdoptiflde cellules
provenant du foie GOAT DBAOI AO AA OAAT T OOEOOAO &@EIA O C
implique que Wt1 doit avoir un role mineurdansB ET AOAGET T ADA DT ai dh 1 OO
certainement participer a la régulationde | 6 A@DOAOOET § voids Ale sipnalisétion A A
hématopoiétique?51.252

Quelques études se sont focalisées surles gélies D1 ENOi © AAT O 186 Ei I AOT BI
Oi ¢OIi © PAO 74p8 O0AOIE AAO CiTAOh 11T OAOOI OO,
WT1 active la transcription ou le géne IRFgInterferon reguatory factor 8) dont sa

transcription serait inhibée, tousdeux par liaison de WT1 aux promoteurs de ces genégs.254

-76 -



Cependant,A OEIT A AA 74p AAT O 1 8Ei I AOT ®icin@iAsidde& UOE |

son implication dans les leucémies

V. WT1ETLES LEUCEMIES

Dans le cadre des cancersil existe difféerents exemples attestant de son rble de gene

OOPDPOAOOAOO AA OOI AGO ATiT T A AANNO 116K006ABOAROC
observations orientent sur des propriétés oncogéniguesnotamment la présence quasi
OUOOi i AOENOA AGOT A OOOAGPOAOOEIT AO CiTA AO |

pas véritablement expliquée pubDNOA AAT A 1 6 Adéfendaride] OnfafdritéddesA T O
cellules leucémiques8 %1 A A£EFAOh 1 A 1 WT Aldiagndsiclesi Detdn@@E 1 1
supérieur a celui des progéniteurs hématopoiétiques sainshez les patients leucémiquesDe
plus, une autre différence significative est que les CSLdes patients leucémiques(CD34)

surexpriment WT1 contrairement aux CSH de donneurs saint1.255.256

V. A. 1. MUTATIONSODU GENBANTI1DANS LES LEUCEMIES

La premiere évidence supportant le réle suppresseur de tumeur d&/T1 est la présence de
mutations chez5 a 15% des échantillons de moelle osseuse dpatients atteints de LAM de
novo:257.258 Ces mutations touchent principalement les exts 7 a 9et sontdes insertions ou des
délétions entrainant un décalage du cadre de lectunmais pewent plus rarement se retrouver

dans la partie Nterminale (Figure 14). Cela conduit a la formation de protéine tronquées
entrainantOT A AET ET OOET 1T AAO A ADbdAdukeeitelotaleMes forcoBsOT 1
de WTL Une étudeinviro A 1 1171 007 OT A AOCi AT OACETT AA 1A
géenes impliqués dans la division cellulaire et la différenciation érythrocytee dans des cellules
CD34AZDOEI AT O OT A DPOI Oi ETA 74p OOITNOIi A AUAT O

7(zF1) 8(ZF2) 9(ZF3) 10(ZF4)

i1 | L |

FIGURE14 - PRINCIPAUX SITE®E MUTATION DE WT1 ETROUVEES DANS LER\M. Le schéma
présente les 10 exons du gen®/T1 et les sites de mutationindiqués par des flechesouge pour les
mutations de typedélétion ouinsertion et décalage du cadre de lecture, et en oranigss mutations faux
sens Les principales mutations se trouvant dans les exons 7 et 9, avec la présence de mutations-faux
sens décrites dans ce dernielt.a largeur des fleches est dépendante du nombde mutations décrites.
Inspiré de Huffet al.,2011. 242
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! 1T 8EAOOA AAOOAI BRAD 1 AOAOE odkééck Avedh 6 BA A GeADET 1

1 AGAi T EA AO 1 AO AiTOi NOAT AAO OO0 1 A0 AECdsAOEI |
mutations sont plus souvent retrouvées chez les patientfeunes avec une cytogénétique

normale ou présentantdes mutations des génesFLT3 CEBPAou PMI-RAR 260261 § E| DAA O

cEl ENOA AA AAO | OOAOETI T O O060 1T A OOOOGEA AAO PA

i OOAAO AT TTAT O AAO Oi OO61I BAOGO Ai 1 £ EAOBAT O DOE
AdO1T A OO O0OE ApludéthvorabB lBréqeeONT A est mutézss262 QAT AEO NOA Ab
1611710 PAO Aii 110601 AA AT OO0i 1l AGET 1T VKM héxkeesi A O

patients.260 Une étude a mis en évidence uisque de résistance a la chimiothérapie augmentée

chez les patientgpossédant des mutations d&VT1.263

V. A. 2. AUTRES PROPRIETES BEPPRESSEUR DE TUMERJ

Hormis la présence de ces mutations, des études sont en faveur de son role de supprasdeu

tumeur. Notammenti 6 i OeOShfh et ses collaborateursimis en évidencedans un modeéle

murin, son réle dans la différenciationmonocytaire de IE8OT &£ O1 A C+43 AAAT | {
régression du développement tumoralsur une lignée de LA myéloblastiqu&$4.265 De plus,

1 8 E Ol z&iS@imantré un effet antiprolifératif dans ce modéle caractérisé par un arrét du
cyceAAT 1 01 AEOA AT DPEAOGA 'ps AO 1 6ET AOGAOET T AA 138
Une autre étude al EO AT i OE A AT fénBtionhdlleEdir€otd ded praddnésiwTl et

TET2 Ainsi, TET2 est recruté par la protéine WT1 au niveau de sites spécifiquekl génome
pourrégOl AO 1 6 A agpresicibiéspécifiquesde celuici. De plus, les auteurs ont montré

NOG EI OB ACEOOAEO AGd0O1T A dekehrftérient estEhskodi€dElne T AT 1
augmentaton AAO uvEI A AO A8OT A AEI ET OOEétteintefattibonAT | | E
entraine notamment une inhibition de la prolifération des cellules leucémiques. Ceci est en
corrélation avec les mutations récurrentes et exclusives de ces deux genes dans les L&.
mutations convergentvers les mémeseffets que ceux provoqes par lesmutations des genes

IDH1 ou IDH2 (Figure 15) 267
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FIGURE15 - MUTATIONS EXCLUSIES DES GENES WT1ET2, IDH1 ET IDH2 AINSI QUE LA
SIGNALISATION MISE E JEULes auteurs ont analysé le résultat de séquencage de geses sur 1056
patients atteints de LAM (6 études différentes) et dont 303 patients présentaient auaims un des génes
mutés. lls ont ainsi montré le caracterenutuellement exclusif de survenue de ces mutationkesauteurs

ontDOT BT Oi OT A OT EA DEUOEI Ipdugait Bt Anpaktéedoss Q&nutatioddd A A O

1601 AA A A&cadpddis BAM. Théde Wangt al.,2015.267

Un autre mécanismepouvant étre touché lors de la leucémie et confirmant un role suppresseur

de tumeur a WT1 est la signalisation WT-MEG3 (Maternally expressed gene 3). Les auteurs

montrent que cet ARN non codaninhibe la croissance tumorale en activant la voie p53. De plus,

WT1 et son cefacteur TET2 viennent activer la transcription du gen®MEG3Javorisant ainsi son

effet antiprolifératif. 268
#APAT AAT Oh AA 1171 AOAOOGAOG i OOAAO AOOAOOAT O

leucémies.

V. B. 1.SUREXPRESSION DU GERENS LES HEMOPATHSE

s o~ s oA

A DPOET AEDPAI E bnddgéhidudde &I esh €aBlrexpieBsioMans de nombreux
cancersincluant les leucémiesaigués Dans le cadre des LAM, plusieurs études ambntré la
surexpression de ce gene dans la moelle osseuse et le sang des patients au diagrassant
supposer un role favorisant le développement de cefhiémopathies.Cette surexpression est

aussiobservée dandes échantillons sanguins et médullaires des patients atteints dgndromes

myélodysplasiquesavec OT A AOCI AT OAOET T AA oldsé&vBadior® AeOIOE T 1
progression versune LAM26$ A D1 O0O0h O1 EAOO 1 E OWIAAD didgsodtigd D OA O

hY

est associé a un plus mauvais pronostic et une survie a long terme plus couite Cette
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OOOAGDPOAOOEI T OAI Al A &Otgh deHAMbDI d@Adntdchderldside MODS 1 6 Y

chez les patientg70

V. B. 2 ACTEUR A FONCTIONSNOOGENIQUES

Un modéle murin a montré une coopération entre la protéine chimérique AMLETO et la
surexpression de WT1 dans la moelle osseuse de ces souris. Ces souris exprimant ce géne de
fusion développentrapidement un syndrome de type myélodysplasiqud.es auteurs montrent
NOS6AOAA 1 A OO0 OA @gbiaieOm),Bds isouris Aévelogppnt une LAM de type
myeéloblastique, avec une expansion des progéniteurs myéloides et un blocage de leur

différenciation.271

Des étudesn vitro, sur des lignées cellulaires leucémiquelsumaines (K562, HL60, U937 @u

des échantillons de moelle osseuse daatients au diagnostic ont également montréun réle
oncogéniquede WT1LOEA |1 8 OOEI EOQOAQET 1T-ORIBO 1 EQT PADAI i1 BOBEA
interférent. # AO 1 OOAAO 110 111 OMDparked AechigdeE indoiBait ENO E T 1
AEI ET OOCETT AA T A POTI EE OAOGEIT AAI1 O1 AEOA8 $A
la viabilité avec une augmentation du nombre de cellules apoptotiquégz27s

Plusieursi OOAAO OA O1 10 ET O0i OAGOGIi AG U OI1T OEI A AAIl
résultats sont conflictuels. En effet, nous avons vu précédemment que WT1 peut induire

de ce genantervenant doncdans la leucémogenése. Par exemple, Ito et ses collaborateurs ont

i7T1 007 NOA 1T AO EOT £ Ol AO CA@giiuv ETEEAAB& O 1A
Bakou les caspases 3 et@ans des lignées leucémiques (K562,H&0 et Kasumil).276 Un autre
mécanisme pouvant étre mis en jeust| 8 A A O E Gadti@risdription Ak géne A1/BFL1 par

16 EOT /Al OiedtraiTadt pne différenciation des cellules myéloideglignée cellulaire 32D)

AO OT A Oi OEOOATAA U 186APTI POT OA EPAOEOA PAO AA
empd AEA 1T A AEZALE OAT AEAOCEIT AA AAO AsAdelgiileshO Al

concordant avec un réle oncogéniqué’’.278

V. MARQUEUR DE LA MALAH RESIDUELLE MSURABIE L EUCEMIQUE
Lors du diagnosticA 8 OLUAM, 70 & 90%des patientsvont présenter une forte expression de
WT1 que ce soit au niveau médullaire ou sangujravec une expression en général plus élevée

dans la moelle ossuse31270279¢ A | OOh 1T A OOAT OAOEO AOO 601 O
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dans ces deux compartimentgaisant delui une cible intéressante pour le suivde la maladie
Oi OEAOCAT T A AEET Adi OA1 OAO
16).280

1 8 AEALEAAAEO@Figule® OO~
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FIGURE 16 - EXPRESSION DEVT1 AU DIAGNOSTICCHEZ LES PATIENTS WEINTS DE LAM.
Expression de WT1 de donneurs sains avec une moyenne de 19 copiass la moelle osseuset de0,01
copiesWTV104A T D EABOLdahSle sang. Tandisagh 1 8 AGDOAOOEI T AA 74p
atteints de LAM est en moyenne de 2505 copies pour la moelle osseuse et 3107 copidd/10 4 copies
AMBBL1dans le sangTiré de Cilloniet al.,2009.131

AO I

La premiére équipequi proposace génecomme marqueu de laMRDfutcelleA& ) 1T 1T OA, AT »p
ouils analysérent A @D O A O OPCR dar Adansind grande cohorte de patients atteints

Ei i T DAOEEAO | Al E @i lylphonjes morHodgkinlensh lis gomparérent
1 6 A @b GANQUINE Btimédullaireau diagnostic des LAM a celle de la lignée leucémique
EOCI AET A +vec AO | BtiiedtOgsimdakdsODe NIGEH i1 obskr@rent une
AbGci AT OACETT AA 186A@DPOAOGOGETIT AO CciT A AAT O |
myélodysplasique vers une LAM. A ¢ ils montrerent une corrélation entre le niveau
AGAGPOAOGOETT AO Cil1lA AOLAMEAdtespaiients exprinant flusdD OT 1T |
faiblement le geneWwT1D O OAT OAT O OT A 1T AEI 1 AOOA AEAT AA AG/
une survie glokale supérieure tandis que les patients avec un niveau élevé (supérieur a celui
des K562)1 6 AOOAECT AT O DAO PACeperidanElDValEUr prondstiqiemieé 7 OA 8
I 6 A @b nkddl@iEelod sanguinede WT1au diagnosticne semble pas étre confirmée par les

études récenteautilisant des techniques plussensibles et spécifiquesle détection.131.282

T AEOI T 1A
1 6AZPOAOOEI I

1/
1A

1 1 QW eommaediiarquedr OeOaMRED A O
AA AA CiTA Al DPAOAI I

Des étudesl 1T O
OOEOAT O
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PML2 ! 2#" &fYH1lou AMLLETQ29283 || fuO | EO AT 7 OEAAT Aahs N OA |
moelle osseuse et le sameWTIAE OOA OADPEAAI AT O 11T 00 AO OOAEOA
genes de fusion etde maniére similaire augmente rapidement et plus précocement a la rechute,

faisant de lui un bon marqueur de laMRD et des rechutes8® De méme, une excellente

AT T AT OAATAA A i O0i 1T AOCATOA 1100 A5O0T A i G&AA A
I 6 A @D OnkddIGiteidd WT1par RT-gPCR et la détetion des LAIP par cytométrie en fluxs3

Alonso$ 1 I ET COAU A 1110071 O1T A Al oUOktileAdnbre de cellle® OA |
leucémiques infiltrant la moelle osseuse des patientaprés analyse parcytométrie en flux.
Cependant, les auteurs sugggent NOA 1T A 1T AOOOA AA T A 1 Al AAREA Oi
WTLADOT O 1 A OOAEOATI AT O AS6ET AOAOETT DAOO &500A
AAT 1 Ol AO OAET AO OAAT T OOEOOAT O 1T A TTAITTA 1TO0A

marqueur moléculaire quand cela est possible au moins a ce temp®cis du traitement.284

I 1 8 EA O OWT1AsBudii€efdmmA marqueur de la MRD et est détecté par des techniques
de RFgPCR en routineD| OO 1T AO DPAOEAT 6O T A bl 00i AAT O DPAO
plus spécifiques (transcrits de fusion ou mutations d&iPM)8 * OONOBJ Al T OOh 1T AO

avaient des méthodes de quantification et de normalisation qui leur étaient propres, tetpie

AAG 1101 AT EGAOCETT O AT A& 1 MBLE Abklsonh 6ullidne GgndeA A A
leucémique humaine surexprimantWT1 (K562). Chaque étude déterminait donc un seuil de
Dl OEOEOEOi 1 0 AA Ti CAOEOEOiIi 8 $A Dbl Gaiteséuded® Al T

les plus anciennes utilisaient des amorces se trouvant au niveau des exonrsg, Qrincipaux sites
mutationnels de ce géngouvant entrainer des fauxnégatifs. Toutes cesariablesont eu pour
conséquence de modifier la spécificité et la sensibilité de détectiohA 1 6 A D WAIOOET 1
entrainantAAO AEOAT OAAT AAO AT OOA 1 A0 i OOAAO NOAT O ¢/
en 2009, un consortium de 11 laboratoires européensatravaillé OO O 1 6 O1 E A£llaOi EOA
détection etdel A 1T 1T O Al E OA OE elwTHrdalisé dupagaiatt hddeEderes de
fusion131285, 6 1 DOEI EOAOQET RA ARG R &dd @A« ®RDIDI#12 OA EAEO
ABAI T OARAO OA OEQGAANDaINA AD DA OBTAKA 1 A A des ipddidad OET 1
pbi OOAT O DPOi OAT OAO OT A 1 OOAOGET1T AO meulbickat , A 1
sanguinese faitmaintenant selon unnombre de copies du gen&/T1 pour 104 copies du gene

ABLL
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, A bl OPAOO AAO i OOAAO AT 1 OEA7T OAT GvTNu@B eisahg AOCI
ou la moelle osseuse des patients lors du traitementau cours du suivde la MRDest associée

a un pronostic moins favorableet une survie globale plus courte et cela pour les LAM

Di AEAOCOENOAGseked AA 1 6 AAOI OA

Dans ce sens, A0 AOOAOOO 110 11106007 NOb6 @quikalesteEd £E1 OOE
1T CAOEOEI A0 APOiT O I A AEEI ET OEi OAPEA AGET AOAOE
DOEONOGGEI O DPOi OAT OAEAT O OIlFigueEl)ReD,AG EA RO T @A DE AR
détection rapidementapOT O 1 A AEEI El OEi OAPEA ABET AOAOEIT 1 [

de consolidation en fonction de IaVIRD.

No.of  No. of
100 patients events
< 2 log reduction 35 18
> 2 log reduction 56 17

75 4
75%

50

Relapsing (%)

25 + C < 2 log reduction
g = = >2 log reduction
al P=.004

0 1 2 3 4 5

Time Since CR (years)

FIGURE17 z LE RISQUE DE RECHW&E SEMBLE DEPENDANDU TAUX DE DIMINUTION DE
, 0%802%33)/ .WT$502 %3 %4 2! ) 4IMDUGTION. Bes patients présentant me
diminution supérieure ou égale a 2 logarithmes par rapporal 8 A @B O AVOTQ &.iidignosti& ont un
risque de rechute inférieur aux patients dont la diminution est inférieure a ce seuil. Tiré dgilloni et al.,
2009.131

Une large étude rétrospectivesur les échantillons médullaires de&b84 cas de LAM a été adisée

afin de quantifier 1 6 A @b O A Qa@&WT1 auAd@gnostic, en posinduction et en post

ET OAT OEEAZEAAOQEI T8 'O AEACT i1 OOEAh 1 AO AOOAOOO
copiesWT1/104 AT P E ABD1 et dle mauvais pronostic pour le patient surtout si elle est

AOOT AEi A U OT A 1 AGAT Audl 6As ' pOT O T A OOAEOAI A
de patients exprimant plus de 170 copies d&VT1 correspond soit a des patients en échec
thérapeutique, soit avec un risque de rechute élevé. Enfin, en péstensification, les patients
présentant une expression deNT1 inférieure a 10 sont ceux pour lequel le traitement a été

efficace et @nt le pronostic est favorablezss
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En 2003, une étudeO8 AOO A AARIOBEI A 00D & ADPAG ARTIEARIES 1aA A
réalisatii T A3 Al delCSHaeZEdEA Gatients atteints de LA, ceein vue de prédire des
rechutes. Depuis, plusieurs études ont porté sur le suivi de la MRD chez ces patients et

1 6 A @b OADE patait & un bon indicateur de laMRD.. T OAT I AT Oh 1801 A
montrent que la détection deWT1dans la moelle osseuse et le sang de ces patients leucémiques

par RT-gPCRpermet de prédire la rechute avant les techniques de cytométrie en flux ou de
chimérisme qui détectent la réapparition des cellules leucémiques plus tardivemeride plus, il

semble que la détection de la MRial 6 AGDOAOOET T AA 74p OTEO Pl OC

ces deux autres technique?0z294

VI. WTI1, UN ANTIGENELEUCEMIQUE ETIBLE DE IOMMUNOTHERAPIE

La surexpression deWT1dans les LAM mais aussi dans de nombreux cancerfaissé penser

AO@ AEAOAEAOOO NOGEI Di O0A Edances Eo Affet,Ods cefllle©E CT 1
cancéreuses présentent leur surfaceune grandeOA OE i Oi  Assusde Galéytatiafiod

de protéinesde fusion AML1-ETO, mutées(FLT3-ITD), ou surexprimées(WT1).29 Une étude

du National Cancer Institute a réalisé un classement des antigénes turaox en fonction de
différents critéres tels que leur immunogénicité, leurs fonctions thérapeutiques ou leur
APDOAOGOGETT A&EET Adi OAI OAO 1 A0 1 Ammindiuigagie AT OE
vaccinale et WT1 se trouve au premier randu classement29

Une étude de Gaiger et ses collaborateurs a étudié la réponse immunitaves-a-vis de

1 6AT OECAEARU 714 O1 OOEO A G¢aB&a B EINTITTEHAAMGBET)IT AA 146
vaccin contenant 3 peptides en partie Nerminale de la protéineWT1. Les souris immunisées

étaient capablesde développerune réponse cytotoxiquespécifique contre ces 3 peptides et de

Il UOGAO AAO TECTiAO AAI 1T Ol AEOAO WTL AsénA i affeetdr O A O

1 ET I AOT Pl a Deplus, teb solrid imkuniségsroduisent égalementdes anticorps

anti-WT1 commeretrouve dans le sérum de cerins patients atteints de LAM97.298

Par la suite plusieurs études se sont intéressées a la réponse immunitaidéveloppéevis-a-vis
de WT1 chez les patients atteints de LAM. Notammen§ présencede lymphocytes T CD8
capablesde reconnaitrequatre épitopes de WT1 (estreints a la moléculeHLA-A*0201, HLA de
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classe Ifrequent dans la population caucasiennga été détectéechez certainspatients atteints
de LAM(Figure 18).299.300

A 1500

Copies IFN-r /10 4
copies CD8

37 126 187 235 37 126 187 235 37 126187 235 37 126 187 235

HD CML AML ALL

FIGURE 18 - REPONSE CYTOTOXIE VIS A VIS DE QUARE EPITOPESDE WT1 CHEZ DES
PATIENTS ATTEINTS CHEMOPATHIES MALIGNE®DONT LES LAMLa réponse cytotoxique des
lymphocytes T CDBEOOOO AA DAOGEAT OO AOOAET QQeucdniekrniyéldidd A OE E /
chronique, AML: leucémie aigué myéloide et ALLIeucémie aigé& lymphoide) et de donneurs sains (HD)

a été évaluéevial 6 A @b OA OO E 1DIA-QACRMEEs stimulation avec quatre peptides WT37
(VLDFAPPGA), WT126 (RMFPNAPYL), WT187 (SGLEQQYSV) et WT235 (CMTWNQGA¥Que point
correspond ala réponse retrouvée tiezun patient. Tiré de Rezvaniet al.,2005.300

51 A i OO0A hessddakedtrépbrisniphocytaire T aprés traitement par chimiothérapie

ou greffe de CSH et a montré que les patients avec une survie globale prolongée présentaient
une fréquence plus importante de lymphocytes T cytotoxiquefCTL) spécifiques de WT1len
comparaison degpatients ayant rechuté Cela suggére que cette réponsgtotoxique anti-WT1
pourrait participer au maintiende la rémission compléte chez les patients leucémiques faisant

de cette protéine une cible thérapeutiqueintéressantes3ol

Dans ce sens,ne étude de vaccination a éténenéechez des souris C57BL/6gar injection par
voie intramusculaire d@n plasmide codant pour la protéineWT1. Ces souris ont développé des
CTL spécifiqgues decet antigeneet étant capables de protéger les souris du développement
A3 O1 Aexprimant WT1.302

Les étudesprécédentesont révéle le potentiel de la vaccination anWT1 dans le cadre des
LAM.# 8 A0OO0 bi OONOT E AA 111 AOAOGB cOl OPAO 110 OOA

AEEAOO OO0 161 011 O0ET T AA mddificatibnd podvArE dmélidrédr i CAI
16EIT OTTCciTEAEOT AAO PAPOEAAO

Notamment, 81T NOEDA AA 400ATE AO OAO ATl 1 AAT OAOGADOOO
aminé en position 2 du peptide CMTWNQMNaugmente sa liaison au HLA*2402 et amplifie

la réponselymphocytaire cytotoxique par rapport au peptide naturel303
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51TA i NOEPA A i OAl Oi IcdnDinahtaEgEStiOed deAdT O InduisadiufoA ET A O
une réponse lymphocytaire de type CD8 (HLA-A*2402) ou de type CD4 (HLA-DR.B1) ou les

deux. Ceci a été réaliséhez des patienten rémission compléteA 8 OT Amajs brésentant une

MRD positive pour le marqueur moléculaireNT1. Ces patients ontecu 6 vaccinations durant
2semainesAT A OOT AE A OEUNé réparsel AckypeTR4 a6 observée chez tous les
patients sauf un quiarechutéU 1 6§ AOOd O AO OO0AHSOWHedDsa&aldnerd Oi b
éteAi OAAOT A | bOoi ABAOEUDAAAYQI 01 ENOAQ AEAU 1 AO
de ces patientsa été éstiméesupérieure a 35 mois, donc nettement améliorée par rapport a la

survie sans vaccination (10 mois en moyennéP4 Par la suite, cette vaccination a été
administrée aun plus grand nombre de patients en rémission compléte et certains ont recu 12
vaccinations. Cette immundtérapie a induit une réponse lymphocytairel de typeCD4 et CD8

chez ces patients avec une survie globale depuis le diagnostic estimée a 67,6 1#8is.

AA AAT 1 Ol A0 AAT AOEOENOGAO j$#Qq D

a été développée. Ereffet, une étude clinique de phasd/ Il réalisée sur des patientsen

Oi Il EOOET T BAOOEAI UAM apietraifeindntphr iciinothdkadi®a évalué les
AEEAOO AA | 6 PdautéldgleOransidc@éesiavdec uA ARNm d&/T1(DC WTH). Les
patients en rémission partielle ontatteint] A Oi | EOOET T AT i BI 1 OA APOi1I O

wT1te8 01 00 1 86AT OAT AT A AROI PAOERE OORKRT 1 3ET IAOAOCEAE
le suivi des marqueurs leucémiques aberrants. De plus, une augmentation des lymphocytes T
cD8Obi AEAENOAOG AA 74pr AGEDPOEANBAANRABOAAAT 6 D&AOD
la vaccination Cdte approche thérapeutique post-rémission semble avoir une action
préventive des rechutesAT AAAETI EOAT O 1 A DPOi OAT OAOETT AA 1

activation.306

Ces différents résultatgprésentent des effets immunitaires bénéfiques et une surviaettement
améliorée, plus de 5 ans pour certains patientsCependant, il reste encore t&ster sur des plus
COAT ARAO AT ET OOAO AA PAOEAT OO 1 6AEEEAAAEOT AA

- 86 -



Chapitre 3: Objectifs du projet de
recherche
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Plusieurs mécanismes peuvenexpliquer la persistance des cellules leucémiques chez les

patients. , A DOAI ET OA AAOOA bHPAOO B800A OT A Oi OEOO/
consolidation. Nous savors A O E T h@iQue @es patients présentent une hétérogénéité clonale

des le diagnostic. Il estlonc possible que certains de cesous-clonesleucémiques présenent

des anomalies génétiques intrinsequedeur conférant une résistanceou un phénotype
guiescentles rendant noins sensibles da chimiothérapie. Notamment, lamutation FLT3ITD

induit OT A Oi OEOOAT A U 1 A AUMDROMALEDrUY Rési€tande dLA @D O A
entraine un efflux de différents traitements307.308 De plus, &s analyses de LAM par séquencage

ont montré 186 A @ E Ode Acélldlel pré-leucémiques qui persistaient régulieérement aprés
traitement chez ces patients signifiant que ces cellulepossédent des capacités de
chimioresistanceet peuventparticiper a cette MRDLa seconde explication de cette persistance

pourrait étre liée a1 8 A@GE OOAT AsAuchksteucdnfiqudsi@aturdli®ment quiescentes au

sein de la niche hématopoiétiquéeur conférant une résistance aux traitements cytotoxiques

actifs sur les cellules en prolifération Ceci a été mis en évidence dans un modéle de agreffes
dans des souris NOD/SCIDDA O #3, [ ECOAEAT O OAOO 1 A TEAEA A
induite par la chimiothérapie via leur quiescencé?® Enfin, une troisieme causepouvant étre

évoquée seraitl 6 EI D1 E dyétd@rnie Immuniale. Il a été montré que elui-ci participe au

controle de la croissance tumorAl Ah A8 A OO immiino-&ditibnfsd d&ulaitfn tioid

grandes étapes), |1 861 1 EI ET AOET 1 h A Déchagpémbrd Aors Add laNpbdsé E A O /
Ad i 1 EI HBds Adhdcytes T CD8cytotoxiques vont éliminer les cellules leucémiques,
cependant certaines cellules peuvent échapper a cette lyse tumoralgne étude anotamment

montré que certaines cellulegtaient résistantes a la mort induite pares granules de granzyme

B produites pa les cellulesT cytotoxiques31 $ autre part, une étudea mis en évidence le

i AET OEAT A6 01T i O/AsCandeieBdpAriedlymbhoyteATACDSBIENE des sites
particuliers (moelle osseuse et ganglions lymphatiqug@s!l Dans un modele murin de
lymphomeh E1 A i Oi Aii 11 O00ir NKBAO | IAA @ OliciadteriigdisA 0 O AAQ

(CD8) permettaient] 8 E 1 AdDIA @diiehanceA dhe quiescence des cellules cancéreusés

Dans ce sensune autre étude réalis& dans un modeéle de sarcome pancréatique a mis en

évidenceun arrét de la prolifération tumoralesousi 8 AAOET T OEi-O1 AAT A0 AAS
j 001 T O 1 AAORHE, leAde dés! lynphpott&s Tde type CD4 et CD8) dansle
contrdle dela croissance des cellulede sarcomemoins immunogénesOEA 1 A DOT-AOAOQOE

r a été mis en évidencg4

De nombreux modeés murins ont été développés afin de décrypter les mécanismes de la

leucémogeneseijls ont notamment permis de comprendre la hiérarchie existant au sein des
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cellules leucémiquesen injectant des cellules de patients a des souris SCID (severe combined
immunodeficient) et ont montré que seule une faible proportion de ces cellules sont capables

de proliférer chez ces sourig? De maniere similaire,en utilisant le systeme Crdox, un modele

murin de translocation MLL-ENLa été mis en place et a montré que cette translocation induisait

un phénotype leucémiquechez ces souri§’®$ 6 AOOOA O  bours kKndcouth At de
«Knock-in » ont mis en évidence irfplication des voies RAS etles mutations génétiques tels

gue NPM1let FLT3dans le pracessus leucémiquélé.3l7 Ces modeles ont aussi servi a évalukx

Oi i 1T A OEi OAPAOOENOGA OAIT T A NOA 16AEEEAAAEOQDI

patients atteints de LAM et présentant la mutation du géneLT3I1TD.318

Ces modeéles murins permettent donc | 6 1 OOAA A0 Aét @A lalpbrEiskahcA1 O
leucémique sur le plan cellulaire, phénotypique et moléculaireCependant, ils ne peuvent
répondre aux questions expliquant lapersistance sur le plan immunitaire telles que: «La
réponse lymphocytaireparticipe t-elle ala persistance leucémique? Quels sontds mécanismes

mis en jeupar le systémeimmunitaire dans la maintenance de cett®#RD et également ceux

responsables degechutes leucémiques? »

Afin de pouvoir étudier certains mécanismes immunitaires mis effeu lors de cette persistance
leucémique, mon projet de thése a porté sur le développemeni i modéle murin syngénique

et immun de LAM et deMRDse rapprochant au mieux de la pathologie humaine. 8 I A Bn&IA OE &

i OAT O AA DT OOT EO i OOAEAO 1 6 Ei Pledmekt®OdeMRDMAIA 1 A
aussi éventuellementde DT OOT EO 1 OAI OAO 1 6 A A£/&E Anatantm@rit lesA A A A
immunothérapies) a élimineri AGO AAT 1 O1 AO O qdt AddA dvond desidé #é6 A O O
développer un modeéle murin syngénique surexprimant ou non le gené/t1l, marqueur de la

MRD chez les patientsnais aussiconsidéré comme un antigene associé alAM. De plus, la

DOT Oi ET A 74p 1 OOET A b &de &entlavenl protéhé Humdingld T CE A

Pour réaliser ce projet,des souris immunocompétentes C57BL/6dnt été injectées par voie
intraveineuse avec des souslones leucémiques isolés a partir de la lignée leucémique C1498

et surexprimant ou non le genaNt1. Puis dans un second temps, ces soudst ététraitées par

une chimiothérapie conventionnelle, la cytarabine, par voie intrapéritonéale envuedi 1 ET ET AC
OT A 1T AET OEOT AAO AAI 1 OllaABOA OGEMAGAIT ANAO A5 O QA AdBATE

cellules leucémiquegFigure 19).
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Injection intrapéritonéale
de la chimiothérapie
(cytarabine)

@

(1) (2) (3)
Injection intraveineuse de Développementde la Induction de la maladie
sous-clones leucémiques leucémie aigué myéloide résiduelle mesurable

FIGURE19 - ETAPES CLE®ANS LE DEVELOPPEMBNDE (E MODELE DE LAM ET B MRD.Les
souris immunocompétentes C57BL/6J sont injectées par voie intraveineuse avec des solmes
syngéniques isolées a partir de la lignée leucémique C1498. Ces souris développant la leieéont

OAAAOI EO 1A AUOAOAAET A PAO OIi EA ET OOADiI OEOT T 1 Al A
1 AOAi i ENOAO AT OOA Ad1 AGATEO T A ITTATT A 1 OOET AA -

Les objectifs de ce projet de thése étaient

1) En premier lieu decaractériser la ligréeleucémiquemurine C1498ainsi que la leucémie
induite in vivochez les sourissuite asoninjection ;

2) Dans un second tempsde caractériser phénotypiquement et génotypiqguemenes sous
clones isolés a partir de la lignée leucémique ek leur faire surexprimer de maniére

stable WT1;
3) Enfin, de développerle modéle murin syngénique de maladie résiduelle mesurable

surexprimant ou non le genentl
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l. LIGNEE CELLULAIRE EBOUSCLONES
La lignée cellulairemurine# p 1T wp AOO EOOOA AEmNb.2) ay@rit deebpée# v x "
de maniere sponainée une leucémie aiglie myétmonocytaire.320 Les cellules leucémiques ont
ainsi été isolées en 194%1 et sont commercialisées par ATCOIB-T w,Mmerican Type Cultue
Collection, Molsheim, France).
00i Ai AATT AT O AO OAET AA 16i NOEPAR O1T A OOAT OEA.
le plasmide pVitrol.2.ZsGreenpar électroporation et une dilution limite en milieu
AT T Bl AT O AT Al A Olerecd H differdnts Aousbldnesi ekpdmant deE O
maniére stable laprotéine fluorescente ZsGreer{Zoanthus green fluorescent protei afin de

faciliter leur détection et leur suivi in vivo. Les 6 sousclones utilisés pour ce projet ont été
nommeés ainsi: B11, C5, E2, E7, F1 et G10.

Cette lignée leucémique, ainsi que les sowsones qui en sont issus ont été cultivés dans du
milieu RPMI complémenté avep b AA OiF OO1 AA OAanthe mDGAlde ¢ -
PDiTEAEI T ET AR prnmACTIi , AAA OOOR®IOT @ FUAIEI IAfh  @miA--
ABAAEAAO -Askehtiels €& 1nM de pruvate de sodium(Gibco, Thermo Fisher, Saint

Aubin, France)

La lignée ELATIB-0 w,MTCCpstune lignéemuEl A EOT 11 A U PAOOEO Ad Ol
des souris C57BL/6J qua étécultivée en milieu RPMBont la composition était identiqueacelle

utilisée pour la lignée etles sousclones C1498.
, 6 AT OAT AT A AAO 1 ECI ichr@soht Atéclittvés AaaQuA ibcubhdur #3%C, 01 O
01 60 AOQOIi T OPET OA EOI EAA j)enrhaintdndssa0und dokcéntratioA O v b

cellulaire comprise entre 0,5et 1 million (M) de cellules/mL.

Il. INJECTION DES SOUREY SUIVI DE LA MALAIE

Plusieurs souches dsouris ont étéutilisées pour cette étude Ce sont principalement desouris

femelles syngéniques de la souche C57BL/6JA OAT OAO AA 1 87 1jA GBA QR OHARA «
&OAT AAQ U 1 8 Y Cdui odtAté utilisé@hPodrBd dhrctérisation de la lignée
leucémique C1498, il a ététilisé des souris C57BL/6J présentant un fond génétique CD45.1.

, 1T OO0 AA 1 8i OOA Aclohéds Boles & paiEEidOIA ligre©leuGmigue C1498, il a été

utilisé des souris NOBSCID(NOD.CB17Prkdccdprovenant égalementAA 1 671 1 AOACA

River. Les souris sont élevées dans une animalerie exempte de pathogénes.
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Les sourisont étéET EAAOT AO U 1 68YCA AA ¢ @dnklaigeindde labAO
gueueou par voie intrapéritonéale avec la lignée C1498 oles différents sous-clones issus de

cette lignée.

01T 60 OA ZAEOAh 1T A TEIEAO AAO AAI T O1I AO AT AOI (
ET OO AA 1 G8ETEAAQGETITh 1T AO AAI 1T OI AO 4AutcelltldeOOOA
Thoma et reprises dans du PB$phosphate buffersaline 1X) a la concentration adaptée pour

Oi Al EOAOA® O ET GIAIA OIE Aelndribreplacallulds injectées a varié lors de la mise

en place de ce modele entre ¥@®t5 1068 cellules par souris

La chimiothérapiequi a étéutilisée pour le développement de ce modelde maladie résiduelle
estla cytarabine (AraC) (Abcam, Paris, FranceCette chimiothérapie fut administrée aux souris
par voie intrapéritonéale a la dose de 100 ou 200mg/kg/souris eteci durant 3 & 5 jours
successifs ou 4 injections successives par semaine durant 2 semaines (correspondant a 8

injections au total).

[Il. PRELEVEMENTS DU SANET DES ORGANES MURS\

[1l. A. 1.PRELEVEMENTS SANGUINS

Le suivi dela leucémie ou de lamaladierésiduelle a étéréalisé par un prélévement sanguin en
submandibulaire au maximum une foigar semaine. Ce type de prélevememious a permisen
CiTi OAl Ad81T AOAT EDde@Gdng. 0T 1 O1I A AA pnm

Des échantillons de sang onégalement été prélevés au moment du sacrifice des souris. Afin

AT AOGATEO O1 O110i A OATCOET 0OOPi OEAOOh 1A b
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Nous avions a disposition au labratoire, un hémocytomeétre qui nous a permis de quantifier les

différentes lignéescomposantle sang des souris de cette étude (Sysmex, Roissy, France).
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1. A. 2.ISOIEMENT DES CELLULES LEUCEMIES

Afin de détecter par cytométrie en flux ou pagPCRIes cellules eucémiques, une lyse des
globules rougesetaient réalisée en utilisant un tampon de lyse maison».Celuici est composé
AdO1T T1TilATGCA AO Oi AAOEALZA ' AO AO Oi AAOEA " U O
stérile. Le réactif A est composé de55 mol/L de NH:Clet de0,37g/L de NAEDTA dansLlOOmL

ABAAO OOi OEI A8 , A dekKACOAEMollL. AOO O1T A O1T1 O0ET I

Le tampon de lysedevait étrel AEOOT AT AT 1 OAAO AOAA 161 AEAT OE
DOEO AEI Oi AEOAAOQOAI AT O AAT O A

cellules et éliminer les hématies lysées.

O 0"3 AOAT O AGA
%l AAO AGOOEI EOAOQGETT DI OO0 T-dPCH le AlloA teluGife étAis A @D «
conservé en RNAlater® (QiagenCourtaboeuf, Francepour éviter la dégradation des ARN.

3E |1 6AT Al UOA OA EAEOAEO DPAO Audiii OOEA Al m O

1. A. 3.ISOIEMENT DES CELLULES MONORLEEES DU SAN®BMC)

Lescellules sanguines mononuclééesurines ont été isolées par centrifugation sur un gradient

de Pancoll®, polymére de glucideramifié de densité 1,086g/mL (Dutscher, Brumath, Francg.

Pour se faire, le volume sanguin prélevé des souris était ajusté a 5003uec du PB®t déposé
délicatement sur un volume équivalent de Pancoll®, en évitant tout mélange des deux
solutions. La séparation était effectuée par centrifugation a 80@ durant 20 minutes a
température ambiante (TA). Les cellules mononucléées étaient ainsi séparées des autres
ilTi 1 AT OO OAT COET O AO 1TAOOAT AT O OEOOAIOCRAGA NOBE

suffisait de prélever et laver avec du PBS avant toutasalyses

Les sourisleucémiques qui présentaient des signes du développement de la leucémie tels
NO3OT A PEIT i1 OAAOGET T h O1 EOIT I Alnnadx pidents, GuAneE T Al
diminution des déplacements étaient sacrifiées par dislocation cervicale. Les souris contrbles
injectées avec du PBS ont également été euthanasiées par cette techniqoneparallele des

souris leucémiques.
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Le prélevementdesorgh AO A 7 Oi Oi1 AT EOi U 1 86AEAA daehtOOEI] C

conserveés dans du PB&t dans la glace.

Les tibias et fémurs des souris ont été prélevés puis les épiphyses étaient coupées afin de

récupérer la moelle osseuse contenue dansda@iaphyses et épiphyses de ces o0s.

Les cellules des différents organes ont été isolées par broyage mécanique, filtrées et les globules

O1l 6CAO 110 01 i1EIETT O |(artiduleAE€AA 0 BA QI BDAABI
Biosciences, Le Pont d€laix, Francd NOE 1 6 A DPAO AGAAOEOE-A&iNesOOO
leucémiques Un dénombrement cellulaire sur cellule de Thoma a été réalisé avant de

bi OOOOEOOA 1 AO AT Al UOAO AGEIT O1TT i1 AONOGACA PAO
nucléiquesDAO No#28 %l AAO AGOOEI EOAOEIT AA AAO A

sont conservés en RNAlater® au congélateur-80°C.

V. MARQUAGEMORPHOLOGIQUE EPROTEIQUESUR LAME

Les cellules leucémiques (lignée cellulaire ou souslones) ont été au préalablelavées en
tampon MACS froid(Miltenyi Biotec, Paris, Francy reprises a 1M/mL et conservées dans la

glace

La lameétait associée a une chambre a échantiloh® O1 A imlificatidn d& & En@mbre

était réaliséeD A O 1 6 Z06uL @e@ampod MACSPuis, une centrifugationde cette chambre
durant 2 minutes a 200 rotations par minute (rpm) était effectuée sur une cytocentrifugeuse
#UOT OPET A 1  #hkefrioRAsAdr ©edtificESaddiubin, France.

Ensuite, une suspension de 10000 cellulesétait déposée sur la chambre et centrifugea 200

rpm durant 2 minutes pour les lignées cellulaires ou 800 rpm pendant 10 minutes pour les
cellules de moelle osseuse murineLes bmes étaient ensuite sécltesU 1 8 AEO | EAO,
A6 A £AmAsAnarguades (MGG, marquage des estérases immunomarquage fluorescent)

Le marquageau MayGrinwald Giemsaa été réaliséeen utilisant le kit du fournisseur RAL

Diagnostics(Nemours, Francg.

Pour cela, & premiere étapea consistéen une fixation des cellulesavec le colorant May-
Griunwald durant 3 minutes pour les lignées cellulaires ou 5 minutes pour les cellulésolées

de la moelle osseuseale souris.
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La deuxiéme étapeétait réalisée parl 6 A §uf d®dlorant, Aune quantitti CAT A A6 O1T OA
pH 6,8 provenant du fournisseur,suivi par une étape demélangepermettant de dissocier les
selscontenus dans le MayGrinwald et activer leurs pouvoirs colorantsdurant 1 minute. Afin

Ad1T ACAT EO O1 Ai OAT T ppPAIi OIAE OE A i AIA OO EA sARNDTT 11 EA |
effectuer de rincage

, A OOT EOET T A AO AAOIlexdlomAt GierGsA @ld¢ ai 1788 dved lefatngor T OO A
pH 6,8 durant 10 minutesUne étape de rincage des lamed 1 duAohidet durant 10 secondes

était réalisée pour permettre le développementpolychromique de la coloration.Les lames

i OAEAT O 1 AEOGOTI A0 U 1 6 AK@AT & AORKSABBHOOAGERMEA DA A

lamellesavec une milieu de montagéMerck, SaintQuentin Fallavier, France)

IV. C. 1.MARQUAGHDELA MYELOPEROXYDASKIPQO)

Les cellulespréalablementdéposéessur lamepar cytocentrifugation (8 IV.A)ont étéfixées avec
une solution méthanol: acétone (1, p @ 4AOT EAA AOOAT O ¢ IUEINGGA O b C

a ensuite étéeffectué aveadu PBSfroid pendant 10 minutes.

Un tampon contenantdu PBS b AA Oi 001 A&BsADOEP AABGTIOET A8 AT

ciblant le CD16 et le CD3a étéajouté pour bloquer lesrécepteurs Fc.

Les cellulesont ensuite été incubées sur la nuit a 4°Cen chambre lumide avec un anticorps
primaire dirigé contre la myélopéroxydase de souris(Santa CruzClinisciences, Nanterre,
France) dilué au 1/10een PBS/BSA 3%

Les lames ont étdavéesavecun tampon PBS/BSA 0,1% froidd OAT O |1 6 KO AD AIADAT OE /
secondaire antilgG couplé a urluorochrome, Texas red Jackson ImmunoresearcHnterchim,

Montlucon, France durant 2 heuresa TA, en chambre humideA O U 1 6 AAOE A I A ]

Enfin, les cellules ont étélavées deux fois avec une solutio PBS/BSA 0,1% froideet un
marquage nucléaire avec le réactif de Hoech@D Biosciencs, Le Pont de Claix, Franf@ une
concentration de 1pg/mL a étéréalisé aTA durant 2 minutes. Leslamesont a nouveau été
1 AOi AO AOAT O Ad A EAAve@bdlesi A 117 OACA AT OOA |

V. C. 2ZMARQUAGE DE LA PROTHWT1
, A bOT OI ATT1T A OOEI EOi AOO OEIi EI AEOA AO 1 AONOAC

était dirigé contre la protéine MycTag se trouvant enpartie Cterminale de la protéine WT1

exprimée par le plasmide pVitrol.1.WT1.
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, 8 AT OEAT Ob O-Mg DdgiclonE @8, SiyrmadNifirich Merck, Saint-Quentin Fallavier,
France) dilué au 1/50¢en PBS/BS/A3% a été incubé sur la nuit a 4°C en chambre mide aprés
161 OAPA AA Al T AACA AAO Oi AADOADOOO &AS8
, A TATAAT AETh TAO T AT AO i OAEAT O 1 AOi AQi-igbOEO |
coupléa un AlexaFluor 488 dilué au 1/100¢ (Jackson Immuno Researchinterchim, Montlucon,
France i OAEO Oi Al EOi DPAT AAT O ¢ EAOGOAO U 4! h AT A
marquage des noyaux cellulaires a également été réalisée avec le réactif de Heech

IV. C. SMARQUAGEYTOCHIMIQUBES ESTERASES
, 6 AGPOAOOETT AA AAOQD hédhérA 6 AL EGdhishaphtyl i Oi
butyrate (ANBE) etcelle catalysantla dégradation du naphthol ASD chloroacétate (CAE).

Dans un premier temps, € marquage a étévaluésur deuxtypes cellulairesexprimant ou non

ces estéraseafin de valider le protocole du fournisseur Pour cela, des cellulesnonocytaires

CD115 et granulocytaires Ly6G+ ont été purifiées sur colonne Miltenyia partir de la moelle

osseuse de souris saines C57BL/6les cellules granulocytaires Ly6Gexprimaienti 8 AOOiT OA O
dégradantle CAH AEO DPAO 1 8! . leseelldld® mahocitdirésICDIA g2 xpAnmient

1 8 A0Oi OA OMNEEAGSpEsUeTAE. O

Le marquage AA AAO AAO@ Oa axdrénlisé §elrOl€s récAniandations du
fournisseur () -Naphthyl Butyrate EsteraseKit et Naphthol ASD chloroacétate Kit, Sigma

Aldrich - Merck, SaintQuentin Fallavier, France) sur les cellules en culture ou sur les cellules

isolées de la moelle osseuse murine.

Le marquage cytochimique des estérases les coloration au MGG des cellules ont été observées
sur un microscopeinversé a lumiére blanche (leica Biosystems, Alemagne). Concernant les
Eii OTT1 AONOACAO &1 O OAOGAAT 6OO6h EI O 110 iadi 1A

fluorescence DMI8 (Leica Biosystems, Allemagne).

V. MARQUAGE IMMUNOPHENOTYPIQUE

Cet immunomarquage a été réalis&oit a partir de cellulesen culture dont le milieu a été
préalablement retiré par centrifugation et les cellules lavées en tampon MACS avant le

marquage, soit a partir de cellules isolées des organes du sang des souris.

Les immunomarquages ont été réalisés sur 1 million de cellulggéalablement incubées avec

un anticorps bloquant les récepteurs F¢anti-CD16/32 a 10ug/mL).
-97 -



Les cellules ont ensuite été incubée8 OOAT O omnm | ET OOAO U avec#inol 1 6 A
AAO AT T AET AEOT T O Ad AT OE Aflueddai@oma dilugdANchncehtraton AT OD
désirée dans du tampon MACS. En parallele, un marquatgeces cellule®tait réalisé avec le(s)

isotype(s) contrble(s) de ces anticorpsau méme concentration.

Pour réaliser le marquage de protéines intracellulairs, une étape supplémentaire de fixation

et perméabilisation durant 30 minutes et a 4°Ga étéréalisée en suivant les recommandations

du fournisseur du kit (eBioscience, Thermo Fisher, Sakftubin, France). Puis, le marquage avec

1 A1 OEAT OPO Adk&Eigracellddiré SORT & sadef@biuédans le tampon de

DAOIi i AAEI EOAOCETIT AOOAT O om [ ETOOAOG U tJ# AO U
51TA EAIEO 16ET AOAAGET T OAOIETiT Ah TAO AAIT 1 O1AO
reprises dans 500pL de0 " 3 AO AT 1T OAOOGiI AOG U tJ#8 , 6A1 Al UO,

réalisée grace au cytomeétre analyseur Cyan AIMCL9(Beckman Coulter, Villepinte, France).

Les différents anticorps et isotypes, ainsi que les concentrations qui ont été utilisés pour ce

projet sont référencésdansle tableau 7 suivant

Anti-B220 APC(RA3-6B2) RatlgG2a ! O # 2
Anti-CD11b PE (M1/70) Rat IgG2h[ PE 1
Anti-CD34 eFluor 660(RAM34) RatlgG2a] A&l O 10
Anti-Scal PE (D7) Rat1gG2a] 0 % 2
Anti-CD117 eFluor 450 (2B8) Rat IgG2h [ eFluor 450 2
Anti-CD150APC (9D1) Rat IgG1APC 10
Anti-CD18FITC (M18/2) RatlgG2al &) 4 # 10
Anti-# $or A&I O O 1 RatlgG2h{ eFluor 450 2
Anti-# $ 0 R-CyB(15-2C11) Armenian hamster IgGPECy5 2
Anti-4 #2 6 1 8by-89%) } | Armenian Hamster IgG2FITC 10
Anti-Mac3PE (M3/84) RatlgGl,{ 0 % 5
Anti-CD45.2FITC (104) Souris IgGah [ &) 5
Anti-Ly6CAPC (HK1.4) RatlgG2c{ ! O # 2
Anti-Ly6GAPC (RB63C5) RatlgG2b[ ! O # 0,4
Anti-CD115PE(AFS98) RatlgG2a] 0 % 2
Anti-CD19PE (1D3) 2A0 )C' cAh 1
Anti-CD4APC (GK1.5) RatlgG2bf ! O # 0,4
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Anti-CD8eFluor 450 (53-6.7) RatlgG2a] A&l OT ¢ 0,4
Anti-CD1632 biotin (82) Rat IgG2a/ biotin 1
Streptavidin PeCy5 / 1
Anti-CD21/35 PE (8D9) 2A0 )C' ¢cAh 4
Anti-panNKPE DX5) 2A0 , AxEO ) | 4
Anti-NK1.1 PE PK136) 31 O0OEO ) ¢’ ¢ 4

TABLEAU 8 - ANTICORPS ETISOTYPES CONTROLESTUWISES POUR CE PREJ. Ce tableau
référence les différents anticorps utilisés pour les immunomarquages, ainsi que les isotypes controles
associés et la concentration a laquelle ont été utilisés ces anticorg®es anticorps proviennentdes
fournisseurs eBioscience (Thermo Fisher, Saisubin, France) et BD Biosciences (Le Pont de Claix,

France).CD: cluster de différenciation

VI. EVALUATION DE LA SENSILITE CELLULAIRE A UN TRATEMENT

I £E1T A1 OAT BAO

1A

OA1 OEldnesi EsGvis di Ar@iteménE @dr i A O

chimiothérapie (cytarabine), nous avons effectué un teste basant sur la capacitdes cellules

vivantes a dégrader un sel de tétrazoliunf®MTT, Sigma Aldrickg Merck, Sant-Quentin Fallavier,

France) formant ainsi un précipité de formazan de coloration violette.

Pour cela, 40000 cellules ont été ensemencées dans des puits de plag@® puits a fond rond

en milieu RPMI sans rouge de phénol contenanine concentration croissante de cytarabine

(concentration allant de 10pg/mL a 100ug/mL).

Ces cellules ont été traitées durant 72h a 37%€ chaque point de concentration a été réalisé en

triplicat. Des puits contr6les contenant uniquement des cellules sans traitement ont égalent

été ensemenceés pour avoir notre viabilité cellulaire basale.

A la fin des 72h, le MTT a été ajoutd AT O
0,5mg/mL et la réactiona étéincubée durant 4h a37°CU
AT OCEOGA i Oi OO0I pPi A Al

, A T AOOOA ADék Adliséd AuAlin Apkctrophotomeétré 570 nm (A57Q Nanodrop,

OADPOAT AT O

1 8A1T OAT AT A AAO POEOO U
1 AAOE AArédctond OI ET
1A DOi AEDPEOi

C

Thermo Fisher). Le pourcentage ® ET EEAEOET T AA 1 delolAl@dorieéditafion AA A

de cytarabine utilisée a été calculgrace a la formule suivante

5 oy r N T o e~ ey e X
DEO01I WQHVENINO 9352(

oy

B £ 0 QAN £0 Qi

.- !"R" é o 'mix wE' w D
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VII. EVALUATION DE IGACTIVITE CYTOTOXIQUIDES LYMPHOCYTES

s o~ A 2 e oA

, AAOEOEOQOiI AUOIT O gEM)dlsoulish exéévaludebEOAUDA OAA DOT E,

Pour cela, lesplénocytesAA O OT OOEO OOOOE OA iclodeCsott été¢ iSoled eE AAOE
activés in vitro en présence delysat cellulaire provenant du sousclone lui-méme, de
1 8 ET OA-9uLOmdinoAischer ScientificSaintAubin, France a 1 ng/mL et descellules
spléniques saines déplétées en lymphocytescbmme cellules présentatricesA A 1 8 ALaDEC1T 1
déplétion des splénocytes de souris saines étéréaliséepar un traitement préalabledurant 20
minutes & 37°C avec 50 pg/mL dmitomycine C (Sigma Aldrich Merck, SaintQuentin Fallavier,

France).

Aprescette stimulation de 5 jours, les cellules activéeant étérécupérées et remises en culture
durant2joursdansAO | E1 EAO AA AOI OOO0A -2%i1hgbr iChtleséronde T T OO
stimulation a permisla prolifération des lymphocytes T afin de pouvoir réalisetd AT AGCTU.O A
PourOi AT EOA O | I18sAymphbcutes A amphifiéont été mis en culture durant 4h avec

5 000 cellules cibles (lignée C1498, souslone C5 ou lgnée EL4) Cellesci étaient
préalablement marquées avecin marqueur fluorescent, le CFSE (carboxyfluorescein diacetate
succinimidyl ester, Thermo Fisher ScientificSaintAubin, France)a 0,25 pumol/L. Les cellules
AEATAG 1106 1061 AilTTiAOi A0 APOT O 18681 AGARAEGRI 1/
microbilles par cytométrie en flux (Flow Absolute Count Beads (BD Biosciencds Pont de

Claix, France) DAOT AOOAT O AET OE A 6deCAliied Ailddes lyskes pdr BOA AT ¢
lymphocytes T.

VIIl. SUREXPRESSION @N GENE PAR TRANSFHEEN STABLE

La technique de fusion(In-Fusion HD Cloning, Ozymé/ontigny-le-Bretonneux, France )a été
utilisée pourpri AOEOA O1T b1 AOi EAA PT OOATWLAO AGDPOEI AT (
$A0 Ai T OAAO OPi AEEAENOAOC AT i BiI O0i AO AA pu DPAEOA
AO AA puw U cu DAEOAOG AR AAOA Eili11iCOAO AO Ci
les recanmandations du fournisseur. La séquence des amorces synthétisées est la suivante

- LV-CAATCCGGAGTATACGGATCCGCCACCCTGGACTTCCTCCTGTCGE®ONA 1 OA A

sens,
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- UV-GBCTCCTAGGCGTACGGGATCCTTAAACCTTATCGTCGTCAGGE®NT® O | 6 AT T O

antisens.

Le geneWtl a été amplifié a partir du plasmide pCMV&VT1 (Origene-Clinisciences, Nanterre,
France) par PCR, purifié sur une colonne PCR Cleap selon les recommandations du
fournisseur (MachereyNagel,Hoerdt, Francel AO 1T A AT 1T AAT OOAOEIT 1T AB8A]

par spectrophotométrie a 260 nm (Nanodrop, Thermo Fisher, Saint Aubin, France).

En paralléle, le plasmide pVitrol.1.neo.mcs a été linéarisé, purifié sur colonne et dosé par

spectrophotométrie a 260 nm

Grace auwamorcessynthétiséesp tmm | C A8 A WHllh &dfusibnAé avedo mmm 1T C Ad! $
plasmidique de pVitrol.1.neo.mcs (Invivogen Toulouse, Francgen suivant le protocole du
fournisseur formant ainsi le plasmide pVitrol.1.WT1.

, O AZGPDOAOCOEWILAGR® @id@ 1 A Ai T OOEI A AOCCAOEIIN O%O(
i O%&p g8 %l DHDAOOEA dNl, sk thouve a séquemt©OMyTal due rols ainsl A

Ai AEAi AA AT 1T OAOOGAO AT OOA A801T A OOEI EOCAOQET I
les cellules transfectées. Son expression est sous Epdndance du méme promoteulFigure

20).

pVitrol.1.WT1
(7954pb)

5972 =

4325

FIGURE20 - STRUCTURE DU PLASIDE PVITRO1.1.WT1 YNTHETISE PAR LA TEEBNIQUE DE
FUSION.O%&p AO 1 %&p O1T 1T O AAODZ DOI i1 OAOOO AO AEAAOAC
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OAODAAOEOAI AT 68 36tnAlTE AO #-6ATE DAOI AOCOATO 16
proOAT AT O OAOPAAOEOGAI AT O AO OEOOO 3EIiEAT tnm AO AOD

Oi b1 EAAOGETT AAAOi OEATTA AO pPI AOI EAA8 &$-6 )2%3 AO
OOAAOAOET T Wwitletdu gehexde résistarke Neo. NBeest la séquence entrainant la résistance
AA T A AAT 1 OIA U 1686A1 OEAET OENOA "1py8 %n&p H!'T AOO

stabilité des ARNm, de faciliter leur transport nucléacytoplasmique et de favoriser leur traduction.

Ce plasmidepVitrol.1.WT1 a été amplifié dans des bactériesle la soucheEscherichiacoli
compétentes(Zymo researchOzyme,Saint Quentin En Yvelines France) qui ont été mises en

culture sur une gélose LB (Luria Beani, ThermoFischer Scientific, Saint Aubin, France)

AT T OAT AT O 1 6A1T OEAET OENOGA AA Oil AAGET 1T EATAI UA
- Merck, SaintQuentin Fallavier, France).

Apres cette incubation, me dizaine de colonies ont étéécupérées et amplifiées séparément en

milieu LB liquide complémenté en kanamycineurant 24h. Ces bactéries ont ensuite été lysées

puis une purification sur colonne du plasmide amplifiée par cellesi a été réalisée en suivant

les recommandations du fourmsseur (Plasmid DNA purification, Macherey-Nagel, Hoerdt,

France).

—_—)

5

Ai PEO OO0 CAl ABACAOT OA U pb AAO AEEAE OA
AT UUI A AA OAOBGEAROEITAT"AAI"ET 1 AAOh %OOUh &OA]
de poids noléculaire (1Kb DNA ladder New England Biolabs, Evry, France) été réalisé afin de
OAl EAAO AO Oil AAGETTTAO 1 A bl A@tiEkshranh 1587pbE AEE i

Ce plasmide a ensuite été transfecté aux différents seabnes leucémiques C498.

Qu

La transfection du plasmide pVitrol.1Wp A 1 O0i Oi AT EOT A PAO il AA
1 6 AOOIT | ébfeckor®.ll@nbhxa biosystemsLonza, Amboise, Frandeavec le programme
T-030bT OO 1 6A1T OAAAT RADAGpOWPOU Lkind@BADPOEIT AO O

Pour se faire,5 millions de cellulesa été centrifugé repris dans une solution de nucléofection

et mis en présence de 2,Ag de plasmide pVitrol.1.W1.

Un plasmide controleA @D OEI AT O T A $02AA A i Oi OOAT OEAAQDI
1 6 AEEEAAAECG AA T A OOAT OEAAOGEITT BAO AuUuOiii O
1671 AAOOT PI OAOEIT 1 8

Qu
p)
i
M
[T
>
>
>
[T
O

Qu
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Les sousclones leucémiques exprimant le gen&Vtl ont été sélectionnés par techigue de

dilution limite en milieu RMPIcontenant400ACTi , A6 AT OEAEI OENOA AA Oi
NeoR sur la figure 26, InvivoGenToulouse, Francepermettant ainsiAd 1 | Ei Edlldle® 1 AO
T d@yant pasintégrées le plasmide. En effet, le promoteur EEf DAOI AO 1T A OOAT OA
géne de résistance au G4l#ssociced 6 AGDOAOOETI T WD Ci T A AGET Oi 058

IX. ANALYSE @BEXPRESSION PROTEIQUE

Les protéines totales nt extraites U B A Qidulox cefiufaire de 5 millions en utilisant le

tampon de lyse du kit M-PER (Thermo Fisher Scientific SaintAubin, Francg selon les
recommandations du fournisseur auquel a été ajoutédes inhibiteurs de protéases $igma

Aldrich z Merck, SaintQuentin Fallavier, Francg et de phosphatases(Cocktail B et Cdilués
respectivement au 1/10C¢ et 1/50¢, Santa Cruzz Clinisciences, Nanterre, Frange afin

AdAI POAEAO 1T A Ai COAAAQCETIT AAOG DPOI O0i ET A0 ABOOA
, 6 AGOOAAOQEI T bDOT O0i ENOA A i thiinutds/AvEA I1A nPdn Be WBeA T O |
et le surnageant contenant les protéines extraites a été récupéré aprés une étape de

centrifugation a 14000g durant 15 minutes a 4°C.

5TA AITEO 1 8A0O0OAAQETT Oi AT EOGOT Ah 1T AOG POT Oi ET AO
de celle deBradford (Pierce™ BCA Protein Assay, Therm®isher,SaintAubin, Franc&] U | 8 AE /
AGOT A CAIT A 1 O0ATTT AA @i éuddnt les GeddmménbafidnA du AT OE

fournisseur.

La réaction colorimétrique est analyséesur un spectrophotométre a 562 nm. Les protéines
DAOOAT O 8 O0OA AEOAAOAI AT O POi PAOi A0 Bl OO0 AEEAA

alors conservées au congélateur 20°C pour une utilisation différée.

Une guantité constante de protéineg30ug) a été dénaturée dans un tampon LDS en présence

s oA o~ N s oA

A6 O1 ACAT O lekddilnA dd@&cyksilfée (Invitrogen z Thermo Fisher, SaintAubin,

France) a 95°C pendant 10 minutes.

LA I ECOAOETT AAO DOT Oi ETAO A i Oi QiisM1Ewi A O

(Invitrogen z Thermo Fisher,SaintAubin, Francg dans un tampon de migration MES adapté
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aux protéines de petites et moyennes taillednvitrogen z Thermo Fisher,Saint-Aubin, France

pendant 45 minutes a 200V.

, AO POI Oi ETAO 110 AT OOEOA i 60i OOAT O& Oi AO 00O
iBlot® ( Thermo Fisher,SaintAubin, Francg.

I OAT O AGAEEAAOOAO 1T A 1 AONOACA AT OEAT OPOh OT A
durant 45 minutes, sous agitation, dans un tampon TBS 1X (Tris a 50 mmol/L, NaCl a 150

mmol/L et Tween a 0,2%) contenant 5% de lait.

, 6 AT OEAT OPO dadeilapii ahWTR i(clori¢ M-290, Santa Cruzz Clinisciences,
Nanterre, Francg dilué au 1/500¢ dans du TBS 1X 5% de lait, a été incubé sur la nuit a 4°C,

sous agitation constante.

Le lendemain, la membrane a été rincée en TBS XOAT O Ad Aealioh@@A O 1 6
1 8AT OEAT OP énjuguk Allal pardxizdask de Raifort (HRREhévre anti-lgGHRP de
lapin, Santa Cruz Clinisciences, Nanterre, Frangedilué au 1/10000¢ dans du TBS 1X5% lait

durant 45 minutes sous agitation et ar'A.

La révélation du marquage est réalisée par une réaction de chimiluminescence en incubant la
membrane avec le réactif ECL Primd=(scher Scientific lllkirch , Francg contenant le substrat

de la peroxydaseCette réactionest effectuéel 1 6 1 Ad@r@anCE@nih@és avant de révéler la

réaction avec le LA8000 (GE HealthcareBuc, Francg.

01T OO OBAOO0O0CAO A5O0T A AGOOAAOGEIT AO A60O1T Ai PE
i AONOACA AAO DPOIT O0i ET A0 AGAAOQET A | AenibGieetOi Al E
de «décrochagez AAO AT OEAT OPO DPOi Ai AAT 1 AT O MAhaxiod U |
Fisher, SaintAubin, Francg sous forte agitation durant 5 minutes et arA. Il est nécessaire
ASAEEAAOOAO bl OOEAOOO |1 AOAC AGecdhde satutaBion ¢e8la AOA
i AT ACATA AO OT A ET AOGAAOGET IAADEGAAR I éiIjelADIR2d0dDB O D
AO 16A1T OEAT ODP-@GHRR Ml 1/50808)Gdnta Griiz@ Elinisciences, Nanterre,

France).

X.  HYBRIDATION GENOMIQUEEOMPARATIVE(CGH)
,61$. CciTiTiENOA AA 1 A 1 ECI-dodes lBuséamigues a\éte hybdd® A E /
Ai1 OOA 16!'$. Ai1OOEI A AA 1T Ui PETAUOAO 48 ,G6AIl
C1498 sur la puce a ADN Agilent CGH Mouse Genome 1M et pour les-slmunes sur les puces
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Agilent CGH Mouse Genome 4x180K (Agilent Technologies, Santa Clara, CA) en respectant les

recommandations du fournisseur.

La lecture des puces a ensuite été effectuée sur le systeme Agilent G2505C Migray Scanner
AO 1 8 AT Ambhgesykacemd IGyiciBl CGH Analytics V4 avec comme référence le génome
i OOET i1l w8 ,A0 ATTTiAO 110 i 01 Adioaainsle AT

aberrations faussement positives$22

XI. ANALYSE EXPRESSION GA\CIDESNUCLEIQUES

XI. A. 1 EXTRACTION BSADN
L6 AGOOAAOET 1T A A QADNgpdes cellulésien daltui® A &é réalisée en isant les

recommandations du fournisseur du kit DNeasy Blood and Tissue (Qiagen, Courtaboeuf,

France).Les ADNg extraits ont été quantifiés sur un spectrophotométre a 260 nm et congelés
au-80°C

Xl. A. 2 EXTRACTION BSARNET TRANSCRIPTION MERSE

Lesculots celulaires provenant de cellules en culture ou également de cellules isolées a partir
des organes de souris ont été conservés en RNAlater au congélateupat J # AEET A8 1 OE(
la dégradationde ceusAE8 | OAT O A AEAEAAOOAO été dettriithy@A@PAE A OE |

et le surnagent a étéretireé .

, 6 AOOAADQETIT AAO 1 2. O1 6AO0@ A i OselonQd duanid®i A U
AAT 1 61 AEOA AA 1871 AEATOEIT 1118 % AEAEAOh 1868ABO0C
i Oi O7 Al EOi A NuOeodpid RMAAKMak@reyRi&gél, Hoerdt, Franck car plus

efficace pour lesfaibles quantités de cellules 01 OO | & Aaut@Adxthattidns, feAiO
Nucleospin RNA standard (MachereyNagel, Hoerdt, Francg a été employé selon les
recommandations du fournisseur51T A &£ EO 1 6 AGOOAAOQEI T OAOIET T A
été évaluée sur un spectrophotométré 260 nm

La transcription inverse a ensuite été directement réaliséed OO0 p AC Ad! 2. Ol C
recommandations du fournisseur du kit QuantiTect® Reverse Transcription (Qiagen
Courtaboeuf, Francg Les ADN complémentairesainsi que ks ARNont été conservés au

congéhteur a-80°Cavant tout autre analyse
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Afin de comparer les expressions du gén@/tl détectées dans la moelle osseuse et le sates
différentes souris (contréles, leucémiques et présentant une survie prolongée)pus avons mis

AT b1 AAA OT A 11 OETAA AA 11 01 Al EOGAGET T OOAT AA
gamme plasmidique exprimantun nombre de copies connudu gene Abelsonl (Abll). Cette

TTOI Al EOGAOGET T A dWAparesfporOsELd: topids@u geriedBlALest utilisé dans

le cadre du diagnostic et du suivi des patients atteints de LAMLIl aété O1 OE £AEi N OGBS E |
DAO AGAI Pl EEAEAAOGEIT 1O AA Ail i-QdnésiCl4888varhde Ci T /
sélectionner ce géne de référence.

Pour réaliser cette gamme étalonnl 0O AOI 1 0 AAT O O1 DOAI EAO OAI
molécule de plasmide Abll (pCMVEAbI1, Qigene-Clinisciences, Nanterre, Franad@ U 1 8 AEA A

la formule qui suit.

o e sk g eaF  m g e Raca Né QbaoéEE Yommeon .

D Wi Qac¢idwo R i ooﬁpﬁ@((zﬁéé(&),I 20 £ QO QIghC Cp Tt w pmT Q
o EAO 1T UAT A60O01T A PAEOA AA AAOGA | PAQ
Taille du plasmide pCMV8bl1 = 8300pb

.1 1T AOA A& cobdtattdobreebpp AAT O AO 111 AOA A3AT OEOQi| AT 10O

s e s o~ A

Nous permettant ainsi dedéterminer unei AOOA Ad! $. chriedpantaBtiaEuN O A

nombre de copies souhaité du gene grace a la formule suivante

D Gi QROM & Oi a'QQIH 6 BNDE R ORI a Gi p@EIDO qRGI & 1QQQ

, 1 OO0 AA AICHIAOGAA K AA AG! $. DI AOI EAENOGA i OAEO Al
plasmide Abll1 ©O6 1 OAT AW topies A A00 cofes) et a toujours été réalisée lors de la
i AOOOA A8 A @b OuiDod EsGreempdr QPCRLalfighre 21 vous présente un exemple

s e s, o~ A
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FIGURE21 - EXEMPLE D'UNE GAME PLASMIDIQUE ABLIREALISEH.ORS DE CETTE ETUDEa
normalisation des génes d'intérétest effectuée en fonction de 10A T D EAbQ. NAUS réalisons une
gammedel T O A1 EOAOQET 1 73250 cOples du 4dndbl1lA R Op AT OOAAO ABAI Pl E
DOi OAT OA T A 111 AOA AA AUAT AO AB8AI PI EAXEAAOGEITT 11 AA

AOBEO AA AT A jOAI AGO 32108

, @éxpression des géne¥Vtl et ZsGreerdans les différents échantillons (cellules en culture ou

issues de souris) a éténesuréepar deux types de réactiong|PCR.

En effet,le géneWtl a été évalué en utilisant un kitd AN- AT A 51 EOAOOAT 0#2
(ThermoFischer, SaintAubin, France) avec des sondes commerciales amplifiant un produit
OEOOiI AAkOdetegdn@i 1 o

Pour le géne de laZsGreenl a été détecté grace au kit GoTag® qPCR Master mix selon les
recommandations du fournisseur (PromegaCharbonnieres-les-Bains, Francg, les amorces ont

été synthétisées palEurogentec (Angers, Francegt se fixent en partie terminale de la séquence

du géne Les amorces ou les sondes Tagman qui ont été utilisées pour amplifier le géne de

référenceAbllse sOOAT O A ATz ©dulgéndTabldau 9y

Pour les deux techniquesle volume réactionnel était de 50plet contena® v A, étad0 $. A
AUAl AO AGAI b1l EAEAAOQETT i+ OAEAT O Oi A1 EOi 08
Abl1 (Tagman) MmO00802037_m1; exon 89 62
Wtl (Tagman) MmO01337051_m1; exon 34 92
AbI1(SYBR Green) LU -ATGGCATGTCACCTTACGEG 134
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L -G TTCCACTGCCAACATGT Gexon 8-9
LU €CCGTGAAGACCGCAGGGAT

ZsGreer{SYBR Green) U -€GACCGGCGCTCAGTTGGAA 121

; fin de la séquence ZsGreen

TABLEAU9 - TABLEAU PRESENTANT ES AMORCES UTILISEEFSOUR CE PROJEPour chaque

CiTA AGEIT O0i 080h EI AOGO DPOi AEOiI 1T A 11T AAI EOGAOEITT A/

(pb). Pour les sondes Tagman, les séquences précises ne sont pas mentionnéedgéournisseur, le

tableau présente donc la référence des sondes (Applied Biosystems, Thermo Fisher, Saitin,
France).

XIl. GAMME ETALONDETERMINANT LESEUIL DE DETECTIONDU GENE
WT1 ET ZSGREEN
Afin de déterminer le seuil de détectionpar RT-gPCRdes génes Wtl et de laZsGreenil a été
réalisé des gammesetalons des sousclones surexprimantces geneslans la moelle osseuse de
souris C57BL/6J saines.

Pour réaliserces gammes, la moelle osseusde souris saines a été prélevée, les cellules ont été
isolées et les hématies ont été lysées selon le protoc@dll.B (p-85-) AOAT O A6 AAEEAAOD

numération cellulaire sur cellule de Thoma

En paralléle, les différents sousA1 T 1T AO A8 ET (Qé rodlaiyeCs5/WT1Y F1a/WT1 et
E7WT1ou le mélange C5, Bl et E7) en culture ont été comptés et mélangés selon des quantté

précises a la moelle osseuse contrélafin de réaliser les différents points de la gamme étalon

La gamme étalon était constitué A & Gpbint contenant uniquement les cellules (100%

A AGPOAOOEIT AO CiTA ABETI Oi 080q AO O1 bDIETO
osseusemurine (0%).

Pour réaliser cette @mme, une dilution en série au 10a été réaliséeO06 i OAT AAM0) AA p-
a1050,001%)A A1 1 01 AO A@GPOEI AT O 1T A CiTA ABET Oi 080 A/
Chaque point était constitué de 5 millions de cellules totale®es dilutions intermédiaires (au

1/4 ) ont été réalisées entre 16-104 et 104-10->.

Une fds la gamme étalon réaliséayne extraction et une transcription inverse des ARN étaient
effectuéess A O A Tadalyseidd A @D OA OO E TAIA Ob £LO T MOWel Z5Gréeh 08 O
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l. CARACTERISATIONDE LA LIGNEEMURINE LEUCEMIQUEC1498 ET
DE LA LEUCEMIE INDUIE SUITE A SON INJECTIND

I £ET AA OAT EAAO 1 600EI EOAOQOET T -dodesiboféesiapaftirde A 1 A
celle-ci, le premier objectif de ce projeta étéA6 7T OOAEAO 1 A0 AAOAAOQ@tOEOOE
phénotypiques de cette lignée murineainsi queles caractéistiques de la leucémiedéveloppée

suite ason injection par voie intraveineusea des souriscongéniquesC57BL/6J(CD45.1). En

effet, la littérature atrés peu étudiéles caractéristiques de cette lignée aist restéassez confuse

quant au type de leucémie induh BDOEONOA AAOOAET O AOOAOOO 4
granulocytaire, myélomonocytaire ou plus récemment une étude a décrit cette leucémie

comme étant detype NKT (natural killer T).321.323,324

Pour cela, nous avonsffectuédans un premier temps une caractérisation phénotypique de la
lignée cellulaire C1498 apres immunomarquage puis analyse par cytométrie en flux et
microscopieafin de déterminerA  OUDPA AA T ECTi A Eiil AOT bl ai OENO,

ces cellules

l. A. 1.IMMUNOPHENOTYPAGE DB LIGNEE

Afin de préciser le phénotype cellulaire de cette lignée vitro, les marqueurs des cellules

Eii AOI pT ai OENOGAOG 110 i0i i OAI O6i 6 AOGAA O DA
iT17i AOI AG8 , 6 AT Al UOdrevalddd AA LAGNAAIT GARE AA 6AN @ DAIA@AD E |
de cellules souches et progéniteurs hématopoiétiges suivants: CD117 (eKit), CD34, Scd

(Figure 22) ainsi que les marqueurs CD150, CD16 et CD32 (données non présentées).

A A
0,03% 0,02% 0,02% 0,02%
©~
5376 = |40 10
(7)) -
E 2 4032 8 [-H-..
"g é 2688 2,16% w (7 E 10
]
© Yli3m g ©
Z o 2 |10
e~ 0 @
10 10 102 10 Lot ool B 0,13% e 0,35%
Ll e — | T T ———— - T T
CD34 100 10! 102 10° 10¢ 100 10! 102 10 10¢
| -
Ll L
Isotype Sca-1 Sca-1

FIGURE22 - ABSENCE D'EXPRE&3N DE MARQUEURS DEELLULES SOUCHES PROGENITEURS

HEMATOPOIETIQUESRésulats représentatifs des marqueurs de cellules souches et progéniteurs

testés sur la lignée leucémique C1498. Les cellules @té comptées, lavées puis marquées directement

avec des anticorps dirigés contre le CD34, CD11#it) et Scal ou les isotypescontrbles associés.

, 6 AT Al UOA AAO 1 AONOACAO A i Oi Oi ATEOIi A PAO AUOT I
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De plus, ette lignée exprime certains marqueurs de différenciation extracellulairequi sont

Mac-1 (CD11b/CD18) a hauteur de 6% et B220 (supérieur a 25%andis que les marquers

Ly6G, Ly6C, CD115, CD21/CD3%D19, CD4, CD8, NK1.1 ganNK ne sont pas exprimeés
(données non présentées)$ 8 AOOOA O deAditiéigndlatod €ont exprimés au niveau
intracellulaire tels quele # $ ole MCRchaine6 | A 33. Gate Aignée exprime donc des
marqueurs de la lignée myéloide et lymphoidé~igure 23).
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FIGURE23 - MARQUEURS DE DIRERENCIATION EXPRIMEE& PAR LA LIGNEE C149IN VITRQ

Résultats de cytométrie en flux représentatifs des marqueunmiembranaires (A) et intracellulaires (B)

exprimés par la lignée C1498. Les cellules ont été lavées puis marquées directement avec des anticorps
dirigés contre le CD18, CD11b et B220 ou les isotype®ntrdles associés. Pour les marqueurs
intracellulaires (CS o R h 4 # 2 6-B), uBeDétapeAda fixation et de perméabilisationont été
préalablement réalisés8 300 1 AO EEOOI COAi 1 AOGh 186EOI OUPA AT T O

i AONOACA AOAA 16AT OEAT OPO ObPi AEAENOGA AT 1T EO bl AE

I. A. 2.EXPRESSION DE LA MYBPEROXYDASE PAR LA LIGHE

~

Afin de déterminer I 6 T O E @é&ite Kgnéd Aous avons effectué un marquage des cellules
C1498avec un anticorps spécifique de la myéloperoxydas€hez la souris, ette enzyme est
exprimée par les cellules myéloides (granulocgires et monocyaires) maisi 6 A O frésente O
dans les lignées lymphoides. Les cellules C1488t toutes présenteé un marquage fluorescent
positif pour la myélopéroxydase, observable par microscopi@-igure 24). Cecinous aindiqué

une différenciation myéloide de ces cellules leucémiques.
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FIGURE 24 - EVALUATION DE L'XPRESSION DE LA MYEIPEROXYDASE PAR LAIGNEE
LEUCEMIQUE C1498. CAOAEA AOO DOV OAT Oi 1 A 1 A6céd LdhoiteAAO A/
1A i AONOACA AA T A TECIi A #ptwy AOAA 18A1T OEAT OPO
noyaux cellulaires sont visibles apres une coloration des acides nucléiques avec le réactif de Hoechst.

, 61 ACGAOOAOQGEIT T 1MAE OO Al ® OA Gil Oil E@ OT OAT DB(Brostlsseend| OA O/
final x200).

l. A. 3.CYTOMORPHOLOGIE ET AWITE ENZYMATIQUE D LA LIGNEE

Afin de préciserle type de lignée myéloide nous avons évaluéd A @D O A Odex itypes A A
Adstérases nous permettant ainsi de discerner une différenciation monocytaire ou
granulocytaire de ces cellules En effet, les cellules appartenant a la lignée granulocytaire
présentent une activité enzymatique AADAAT A ABGEUAOT | leGdpbholdBD- A E /£E R
chloroacétate AT OOAET AT O 1 A £l O A &dsé dans éed llulesbandisyied E O
les monocytes ou leurs précurseurs, eux, expriment une estérase capable dégrader]l & |
naphthyl butyrate dont la réaction enzymatique est visualisable sous forme de gralations

rouges-brunes32s

s o~ A s s~ z oA s s

atteste la présence de granulations brunes dans la plupart des cellules (FiguzBA) et de
COAT O1 AGET 1T O OT1 Oi A cellea ¢igute 2582 Ceb Adidueliadc giedldligr@ed A
AGOG AT ipi O60i A A8OT 17l AT CA AR IdAIfriéd ddndeydaireietti 1 T a

granulocytaire.
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FIGURE2S - LA LIGNEE C1498 KPRIME LES DEUX TYRED'ESTERAS® , 8 AAOEOEOiT AT UU
estérases a été évaluée par une réaction cytochimique desllules aprés cytocentrifugation sur lame et

fixation. (A) Une réaction enzymatique positive dégradantd -naphthyl butyrate est observable par la

pOi OAT AA AA COAT O1 AGET T O 1 AOOI T 08 -O chigoacétdted €&sOi OA O
visualisable pa la formation de granulations roses. Les fleches noires indiquent certaines granulations

Dl OEOEOAO Pl 00 AA& AACA QUBROEASIA BN AGA A0 A i Oi
1 O ET OA A1l Al A E(drosslkssemént fiRdE AAOE A pnm

Unecoloration au May-Griinwald Giemsanous a ensuite permis de mettre en évidencd a8pect

cellulaire et le stade de maturation des cellules C149&n effet,elle a révélédes cellules de

grandes tailles avec un noyau volumineugui présente souvent plusieurs nucléoles(indiqué

par les fleches)et une chromatine généralement fine Le cytoplasme de ces cellules est
basophile avec un halo plus claien périphérie du noyau et des vacuolessont visibles dans

plusieurs de cexellules(Figure 26). Cet aspect cellulaireestreprésentatif de cellules myéloides

immatures (myéloblastes et/ou monoblaste$.326.327

& X100 X100
FIGURE26 - COLORATIONDE LA LIGNEE C1498\U MAY-GRUNWALD GIENSA.Les cellules C149
ont été déposées sur lame par cytocentrifugation puis colorées au MGG. Les fleches noires indique
1T OATiT1AOG8 , A0 EIi ACAO 110 i 0O0i DOEOAO AOAK 100
(grossissement final 1000).

, 0 AT OAT AT A AA AAO Oi O01I OAODT EDIAGN OAS ctllulaireil IAAT E
de myéloblastes et de monoblaste€n effet cette lignéeexprime la myélopéroxydaseattestant
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de son origine myéloide et présente une morphologie de blastes immaturesDe plus,
1 6AZGDPOAOCOEIT AAO AAGCAD et BNBB)A d@gradadt Ale Gaptdl @AD

chloroacétate et b -paphthyl butyrate indique la présence de cellules engagées

respectivement, dans la lignée granulocytaire et monocytaire.

Suite ala caractérisation de la lignée C1498 vitro, nous avons étudié le développemernte la
leucémie induite parcelle-ci in vivodans lessouris C57BL/6J Gs souriscongéniquesCD45.%
ont été injectéessoit avec du PBS (contréle)soit avecune suspension cellulaire contenant 19
cellules C1498 (CD45.9 par voie intraveineuse.Ld AT O Adiesfsbulisinjectées avec la lignée

C1498succombea la maladieentre 16 et 20 jours (moyenne de 185jours) (Figure 27).

100 n

-= PBS
—e— Lignée C1498

80+

60+

40+

Survie (%)

204

0

0 5 10 15 20 25
Temps (jours)

FIGURE27 - L'INJECTION INTRAVEIUSE DE LA LIGNEE @98 ENTRAINE LE DECES DEA

TOTALITE DES SOURIZ.essouris congéniquesC57BL/6J ont éténjectéespar voie intraveineuse avec
1 million de cellulesleucémiques (lignéeC1498) ou un volume équivalent de PB&ontrdle). La survie

de ces souris a étéuivie au cours du tempsUne analyseLogrank comparant la survie des6 souris

contrdles avec celle des 11 souris injectées avec la lignaeété réaliségp=0,0002).

Nous nous sommesloncintéressés aux différents organes vitaux pouvant étre envahis parde
cellulesleucémiquesC1498et pouvant impacter leur fonctionnement voire entrainer la mort

de ces souris.
. B. 1.INFILTRATION DES ORGIES DES SOURIS INJEES AVEC LA LIGNEE
Pourcela,nouA OT 1T O 7 OAT Oi 1 6ET £EI1 OOAOGET T AAO 1T OCAT A¢

la lignée C1498 tandis que les sourixongéniques C57BL/6J utilisées pour cette étude

présentent un fond génétique CD45.3Ainsi, un envahissement important de différents orgaes
tels que la moelle osseuse et la rate avec une infiltration moyenne de 30% et le foie ou les
poumons avec une infiltration pouvant atteindre plus de 60% selon les sourig été observé
Tandis que le thymus et les reins semblent étre dans une moindre swee infiltrés par la lignée
C1498 (Figure28).
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FIGURE28 - INFILTRATION PAR LES CELLULES C28 DES ORGANE®ES SOURIS C57BL/6J
, 6ET £E1 OOAOQET 1T AAO AEAAI OAT 60 1 OCAT A0 PAO 1 A0 AR

marqueur CD45.2. Les cellules ont été isolées a partir des organes, puis une lyse des globules rouges a

i Oi Oi Al EOT A AOGAT O ABAEEAAOOAO 1T A 1 AONOACA AOGAA i
AO 18AT AT UOGA DPAO AUOIAG OOER BAITO OH& AG @8A C A0 AISIEU ABEN C
AOOAOOO OOAT AAOAO j3%-q O1I1T 0O OADPAN Glearéfdheiand OO A&l
iTUATTA ABET £E1 OOAOGET1T AA AEANOA 1T OCAT A AOGAA 1T A
détectée chez 6 sourisMO: moelle osseuse

|. B. 2.ETUDE PHENOTYPIQUE BEDRGANES HEMATORJIQUESET DU SANG

a. Analyse des populations cellulaires de la moelle osseuse
La moelle osseuseainsi que la rate sont leprincipaux siteshématopoiétiques chez la sourigt
sont touchés lors du développement leucémique.Nous avons observé une infiltration

importante de la moelle osseusgen moyennede 30%, par les cellulesC1498(Figure 28).

Dans ce sens, aus avons pu mettre en évidence une diminution des différents stadate
maturation des cellules hématopoiétiques de la lignée lymphocytaire B, granulocytaire et
monocytaire par immunomarquage et analyse par cytométrie en fluxen effet, les cellules
CD19B220* regroupant les stades de maturation des lymphocytes,Rllant du progéniteurs
aux cellules matures montrent une diminution par 5 de leurs proportions dans lamoelle

osseuse des souris leucémiques en comparaison des souris contrglEgure 29A).

Lamoelle osseuse des souris leucémiques présentent trois fois moide cellules appartenant
a la lignée monocytaire CD115(marqueurs des monocytes résidents et inflammatoiresjjue

celle des souris contrbles (Figur9B).328

Enfin, la lignée granulocytaire est également impactée par le développement leucémique
puisque nous avons observéine diminution par 4 des cellules CD111iy6G dans la moelle

osseuse des souris leucémiques par rapport a celle des souris contréles (Figure 29C).
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Le développement leucemique impacte donc les lignées lymphocytaires, monocytaires et

granulocytaires de la moelle osseuse.
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FIGURE29 - POPULATIONS DE LMOELLE OSSEUSE DE®URIS CONTROLES EEUCEMIQUES.

Une lyse des globules rouges a été réalisée sur la moelle osseuse isoléesdass contrbles (n=7) et
leucémiques(n=7)A OAT 6 ABAEEAAOOAO O Aii BOACA BRADI ADAEDA
la fréquence des différentes populations myéloides et lymphoides. (A) La lignée lymphocytaBea été
évaluée aprés un marquage avec les anticorps dirigés contre le CD19 et B220. Les cellules doubles
positives encadrées en rougereprésentent la lignée lymphocytaire B fegroupant les stades de
progéniteurs aux lymphocytes B matures). (B) La lignée monocytaire a été détectée sur les criteres €D3

et CD115 (population encadrée en rouge) et regroupe les monocytes du stade de progéniteurs aux
AAT1 01 AOGO 1 AOOOAOGS j#Qq %l AZETh T A TECIi A COATOITAUOD
CD3 et son expression des marqueurs CD11b et Ly6G (encadré enge). Pour chaque lignée, un
EEOOI COAI T A POi OAT OA 1 6AOOEI AOGETT 1TTUATTA AA AAO
osseuse dénombrée au préalable. Un test t de Student rapparié a été réalisé pour évaluer la
significativité des différencesobservées entre les souris contrdles et leucémiques aveccorrespondant

a une valeur p< 0,01 et **& une valeur p< 0,0001.
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b. Effets de la leucémie sur les population spléniques des souris
Le secondorgane hématopoiétiquetouché parl 6 E1 AHRes@@UWeOELRIB est la rateEn
effet, on observe chez les souris leucémiques une splénomégaffeéigure 30A) avec un poids
moyen de 3M + 44,0 mg comparé aux rates des souris contrdles pesant en moyenne 113,6 +
1,0 mg. Cette splénomégalie est nettementvisiBl AO [T 1 AT O AO POi 11 OAT Al

Le dénombrement des splénocytea montré une augmentation de la cellularité splénique dans
les souris leucémiques (191,4x18+ 28,6) par rapport aux rates des souris contrdles (120,2xX0

+ 18,2). De plus, le phénotypage de ces splénocytes a montré une augmentation de différentes
populations cellulaires teles que les lymphocytes B, les monocytes et les granulocytes
Ai 1 OOEABGAT O 0 1671 (ReBBOATI AT O AA 161 OCAT A

A B
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FIGURE 30 7z LA LEUCEMIE ENTRAINE UNEPLENOMEGALIE ET URN AUGMENTATIONDU

NOMBRE DEPLUSIEURS POPULATIRS SPLENIQUES. ! @ , A OAOA A3O0T A OT OOEC
A8OT A O1 OOEO 1 AOCAi i ENOA § AAOQ OADPOi OAT OAQELDLRO AA
AAOOA A6 1 AE A luh dkmedsionai@lArd. iB) Undlyse des globules rouges a étalisée avant

une numération des splénocytes puis un immunomarquage des lymphocytes B (CER220*), des
monocytes (CD3CD11bLy6C/-) et des granulocytes (CD3D11bLy6G?). Les histogrammes
représentent la moyenne et les écartypes des quantifications des populations spléniques de 5 souris
contréles et de 8 souris leucémiques. Un test t de Student napparié a été réalisée pour évaluer la
significativité des différences observées entre les souris controles et leucémiques avec * correspondant

a une valeur p< 0,05 et ** pour une valeur p de 0,0033.

c. Impact de la leucémie sur la composition cellulaire sanguine
Lors du développement leucémique, uenvahissementde la circulation sanguineest observé
chez les patientsatteints de LAMAET OE RNO&86 O1T A AEI ET OOET 1T AAO DI
#08 AOO bro@@iisiatalysda proportion des populations sanguines circulantes chez

les souris leucémgues.
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, 6 AT OAEEOOAI AT O AA 1 A AEOAOI AOGETT OAT ¢
Al &£ 6@ U 18AEAA AO 1 AONOAOO #$tuL8g
variabilité importante entre les souris (1,34 a 57,48%) (Figure8, p-108-).
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FIGURE 31 - POPULATIONS CELLLAIRES CIRCULANTESHEZ LES SOURIS CONTRES ET
LEUCEMIQUESLes cellules mononucléées du sang ont été isolées sur gradient de Pancoll puis
marqguées avec les anticorps dirigés contre le CD3 et le B220 pour identifier les lymphocytes T et B par
cytométrie en flux (A). De méme les monocytes ont été identifiésal Bpfession des marqueurs CD115

et Ly6C (B). Cette analyse a été réalisée en excluant les cellules leucémiques de la lignée C1498 GD45.2

Les lymphocytes T et B circulantgespectivement, CD3 et B220" ne semblent pas impactés par

1A 1T AOAT T EA DPOEONOA 1 iv@iétioris ded Qrdporidons Brk®lesisduBA O Oi
contrbles et leucémiques (Figure 3A). Cependant, nous avons observé une augmentation de la
proportion des monocytes circulants dansds souris leucémiques. La leucémie induit donc une
accumulation de monocytes dans le sang des souris, comme observé chez les patients atteints

de LAM a composante monocytaire (Figurel).%s
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I. B. 3.MORPHOLOGIEET CYTOCHIMIEDE LA MOELLE OSSEUSBES SOURIS
LEUCEMIQUES ET CONDRES

Afin de détermineri 8 E 1 AHRriéddl@ife@isi qle le type de leucémie induitpar les cellules

C1498 la MO dessouris leucémiquesa été prélevée avant que cellesci ne succombent ad

maladie parallélement a celledes souris contréles. Aprés avoirisolé et centrifugé les cellules

sur lame, une coloration au MGGa été réaliséepour nous permettre A6 AP D Qi AEDDHA A O
cellulaire de la moelle osseuse. Celle des sousaines présentent unegrande variété cellulaire

avec laprésencedes différentes lignées (myéloide, lymphoide efrythroide) a différents stades

de maturation (Figure 32A). La moelle osseuse des souris leucémiquesnserveles différentes

lignées cellulaires mais urenvahissementpar des cellulesmmatures (indiquées par les fleches

noires) est observécorrespondant a la morphologie de la ligné€1498(Figure 32B).

A B

FIGURE32 - CYTOMORPHOLOGIPE LA MOELLE OSSEBES SOURIS INJECEE AVEC DU PBS
OUAVEC LA LIGNEKE1498. A gauche est présentéune coloration MGQeprésentative de la moelle

osseuse des souris contrélesA droite, une moelle osseuse représentative des souris injectées avec la
lignée C1498 Les fleches noires indiquent certaines cellules présentanta morphologie de la lignée
C1498.Les cellules demoelle osseuse ont été déposées sur lame par cytocentrifugatiotolorées au

MGG puis observées au microscope optiqud a8 1 A E A (BrGsEis&ement final 1000).

, 6 AT A1l UOA AUOT AEET ENOA AAO AOOi OAGAOG A i CAIT AI
contrbles et infiltrées par les cellules C1498.

Dans la moelle osseuse des souris controles, oetrouve une faible proportion de cellules
positives pour la réadion dégradant le naphthol ASD-chloroacétate (Figure 33A). Pour ce qui

est de la moelle osseuse infiltrégar les cellules leucémiquesplusieurs cellules volumineuses
présentent de grosses granulationsouge-rosé témoignant AA | 6 EUAOT 1 UASD AO 1
chloroacétate(Figure 33B). Ces cellulesppartiennent trés certainementa la lignée leucémique

C1498.
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En ce qui concernda réaction enzymatiquedégradant 16 -paphthyl butyrate, on retrouve peu
de cellules positives pour cette réaction dans la moelle osseuse contréléandis que de
nombreuses cellules positivessont observéesdans celle des souris injectées avec la lignée
C1498(Figure 33C et D)

Ces résultats confirmentes caractéristiques enzymatiquesle la lignée caractérisésin vitro, et
ET AENOAT @esditdsnbdifidfesin vivo. Les cellules leucémiques ont bien conservées
leur phénotype de myéloblastes etdle monoblastes, suggérant une leucémie de type myélo

monocytaire.

Moelle osseuse controle Moelle osseuse C1498

>

Naphthol AS-D chloroacétate

a-naphthyl butyrate

X100

FIGURE33 - PROFIL D'EXPRES&IN DES ESTERASES DAN.A MOELLE OSSEU3BES SOURIS
SAINES ET INFILTREEBAR LES CELLULES @498. Les cellules de moelle osseuse ont été isolées puis
Ai BT 0i AG 0060 1 Ai A PAO AUOT AAT OOE £O0CA OEkrharqgda@ed T O
représentatifs des moelles osseuses contrdles sont présentées a gauchea droite se trouvent ks
marquages effectués sur lemoelles osseusa de sourisinjectées aveda lignée C14980n retrouve ka
réaction enzymatique du naphthol ASD chloroacétatesur les images A et Bt cel A Adfaphthyd |
butyrate en C et DLAO 1 AT AG 1106 i 07 1T AOGAOOGIi AG OO0 Ol
(grossissement final 1000).
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En résumé:

La lignée C1498 est composA 6 OT 1 i lcelldlegiyéloblstiques et monoblastiquesyui,
apres injection par voie intraveineuse a des souris congéniques C57BL/6J induit le
Ai OAT T DPAT AT O A6 Bdtybemydlodnbriotytaie. AECO0

Une infiltration de s organes hématopoiétiqueqrate et moelle osseusg et des organes non
hématopoiétiques tels que les poumonset le foie par les cellules leucémiques C149&st
observée De plus, @s fréequences élevées deellulesC1498circulantes et une monocytosesont
égalementretrouvées dansle sang deces sours leucémiques

Une augmentation de volumedu foie, des poumons et de la ratest détectable chez ces souris
leucémiques La moelle osseuseprésente une diminution des populations granulocytaires,
lymphocytaires B et monocytaires tandis que la rate de ces sourest caractérisée parune

augmentation de ces différentes populations.
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Il. | SOLEMENTDE SOUSCLONES LEUCEMIQUBSETEROGENES A
PARTIR DE LA LIGNEEC1498

Nous nous sommegnsuitedemandé silalignée C149%8 U 1 8 EI ACA AAO DPAOEAI
1671 OAEQ sBHARO ANITIIRA Oi A A6 Oiclonkd. OAT A1 A AA O1 00

Pour répondre a cette question] & i N O E BsAoudclote®iéutémiquegdénommésBil, C5,

E2, E7, F1 et GJ0apres dilution limite in vitro de la lignée C1498. Ces sowdones ont été
transfectés de maniére stable avec un plasmideodant pour le gene de la ZsGreendont la
traduction forme une protéine fluorescentefacilitant ainsi la détection deces cellulesin vivo.

Une comparaisongénomique et phénotypique de ces sous-clones a été réalisée Puisleurs

potentielsleucémogenea et immunogénesont été étudiésin vivochez les souris

Une analysepar hybridation génomique comparative del & ! &llulaire de ces sousclones
ainsi quecelui de lalignée C1498 a été réalisédes déséquilibres génomiquest  AzBdAkeQD

présence dedélétions et Admplifications au niveau dugénome, ont été observés (Figure34).
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FIGURE34 - PROFIL GENOMIQUEDE LA LIGNEEC1498 ET DES 6 SOUELONESDERIVES DE
CELLECI. Les ADN de la lignée C1498 et des 6 sowudones isolées a partir de cellei (E2,G10, F1, C5,
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B11, etE7) ont été extraits et analysés par la technique deCGH. Le profil génomique de cette lignée
leucémique et des souxlonesestreprésenté pour chague chromosme (Chr). Les parties génomiques
représentées en rouge correspondent a des amplifications tandis que les pasi vertes sont des
Ai 11 OET 108 , 8ET OAckt@i irélatio avdc Ae ndirbre HeOcApieE petdu ou gagné.
, 6 Agbi OEAT AA A i Oi lalgiiéddt EsSbusklondasEtigs. £ EO b1 00

Une analyse plus précise a notament révelé une délétion homozygote et hétérozygote au
niveau du bras long du chromsome 12, plus précisément dans la région qC3 pour les seus

clones E2, F1, G10 et C5, B11, E7, respectivement (Figusg 3

E2 G10 F1 C5 B11 E7 C1498

FIGURE35 z PROFIL DETAILLE DEA REGION QC®U CHROMOSOME 1PE LA LIGNEE C1498 E
DES SOULLONESDERIVES DE CELLEI. Les surfacesplus larges correspondent a des délétions
homozygotes (sousclones C5, B11 et E7) tandis que les surfaces plus mincamnt des délétions
hétérozygotes (sousclones E2, G10 et F1).

Cette analyse nous indique une hétérogénéité parmi les seaknes avec des délétions ou des

amplifications spécifiques a un ou plusieurs souslone(s).

Le phénotype de ces6 sousclonesa été confirméen réalisant ure coloration au MGG et la
cytochimie des estérase (CAE etANBE). Ces analyses ont révélan marquage positif pour les

deux types de réactions enzymatiquegspécifique des ignées granulocytaire ou monocytaire)
confirmant, comme pour la lignée C1498, un mélange de myéloblastes et de monoblastes.
Prenant en compte la clonalité de ces cellules, ces résultatsus indiquent la présence de
progéniteurs communs granulocytaire-monocytaire (GMP) Les marquages effectués sur les
cellules des soustlonesE2etC®T T O OAPOi OAT OACEZEAO AAO Oi 6001 OA
sous-clones (Figure 36). Ces sousclones présentent donc urprofil génomique différent mais

un phénotype identique.
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A C1498 sous-clone E2 C1498 sous-clone C5

May-Griunwald Giemsa

Naphthol AS-D
chloroacétate

1 -naphthyl butyrate

FIGURE36 - CYTOMORPHOLOGIE ECYTOCHIMIE DE 2 SOSCLONES ISOLES AARTIR DE LA

LIGNEE C1498 Résultats représentatifs du marquageMGG etde la cytochimie des estérasepour les
sous-clones E2(gauche)et C5(droite) . (A) Les cellules ont ét&ytocentrifugéeset colorées au MGA.es

nucléoles sont indiqués par Is fleches (B) Une analyse cytochimique des estérases été réalisée

Ai OAAOGAT O 1T A AAAAAB@BroadkmtEd (CPDAA UIOGRAIADEA 1 AoBrBeOE UIT 7
cellules. Lesfléches indiquent des réactions positve® i OO0 1 A0 AAOQ@ . 1GulamkontE®d AOOT
I AOGAOOiI AOG AO 1 EAOIT OAT @iAssissenei fih@ A1000). 1 61 AEAAOEAE prnm

[1. C. LEUEMOGENICITE/ARIABLE SELON LE®BSCLONES

[l. C. 1.DEVELOPPEMENT LEUCE®WE DANS DESOURIS IMMUNOCOMPENEES

Une injection de chaque sousclone par voieintrapéritonéale a été réalisée dans des souris
Ei i OTTATIT Di OAT OAO # v xut polErpie! leubsmBgene led sSodddoned B2 1 A
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F1et G10ont induit la mort de la totalité des sourisentre 21 et 36 jours post-injection des sous
clonestandis que les clone®811, C5 et E&ntrainent, respectivementa mort de 60, 48 et 30%

des sourisinjectées(Figure 37A et37B).
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FIGURE37 - INJECTION INTRAPERITNEALE DES DIFFERERsS SOUSCLONES N'INDU PAS LE

MEME TAUX DE MORTALTE CHEZLES SOURIS C57BL/6] & ET E A A OE i-dloned padvoig OT O«
intrapéritonéale a des souris immunocompétentes C57BL/6J a entrainé le développement leucémique
AEAU AAOOAKI IAOOA 6,AA OWBOOEA AA AAO O1 OO0EIGnesE2,iFDi 00
ouG10 (A) etAD O7T O 1 8 ET E AldnésEBLT, C5/04 B7 (K).| Udedanalyse statistiq(ieogrank)
comparant la survie des souris injectées avec le scatone B11, C5 ou E7 au groupe de souris ayant recu

le sousclone E2 a été réalisée et a montré une différence sificative (2 z, p<0,0001).(C) La présence

des cellules leucémiques a été évalugar cytométrie en flux dans ¢sorganes dessouris succombant a

la leucémie induite par lessous-clone C5ou E2vial 6 A @D QA & @ddingé ZsGreen(D) Le nombre

de lymphocytes et de plaquettestirculants a été déterminéegrace aun hémocytometrechez 13 souris

injectées avec ces deux soudones (C5 ou E2pu chez des souris du méme age injectées avec du PBS
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(contrdles). Un testde Mann-Whitney a permis demettre en évidence une différence significative entre
les souris controles et leucémique$? z2p=0,0023 etz z, p=0,00().

Les souris survivantes ont été suivies durant 6 moisetcelld§E 1 81 1 O PAO DPOi OAIl
la leucémie ou de toute autre pathlogie. Au contraire,] A0 OT OOEO AUAT O OOAA
des sousclones ont développé une leucémigui fut confirmée par la présence de cellules
leucémiques dans plusieurs organes MO, rate, reins, poumons et foie)(Figure 37C),

AAAT I bACIT tirdnbopénid Bt Audne lymphopénie(Figure 37D).

Il. C. 2.DEVELOPPEMENT LEUCEQWE DANS DES SOURMMUNO- DEFICIENTES

Le développement leucémique a ensuite étiesté vial 8 E1 Ed& Ae® Boustlones par voie
intrapéritonéale dans des sourismmunodéficientes NOBSCID.

Contrairement aux résultats obtenusdans les sourissyngéniquesC57BL/6J,les sousclones

B11, C5 et Ednt induit le développementA 8 O1 A | akdddne indetdlité chez 100% des

souris NODSCIDentre 19 et 56 jours post-injection des cellules leucémiquesDe méme, les
sousclones E2, F1 et G1@nt entrainé la mort de la totalité des souris mais ceciplus
rapidement que les trois précédents sousclones (entre 18 et 28 jours post-injection des

cellules leucémiques)Figure 38A)., A0 T OCAT AO AA AAO O1 O6OEO 110
pourcentagede cellules leucémiqueses infiltrant . Aucunedifférence notableT 8 A i Oi T AOA
entre ceuxdessouris injectées avec lesous-clonesg2, F1, G10 ou les sotdones B11, C5 et E7

(Figure 38B).

Ces résultats indiquentdoncNOA 1 8 AT OA i-clohedA TAGRGA EATAOG A A1 OAT T P
leucémieet présentent un potentiel leucémogéneajont les sousclones B11, C5 et E@ntrainent

un développement leucémique plus lent in vivo. De plus, ces trois derniers souslones
induisent une mortalité de 100% uniquement dans les souris immunodéficienteelasuggere

un contrble possible par lesystéme immunitaire du développementde la leucémie induite par

cessous-clones dans les souris immunocompétentes C57BL/6J.
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FIGURE38 7z VARIATION DELA SURVIE DES SOURISIMUNODEFICIENTES BD-SCID SELON LE
SOUSCLONE INBECTEMAIS N'INFLUENCANT PAS L'INFILTRATIONLEUCEMIQUEDES ORGANES

(A) La survie des sourisimmuno-déficientes NODSCID injectées avec les différents sowtonesa été
suivie. Les différents sousclones ont été injectés par voie intrapéritonéale a 6 souridJne analyse
statistiqgue (Logrank) comparant la survie des sourisnjectées avec le souslone E2 avec celles ayant
été injectées avec les souslones B11, C5 ou E@=0,001, p=0,0034 et pH,0008, respectivemen) a été
réaliséej " qQ , 6 ET EE|1 Geode O bolrisparAe® celiules@edidémiques été déterminée par
cytométrie en fluxAT A7 OAAOAT O 1 6A@DPOAOGOETT AA 1T A : O OAAI

[1. C. 3.REPONSE CYTOTOXIQUEEEIFIQUE DE LA LEB®IIE ET IMMUNISATION
DES SOURIES7BL/6J

Afin de mieux comprendre € réle dusystéme immunitaire dans la survie de ces souris, nous
avons quantifié les lymphocytes T spléniques chez les souris succombant ou survivanfa

I AGAi T EA ET AOEOA O&@erel5. U 1 6ET EAAOETIT AO OI 00
Ainsi, une analyse par cytométrie en fluxnous a permis de constater une forte diminution des
lymphocytes TCD4 et CD8 induite par le développementde la leucémie Cette déplétionest

environ 2 fois moinsimportante dans lessouris qui survivent ala leucémie(Figure 39A).
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, 6 AAOEOEOi AUOT OIl ENOA ODPi AE £E N G¥a leldédie ihduite DE 1 A
par le sousclone C5a été mise en évidence aprestimulation in vitro. Nous avons observé une

réponse cytotoxique spécifiquedu sousclone C5 (résultat non présenté) mais également

dirigée contre la lignée totale C1498 De plus, aucune réactivitid 8 A 1 Oi | AOAOOT A
autre lignée cellulaire de lymphome EL4Figure 39B).

Nous avons ensuite voulu savoir si les sourisurvivantes a la premiére leucémie étaient

capables de survivre a unesecondeinjection du méme sousclone (C5) oude faire face ala

leucémie induite par un sousclone différent (E2). Cette expérience a montré quées souris
survivantes étaient protégées contrd A 1 AOAT | EA ET A Oiéddsomsdobe ol 6 ET E .
A & dus-clone plus aggressif EZFigure 390).
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FIGURE39 - INDUCTION D'UNE EPONSE LYMPHOCYTAIRE DANS LES SOURISEUCEMIQUES
INJECTEES AVEC LE B8CLONE C5 CAPABLE'INHIBER LA LEUCEME. (A) Une quantification des
lymphocytes T CD3(CD4+ et CD8) de la rate des souris contrdles (injection PBn=6), leucémiques
n=7)AO0 OOOOEOAT OAO -tlond Go(E6)m Atdrénlistel par Andundrafddage eanalysé

par cytométrie en flux. Un test de Student aévalué une différenceentre le nombre de lymphocytes T

des souris controles et leucémiqueavec unevaleur p<0,0001 symbolisée paf z gour les lymphocytes

T totaux, p=0,0056 (¢ ¥ pour les T CD4 et p=0,0037 (¢ ¥ pour lesT CD8. (B) La réponse cytotoxique

des lymphocytes Tspléniquesisolés de6 souris survivantesU 1 8 ET E A Adbkel Cha étk éval@e O O
aprés amplificationin vitro et mises en culture avec la lignée C1498 ou EL4 marquées au CR&Eatio

5:1 pendant 4h.(C) La survie dessouris injectéespar voie intrapéritonéale avec le sousclone E2 ou C5
AET OE NOA 1 AO O OOEO OOOOEOAT OAO AO DOAiclEndset AEAIT |
ayant été injectées une seconde fois avecdeusclone C5a été suivie.
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En résumé:

Sixsous-clonesont été isolés a partir de la lignée leucémique murine C1498 girésententune
hétérogénéité clonaleCelleciAGEOOA A6 01 DI ET O AA OOA cilililEN
montré des profils différents selon les souslones(dénommeés B11, C5,F E7, F1 et G10)

De plus, les souslones B11, C5 et Einduisent une cinétique de développement de la leucémie

plus lente que les clones E2, F1 et GHans des souris immunodéficientes (NOI3SCID) Les
sousclones B11, C5 et E7nduisent une survie partielle des souris imnunocompétentes
C57BL/6J contrairement aux souslones E2, F1 et G10

Cela suggére un réle de la réponse immunitaire dans le contrdle du développement de la
leucémie induite par ces sousclones En effetles souris leucémiquesayant succombées a la
leucémie présentent une diminution du nombre de lymphocytes T CD4et CD8 qui apparait

moins importantedansl A0 OT OOEO OOOOEOAIcMAC U 1 6ET EAAQEIT
De plus, ces souris survivantesdéveloppent une réponse lymphocytaire T cytotoxique
spécifique du sousclone C5 et égalementcapableA 6 i 1 ElesEcélldlgd C1498. Les souris
OOO0OOEOAT OA OduBoudcione ICESANA dnsilinimunisées contre le développement
leucémiqueAi AT AT AET obdd Ménle obscldndod difl sous-clone différent (E2).
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I1l.  OPTIMISATION D@N MODELE DE MRD LEUCEMDUE APRES

INJECTION INTRAVEINBSE DES CELLULES LEUCEQUESET SUIVI PAR
CYTOMETRIE EN FLUXERT-OPCRDES CELLULES RESIRULES

Afin de développerle modéle de maladie résiduelle mesurable, nous avons au préalaBlealué

la sensibilité de la lignée leucémique etles 6 sousclones a la cytarabineCe traitement est

OOEI EOi Al OOAi i AT O AEAU 1 A0 DPAOEAT OO AOOAEITC
association avec une anthracyclind.es anthracyclinessont deschimiothérapies qui induisent

une nécrose tissulair AT A A O A6 Add Gaxdn@rit. &P AUE defte raison,nous avons
uniquement traité les souris leucémiques avea cytarabine.

Les différents sousclones et la lignée leucémique orété mis en culture in vitro en présencede

plusieurs concentrations de chimiothérapie durant 72h. La concentration de chimiothérapie

induisant la mort de 50% des cellulegIC50) a ensuite été déterminée

A —~125 B _ 204
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E ! T 3
E 75‘ (=) 10'
=] s &
QL O g
5 50 s 0
z E
‘S 254 2 41
0] = 2-
= 0 T T T — > 0-
S & & & o D Db D AD b AN A
Q'@Q Q'@ & (}b‘q P T Py
Concentration en cytarabine (png/mL)
e Lignée(C1498
Sous-clone E2 Lignée C1498 = 1,045
+ Sous-cloneF1 Sous-clone E2 1,051
v Sous-cloneG10 Sous-clone F1 0,3417
+ Sous-cloneC5 Sous-clone G10 13,12
Sous-clone C5 4906
® Sous-cloneB11 Sous-clone B11 4,820
Sous-cloneE7 Sous-clone E7 4,398

FIGURE40 - ANALYSE DE LA SENSIBITE DE LA LIGNEE 498 ET DES SOU&LONESA LA
CYTARABINEMONTRANT UNE RESISTANCE PLUBPORTANTE DU SOUELONE G10Les cellules
ont été mises en culture avecdes concentrationscroissantes de chimiothérapie (cytarabine) pendant
72h. (A) Une quantification des cellules vivantes en fonctiode la concentration en cytarabinea été
réalisée et la concentration induisant la mort de 50% des cellules (IC50p été calculée (B) Les
histogrammesreprésentent la moyenne desaleurs A 6 ) #alcutées sur 3 expériences indépendantes
réalisées en triplicats pour la lignée C1498 et pour chaque souslone.
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Nous avons observé une sensibilité moindre du sousclone G10a la cytarabine avec ua
i T UAT 1CB0 dé1B,12 pg/mL. Lessousclones B11, C5 et Eprésentent un IC50 compris
entre 4 et 5ug/mL et la lignée C149&insi queles souscloneskE2 et F1 sont les plus sensibles

a la cytarabine avec un IC50ompris entre 01 et 1,1 ug/mL (Figure 40).

Ainsi, nous avons pris la décision de ne pas utiliser Bous-clone G10pour la mise au point de
notre modéle murin de MRD leucémiqugpuisque celui-ci 08 A O O le@lurésistant a la

chimiothérapie in vitro.

Ces sousclones sensibles au traitement par chimiothérapiein vitro expriment de maniére

stable la protéine fluorescente ZsGreepermettant leur détection par cytométrie en flux

Nous avonsévaluél 8 A @b Gl GeyErneiiT OOA A30T A OOEI EQAOQEIT T 1
cellules leucémiquesin vivo par RT-qgPCR.,, 8 A @D OA O O E 1 ZsGrderest prdsent@d dén A
nombre de copiespour 104 copies du genéAbll. Cette analyse révele une expression dépassant

les 20000 copiesZsGreefl0 4 copiesAbll pour les sousclones E2 et C5Les sousclones F1 et

E7 expriment ce génede maniere intermédiaire avec une valeur moyenne approchant les

15000 copies ZsGreefl04 copies Abll. Enfin le sousclone B11 exprime plus faiblement la
ZsGreemavec une expression moyenne inférieure a 10000 copiessGreefl0 4 copies Abll

(Figure 41).
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FIGUREA41 - EXPRESSION DU GENESGREERAR LEDIFFERENTSOUSCLONES LEUCEMIZES
, 8 A@D OA OO EZ3Greerd\éte arpliyséeipar RTPCR etelle-ci est présentéeen nombre de copies
du géne normalisée pour 16 copies du geneAbll. Cette analyse a été réalisée sur I&ssousclones
leucémiquesAT DAOCAT T 711 A AA T A Oi Al EQAOQET T AbAGo@ pedme@d i | A E
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la normalisation. Les histogrammes représentent la moyenne (valeur figurant dans le tableau adjat)
et les écartstypes (SEM)de 3 expériences indépendantes

Une expressiorfaible de Wtl a été détectée dansels5 sous-clones B11C5, E2, E7 etE llsont
donc été transfectés parélectroperméabilisation avec le plasmidepVitrol.1.WT1 permettant

6 AP OA GeEWIIAEA@EC NOG OT A Oi OEOOAT Aldnesexprimant T i 1 i
Wit1 ont été sélectionnésen milieu contenant de lanéomycine puis isolés par dilution limite .
Ceuxexprimant le mieux le gene Wtl ont été conservés et dénommeés ainsinom du sous
clone/WT1 (ex: B11/WT1) pour une meilleure compréhension.
LaOOAAEI EOi A &nkwa e dftdrEritsisousciOnea été confirmée par RHPCR
au cours des deux moigiui ont OOEOE 1671 1 8AOOBDROAND®AI 1188 AGPOAO
ZsGreencelle deWtl est exprimée ennombre de copies normalisépour 104 copies du géne
Abll. Cette analyse aévélé une expressio proche des 40000 copieslu geneWtl pour 104
copiesAblldessousclones EZWTL1 et F/WT1 tandis que les 3 autres souslonesexpriment
plus faiblement ce géneEn effet le sousclone B11/WT1 expriment en moyenne4000 copies

de Wt1/10 4 copiesAbll (Figure 42).

, 50000
% 3 40000- T S E2 18,79
TEs < 30000- N T |E2/WT1 | 38193
5 g fgggg' N F1 71
§ B | N o @ F1/WT1 39517
o g 100 N B11 1,303
g § - N B11/WT1 | 4123
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0 T T —r g g C5/WT1 | 11237
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FIGURE42 - EXPRESSION DU GEHWT1 PAR LES SOUSLONES EUCEMIQUES TRANSEHES OU

NON AVEC LE PLASMIDEVITRO11.WT1.L8 A @D O A O O E\ill a éiéGanalpséé phr RTPCR et

exprimée en nombre de copies du génenormalisée pour 10 copies du géneAbll. Cette analyse

A3 A@D OA OOEIék sullesisddlonds itrdnsfdet® ou non avec le plasmide pVitrdlWT1 en
DAOATTT1T A AA 1T A Oi Al EOA QEoddnt leAgénd IABL pauA permktreBld A Ol E /
normalisation. Les histogrammes représententa moyenne(valeur figurant dans le tableau adjacentgt

les écartstypes de 3a 12expériences indépendantes selon les sotdones.
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L6 A @D O Ao gesd Wil par ces différents sousclones aété vérifiée au moment des
décongélationscellulaires et avant chaque injection aux souris C57BL/6$. A D1 OOh 1 8 AQDE
du geneZsGreera été vérifiee dans les souslones transfectés avec le plasmide pVitrol.1.WT1

et est similaire aux sousclones non transfectés (données non présentées).

Nous avons également confirmédl A @ B O HeOWTH &ul niveau protéique par westernblot.
Commeobservé au niveauA A expréssiondu géneWtl dansles sousclonesnon transfectés

| efipression de WT1dans ces souslonesest trés faible La surexpression de la protéine WT1

AGO OAOOT 6061 A AAT Oclohed Adngdehtéshthbemert Av@c 1€ pla3dia
pVitrol.1.WT1. Nous avons observda présencede deux bandes rapprochéesorrespondant
auxisoformes majoritaires de WT1de 52 et 54 kilodaltons (kDa). De plus,& E O1 &£ Of A AA
semble plus exprimée que celle de 52 kDdans tous les souslones transfectésstablement

Enfin, une bande supplémentaire approchant la taille moléculaire de 40 kDa esbservable

pour le sousclone E7/WTletpeu0 AT OOAODPT T AMIIEOI AEDOD AL ©i AAOOE
ABET EOEAOCEIT AA 1 A OOAA OfaitapprokimafiierGeAt3dkBalRigdEe A O Al
43).162

FIGURE 43 - EXPRESSION DE LAPROTEINE WT1 DANS ES DIFFERENTS SOWUZONES
TRANSFECTES OU NON/EC IEPLASMIDE PVITRO11.WTL1. Une extractiondes protéines totales a
été réalisée a partir des différents souslones en culture.Une migration des protéines sur gel de
polyacrylamide a été réalisée puis un marquage avec un anticorpsimaire anti-WT1 et secondaire
couplé a ure peroxydase. Puis la m@ction enzymatiquea étérévélée par chimioluminescence Afin de
O AOOOOAO andpfoicidue HomagendpdudtBus les sousA 1 T 1 A-Qdiine & éyalementété
détectée PM: marqueur de poids moléculaire avec les tailles en kilodaltons annag a gauche des gels.
Les encadrés rouges présentent les bandes correspondant aux isoformes de WT1 et AWT1 pour le-sous
clone E7/WTL1.
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