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RESUME

Etat de I'art :

La dormance tumorale est une stratégie de résistance utilisée par les cellules
cancéreuses. Elle constitue un obstacle majeur dans la thérapie du cancer, puisqu’elle
méne a la maladie résiduelle minimale (MRD) et augmente le risque de rechute. Bien
que cliniquement significatifs, les mécanismes derriere la dormance tumorale et la
MRD ne sont pas bien compris. Nous avons utilisé deux modeles murins syngéniques
de leucémie myéloide et de mélanome élaborés par le laboratoire pour explorer les
profils génétiques, épigénétiques, transcriptomiques et protéomiques lies a la
dormance tumorale. Par cette approche multi-omique, nous avons cherché a découvrir
les processus moléculaires conduisant a la MRD et a identifier des cibles

thérapeutiques potentielles.

Résultats :

Nous avons réalisé une analyse multi-omique complexe incluant le séquengage
de l'exome entier (WES), l'analyse des variations du nombre de copies (CNV),
l'immunoprécipitation de la chromatine suivie du séquengage (ChIP-seq) et des
investigations du transcriptome et du protéome. L'analyse WES a identifié un
chevauchement subtil de mutations génétiques entre les modéles de dormance de
meélanome et de leucémie, avec de nombreuses mutations trouvées exclusivement
dans les cellules de dormance. Ces signatures génétiques spécifiques suggerent que
les pressions sélectives durant la MRD peuvent conférer une résistance au
microenvironnement ou aux traitements. En combinant les données CNV, les marques

d'histones et les signatures d'expression génique transcriptomique avec l'analyse



d'enrichissement de Gene Ontology (GO), nous avons identifié des roles fonctionnels
potentiels de ces génes mutés et obtenu des informations sur les voies impliquées
dans la MRD. De plus, en comparant les "génes MRD murins" avec les données
correspondantes aux maladies humaines provenant de bases de données publiques,
nos travaux soulignent des caractéristiques communes liées a la progression de la
maladie. L'analyse protéomique, combinée aux investigations génétiques multi-
omiques, a révélé une signature protéique distincte dans les cellules de dormance
avec une implication minimale des mécanismes génétiques. L'analyse
d'enrichissement des voies a mis en évidence les processus meétaboliques, de
différenciation et de remodelage du cytosquelette impliqués dans la MRD. Enfin, nous
avons identifié 11 protéines exprimées difféeremment dans les cellules de dormance

de ces deux pathologies.

Conclusions :

Notre recherche met en évidence la nature complexe de la dormance tumorale,
impliquant a la fois des éléments génétiques et non génétiques. En comparant les
données génomiques, transcriptomiques, protéomiques et épigénomiques, nous
fournissons un apercu approfondi du paysage moléculaire associé a la MRD. Ces
résultats posent une base solide pour de futures études et suggerent des directions
prometteuses pour le développement de thérapies ciblées pour la MRD chez les
patients atteints de leucémie et de mélanome. Cela souligne la nécessité de prendre
en compte a la fois des facteurs génétiques et non génétiques dans les stratégies de

traitement.



Mots clés :
"Dormance tumorale, leucémie, mélanome, modéles syngéniques, analyse
multi-omique, ChiP-seq, séquencgage de I'exome entier, variation du nombre de copies

de gene"



ABSTRACT

Background:

Tumor dormancy, a resistance strategy used by cancer cells, is a major
impediment in cancer therapy, leading to minimal residual disease (MRD) and
increasing the risk of relapse. Although clinically significant, the mechanisms behind
tumor dormancy and MRD are not well understood. In this research, we employed two
syngeneic murine models of myeloid leukemia and melanoma to explore the genetic,
epigenetic, transcriptomic, and proteomic profiles linked to tumor dormancy. By
applying a multiomics approach, we aimed to uncover the molecular processes driving

MRD and identify possible therapeutic targets.

Results:

We performed a comprehensive omics analysis that included whole-exome
sequencing (WES), copy number variation (CNV) analysis, chromatin
immunoprecipitation followed by sequencing (ChlP-seq), and investigations of the
transcriptome and proteome. The WES analysis identified a limited overlap of gene
mutations between the melanoma and leukemia dormancy models, with many
mutations found exclusively in dormant cells. These unique genetic signatures suggest
that selective pressures during MRD may provide resistance to the surrounding
microenvironment or treatments. Combining CNV data, histone marks, and
transcriptomic gene expression signatures with Gene Ontology enrichment analysis,
we identified the potential functional roles of these mutated genes and gained insights
into the pathways involved in MRD. Furthermore, by comparing "murine MRD genes"
with corresponding human disease data from public databases, we identified common

features related to disease progression. Proteomic analysis, integrated with multi-



omics genetic investigations, revealed a distinct protein signature in dormant cells with
minimal involvement of genetic mechanisms. Pathway enrichment analysis pointed to
the metabolic, differentiation, and cytoskeletal remodeling processes involved in MRD.
Ultimately, we identified 11 proteins that were differentially expressed in dormant cells

across both types of pathology.

Conclusions:

Our research highlights the intricate nature of tumor dormancy, involving both
genetic and non-genetic elements. Through the comparison of genomic,
transcriptomic, proteomic, and epigenomic data, we deliver an extensive overview of
the molecular landscape associated with minimal residual disease. These findings lay
a solid groundwork for future studies and suggest promising directions for developing
targeted therapies for MRD in leukemia and melanoma patients. This underscores the
necessity of incorporating both genetic and non-genetic factors into treatment

strategies.

Keywords:
Tumour dormancy, leukemia, melanoma, syngeneic model, multiomics

analysis, ChlP-seq, whole exome sequencing, copy number variation.
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INTRODUCTION

CHAPITRE 1 — La dormance tumorale : une dynamique subtile entre quiescence

et équilibre micro environnemental

) Définition

La dormance tumorale est 'un des mécanismes de résistance employés par les
cellules tumorales pour persister dans I'organisme pendant des périodes prolongées,
allant de quelques mois a plusieurs années (Aguirre-Ghiso, 2007 ; Quesnel, 2008 ;
Quesnel, 2013). On observe leur présence aussi bien chez les individus en bonne
santé que chez les patients atteints de cancer, y compris aprés I'arrét des traitements
(Kauffman et al., 2000 ; Myron Kauffman et al., 2002). Les cellules cancéreuses en
dormance sont alors capables de contourner la réponse immunitaire et de survivre aux
thérapies : ce phénomeéne est nommé maladie résiduelle minimale et est désigné
par I'abréviation MRD (Aguirre-Ghiso, 2007 ; Quesnel, 2013 ; Aguirre-Ghiso, 2021).
La persistance des cellules tumorales au sein de l'organisme est fortement corrélée
avec la résurgence de la maladie, c’est pourquoi il est essentiel d’en élucider ses
mécanismes afin de développer des stratégies thérapeutiques efficaces, en vue

d’améliorer les issues cliniques des patients (Figure 1).

Genetic/epigenetic changes
Growth advantage

l 1 l {\ < Minimal residual disease >

Treatment .

Tumour mass
.
.
.
Metastasis mass

Years Months Years Decades
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Figure 1 : Schématisation de la MRD.
La tumeur primaire est formée de cellules tumorales accumulant des modifications génétiques
et épigénétiques, ce qui lui permet de se développer (ligne bleue continue). La maladie
résiduelle (en ligne bleue pointillée) persiste durant de longues périodes apres les traitements,
en decga du seuil de détection (ligne orange). La masse tumorale peut croitre a nouveau : on

parle de rechute (ligne rouge pointillée). (Adapté de Aguirre-Guiso, 2007)

)] Mécanismes

La dormance peut étre observée au niveau cellulaire, ou elle est appelée

dormance cellulaire ou quiescence, ainsi qu'au niveau tumoral, ou elle est régulée par

le microenvironnement, le systéme immunitaire et I'angiogenese (Figure 5).

A) La dormance cellulaire, ou quiescence, et I'implication des cellules

souches

A I'échelle de la cellule, le statut quiescent est déterminé par une entrée en
phase GO du cycle cellulaire et se caractérise notamment par un ratio faible ERK/p38
(Extracellular signal-regulated kinases/p38). En ce sens, le Transforming Growth
Factor B (TGFR) peut induire la quiescence en augmentant I'activité de p38 et en
inhibant ERK, d’aprés des modeles de carcinome épidermoide via la voie des MAPK
(Mitogen-activated protein kinases). Cela conduit a la surexpression de p21 et de p27,
deux inhibiteurs des cyclines kinases (CKI) qui favorisent I'arrét du cycle cellulaire

(Adam et al., 2009) (Figure 2).
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Figure 2 : Schématisation de la quiescence induite par la voie des MAPK, a

I'origine de I’entrée en phase GO0 du cycle cellulaire.

Au sein des tumeurs, une population spécifique de cellules, les cellules
souches cancéreuses (CSC), joue un rdle crucial dans I'oncogenése. Ces cellules
partagent des caractéristiques avec les cellules souches normales, telles que la
capacité d'auto-renouvellement et de différenciation. Elles sont capables de résister
aux traitements conventionnels et peuvent participer a I'apparition des rechutes ainsi

que de la formation de métastases (Tirino et al., 2013 ; Islam et al., 2015).

Les cellules souches cancéreuses ont été initialement découvertes dans la
leucémie par Bonnet et Dick en 1997, qui ont montré que seules les cellules exprimant
les marqueurs CD34*CD38" pouvaient initier cette maladie. En effet, les cellules
souches hématopoiétiques expriment le marqueur de surface CD34, tandis que CD38
est un marqueur exprimé par les cellules plus différenciées. La capacité des CSC a
reproduire I'nétérogénéité tumorale a été confirmée dans les cancers solides,
notamment dans le cancer du sein, grace a d’autres marqueurs phénotypiques

similaires, a savoir CD44*CD24-. Cette découverte a depuis été étendue a de
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nombreux autres cancers solides, soulignant leur réle crucial dans la progression de

la pathologie (Bonnet & Dick, 1997 ; Al-Hajj et al., 2003).

Si les cellules souches cancéreuses sont traditionnellement associées a des
cellules souches normales ayant accumulé de nombreuses mutations au fil du temps,
elles peuvent également émerger a partir de cellules progénitrices porteuses de
mutations. Ces cellules subissent alors un processus de dédifférenciation pour
acquérir des caractéristiques de cellules souches (Tirino et al., 2013 ; Islam et al.,

2015).

Dans la hiérarchie cellulaire normale, les cellules souches générent des
progéniteurs qui, a leur tour, produisent tous les types cellulaires matures constituant
un tissu spécifique. Bien que la cellule initiale d'une tumeur puisse étre un progéniteur
commun, les modifications épigénétiques accumulées par une cellule au sein de la
population anormale pendant 'oncogenéese peuvent induire I'apparition de CSC. Selon
ce modeéle, seules ces cellules possédent la capacité d'initier la formation d'une tumeur

(Visvader, 2011).

Ces CSC partagent des caractéristiques communes avec les cellules en

dormance, notamment leur capacité de quiescence réversible pouvant initier la

formation métastatique (Aguirre-Ghiso, 2007).
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B) L’influence du microenvironnement sur la dormance tumorale

Les cellules tumorales disséminées (DTC) peuvent entrer dans un état de
dormance apres leur dissémination dans différents organes. Ce processus est
influencé par leur microenvironnement qui peut étre permissif ou restrictif a la

dormance : on parle de niche (Murrell et al., 2014).

Au sein de la niche endostéale, la MRD peut étre induite par des signaux qui
régulent la dormance des cellules souches hématopoiétiques (CSH) de la moelle
osseuse. Ainsi, le growth arrest-specific gene 6 (GAS6) régule la survie des cellules
leucémiques en induisant un état d’arrét du cycle cellulaire, tandis que des études sur
le cancer de la prostate ont montré que GASG6 favorise la dormance des cellules
tumorales disséminées lorsque la signalisation du récepteur AXL est prédominante
(Bragado et al., 2013 ; Shiozawa et al., 2008 ; Joseph et al., 2012 ; Gao et al., 2012).
De méme, des signaux tels que les Bone Morphogenic Proteins 7 et 4 (BMP7, BMP4)
et le TGFR2 sont sécrétés par les cellules stromales de la moelle osseuse, et peuvent
induire la dormance en modulant des voies de signalisation cellulaire, influencant le
ratio ERK/p38 (Aguirre-Ghiso et al., 2003 ; Gao et al.,, 2012). Ces découvertes
suggérent que les signaux du microenvironnement pourraient jouer un rdle dans la
régulation de la dormance des cellules tumorales, et ce dans différents types de

cancer.

La sortie de dormance des cellules tumorales est régulée par divers

mécanismes. Ainsi, au sein de la niche vasculaire, I'activation de la protéine

d’adhésion cellulaire vasculaire 1 (VCAM1) permet aux DTC de réintégrer le cycle
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cellulaire et de former des métastases osseuses en recrutant des progéniteurs
d’ostéoclastes (Lu et al., 2011). De fagon similaire, la périostine (POSTN) produite par
les cellules endothéliales et les fibroblastes favorise également la sortie de dormance
(Ghajar et al., 2013) des DTC. Ces cellules peuvent également modifier leur
microenvironnement pour soutenir la prolifération, aprés avoir quitté I'état de
dormance, grace a des mécanismes impliquant des protéines telles que la myosine
legére kinase (MLCK) et la fibronectine par exemple (Barkan et al., 2008). Ces
données soulignent l'importance de la communication entre les DTC et leur

microenvironnement dans la régulation de la dormance tumorale (Figure 3).
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Figure 3 : Mécanismes microenvironnementaux influengant I’entrée ou la sortie

de dormance (Sistigu et al., 2020).
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C) La _dormance immunologique : I'axe PD-1/PD-L1 au cceur de la

réqulation immunitaire

Le systéme immunitaire joue un rdle actif dans la régulation des cellules
tumorales en induisant leur élimination, en contrélant leur croissance par induction de
la dormance tumorale, ou en les remodelant en cas d’échappement tumoral. Chez des
patients recevant des organes de donneurs en rémission clinique, une dormance
tumorale induite par le systéme immunitaire a été observée, ce qui souligne
'implication de la réponse immunitaire dans le maintien de la dormance tumorale
(Kauffmann et al., 2000 ; Myron Kauffmann et al., 2002). Dans divers modéles
expérimentaux, I'implication du systéme immunitaire adaptatif incluant les lymphocytes
T (LT) CD8" a été décrite dans l'induction de la quiescence des cellules tumorales via

la production d’'interféron gamma (IFN-y) (Farrar et al., 1999).

Les récepteurs inhibiteurs du LT CD8* régulent I'activation et I'inactivation des
lymphocytes T pour prévenir une stimulation chronique, évitant ainsi I'apparition de

pathologies (Wherry et Kurachi, 2015).

Codée par le gene PDCD1 (Programmed cell death 1), I'expression de la
glycoprotéine PD-1 est favorisée par NFAT (nuclear factor of activated T cells) pour
réguler I'activation des lymphocytes T (Oestreich et al., 2008). Lorsque PD-1 se lie a
son ligand PD-L1 ou PD-L2, la transduction du signal dépendant du T-cell receptor
(TCR) est inhibée (Keir et al., 2008). Le récepteur PD-1 se lie a ses ligands, PD-L1 et
PD-L2, exprimés notamment par des cellules présentatrices d'antigénes (Fife et al.,

2009). En condition physiologique, les points de contrble du systéme immunitaire
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modulent I'activation des cellules immunitaires pour réguler la réponse immunitaire
(Rodig et al., 2003). La liaison de PD-1 a son ligand induit une cascade de signalisation
altérant I'activation du lymphocyte T (Chemnitz et al., 2004). Dans le modéle
leucémique DA1-3b, il a été montré que les cellules cancéreuses en dormance
échappent au systéme immunitaire en surexprimant PD-L1 (Saudemont et al., 2004 ;
Quesnel, 2008). Chez les patients atteints de leucémie aigué myéloide (LAM), PD-L1
est exprimé dans 30 a 60% des blastes leucémiques. Une augmentation de
I'expression de PD-L1 a par ailleurs été démontrée chez des patients au stade de MRD

(Saudemont et al., 2004 ; Wu et al., 2017). (Figure 4)
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Figure 4 : Signalisation PD-1/PD-L1 entre le lymphocyte T CD8+ et la cellule
cancéreuse.
La liaison de PD-L1 avec le récepteur PD-1 sur les cellules T activées entraine le recrutement
de SHP-2 a la queue cytoplasmique de PD-1. Ceci inhibe la signalisation du TCR nécessaire
a l'activation des génes effecteurs des cellules T. Les inhibiteurs de PD-1/PD-L1 bloquent cette
voie inhibitrice, ce qui permet alors de restaurer la fonctionnalité des cellules T (adapté de
Hoshi et al., 2024).

D) La dormance angiogénique

Les tumeurs dépendent trés souvent de I’angiogenése pour leur croissance.
Lorsque des DTC forment des micrométastases, elles recrutent de nouveaux
vaisseaux sanguins. En cas d’échec de la vascularisation, un équilibre entre la
prolifération et 'apoptose permet le maintien de la masse tumorale stable et dormante

(Holmgren et al., 1995).

En ce sens, les cellules endothéliales peuvent produire la thrombospondine
(TSP) pour maintenir les DTC en dormance, tandis que des facteurs tels que le facteur
de croissance vasculaire endothélial (VEGF) peuvent les activer. Les interactions entre
les cellules endothéliales et les DTC peuvent donc influer sur leur entrée et leur sortie

de dormance (Weinstat-Saslow et al., 1994 ; Indraccolo et al., 2009).
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Figure 5 : Manifestations de la dormance tumorale.

(A) Pendant la phase de dormance, les cellules en phase G0O-G1 peuvent développer des
mécanismes d’échappement a la reconnaissance et a I'éradication du systéme immunitaire.
(B) La dormance angiogénique dépend de I'équilibre entre les facteurs pro- et anti-
angiogéniques comme le facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGF) et la
thrombospondine (TSP). Des mutations génétiques dans les voies régulant la dormance
angiogénique ou des pics angiogéniques externes peuvent relancer la croissance tumorale.
Par exemple, I'oncogéne Ras peut stimuler le VEGF tout en inhibant la TSP. A l'inverse, la
kinase p38 activée par le stress et le suppresseur de tumeur p53 peuvent induire la TSP ou
inhiber le VEGF. Une perte de fonction de p53 et/ou de p38 peut favoriser un déséquilibre en
faveur de l'angiogenése. (C) Dormance immunologique : les cellules tumorales sont
maintenues a des niveaux bas grace a l'activité du systéme immunitaire, y compris des
lymphocytes T cytotoxiques CD8+ et des anticorps anti-idiotypiques ciblant les récepteurs des
lymphocytes B. Cependant, cette dormance peut étre perturbée si les cellules tumorales
échappent au contrle immunitaire en régulant a la baisse des antigénes spécifiques ou en
exprimant des molécules costimulatrices induisant I'apoptose des lymphocytes T CD8+. Il
reste a déterminer si ces différentes formes de dormance sont exclusives les unes des autres,
mais il est probable qu'elles interviennent a des stades différents de la progression tumorale,
la dormance cellulaire pouvant précéder I'immunosurveillance ou la dormance angiogénique.
(adapté de Aguirre-Ghiso, 2007)
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) Modeéles d’étude de la maladie résiduelle minimale

Il existe une différence notable dans la maniere dont les échantillons de MRD
sont étudiés dans les cancers solides et les hémopathies malignes. En effet, 'analyse
de ces échantillons est souvent limitée pour les premiers, car aprés un traitement
initial, 'accés aux échantillons nécessaires de tissus solides est difficile. Cela rend
alors complexe le prélevement répété des biopsies. En revanche, dans les
hémopathies malignes telles que la leucémie myéloide ou le myélome multiple, il est
plus courant de répéter les ponctions de moelle osseuse afin d’étudier les cellules

résiduelles.

L'un des obstacles majeurs a I'étude de la MRD réside également dans le faible

nombre de modéles expérimentaux de recherche, et dans la faible quantité de cellules

de MRD.

A) Modélisations in vivo

Le modéle in vivo le plus couramment utilisé consiste en l'injection de lignées
cellulaires dans la circulation sanguine de souris (Wang et al., 2015) afin de réaliser
une modeélisation de I'état métastatique. Les métastases dérivées de DTC sont
analysées. Grace a ce systeme, la dormance tumorale est analysée a I'échelle multi
organique, et les DTC sont suivies a I'échelle unicellulaire (Lawsen et al., 2015). Les
DTC en état de dormance peuvent alors étre tracées dans divers organes, ce qui

favorise la détection de marqueurs de la dormance (Sosa et al., 2015).
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L’étude de la MRD est également possible par l'utilisation de modéles de
xénogreffes dérivées de patients (PDX, Patient Derived Xenograft) (Figure 6) (Sosa et
al., 2015) ou encore par des modéles transgéniques. Ces derniers peuvent modéliser
la dormance grédce a un oncogene sous le contréle d’'un promoteur inductible

(Abravanel et al., 2015).
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. Etudes
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Cellules o
cancéreuses St’rl?tegles
expérimentales

Patient

Figure 6 : Mise en place des modéles de MRD dans un modéle PDX.
Les cellules de patients sont isolées de leur organe de provenance, puis sont transplantées
chez le modeéle murin. Différentes stratégies sont mises en place pour mimer la MRD : soit par
chimiothérapie, soit par exérése tumorale suivie de chimiothérapie. Il y a persistance de

cellules pour des études ultérieures.

L'utilisation de modéles murins génétiquement modifies (GEM, Genetically
engineered mouse models) représente une stratégie essentielle a la compréhension
de la MRD, car ces outils permettent I'étude plus rapide, a moindre co(t et a plus
grande échelle des mécanismes en comparaison avec les cohortes humaines (Marsh
Durban et al., 2013). Par édition génique, il est possible de mimer I'accumulation

progressive de mutations que I'on observe chez 'homme (Cui et al., 2007).
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Quant aux modéles murins syngéniques, ils intégrent les notions de dynamique
tumorale de la réponse au traitement, en prenant en compte le microenvironnement
sans neégliger la réponse immunitaire. Par principe de vaccination, le laboratoire a
développé deux modéles de dormance tumorale murine de leucémie myéloide et de
mélanome (Saudemont et al., 2004 ; Touil et al., 2016). De méme, de nouveaux
modeéles de transplantation syngéniques génétiquement modifiés, appelés allogreffes
dérivées de GEM (GDA), proposent une réponse curative aux inhibiteurs de points de
contréle immunitaires avec une immunogénicité accrue (Zelenay et al., 2015 ; Wang

et al., 2017).

B) Modélisations in vitro

La plupart des lignées de cellules cancéreuses présentent un statut prolifératif
avance. C’est pourquoi des essais in vitro utilisent des lignées cellulaires modélisant
la dormance, comme par exemple la lignée de dormance 4T07 (Aslakson et Miller,
1992) qui est une lignée cancéreuse non métastatique de cancer du sein décrite pour
son devenir dormant aprés dissémination dans les poumons (Tallén de Lara et al.,
2021). A noter qu'il existe également plusieurs lignées cellulaires dont la culture 3D in

vitro induit un statut quiescent (Ghajar et al., 2013 ; Marlow et Dontu, 2015).

Les DTC et les cellules tumorales circulantes exprimant des marqueurs de
dormance peuvent également étre retirées du patient par exérése (Chery et al., 2014 ;

Vishnoi et al., 2015).
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Enfin, parce que la moelle osseuse est le siege métastatique de nombreux
cancers, les modélisations de la niche sont de plus en plus fréquentes. L'objectif est
d’étudier in vitro les modeles cellulaires dans un contexte reproduisant finement les
interactions entre ces cellules et leur microenvironnement. En modélisant les
caractéristiques de croissance in vivo de ces cellules, il est possible de décrypter les
mécanismes associés a la niche osseuse (Barkan et Green, 2011 ; Voeltzel et al.,
2022). Voeltzel et al. (2022) ont ainsi élaboré un systéme de culture 3D de cellules
mésenchymateuses et endothéliales au contact d’'un biomatériau minéral particulaire

afin de mimer certains aspects de la niche osseuse (Figure 7).

Particules de BCP

Insert de cellules
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Puits de plaque 6 puits

Milieu de culture

Membrane de polycarbonate

Figure 7 : Schéma de modélisation osseuse proposée par Voeltzel et al., 2022.
Etablissement d’une structure osseuse 3D incluant une différenciation ostéoblastique
in situ de cellules HS27A. Modéliser le microenvironnement pourrait contribuer a

I’étude de ses interactions avec les cellules résiduelles.
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IV)  Approches thérapeutiques potentielles pour cibler la MRD

La MRD représente un défi important dans le cadre du traitement des cancers,
notamment en raison de la dormance des cellules tumorales résiduelles, qui peuvent
provoquer des récidives tardives et des métastases. Bien que de nombreux progrés
restent a accomplir pour concevoir des thérapies ciblant spécifiqguement cette
dormance tumorale, la recherche actuelle évolue rapidement vers des technologies de

plus en plus novatrices. Plusieurs axes sont ainsi envisagés pour développer des

traitements efficaces contre la MRD.

Une premiére piste consiste a explorer les mécanismes du microenvironnement
tumoral afin de mieux caractériser les signatures de dormance des cellules
cancéreuses. Ce microenvironnement joue un réle crucial dans le maintien de la
dormance, et une meilleure compréhension de cette niche pourrait permettre de
concevoir des thérapies plus ciblées. Par ailleurs, un autre axe de recherche se
concentre sur le ciblage des cellules tumorales disséminées (DTC), en s’appuyant sur
une connaissance approfondie de leurs mécanismes spécifiques. Dans ce contexte,
deux approches thérapeutiques opposées émergent : d’'une part, la reprogrammation
des cellules dormantes afin de les forcer a réintégrer le cycle cellulaire, ce qui
permettrait de les cibler avec des traitements spécifiques aux cellules en prolifération.
D’autre part, il est également envisagé de maintenir I'état de dormance de ces cellules
résiduelles pour éviter une résurgence incontrolée de la maladie (Quesnel et al., 2008)

(Figure 8).
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Stratégies de traitement des tumeurs basées sur les caractéristiques de dormance tumorale
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Figure 8 : Schématisation des stratégies thérapeutiques pour cibler la dormance
tumorale.
Plusieurs approches sont considérées : induire ou maintenir la dormance, ou induire une sortie

de dormance des cellules cancéreuses. (Adapté de Wang et al., 2024)

A) Importance de la compréhension du réle de la niche

L’exploration des échantillons de MRD de patients permet la caractérisation des
cellules cancéreuses dormantes et leur surveillance au fil du temps. Par conséquent,
la découverte de nouvelles cibles et/ou marqueurs de dormance tumorale devrait
aboutir a de nouvelles stratégies thérapeutiques en vue de prévenir la réactivation des

cellules cancéreuses dormantes.

Dans ce contexte, de récentes études ont mis en lumiére des découvertes

significatives sur les mécanismes de dormance des DTC.
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La détection du récepteur nucléaire NR2F1 (Nuclear receptor subfamily 2 group
F member 1, COUP-TF1) pourrait discriminer deux sous-groupes de DTC: les
NR2F1Mish (ou le récepteur est fortement exprimé) et les NR2F1'°% (ou le récepteur est
faiblement exprimé). Le profilage de la MRD chez des patientes atteintes de cancer
du sein a révélé que celles ayant des DTC NR2F1"d" avaient des périodes sans
métastases osseuses plus longues que celles possédant des DTC NR2F1°¥, L’arrét
de croissance de NR2F1 inversement corrélé a I'expression de Ki67 (marqueur de
prolifération cellulaire) pourrait en étre la cause (Borgen et al., 2018). Ainsi, NR2F1
pourrait jouer un réle important sur le maintien de dormance des DTC. De méme,
le séquencage de I'ARN (acide ribonucléique) sur cellule unique sur des échantillons
de patients a révélé la présence de signature de dormance dans des DTC, aussi
bien dans les prélevements de tumeurs primaires de foie que dans les prélévements
normaux mais contenant des DTC (Dudgeon et al., 2020). Enfin, I'étude chez le patient
de la présence de biomarqueurs est cruciale pour étudier la dormance tumorale. En
effet, chez des patientes atteintes de cancer du sein, celles ayant des niveaux
détectables de BMP7 dans la moelle osseuse avaient des périodes non
métastatiques plus longues que celles dont la présence de BMP7 n’avait pas été

détectée (Nobre et al., 2021).

Ces exemples refletent 'importance d’améliorer la compréhension du réle de la

niche et de la production de marqueurs de dormance afin de mieux concevoir les

thérapies et d’éliminer les récidives.
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B) Induction ou maintien de la dormance tumorale

Un des axes explorés pour cibler la dormance tumorale consiste a moduler le
cycle cellulaire des cellules cancéreuses afin de les mettre dans un état quiescent.
Cette approche vise a ralentir la progression de la maladie et a empécher la
résurgence incontrélée de la tumeur. L’activation du récepteur NR2F1 par des
composeés spécifiques comme le C26 a démontré son efficacité pour induire I'arrét de
la prolifération des cellules tumorales et inhiber la croissance et les métastases. En se
liant aux promoteurs des génes p27, SOX9, et RARB, NR2F1 favorise I'expression
d’inhibiteurs de cyclines tels que p16 et p21. Cela méne a un arrét du cycle cellulaire

en phase GO/G1 et a la quiescence cellulaire (Khalil et al., 2022).

Le role du microenvironnement tumoral, en particulier la matrice extracellulaire
(MEC), s'avere essentiel dans la régulation de la dormance. Des études ont montré
que la MEC des tumeurs dormantes se caractérise par des fibres de collagéne plus
désorganisées, que dans les tumeurs proliférantes. De plus, I'ajout de collagéne de
type Il dans la niche tumorale a permis de maintenir les cellules cancéreuses en
dormance, suggérant que cette molécule pourrait jouer un réle dans la conception de

nouvelles thérapies (Di Martino et al., 2024).

Enfin, le réle des cellules immunitaires - comme les cellules Natural Killer - dans
le maintien de la dormance a également été mis en avant. Ainsi, I'interféron-gamma
produit par ces cellules peut contribuer a maintenir les cellules tumorales dans un état

de dormance, limitant ainsi leur prolifération (Barrow et al., 2024).
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Ces découvertes ouvrent la voie a des traitements innovants visant a prolonger

I'état de dormance et a empécher la réactivation des cellules cancéreuses.

C) Réveiller la dormance pour une élimination ciblée

L'autre stratégie consiste a réactiver les cellules dormantes afin de les rendre
vulnérables aux traitements. Les cellules dormantes échappent souvent aux
chimiothérapies traditionnelles, qui ciblent les cellules en phase proliférative.
Cependant, leur réactivation pourrait permettre au systéme immunitaire et aux
traitements ciblés de les éliminer plus efficacement. Dans ce cadre, des études ont
montré que l'inflammation joue un réle clé dans la réactivation des cellules dormantes.
Par exemple, les neutrophiles activés dans un contexte inflammatoire peuvent réveiller
les cellules cancéreuses dormantes, comme observé dans les cancers du sein, du
poumon et de la prostate (Denk et al., 2024). Cependant, cette approche doit étre
suivie de prés pour éviter une prolifération accélérée des tumeurs réactivées,
'expansion de cellules minoritaires portant des mutations ou I'apparition de
meétastases. Des stratégies thérapeutiques adaptées a la progression tumorale aprés

réactivation seront nécessaires pour limiter ces risques.

D) Elaborer des essais cliniques pour cibler la MRD

Le ciblage de la MRD fait d'ores et déja I'objet de nombreux essais cliniques

basés sur la découverte de ces marqueurs de dormance.
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Afin de prévenir les récidives chez des patientes atteintes de cancer du sein
pendant les phases de rémission, un essai de phase Il est actuellement en cours. Il a
pour visée de bloquer I’autophagie activée par les cellules cancéreuses. Pour ce faire,
il s’agit d’utiliser des inhibiteurs de I'autophagie telle que I'hydroxychloroquine (HCQ)
en combinaison avec des inhibiteurs de mTOR (mammalian target of rapamycin)

(comme I'essai clinique NCT03032406).

Un autre essai consiste a cibler les DTC dans la moelle osseuse apres
chirurgie et thérapie adjuvante (NCT04841148). L'objectif est de tester la sécurité et
I'efficacité de 'HCQ ainsi que d’'un anticorps anti-PD-L1, avec ou sans inhibiteur des
cyclines CDK4/6 (cyclin-dependant kinases) chez des patientes atteintes de cancer du

sein ER™ a stade précoce.

En évaluant la mobilisation des DTC avant et apres traitement (NCT04197999),

un autre essai clinique de phase Ib sur GMI-1359 repose sur le blocage des fonctions

de I'E-sélectine et du CXCR4 pour mobiliser les DTC de la moelle osseuse.

Enfin, 'acide zolédronique est utilisé (essais NCT00072020, NCT00172068) en

vue de réduire les métastases osseuses chez les femmes ménopausées.

La diversité de ces essais cliniques actuellement en phases de tests soulignent

I'intérét d’étudier et de cibler la MRD pour améliorer I'efficacité thérapeutique.

La dormance tumorale peut étre déterminée par un état épigénétique

spécifique ; les DTC pourraient alors étre reprogrammées pour adopter un phénotype
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dormant. Cette découverte a conduit a [I'élaboration d'un essai clinique
(NCT03572387) utilisant deux drogues approuvées par la Food and Drug
Administration (FDA), a savoir la 5-azacytidine et I'acide rétinoique all-frans. L’objectif
est d'induire la dormance chez des patients atteints de cancer de la prostate dont la
MRD n’est pas détectable par imagerie traditionnelle. L'efficacité de cette
reprogrammation est évaluée par le nombre de DTC, I'expression de NR2F1 et le
niveau de signaux biochimiques associés a la dormance. Des technologies plus
avanceées comme l'analyse de I’ADN tumoral circulant (ADNtc) ou le séquengage des
génomes des DTC sont envisagées pour une meilleure compréhension des

mécanismes de dormance.

Tous ces essais cliniques ont pour but la réduction des risques de rechute et de
meétastases. En identifiant des biomarqueurs spécifiques a la MRD, ces essais
cliniques tendent a offrir une approche plus proactive et réactive face a la gestion de

la pathologie, et donc une stratégie thérapeutique plus précise et personnalisée.
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CHAPITRE 2 — Pathologies étudiées dans le cadre de la thése de recherche

) Laleucémie aiqué myéloide

A) L’hématopoiése

1) Les cellules souches hématopoiétiques a I'origine de

I’'hématopoiése

L’hématopoiése est le processus de production et de développement des
cellules sanguines a partir de cellules souches hématopoiétiques (CSH) dans la
moelle osseuse. Ces CSH ont été découvertes in vivo en 1961 par James Till et Ernest
McCulloch par une expérience de greffe de moelle osseuse de souris |étalement
irradiées, permettant la formation de colonies myélo-érythrocytaires splémiques. Cette
expérience a mis en évidence des caractéristiques propres aux CSH : une capacité de
prolifération conséquente, un auto-renouvellement permettant de donner naissance a
des cellules identiques, mais pouvant aussi induire une différenciation cellulaire a

I'origine de I'apparition de nouvelles populations cellulaires (Till et McCulloch, 1961).

Par division asymétrique, les CSH sont donc capables de produire une cellule
souche fille identique et indifférenciée, maintenant la réserve de cellules souches, et
une cellule fille qui, aprés de multiples divisions, est amenée a se différencier en une

cellule aux propriétés nouvelles.
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Afin de préserver la réserve en CSH et le bon ratio entre CSH et cellules
différenciées, un équilibre est nécessaire entre prolifération et différenciation. Cet
équilibre est maintenu par des mécanismes intrinseéques ou extrinséques comme leur
interaction avec le microenvironnement. Parmi les mécanismes intrinséques, la
quiescence de cellules souches est primordiale. Cet arrét de prolifération permet
d’éviter un épuisement de la réserve de CSH, mais aussi une trop forte production de
cellules souches en défaveur de la production de cellules différenciées. En effet, une
prolifération incontrélée de cellules souches peut étre a l'origine de l'induction de
mutations. La réponse a un stress peut aussi étre a l'origine d'une sortie de
quiescence. (Van Velthoven et Rando, 2019 ; Urban et Cheung, 2021 ; Boyd et

Rodrigues, 2018 ; Wilson et Trumpp, 2006 ; Essers et al., 2009).

2) L’hématopoiese, un modeéle hiérarchique évolutif

redéfinissant les stades de différenciation

S'’il a longtemps été admis que les CSH figuraient au sommet de la pyramide
de différenciation des cellules sanguines, le modéle hiérarchique classique de
I'hématopoiese est désormais remis en question. En effet, il existe une hétérogénéité

au sein méme des progéniteurs de cellules souches, complexifiant alors ce modele.

Dans le modele hiérarchique classique, les CSH ayant une longue capacité
d’auto-renouvellement (LT-HSC) se différencient en CSH ayant une plus courte durée
d’auto-renouvellement (ST-HSC), puis en progéniteurs multipotents (MPP) avec une
capacité d’auto-renouvellement restreinte. Les MPP peuvent ensuite se différencier en

deux lignées bien distinctes : la lignée myéloide initiée par les progéniteurs myéloides
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communs (CMP), et la lignée lymphoide initiée par les progéniteurs lymphoides
communs (CLP). Ainsi, chaque progéniteur est a l'origine d’une lignée strictement
définie, engendrant des cellules différenciées précises suite a des facteurs de

transcription ou encore des cytokines. (Figure 9)

@ Cellule souche hématopoiétique LT-HSC

|
@ Cellule souche hématopoiétique ST-HSC
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Figure 9 : Modéle hiérarchique simplifié classique de I’lhématopoiése.

Les moyens technologiques actuels ont permis la révision de cette binarisation
de I'hématopoiése. Il est désormais considéré que le destin de la cellule différenciée
est initié par un continuum de cellules indifférenciées, sans transition majeure par des
progéniteurs multipotents ou unipotents définis. (Velten et al., 2017) Ainsi, il n’y a pas
de frontiére stricte entre les cellules souches et les progéniteurs (Laurenti et Gottgens,

2018) (Figure 10).
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Figure 10 : L’hématopoiése, un continuum de différenciation.

(A) Modéle historique de I'arbre de différenciation montrant les LT-SCH qui se divisent en

différentes lignées de cellules via les CMP et les MPP. (B) Modeéle plus récent et nuancé

présentant un pool de CSH aptes a évoluer en cellules spécialisées via une transition

graduelle. (Inspiré de Cheng et al., 2020)

B) La leucémie aigué myéloide (LAM)

1) Description de la pathologie

Les leucémies myéloides sont des hémopathies malignes ayant pour origine

une aberration génétique entrainant un arrét de la différenciation et une prolifération

clonale de précurseurs myéloides appelés blastes. Leur prolifération entraine un

déséquilibre de la proportion de cellules souches hématopoiétiques par rapport aux

cellules différenciées. L’hématopoiese ainsi perturbée nuit a la production normale des

cellules sanguines, et donc a la préservation du systéme immunitaire par 'organisme.
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Ces cellules leucémiques peuvent alors envahir la moelle osseuse (MO), la circulation

sanguine et ensuite atteindre d’autres organes (Doulatov et al., 2022).

Les leucémies myéloides aigués (LAM) présentent une incidence de 3 cas par
an pour 100 000 habitants en France, et 5 a 8 cas pour 100 000 individus de moins de
50 ans en Europe. Au-dela de plus de 80 ans, cette incidence s’éléve a 20 cas pour
100 000 personnes. L’age médian au diagnostic est de 68 ans, et si la pathologie
n’exclut aucune tranche d’age, plus de 75% des patients sont diagnostiqués aprés 25

ans (Mwirigi, Dillon et Raj, 2017).

2) Facteurs de risque

De multiples événements peuvent initier le développement des leucémies
myéloides, notamment le tabagisme chronique ou l'exposition élevée au benzéne.
Cependant, les facteurs environnementaux ne peuvent expliquer I'apparition de la
maladie que pour une faible proportion des patients (Niederhuber, J.E. et al., 2014 ;

Hou et Tien, 2020).

Certains traitements thérapeutiques peuvent également étre a l'origine du
développement de la pathologie. C’est le cas des radiations ionisantes (radiothérapies)
ou encore des agents chimiothérapeutiques (inhibiteurs de la topoisomérase I,
épipodophylotoxines mais aussi alkylants). Ces facteurs peuvent notamment induire

une hématopoiese clonale (Maleki et al., 2021).
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Parfois, ce sont des mutations génétiques apparaissant de novo qui favorisent
I'apparition des leucémies myéloides. C’est le cas des genes EV1 (Early Viral 1),
GATA-1 (Guanine Adenine Thymine Adenine 1), mais aussi de la trisomie 21, de la
neurofibromatose, ou encore des virus HTLV (Human T-lymphotropic virus) et Epstein-

Barr (Niederhuber, J.E. et al., 2014).

Enfin, la leucémie myéloide peut résulter d'une hémopathie, comme I'anémie
aplasique, le syndrome myéloprolifératif ou encore le syndrome myélodysplasique.
Sans traitement, les leucémies myéloides peuvent évoluer de la phase chronique —
caractérisée par la prolifération excessive d’éléments différenciés de la lignée
myéloide — a une phase d'accélération décrite par [I'apparition d’éléments
indifférenciés, les blastes, dans le sang. Ceci correspond alors a un tableau clinique

de leucémie aigué myeéloide (Zeichner et Arellano, 2015).

3) Les altérations génétiques, actrices phares de

I’hématopoiése clonale dans les LAM

La leucémie aigué myéloide (LAM) résulte généralement de I'accumulation
progressive de mutations génétiques, qui jouent un réle central dans la majorité des
cas. Ces mutations peuvent étre classées en mutations primaires et mutations

secondaires (Figure 11).

Les mutations primaires incluent des anomalies génétiques récurrentes, telles

que des translocations impliquant les genes KMT2A, RARA et MECOM, qui

définissent des sous-types spécifiques de LAM. Ces anomalies sont cruciales pour
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l'initiation de la leucémie, conférant aux cellules affectées un avantage de prolifération,
les poussant a se multiplier de maniere incontrélée. D'autres mutations primaires,
comme celles affectant la région bZIP du géne CEBPA, caractérisent également un
sous-type distinct de LAM avec un pronostic favorable, que ces mutations soient

présentes en configuration bi - ou mono allélique (Dohner et al., 2022).

En paralléle, des mutations secondaires apparaissent au cours de I'évolution de
la maladie, aggravant souvent le pronostic. Ces mutations incluent des altérations
dans des génes associés aux syndromes myélodysplasiques, un groupe de désordres
hématologiques qui prédisposent a la leucémie, tels
que ASXL1, RUNX1, EZH2, SF3B1 et SRSF2. Ces mutations sont généralement
liées a un pronostic défavorable, méme lorsqu’elles surviennent dans des cas de LAM
de novo. Parmi ces mutations, la mutation du gene TP53 est particulierement
significative. Associée a des caryotypes complexes, elle confére un trés mauvais
pronostic et définit désormais un sous-type distinct de LAM, prenant la priorité sur

d’autres mutations dans la classification diagnostique (Dohner et al., 2022).

L’accumulation de ces altérations génétiques peut conduire a
une hématopoiese clonale, définie par I'apparition de mutations somatiques dans les
cellules sanguines ou médullaires d’individus ne présentant pas d’hémopathie ou
d’anomalie cytologique. Ce phénomeéne, bien que se produisant aussi chez des
individus initialement sains, augmente le risque de développer une hémopathie
maligne, telle que la LAM, constituant ainsi un état pré-leucémique potentiel (Danlos,
Papo et Micol, 2019 ; Jaiswal et Ebert, 2019). Les génes les plus fréquemment

concernés par I'hématopoiése clonale incluent DNMT3A (ADN méthyltransférase 3),
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muté dans plus de 20 % des LAM et associé a un mauvais pronostic, et TET2 (Ten-
eleven translocation 2), qui est muté ou délété dans 10 % des cas (Xie et al., 2014 ;
Delhommeau et al., 2009). D'autres génes impliqués dans la régulation épigénétique
de I'ADN, tels que IDH1, IDH2 (Isocitrate déshydrogénases NADP* 1 et 2) et ASXLT,
sont également souvent mutés dans le contexte de la LAM. Dans ces clones pré-
leucémiques, des mutations secondaires peuvent se développer, notamment celles
concernant les genes NPM1 (nucléophosmine) et FLT3 (Fms-like tyrosine kinase 3),

qui initient le développement de la pathologie (Dohner et al., 2017).

La multiplicité des clones pouvant évoluer dans la pathologie entraine une
résistance importante aux traitements et favorise la survie d’un clone parfois

minoritaire, ce qui peut induire des rechutes.

! INDIVIDU SAIN
| (Sans anomalie génétique

/ ou mutation) \

i Accumulation de Avantage prolifératif aux
E mutations primaires cellules myéloides
: - J | Prolifération excessive ! 7
i DEVELOPPEMENT D’UNE i de cellules immatures i i Risque accru de
i HEMATOPOIESE CLONALE | avec mutations i i développer une LAM
_______ o . somatiques i

l

\i o P — ir Pronostic défavorable

Figure 11 : Schéma de flux de ’'accumulation des mutations et du développement
de la LAM.
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4) Classification des leucémies aigués myéloides

Parce que les leucémies myéloides sont des pathologies complexes aux
altérations génétiques multiples, elles font I'objet de différentes classifications, basées
sur des critéres étiologiques, morphologiques, génétiques et sur le phénotypage

immunitaire.

Le systéme de classification franco-américano-britannique FAB est le premier
référentiel faisant foi jusqu’en 2001. Il utilise les caractéristiques morphologiques,
immunophénotypiques et cytochimiques des cellules pour établir 10 sous-types de
LAM, définis lors de la réalisation du myélogramme. Ce systéme est nécessaire au
diagnostic et a I'orientation de la prise en charge initiale, mais n’est pas un indicateur

de l'agressivité de la maladie (Dohner et al., 2022).

En 2001, consciente des limites prodiguées par la classification FAB,
'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a établi une nouvelle méthode de
classification impliquant alors la description morphologique, I'immunophénotypage,
mais aussi les données cliniques et les mutations génétiques. La derniére mise a jour
de ce systéme date de 2016. Dans cette version, les LAM sont divisées en 6 sous-
types : (1) les LAM avec anomalies ou mutations génétiques récurrentes, (2) les LAM
avec anomalies liées a la myélodysplasie, (3) les néoplasmes myéloides liés aux
traitements, (4) les LAM non spécifiees (NOS), (5) les sarcomes myéloides, et (6) les
LAM associées a la trisomie 21 (Dohner et al., 2022). Comme la classification FAB, le
systéme proposé par 'OMS ne prend pas en compte la gravité de la pathologie, et ne

permet pas un meilleur pronostic, ni une thérapie adaptée.
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En 2010, I'European LeukemiaNet (ELN) a alors créé un nouveau systéme de
catégorisation rendant mieux compte de I'hétérogéneéité biologique et clinique des
leucémies myéloides, afin d'y inclure la notion de pronostic. Ainsi, 3 catégories ont été
considérées selon le risque: favorable, intermédiaire et défavorable. Cette
classification inclut des critéres morphologiques, cytogénétiques, hématologiques et

de génie moléculaire (Arber et al., 2016) (Tableau 1).

Sous-type Anomalies génétiques majeures

Favorable o 1(8;21)(922;922.1) ; RUNX1:RUNX1T1

e inv(16)(p13.1922) ou t(16;16)(p13.1;922)/CBFB::MYH11
e Mutation NPM1 sans mutation FLT3-ITD

e Mutation CEBPA bZIP dans le cadre de lecture

Intermédiaire e Mutation NPM1 avec mutation FLT3-ITD
o (9;11)(p21.3;923.3)/MLLT3::KMT2A
Défavorable e 1(9;22)(q34.1;911.2)/BCR::ABL1

e inv(3)(921.3926.2) ou 1(3;3)(921.3;926.2)/GATA2, MECOM(EVI1)

e (8;16)(p11;p13)/KAT6A::CREBBP

e 1(3926.2;v)/MECOM(EVI1)-modifié

e Mutations de RUNX1, ASXL1, TP53, BCOR, EZH2, SF3B1, STAG2,
SRSF2, U2AF1 ou encore ZRSR2f

Tableau 1 : Classification de ’ELN des LAM, d’aprés Shimony, 2023.

Malgré I'aide considérable qu’apporte cette nouvelle classification dans la prise
en charge thérapeutique, il persiste une hétérogéneéité conséquente a l'intérieur de
chaque groupe de risque. Le profil mutationnel de chaque patient est alors a prendre
en compte. Ainsi, les patients leucémiques présentant des mutations de NPM17 ou
DNMT3A auraient un pronostic amélioré avec une chimiothérapie d’induction a haute

dose (Patel et al., 2012).
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5) Diagnostic des leucémies aigués myéloides

a. Examens préliminaires

La numération de la formule sanguine (NFS) peut mettre en évidence des
anomalies telles que la baisse du taux d’hémoglobine, des polynucléaires et des
plaquettes, ou encore une expansion du nombre de leucocytes. La suspicion de la
leucémie améne alors le praticien a réaliser un myélogramme sur le patient. Cet
examen consiste en un prélévement sous anesthésie locale d’'une quantité modérée
de moelle osseuse par ponction et aspiration des os iliaques ou du sternum. Chez le
bébé, c’est parfois le tibia qui est privilégié. Les populations cellulaires sont ainsi
analysées selon des aspects morphologiques et génétiques. Les résultats sont
complétés par I'analyse du liquide céphalo-rachidien (LCR). A partir de ces éléments,
le praticien définira la stratégie thérapeutique a mettre en place. Celle-ci prend
également en compte les facteurs pronostiques dont les comorbidités et I'age. (Guide

de bonnes pratiques des ponctions médullaires, Société Frangaise d’Hématologie).

b. Analyses cytologiques et immunophénotypage

Grace a la cytométrie en flux, il est possible de caractériser les aberrations dans
'expression des protéines, le plus souvent membranaires. On peut ainsi constater
'expression de marqueurs différents de ceux de la lignée myéloide, ou encore une
modulation de leur expression en comparaison a celle des cellules de I'hnématopoiese

normale (Preudhomme et al., 2020). L'immunophénotypage va donc définir le
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phénotype anormal des cellules leucémiques (LAIP: leukemia-associated
immunophenotype) auquel on peut inclure les marqueurs impliqués dans le blocage
de la différenciation, ou la leucémogenése : CD34, CD45, CD90/CD45RA, CD117,
CD33, CD133, CD13, CLL1/TIM3/CD97, CD123, CD7, CD56, CD19. Les technologies
actuelles permettent d’associer le phénotype suivant aux cellules souches
leucémiques : CD34*/CD38/CD90/CD45RA*/CD123*/CD97*/TIM-3*/CLL-1*

(Jentzsch et al., 2017).

c. Importance des analyses génétiques et moléculaires

Pour établir une approche thérapeutique optimisée dans le traitement de la
LAM, il est essentiel d'examiner les anomalies génétiques. Cette analyse, intégrée
dans la classification ELN, permet de prendre en compte la gravité des différentes
variantes de la maladie. Les anomalies génétiques observées dans la LAM
comprennent une diversité de mutations, telles que celles affectant les génes NPM1,
RUNXT1 (runt related transcription factor 1), CEBPA (CCAAT enhancer binding protein
alpha) et FLT3. On trouve également des fusions génétiques comme CBFB::MYH11
et RUNX1::RUNX1T1, ainsi que des translocations, des inversions chromosomiques
et d'autres anomalies chromosomiques associées aux syndromes myélodysplasiques.
Parmi ces anomalies, certaines sont clairement liees a un pronostic défavorable,
tandis que d'autres offrent des perspectives plus nuancées. Par exemple, la
combinaison de la mutation NPM71 avec celle de FLT3-ITD (internal tandem
duplications) complique le pronostic, tandis que la mutation NPM1 isolée ou en
association avec des mutations des genes IDH1/2 peut conduire a une évaluation plus

positive (Dohner et al., 2022).
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L'immunophénotypage, effectué par cytométrie en flux multiparamétrique,
constitue un élément fondamental pour un diagnostic précis de la LAM. Cette
technique permet d'identifier divers marqueurs de surface et intracellulaires des
cellules, soulignant ainsi 'hétérogénéité inhérente a cette maladie. Il est important de
noter qu’aucun marqueur n’est universellement exprimé, ce qui complique le
processus de diagnostic. Dans les cas ou un prélévement médullaire n'est pas
possible et ou les blastes circulants sont absents, la confirmation du phénotype
myéloide peut étre réalisée a I'aide d'une biopsie de la moelle osseuse, accompagnée

de techniques d'immunohistochimie (Dohner et al., 2022).

L’analyse cytogénétique classique est une étape indispensable dans
I'évaluation de la LAM. Lorsque cette analyse ne fournit pas de résultats concluants,
I'hybridation in situ par fluorescence représente une alternative efficace pour déceler
des anomalies spécifiques, notamment les fusions de génes comme
RUNX1::RUNX1T1, CBFB::MYH11, KMT2A (MLL) et MECOM (EVI1), ainsi que des
anomalies chromosomiques associées aux syndromes myélodysplasiques, telles que

la perte de matériel des chromosomes 5q, 7q ou 17p.

Les tests de génétique moléculaire doivent étre effectués afin de détecter toutes
les anomalies génétiques pertinentes qui caractérisent la LAM et les catégories de
risque, ainsi que celles nécessaires pour des traitements ciblés. Ces analyses peuvent
étre réalisées a I'aide de plateformes de diagnostic capables d'évaluer simultanément
les mutations et les réarrangements. Il est toutefois essentiel d'interpréter ces résultats

avec prudence, car les tissus hématopoiétiques peuvent présenter des réversions
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somatiques, entrainant ainsi des résultats faussement négatifs. De plus, ces tests
peuvent ne pas détecter les variants de nombre de copies germinales, qui sont

relativement fréquents et représentent des alléles de prédisposition.

Enfin, pour les patients porteurs de mutations NPM1 et présentant une LAM a

core-binding factor, il est conseillé d’effectuer une évaluation moléculaire initiale par

PCR quantitative (QPCR) ou par PCR digitale (dPCR). Cela facilite le suivi de la

maladie résiduelle minimale aprés traitement (Dohner et al., 2022).

6) Thérapies des leucémies aigués myéloides

a. La chimiothérapie conventionnelle

L’objectif thérapeutique consiste en I'élimination des blastes leucémiques et a
pour visée de retrouver une numération sanguine saine: on parle de rémission
compléte. Pour arriver a ce résultat, le traitement proposé au patient s’articule en trois
temps : la chimiothérapie d’induction, la chimiothérapie de consolidation et la
chimiothérapie d’intensification ou allogreffe de la moelle osseuse (Dohner et al.,

2022).

i. La chimiothérapie d’induction

Elle repose sur l'utilisation de cytarabine et d’anthracyclines. Ces derniéres
s’intercalent entre les paires de bases azotées de I'ADN, inhibant ainsi I'action de la

topoisomérase Il. Quant a la cytarabine, elle bloque la synthése de I'ADN en
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remplagant la cytosine dans les brins néoformés (Fernandez, H.F. et al., 2009 ;
Lichtman, 2013). Le traitement s’effectue selon le procédé dit « 7+3 », c’est-a-dire que
le patient est perfusé pendant 7 jours de 100 a 200 mg/m?/jour de cytarabine ou
d’agent alternatif tels que la fluradabine, la cladribine ou encore la clofarabine. S’en
suivent 3 jours de perfusion de 36 a 45 mg/m? d’anthracyclines telles que la

daunorubicine, la mitoxantrone ou encore I'idarubicine. (Dohner et al., 2022).

ii. La chimiothérapie de consolidation

En régle générale, la chimiothérapie d’'induction ne suffit malheureusement pas
a éliminer 'ensemble des blastes leucémiques car certains peuvent résister aux
thérapies et induire la rechute. C’est pourquoi une chimiothérapie de consolidation est
nécessaire et consiste en I'administration d’'une dose intermédiaire réguliere des
traitements précédents afin d’éliminer les cellules leucémiques qui pourraient persister

(Dohner et al., 2022).

iii. La chimiothérapie d’intensification

Lorsque le tableau clinique met en évidence une leucémie a risque
intermédiaire ou défavorable, ou bien lorsque la thérapie réalisée n’aboutit pas a des
résultats satisfaisants, une chimiothérapie d’intensification peut étre proposée (Burnett

et al., 2013).

Le choix de la stratégie thérapeutique envisagée dépend de I'age du patient.

S'’il est 4gé ou si la chimiothérapie de consolidation est trop difficile a supporter pour
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lui, la thérapie proposée peut consister en une combinaison de venetoclax et
d’azacytidine. Le premier inhibe Bcl-2 (B cell lymphoma 2), une protéine anti-
apoptotique, tandis que la seconde inactive les ADN méthyltransférases via son action
sur DNMT1 (DNA (cytosine-5)-methyltransferase 1). Ensemble, ces molécules freinent

la progression de la maladie (Pollyea et al., 2022).

Pour les patients plus jeunes, des greffes de CSH peuvent étre proposées. Si
ces cellules proviennent d’'un donneur sain, on dit qu’elles sont allogéniques. Elles sont
autologues si elles proviennent du patient malade et ont été isolées aprés la
chimiothérapie de consolidation. Aussi, des lymphocytes de donneurs peuvent étre
utilisés afin de raviver la réponse immunitaire chez le patient. (Cornelissen et Blaise,
2015). Cependant, la greffe de CSH demeure une stratégie thérapeutique peu
employée car ses bénéfices sont souvent moindres face au risque de toxicité suite aux
thérapies précédentes, au risque de rejet, ainsi qu’aux comorbidités développées chez

le patient (Dohner et al., 2022).

b. Les thérapies ciblées

i. Les thérapies moléculaires

Ces thérapies inhibent des protéines spécifiques intra- ou extracellulaires, en
général impliquées dans les mécanismes de prolifération cellulaire. Elles permettent
alors d’agir sur certaines mutations génétiques, dont les principales sont FLTS3,

IDH1/IDH2 ou encore Bcl-2.
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Ainsi, le géne FLT3 peut étre ciblé par la midostaurine. Cet anticancéreux est
prescrit en complément de la chimiothérapie de consolidation, lors de pronostic
défavorable, en cas de maladie réfractaire ou encore de rechute chez les patients
atteint de la mutation FLT3 (Dohner et al., 2022). Pour cibler cette mutation, la

sorafenib et la giltérinib sont également utilisées (Yeh et al., 2022).

Quant aux génes IDH1 et IDH2, I'enasidébib et l'ivosidenib ont montré leur

efficacité concernant la survie des patients (Stein et al., 2021 ; DiNardo et al., 2018).

Enfin, le venetoclax est le principal inhibiteur de Bcl-2 ; il permet aux patients

les plus agés ou fragiles de mieux résister aux fortes doses de cytarabine et

anthracyclines (Silva et al., 2022).

ii. Les immunothérapies et thérapies cellulaires

Les immunothérapies agissent sur le systeme immunitaire, en vue d’éliminer les
cellules leucémiques. Ainsi, certains anticorps monoclonaux sont utilisés. C’est le cas
du gemtuzumab qui, couplé a I'ozogamicine, cible I'antigene CD33 et est employé en
chimiothérapie d’induction et de consolidation sur des patients leucémiques CD33+
(Lambert et al., 2014). L'utilisation des anticorps est prometteuse, et le couplage de
certains d’entre eux peut augmenter l'efficacité thérapeutique. En effet, les anticorps
anti-CD123 couplés a des anti-CD33 induisent une destruction des blastes CD33" ou

CD123* ; on parle de médiation cellulaire spécifique.
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L'immunothérapie permet également de cibler les points de contrble
immunitaires, les immune checkpoints (ICP). En effet, ces interactions ligand-
récepteur sont utilisées par les cellules cancéreuses pour échapper au systéme
immunitaire. Dans ce contexte, les deux principaux ICP au coeur des thérapies ciblées
concernant les LAM sont CTLA-4 (CD152, Cytotoxic T lymphocyte Antigen 4) et I'axe
PD-1/PD-L1 (Programmed Death-1 et Programmed Death-Ligand 1). CTLA-4 inhibe
la fonction effectrice des lymphocytes T de par sa fonction d’agoniste compétitif de
l'interaction CD28/B7. L’anticorps ipilimumab cible CTLA-4 est participe aux essais
cliniques dans le traitement de la LAM. Quant a PD-1, ce marqueur est exprimé
majoritairement par les lymphocytes T CD8*. PD-L1 est surexprimé par de
nombreuses cellules tumorales, principalement sous l'induction de I'lFNy (interféron
gamma) et de I'lL-4 (interleukine 4) produits par les cellules T activées : I'axe PD-1/PD-
L1 joue donc activement dans I'échappement a la réponse immunitaire et la
progression tumorale. Pour bloquer cet axe, différents anticorps sont aujourd’hui
engageés dans des essais afin de déterminer leur efficacité : il s’agit du pidilizumab, du
pembrolizumab et du nivolumab. En bloquant ces ICP, I'objectif est donc de maintenir

I'activité des lymphocytes T en vue d’éliminer les cellules leucémiques.

Cependant, dans le contexte de la LAM, aucun inhibiteur d’'ICP n'a encore regu
I'approbation de la FDA. En effet, de hombreux patients atteints de LAM présentent
une population de blastes bien définie, caractérisée par 1 a 2 mutations pilotes et/ou
des altérations cytogénétiques, et ils peuvent développer des sous-clones qui
n'‘apparaissent qu'au cours de la progression de la maladie ou lors d'une rechute. Les

inhibiteurs d'ICP sont généralement plus efficaces dans les cancers présentant une
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forte charge mutationnelle, tels que le mélanome ou le cancer du poumon, ce qui n'est

pas le cas pour la LAM (Gurska et Gritsman, 2023).

L’émergence de la thérapie par cellules T a récepteur d’antigéne chimérique
(chimeric antigen receptor-T), dite CAR-T, a révolutionné les réponses cliniques des
patients. Cela consiste au prélevement et a la modification des propres lymphocytes
T du patient, pour qu’ils expriment un anticorps chimérique antigéne-dépendant appelé
CAR. Ces derniers peuvent lors reconnaitre et éliminer les cellules exprimant un
antigéne spécifique, ce qui leur confére une importante réponse antitumorale. (Silva et
al., 2022). La thérapie par cellules CAR-T dans la LAM en est encore a ses débuts,
avec plus de vingt essais cliniques en cours ciblant divers antigénes, tels que CD33,
CD123 et CLL-1 (Fiorenza et Turtle, 2021). Les antigénes CD33 et CD123, bien que
largement exprimés sur les blastes leucémiques, sont également présents sur les
CSH, ce qui complique leur ciblage et entraine des toxicités indésirables (Ehninger et
al., 2014). En revanche, CLL-1 se révéle prometteur, car il est fortement exprimé dans
la LAM tout en étant rare sur les CSH saines (Ma et al., 2019). Les cellules CAR-T
ciblant CLL-1 ont montré une efficacité antitumorale sans affecter les CSH (Wang et
al., 2018). L'approche a double ciblage, combinant CD33 et CLL-1, a également
montré des résultats prometteurs (Liu et al., 2018). Un des principaux défis de la
thérapie CAR-T dans la LAM est I'absence d'antigénes cibles spécifiques. En effet, les
cellules leucémiques expriment des antigeénes myéloides tels que CD33 et CD123, qui
se trouvent également sur les CSH normales, rendant difficile le ciblage exclusif des
cellules tumorales (Cummins et Gill, 2019). Des stratégies innovantes, telles que les

cellules CAR-T a double ciblage, pourraient offrir une solution pour minimiser les
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toxicités en permettant une discrimination plus efficace entre les cellules tumorales et

les cellules saines (Perna et al., 2017).

7) Leucémie aigué myéloide et MRD

Concernant la leucémie myéloide aigué, I'état de rémission est obtenu dans 50
a 80% des cas selon I'age et le type de LAM des patients. Pourtant, on constate une
réapparition de la maladie dans plus de 50% des cas dans un délai de 2 mois a 5 ans
(Dohner et al., 2017). Cette situation peut s’expliquer par I'hétérogénéité de la

pathologie, rendant difficile la détection et le suivi de la MRD.

En effet, suite a la thérapie, il a été montré chez certains patients que la rechute
était due a la réémergence d’'un sous-clone leucémique présentant de nouvelles
mutations ou ayant développé une instabilité antigénique lui permettant d’échapper au
systéme immunitaire (Ding et al., 2012). |l arrive également que la rechute se produise
suite a I'émergence d'une sous-population clonale leucémique qui, bien que
minoritaire a I'étape du diagnostic, ait survécu aux thérapies et ait par la suite proliféré
grace a sa chimiorésistance (Bachas et al., 2012). Enfin, méme aprés une rémission,
la persistance de sous-clones porteurs des mutations les plus décrites de la LAM, a
savoir DNMT3A, IDH1, NPM1 ou NRAS, peut induire une nouvelle prolifération de

cellules leucémiques, et la rechute (Kim et al. 2016 ; Young et al. 2016).
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a. Le role des cellules souches leucémiques dans la MRD

Les cellules souches leucémiques (CSL) représentent une sous-population clé
dans la pathophysiologie de la leucémie aigué myéloide (LAM), jouant un rdle
essentiel dans I'émergence de la MRD et les rechutes. Ces cellules, qui peuvent
dériver soit de cellules souches hématopoiétiques normales, soit de cellules
progénitrices plus différenciées ayant acquis des caractéristiques malignes, ont la
capacité de se dé-différencier pour retrouver des propriétés similaires a celles des
cellules souches (Lapidot et al., 1994). La hiérarchie cellulaire observée dans la LAM
est similaire a celle de 'hématopoiese normale, avec les CSL occupant une position
dominante (Bonnet et Dick, 1997). Bien que leur fréquence soit faible, de 'ordre d’'une
cellule pour 250 000 a 1 000 000 de cellules leucémiques, leur potentiel d’auto-
renouvellement supérieur leur permet de proliférer et de générer de nouvelles cellules

leucémiques, maintenant ainsi la maladie (O’'Reilly et al., 2021).

Cette persistance des CSL au sein de la population cellulaire tumorale pourrait
expliquer les échecs thérapeutiques, car elles sont souvent responsables des rechutes
qui surviennent aprés un traitement initial (Toledo-Guzman et al., 2018). Par
conséquent, une compréhension approfondie des mécanismes régulant ces cellules
est cruciale pour développer des stratégies thérapeutiques visant a les éliminer, dans
le but d’atteindre une rémission durable chez les patients atteints de LAM (Hope et al.,

2004 ; Dick, 2005).

Les CSL représentent une population cellulaire clé dans la MRD et la rechute

des patients atteints de LAM. Ces cellules, caractérisées par leur expression des
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marqueurs de surface CD34 et CD38, sont essentielles pour comprendre la
dynamique de la maladie, car elles sont responsables de la capacité de la LAM a
échapper aux traitements (Hope et al., 2004 ; Krause et Van Etten, 2007). La sous-
population CD34* CD38 est particulierement enrichie en CSL, reconnues pour leur
capacité  d'auto-renouvellement et leur résistance aux traitements
chimiothérapeutiques (Boyd et Rodrigues, 2018). De plus, des études ont démontré
que la présence de ces cellules au diagnostic est corrélée a une évolution défavorable
et a des taux de rechute élevés (Bachas et al., 2012 ; Pollard et al., 2006). Malgré la
diversité des marqueurs de surface, rendant leur ciblage thérapeutique complexe, des
antigénes comme CD123 émergent comme des cibles prometteuses pour des
traitements spécifiques aux CSL, offrant ainsi une voie potentielle pour améliorer les

résultats cliniques chez les patients atteints de LAM (van der Lee et al., 2019).

Pour détecter et surveiller la MRD dans les LAM, plusieurs technologies ont été

développées, chacune avec ses avantages et ses limites.

b. Détection de la MRD

i. Par cytométrie en flux multiparamétrique

La cytométrie en flux multiparamétrique est une méthode privilégiée pour
détecter la MRD chez les patients atteints de LAM, surtout en I'absence de marqueurs
moléculaires fiables. En combinant I'analyse des immunophénotypes associés a la
leucémie et une approche comparative avec des cellules normales, cette technique

permet d'identifier les cellules leucémiques résiduelles avec une sensibilité de 0,1 %

68



a 0,01 % (1 cellule leucémique parmi 1 000 a 10 000 cellules nucléées). Bien que la
sensibilité de la méthode dépende de la qualité des échantillons et de l'expertise
technique, I'analyse des marqueurs des cellules souches leucémiques (comme CLL1,
CD45RA, CD123 et CD200) peut améliorer cette sensibilité et offrir des informations
pronostiques complémentaires (Bradbury et al., 2015 ; Zeijlemaker et al., 2019). Un
seuil de MRD = 0,1 % est souvent utilisé pour déterminer la positivité, bien que des
études récentes suggérent qu'une détection a des niveaux inférieurs pourrait
également avoir une valeur pronostique (Rodriguez-Arboli et al., 2024). Malgré sa
rapidité d'exécution et son colt relativement modeste, un des principaux défis de la
cytométrie en flux multiparamétrique réside dans la variabilité des résultats entre
laboratoires, due aux difficultés de standardisation et a I'expertise requise. De plus, la
plupart des études sur la MRD par cytométrie en flux se concentrent sur des
échantillons de moelle osseuse, rendant son utilisation sur le sang périphérique moins
répandue et moins sensible. Néanmoins, cette méthode reste un outil incontournable
pour la surveillance de la MRD dans les LAM, grace a son adaptabilité a presque tous

les cas.

ii. Par RT-gPCR

En parallele, la détection de la MRD dans les LAM repose souvent sur des
techniques moléculaires ciblant des anomalies génétiques spécifiques a la leucémie,
telles que les réarrangements chromosomiques et les mutations somatiques. Les
transcrits de fusion issus de réarrangements géniques, comme RUNX1::RUNX1T1,
CBFB::MYH11 ou encore les réarrangements de KMT2A, sont détectés via la RT-

gPCR (reverse transcription quantitative PCR). Cette méthode, qui utilise I'ARN plutét
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que I'ADN en raison des points de rupture souvent situés dans des régions introniques,
est particulierement sensible et spécifique pour certains transcrits de fusion, atteignant
des taux de détection allant jusqu'a 0,001 %. L'expression élevée du géne muté NPM1
peut atteindre un taux de détection de 0,0001 %. Bien que la PCR basée sur 'ADN
soit une alternative, elle est généralement moins sensible. La qualité de I'échantillon
est primordiale pour garantir de bons résultats, notamment en raison de la nécessité
d'utiliser une quantité suffisante d'ARN ou d'ADN. Cependant, la PCR présente des
limites : elle peut étre longue, nécessite un transport rapide des échantillons pour éviter
toute dégradation, et demande des contrdles rigoureux pour minimiser les erreurs. De
plus, I'analyse des échantillons de moelle osseuse offre une meilleure sensibilité que
celle des échantillons de sang périphérique, avec des implications pronostiques

distinctes (Short et Dillon, 2024).

iii. Par NGS

Le séquencage de nouvelle génération (NGS) permet également I'analyse des
mutations somatiques présentes dans les LAM, bien que sa sensibilité soit limitée par
le taux d'erreurs de fond inhérent aux méthodes de séquencage actuelles. La majorité
des techniques reposent sur I'amplification PCR de quelques génes ciblés, et les
erreurs induites par la polymérase lors de cette amplification peuvent affecter la
précision des résultats. En général, les panels NGS ciblés atteignent une sensibilité
d’environ 1 a 2 % pour les mutations cliniquement pertinentes. Des méthodes ont été
développées pour améliorer cette sensibilité, comme l'incorporation d'identifiants
moléculaires uniques (UMI) ou le séquencage duplex, qui étiquettent les deux brins

d’ADN et permettent de corriger bioinformatiquement les erreurs de PCR ou de
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séquencage (Heuser et al., 2021 ; Dillon et al., 2024). Bien que la sensibilité puisse
varier en fonction du type de mutation et du contexte génomique, un seuil conservateur
de 0,1 % est généralement recommandé. Les mutations de type insertion-délétion
(InDel), comme celles de NPM1 et FLT3, peuvent étre détectées avec une sensibilité
10 a 100 fois supérieure. Un obstacle a I'utilisation courante du NGS pour la MRD est
la persistance de certaines mutations liées a la leucémie, méme en rémission
compléte, ce qui reflete souvent un retour a une hématopoiése clonale de signification
clinique incertaine. Pour mieux interpréter ces résultats, il est conseillé d'exclure les
mutations couramment associées a ’hématopoiése clonale, comme celles des génes
DNMT3A, TET2 et ASXL1. Aprés exclusion, la persistance de la MRD moléculaire
détectée par NGS est corrélée a un risque de rechute nettement accru. Les techniques
NGS pour la MRD peuvent étre appliquées a des échantillons de sang périphérique
ou de moelle osseuse, mais aucune comparaison détaillée entre ces types
d'échantillons n'a encore été réalisée. De plus, il n’existe pas encore de données
robustes comparant l'efficacité de la détection de la MRD NPM1 par RT-gPCR et par
NGS, ce qui pose des difficultés dans la prise de décision clinique, car la majorité des
études influengant les décisions de traitement reposent sur la RT-qPCR. La sensibilité
inférieure des analyses NGS pourrait, en effet, manquer certains patients a haut risque

ou des rechutes précoces de MRD (Short et Dillon, 2024).

En conclusion, la détection de la MRD dans les LAM est un outil crucial pour
évaluer le pronostic et ajuster les décisions thérapeutiques, telles que l'indication d'une
greffe allogénique de cellules souches ou l'inclusion dans des essais cliniques.
Cependant, la définition d'une réponse « MRD négative » varie selon la maladie, le

traitement et les méthodes utilisées, ce qui complique l'uniformisation des stratégies
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cliniques basées sur la MRD. Les efforts de 'ELN pour standardiser ces tests
représentent un progrés, mais leur application dans d'autres contextes cliniques reste
complexe. La MRD pourrait également devenir un critére précoce pour évaluer de
nouvelles thérapies en LAM, facilitant I'approbation accélérée d'agents prometteurs.
Bien que la FDA ait validé I'utilisation de la MRD comme critére de substitution dans
d’autres hémopathies malignes, son adoption en LAM reste limitée. Des données
supplémentaires sont nécessaires pour prouver que I'amélioration de la MRD se
traduit par une meilleure survie, ce qui est essentiel pour son intégration dans les futurs

essais cliniques randomisés.
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) Le mélanome cutané

A) Description de la pathologie

Le mélanome est un cancer résultant de transformations malignes de cellules
pigmentaires, les mélanocytes, présentes dans la couche basale de I'épiderme. S'’il ne
représente que 3% des cancers de la peau, le mélanome cutané en est la forme la
plus redoutable, étant responsable de plus de 65% des décés causés par ces
pathologies. L’incidence et la morbidité du mélanome cutané connaissent une
augmentation constante a I'échelle mondiale. Pour autant, la détection précoce d’'un

mélanome naissant permet un taux de guérison de plus de 90% (Orzan et al., 2015).

L’examen anatomopathologique permet de définir quatre types de
mélanomes (Elder et al., 1995) : le mélanome superficiel extensif (SSM, superficial
spreading melanoma), le mélanome nodulaire (NMM, nodular malignant melanoma),
le mélanome de Dubreuilh (LMM, lentigo malignant melanoma) et le mélanome acro-

lentigineux (ALM, acral lentiginous melanoma).

Dans le systéme de classification clinique actuel du mélanome cutané établi par
I'American Joint Committee on Cancer (Keung et Gershenwald, 2018), ces sous-types
ne sont pas considérés comme des facteurs pronostiques. En effet, les cliniciens
privilégient plutét des criteres tels que le degré d’invasion (niveau de Clark, figure 12)
ou encore |'épaisseur verticale de la tumeur (profondeur de Breslow) (Scatena, Murtas

et Tomei, 2021).
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Modéle de Clark

Niveau | Niveau Il Niveau lll Niveau IV Niveau V

Epiderme
Derme papillaire —{

Interface cutanée

Derme réticulaire —|

Tissu sous-cutané —

Figure 12 : Modéle de Clark de la progression du mélanome

(Adapté du NCI Dictionary of Cancer Terms)

L’Organisation Mondiale de la Santé propose quant a elle de classifier le
meélanome cutané en fonction de son origine, selon une exposition chronique au soleil
(on parle de mélanome CSD, chronically sun-damaged) ou non (non-CSD, non-
chronically sun-damaged). Les altérations génomiques sont également incluses dans
les critéres (Elder et al., 2020 ; Yeh et Bastian, 2021). Les mélanomes CSD, alors
caractérisés par une forte charge mutationnelle induite par les UV, se forment
principalement sur des zones comme la téte, le cou et les membres dorsaux, et
toucheraient principalement les personnes agées. A linverse, les mélanomes non-
CSD, présentant moins de mutations liées aux UV, se développent sur des zones
moins exposeées, telles que le tronc et les membres proximaux, et toucheraient plutét

les personnes de moins de 55 ans. (Shain et Bastian, 2016).
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B) Développement de la pathologie

1) Le mélanome in situ

Le mélanome in situ est caractérisé par une prolifération anormale des
mélanocytes, limitée a I'épiderme. Dans le cadre du modéle de progression de Clark
(Figure 12), cette étape est désignée comme la "phase de croissance radiale". A ce
stade, les cellules échappent a la sénescence et proliferent de maniére continue, sans
pour autant avoir la capacité d'envahir les tissus profonds en traversant la jonction
dermo-épidermique (Hall et LeBoit, 2014). Ce type de lésions peut provenir de naevus
préexistant, ou apparaitre spontanément. Sur le plan génétique, ces Iésions sont
souvent associées a des mutations stimulant I'activation de la voie des MAPK, ainsi

que des mutations du promoteur de TERT (Shain et al., 2015).

A un stade plus avancé, la tumeur peut devenir plus hétérogéne, donnant lieu
a I'émergence de divers sous-clones cellulaires issus de trajectoires évolutives
distinctes. Cette diversification permet la coexistence de sous-populations cellulaires

activant différentes voies génétiques (Hodis et al., 2022).
2) Le stade invasif
La croissance invasive du mélanome débute lorsque des cellules cancéreuses
traversent la membrane basale de I'épiderme pour s’étendre dans le derme, tissu

conjonctif sous-jacent. La tumeur prend alors un aspect

tridimensionnel caractéristique. La profondeur de cette invasion est essentielle pour
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évaluer la gravité de la maladie, ainsi que pour estimer le pronostic des patients et les
risques de métastases (Balch et al., 2009). Les mélanomes invasifs sont donc classés
selon leur épaisseur en trois catégories : fins (moins de 1 mm), intermédiaires (entre
1 et 4 mm) et épais (plus de 4 mm). Ces derniers pénétrent dans les tissus graisseux
sous-cutanés et présentent un risque élevé de propagation, et une forte diminution du

taux de survie a 5 ans (50%) (Montagnani et al., 2016 ; Bozsanyi et al., 2022).

En comparaison avec le mélanome in situ décrit précédemment, la forme
invasive de cette maladie arbore une charge mutationnelle accrue. Plus la tumeur
pénetre profondément dans les couches de la peau, plus I'exposition aux
rayonnements UV diminue. Cela rend les mutations induites par ces derniers moins
fréquentes, laissant place a des réarrangements chromosomiques et des variations
dans le nombre de copies (CNV) qui vont se produire plus frequemment (Bauer et
Bastian, 2006 ; Montagnani et al., 2016). Ces altérations, souvent observées dans les
mélanomes avanceés, peuvent faire suite a des mutations inactivant des génes
essentiels a la régulation du cycle cellulaire. En particulier, les mutations touchant le
géne CDKNZ2A, qui code pour la protéine p16, et le géne RB1, impliqué dans le
controle du cycle cellulaire, sont notables. Ces changements entrainent un
dysfonctionnement du cycle cellulaire et provoquent des anomalies chromosomiques
(Pavey et al., 2002). On observe également des mutations dans des genes liés a la
structure de la chromatine, comme ceux du complexe SWI/SNF (dont ARID1A,
ARID1B, ARID2 et SMARCA4) augmentant ainsi l'instabilitt génomique (Wang,
Haswell et Roberts, 2014). Ce déréglement du complexe SWI/SNF induit une
reconfiguration de la chromatine qui rappelle le comportement des cellules souches,

impliquant les complexes de remodelage PRC2 (Wilson et al., 2010 ; Shain et al.,
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2018) (Figure 13). A un stade avancé, on observe également des mutations dans des
voies de signalisation clés, telles que MAPK, amplifiant ainsi I'activation oncogénique
(Shain et al., 2018). La ressemblance avec les cellules souches est d’autant plus
marquée que les cellules de mélanome invasif diminuent I'expression de marqueurs
de différenciation comme MITF, et commencent a produire des facteurs de
transcription impliqués dans le développement de la créte neurale, comme SLUG,

SOX9 ou encore SNAIL (Pedri et al., 2022).

FORME BENIGNE FORME MALIGNE
SWI/SNF | PCR2 | PCRZ |
ARID1A, ; |
ARID1B, 4| ; ;
ARID2, | EZH2, EED, ' ‘ EZH2, EED, |
SMARCA4 suz12 i suz12

\ %{A \/ H3K27me3

Complexe Polycomb Complexe Polycomb

Figure 13 : Schématisation de la balance entre SWI/SNF et PCR durant I’évolution
du mélanome.
(Inspiré de Shain et al., 2018)

3) Le stade métastatique

Le stade métastatique est atteint lorsque les cellules cancéreuses quittent le
site tumoral et s’évadent par les systémes circulatoire et lymphatique, afin de se
répandre dans d’autres tissus pour former des tumeurs secondaires. Cette phase de

progression de la pathologie est la plus mortelle et est décrite pour présenter un taux
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mutationnel trés élevé, un grand nombre d’altérations génomiques (Paluncic et al.,
2016 ; Thompson, Mozzillo et Ross, 2020). Le mélanome métastatique présente alors

une hétérogénéité génétique et épigénétique (Vergara et al., 2021).

Le mode de dissémination tumorale est discuté, sachant que des cellules de
mélanome circulant dans le sang ont été retrouvées chez des patients qui n’avaient
pas de métastase ganglionnaire (Keller et Pantel, 2019). Cela suggere qu'il pourrait y
avoir une dissémination paralléle entre les ganglions lymphatiques et le systeme

sanguin (Werner-Klein et al., 2018) (Figure 14).

o Cerveau ) ® - Métastase
cerveau
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—p — —p
o [ aap! o 6 o
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| “ lymphatique | “ ganglion [ ‘ ganglion | | lymphatique ‘ ‘ dont
\/ |/\ lymphatique |/\  lymphatique \/ |\ rorigine est
& Tumeur ) ) & Naevus o inconnue
primaire de
mélanome
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Figure 14 : Evolution métastatique du mélanome.

(a) Les cellules de la tumeur primaire de mélanome se disséminent en paralléle vers
des sites locaux et distants a travers le corps. Des cellules tumorales circulantes peuvent
former de nouvelles métastases dans différentes tumeurs existantes ainsi que dans la tumeur
primaire. (b) Une petite proportion de métastases se trouve sans tumeur primaire déterminée.
L'histoire évolutive de ces mélanomes d'origine inconnue reste mal comprise, mais il est
possible que certains d'entre eux représentent des mélanomes primaires issus de cellules qui
se sont disséminées a partir de précurseurs bénins tels que des naevi, et qui auraient alors
acquis leurs altérations oncogéniques secondaires et tertiaires aprés avoir colonisé d'autres
sites. (Adapté de Shain et Bastian, 2016)
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C) Facteurs de risque

1) Facteurs endogénes

a. Epidémiologie

Si lincidence du mélanome augmente avec I'dge des patients, elle reste
similaire entre les hommes et les femmes. Cependant, la survenue de ce cancer est
plus fréquente chez les hommes que chez les femmes apres 40 ans. Chez les jeunes
ageés de 15 a 24 ans, le mélanome est le quatrieme cancer le plus courant (Ferlay et

al., 2015 ; Desandes et al., 2013 ; Watson et al., 2016).

Le phototype des individus, défini par la couleur de peau, est un fort indicateur
de risque de développement de la pathologie. L’échelle de Fitzpatrick, établie dans les
années 1970, classe les phototypes selon leur réactivité a I'exposition solaire. Ainsi,
plus la peau est claire, et plus le risque de développer un mélanome est élevé. Cet
aspect est corrélé a 'augmentation de I'activité de la voie des phéomélanines chez les
individus a peau claire. En effet, cela entraine un stress oxydatif accru, augmentant le
risque d’endommager I’'ADN et favorisant la survenue de mutations. (Fitzpatrick, 1998 ;

Mitra et al., 2012).

Enfin, dans prés de 25% des mélanomes, on note la préexistence d’au moins
un naevi (Bevona et al., 2003). De plus, la taille (>7mm) et le nombre de naevi (>100)
favorisent grandement le risque de développement d’'un mélanome (Gandini et al.,

2005).
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b. Mutations génétiques

Le mélanome est associé a de multiples mutations génétiques qui favorisent

son développement.

La mutation du promoteur du géne de la télomérase TERT (telomerase reverse
transcriptase) est retrouvée dans prés de 80% des mélanomes in situ (Shain et al.,
2018). Elle permet aux mélanocytes d’échapper a la sénescence et a l'arrét de
croissance dépendant des téloméres, ce qui favorise le développement du mélanome

(Bennett, 2016).

Les mutations activatrices du proto-oncogéne B-raf (BRAF), telles que la
substitution de la valine en acide glutamique au niveau du codon 600 (V600E) sont
présentes dans plus de la moitié des cas de mélanomes cutanés (Davies et al., 2002).
De méme, les mutations du gene NRAS (neuroblastoma proto-oncogene) sont
détectées dans 15 a 20% des mélanomes (Hawryluk and Tsao, 2014). On note
également la survenue des mutations perte de fonction du géne de la neurofibromine
(NF1) dans 10 a 15% des mélanomes cutanés (Nissan et al., 2014). Ces trois types
de mutations ont pour conséquence commune I'activation constitutive des voies de
signalisation des MAPK, a l'origine de I'augmentation drastique de la prolifération

cellulaire.

Les mélanomes héréditaires concernent 10% des cas de mélanome (Thompson
et al., 2009). Dans 20 a 40% des cas, il s’agit de mutations germinales dans le géne
CDKNZ2A (cyclin dependent kinase inhibitor 2A) codant pour la protéine p16INK4A
(Nelson et Tsao, 2009). L’initiation tumorale peut également survenir suite a une

mutation du géne de CDK4 induisant son activation constitutive (Zuo et al., 1996).
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2) Facteurs exogénes

a. Rayonnements ultraviolets

L’exposition aux rayonnements ultraviolets (UV) représente le principal facteur
exogéne au développement du mélanome. En effet, une exposition intense peut
provoquer des brdlures cutanées, et induire des mutations génétiques, notamment

lorsqu’elle est chronique (Dennis et al., 2008).

b. Obésité

L’'obésité résulte de 'accumulation de tissu adipeux et se caractérise par un
indice de masse corporelle (IMC) supérieur a 30. Si elle augmente le risque de
survenue du mélanome, l'obésité est également reconnue comme marqueur de
mauvais pronostic. En effet, les cellules adipeuses ont la capacité de communiquer
avec les cellules tumorales de mélanome via des vésicules extracellulaires. Ces
vésicules transmettent des acides gras et des enzymes aux cellules tumorales, ce qui
favorise leur migration et la survenue de métastases. Dans un contexte d’obésité, la
disponibilité accrue d’acides gras amplifie I'action de ces vésicules et donc I'agressivité

du mélanome. (Clement et al., 2020).

D) Classification : du niveau de Clark a la classification de ’'OMS
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En 1969, les travaux de Clark et son équipe ont permis de définir les stades de
progression du melanome en fonction du nombre de couches de la peau qui ont été
envahies (Clark et al., 1969). Cette classification a été complétée par les travaux de
McGovern et Breslow ainsi que leurs équipes (Breslow et al., 1970), en prenant en
compte I'épaisseur maximale de la tumeur inversement corrélée a la survie des
patients. Le développement progressif des connaissances cliniques et moléculaires a
permis [|'évolution de la classification, jusqu'a I'édition de la classification
multidimensionnelle proposée par I'Organisation Mondiale de la Santé qui souligne
ainsi la progression tumorale corrélée a I'apparition d’anomalies génétiques (Ferrara

et Argenziano, 2021) (Tableau 2).

Table 2. Classification of Melanomas and Precursor Lesions on the Basis of Epidemiologic, Clinical, Pathol and G Attributes, Pathways I to 111
Low UV Radiation Exposure/CSD High UV Radiation Exposure/CSD
Pathway I n 1]
Endpoint of pathway Low-CSD High-CSD melanoma/LMM  Desmoplastic melanoma
melanoma/SSM
Benign neoplasms (nevi)  Nevus 2 IMP 2 IMP

Intermediate/low-grade
dysplasias and
melanocytomas

Intermediate/high-grade
dysplasias and

Low-grade dysplasia

High-grade dysplasia/
MIS

BIN

BAP1-inactivated
melanocytoma/

DPN

Deep penetrating
melanocytoma/

PEM/MELTUMP

? IAMP/dysplasia

Lentigo maligna (MIS)

? IAMP/dysplasia

MIS

melanocytomas MELTUMP MELTUMP
Malignant neoplasms Low-CSD Melanoma in BIN (rare) ~ Melanoma in Melanoma in PEM LMM (VGP) Desmoplastic melanoma
melanoma/SSM DPN (rare) (rare)
(VGP)
Common mutations BRAF p.V600E" BRAF® or NRAS® BRAF®; MAP2K1"; BRAF® + PRKARTA®*  NRAS®; BRAF NF1°; ERBB2°; MAP2K1¢;
or NRAS" + BAPT* or NRAS® + CTNNBT® or PRKCAS (non-p.V600E)"; MAP3K1¢; BRAFS;
or APC? KIT®; or NF1* EGFR%; MET®

TERTY; CDKN2A?;
TP53% PTEN®

TERTY; CDKN2A%
TP53°; PTEN?%;
RACT®

Abbreviations: BIN, BAP1-inactivated nevus; CSD, cumulative solar damage; DPN, deep penetrating nevus; IAMP, intraepidermal atypical melanocytic proliferation; IMP, intraepidermal melanocytic

proliferation without atypia; LMM, lentigo maligna melanoma; Iow/hi§h-CSD melanoma, melanoma in skin with a low/high degree of cumulative sur/solar damage; MELTUMP, melanocytic tumor of

uncertain malignant potential; MIS, melanoma in situ; PEM, pigmented epithelioid melanocytoma; SSM, superficial spreading melanoma; UV, ultraviolet; VGP, vertical growth phase (tumorigenic and/
or mitogenic melanoma).

Reprinted from Bastian et al*” with permission. International Agency for Research on Cancer. World Health Organization. Elder DE, Massi D, Scolyer RA, Willemze R, eds. 2018. WHO Classification of

Skin Tumours. 4th ed. Lyon, France: IARC; 2018. Common mutations in each pathway are listed; mutations already identified in benign or borderline lesions are shown in bold.

* For example, CDKN2A, loss-of-function mutation.

b For example, BRAF, gain-of-function mutation.

< For example, PRKCA, rearrangement.

4 For example, TERT, promoter mutation.

< For example, FRBB2, amplification.

TERTY; NFKBIE®; NRAS®;
PIK3CA®; PTPNT1®

Table 3. Classification of Melanomas and Precursor Lesions on the Basis of Epidemiologic, Clinical, Pathologic, and Genomic Attributes: Pathways IV to VIII
Low to No (or Variable/Incidental) UV Radiation Exposure/CSD
Pathway v A vi vil vl

Endpoint of pathway Malignant Spitz tumor/ Acral melanoma Mucosal melanoma Melanoma in CN Melanoma in BN

Spitz melanoma

Benign neoplasms (nevi) Spitz nevus ? Acral nevus ? Melanosis CN BN
Intermediate/low-grade Atypical Spitz tumor IAMPUS/dysplasia Atypical melanosis/dysplasia/ Nodule in CN (Atypical) cellular BN
dysplasias/ (melanocytoma) IAMPUS (melanocytoma) (melanocytoma)

melanocytomas
Intermediate/high-grade STUMP/MELTUMP Acral MIS Mucosal MIS MIS in CN Atypical CBN

dysplasias
Malignant neoplasms Melanoma in blue nevus

(tumorigenic)

Melanoma in CN
(tumorigenic)

Malignant Spitz tumor/ Acral melanoma (VGP)
Spitz melanoma
(tumorigenic)

HRAS"; ALK*; ROST;
RET<; NTRKT1¢; NTRK3;
BRAF¢<; or MET*

CDKN2A*

Mucosal lentiginous
melanoma (VGP)

GNAQ"; GNATT®; or
CYSLTR2"

Mutations KIT®; NRAS"; BRAF";
HRAS®; KRAS®; NTRK3;
ALK¢; or NF1*

CDKN2A®; TERT'; NF1°; CDKN2A? SF3B1%
CCND1% GAB2¢ CCND19; CDK4% MDM2?

Abbreviations: BN, blue nevus; CBN, cellular blue nevus; CN, congenital nevus; CSD, cumulative solar damage; IAMPUS, intraepidermal atypical melanocytic proliferation of uncertain significance;

MELTUMP, melanocytic tumor of uncertain malignant potential; MIS, melanoma in sity; STUMP, spitzoid tumor of uncertain malignant potential; UV, ultraviolet; VGP, vertical growth phase

(tumorigenic and/or mitogenic melanoma).

Reprinted from Bastian et al*” with permission. International Agency for Research on Cancer. World Health Organization. Elder DE, Massi D, Scolyer RA, Willemze R, eds. 2018. WHO Classification of

Skin Tumours. 4th ed. Lyon, France: IARC; 2018.

Common mutations in each pathway are listed; mutations already identified in benign or borderline low lesions are shown in bold.

2 For example, CDDN2A, loss-of-function mutation.

b For example, BRAF, gain-of-function mutation.

< For example, SF3B1, change-of-function mutation.

4 For example, CCND1, amplification.

© For example, ALK, rearrangement.

" For example, TERT, promoter mutation.

KIT®; NRAS®; KRAS®; or
BRAF®

NRAS®; BRAF p.V600E"
(small lesions); or BRAF®

BAP1%; EIF1AXS; SF3BI1¢




Tableau 2 : Classification de ’'OMS 2018 des mélanomes, d’aprés The 2018 WHO

Classification of Melanoma—Elder et al.

E) Diagnostic du mélanome cutané

Le diagnostic du mélanome cutané est initié par un examen clinique des Iésions
cutanées ou naevi. L'analyse suit le protocole ABCDE (Friedman et al., 1985) et
observe alors les criteres d’asymétrie (A), de bords irréguliers (B), de couleur
hétérogéne (C), d’augmentation de diametre (D) et d’évolution (E). Les technologies
modernes emploient également l'intelligence artificielle (Barata et al., 2023) (Figure
15). L'examen anatomopathologique réalisé par exérése compléte de la lésion permet
a son tour de confirmer la nature mélanocytaire de la tumeur, d’évaluer I'éventuelle
présence de mutations et de caractériser 'agressivité tumorale gréce a la classification

TNM couplée a la huitiéme édition de ’American Joint Committee on Cancer (AJCC).

Forme saine (A) Asymétrie (B) Bords irréguliers

@

(C) Couleur hétérogéne (D) Diamétre augmenté

(E) Evolution

Figure 15 : Schématisation du protocole ABCDE.
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F) Thérapies

Plus la tumeur est détectée t6t, plus le pronostic sera favorable. Le stade
pathologique va influencer le choix thérapeutique, ainsi que les antécédents médicaux

et 'dge du patient.

1) Stades précoces

Lorsque le mélanome cutané est localisé, donc non métastatique, la seule

exérese chirurgicale peut étre proposée au patient. Selon I'épaisseur de la Iésion

cutanée, il est possible qu’une seconde exérese soit réalisée en faveur d’'une ablation

plus importante autour de la Iésion initiale, si toutefois la zone est accessible. Dans le

cas contraire, le risque de récidive est accru (Ross and Gershenwald, 2011).

2) Stades métastatiques

La survenue de métastases est fréquente en cas de mélanome cutané, de par

son agressivité. Il est alors nécessaire de compléter la stratégie thérapeutique.

a. Chimiothérapie

La chimiothérapie a base de dacarbazine (DTIC), témozolomide, cisplatine ou
encore vinblastine a été proposée comme traitement du mélanome cutané, faute

d’autre stratégie thérapeutique performante. Pour autant, en raison de sa faible
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efficacité, elle n'est aujourd’hui proposée qu'en cas de non réponse aux autres

traitements (Michielin, O. et al., 2019).

b. Thérapies ciblées

Les avancées technologiques modernes facilitent I'identification de mutations
spécifiques, ce qui permet d’affiner la stratégie thérapeutique en ciblant les profils
mutationnels. Ainsi, [utilisation d’inhibiteurs sélectifs de BRAF — comme le
vemurafenib et le dabrafenib — a révélé une efficacité notable chez les patients atteints
de mélanome portant des mutations BRAFVG00E (Chapman et al., 2011 ; Hauschild
et al., 2012). Pour ces mémes patients, I'utilisation combinée d’inhibiteurs de BRAF et
de MEK (mitogen-activated protein kinase) — comme le cobimétinib — est aujourd’hui
préconisée pour ses résultats prometteurs tout en réduisant le risque d’effets
secondaires (Larkin et al., 2014). Cependant, ces thérapies ne suffisent plus quand le

patient développe une résistance au traitement.

c. Inhibiteurs de points de contrble immunitaire et stratégies

combinatoires

Les inhibiteurs de points de contréle immunitaire (ICP, immune check-point) ont
profondément fait évoluer l'immunothérapie du cancer, en particulier dans le
mélanome métastatique, en améliorant significativement les taux de survie des
patients (Younis et al., 2024). Ces traitements ciblent des ICP tels que CTLA-4 et PD-
1, qui sont essentiels a l'activation des cellules T et pour maintenir la tolérance

immunologique (Buchbinder et al., 2016). Malgré leurs succés notables, les ICP
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posent des défis considérables, tels que la résistance au traitement, des événements
indésirables liés a 'immunité, ainsi qu’'un manque de données sécurisantes pour les
patients pédiatriques (Choi et al., 2020). Les inhibiteurs de CTLA-4, particulierement a
des doses élevées, sont souvent associés a des événements indésirables plus graves,
tandis que les inhibiteurs de PD-1/PD-L1 ont tendance a entrainer des toxicités plus

légeres, avec la fatigue étant I'effet secondaire le plus rapporté (Spiers et al., 2019).

Les recherches actuelles explorent de nouvelles combinaisons d'ICP avec
d'autres thérapies, telles que la chimiothérapie, la radiothérapie, les agents ciblés, et
les traitements basés sur les cellules T. L’objectif est d'améliorer les résultats chez les
patients qui ne répondent pas bien a la monothérapie par ICP (Qiu et al., 2024). Le
microenvironnement tumoral est par ailleurs décrit comme un acteur crucial dans la
réponse au traitement, ce qui complexifie un peu plus I'optimisation des thérapies.
Cela ouvre le champ des possibles et pose de nouvelles problématiques de recherche.
Ainsi, la combinaison de la radiothérapie et de I'immunothérapie pourrait renforcer leur
efficacité par des mécanismes synergiques, offrant de l'espoir face aux cancers
résistants aux traitements conventionnels (Dagar et al., 2024). La thérapie
photodynamique, qui perturbe la vasculature tumorale tout en stimulant le systéme
immunitaire, est également prometteuse, bien qu'elle nécessite des
photosensibilisateurs soigneusement élaborés pour fonctionner efficacement dans le
microenvironnement tumoral, notamment sous des conditions hypoxiques

(Warszynska et al., 2023).

Le microbiote intestinal émerge alors comme un biomarqueur essentiel

influencant la réponse thérapeutique aux ICP dans les cancers solides. Des études
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récentes montrent que le microbiote peut renforcer les réponses immunitaires contre
les tumeurs en activant les cellules T et en augmentant la production de cytokines
comme I'lFN-y et I'lL-2, ce qui améliore I'efficacité des ICP. Cependant, un déséquilibre
du microbiote intestinal, appelé dysbiose, peut entrainer des résultats thérapeutiques
moins favorables. Certaines especes bactériennes, telles que les Bifidobacterium ou
encore les Akkermansia muciniphila, sont associées a des réponses plus favorables
aux ICP, tandis que d'autres entrainent davantage d’effets négatifs. La composition du
microbiote intestinal peut alors prédire le pronostic des patients dés les premieres
étapes du traitement. En modulant le microbiote, les probiotiques ont montré un
potentiel d’optimisation de ['efficacité des ICP. Cela souligne l'importance du

microbiote dans I'immunothérapie du cancer (Profir et al., 2024).

G) Mélanome et MRD

1) Acquisition d’un état dormant

Comme évoqué précédemment, les changements épigénétiques, tels que le
passage a un phénotype de type EMT (transition épithélio-mésenchymateuse),
entrainent la formation de cellules plus invasives ressemblant a des cellules souches
et deédifféerenciées. Ces cellules présentent une expression modifiée des
métalloprotéinases matricielles (MMP) et des molécules d’adhésion cellulaire, ce qui

est essentiel pour le processus métastatique (Huang et al., 2021).

Deux théories émergent concernant le role des cellules de mélanome dans le

processus d'intravasation et de formation de métastases.
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La premiére théorie suggére que les cellules de mélanome différenciées
peuvent rejoindre passivement la circulation, tandis que les cellules dédifférenciées
font I'objet d’'une intravasation active. Une fois dans le sang, ces deux types de cellules
peuvent alors collaborer pour migrer vers des environnements propices a
I'établissement de tumeurs secondaires. Les cellules différenciées bénéficient alors
des cellules dédifférenciées (Bockhorn, Jain et Munn, 2007 ; Tsuji, Ibaragi et Hu,
2009). Des clusters hétérotypiques de ces deux états cellulaires ont été identifiés et

semblent proliférer rapidement dans des niches favorables (Campbell et al., 2021).

La deuxieme théorie propose que les cellules dédifférenciées aient la capacité
de revenir a un état différencié par un commutateur phénotypique de type
mésenchymateux a épithélial (MET), ce qui favoriserait la formation de croissances
secondaires (Yao, Dai et Peng, 2011 ; Brabletz et al., 2018). Ce modéle suggere que
les métastases pourraient davantage provenir d'une cellule unique que d'un cluster

cellulaire (Vandyck et al., 2021).

Il est probable que ces deux théories soient interconnectées (Rowling et al.,

2020).

Parmi les cellules de mélanome dédifférenciées, un sous-ensemble présente
des caractéristiques assimilables aux cellules souches de la créte neurale, notamment
leur capacité a demeurer inactives pendant de longues périodes (Rambow, Marine et
Goding, 2019). Parmi ces cellules, certaines sont méme capable de retourner a un état

quiescent, ce qui leur permettrait de perdurer dans I'organisme en restant dormantes
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dans la niche intravasculaire, et pourrait alors expliquer les cas métastatiques lents,

voire méme les rechutes de la pathologie (Li et al., 2020).

Cet état de dormance peut étre acquis via divers mécanismes. D’'une part, ces
cellules peuvent exprimer des génes suppresseurs de tumeurs, a l'origine d’une
dormance cellulaire (Sosa, Bragado et Aguirre-Ghiso, 2014 ; Triana-Martinez, Loza et
Dominguez, 2020). D’autre part, la dormance peut étre consécutive a une réaction

immunitaire, par induction de cytostase par exemple (Senft et Ronai, 2016).

Les cellules endothéliales de mélanome peuvent également former des réseaux
pseudo-vasculaires afin d’améliorer I'afflux sanguin vers les tumeurs, et faciliter la
dissémination des cellules cancéreuses : on parle de mimétisme vasculogénique. Ce
phénomeéne favorise la mise en place d’'une niche vasculaire dormante (Fernandez-

Cortés, Delgado-Bellido et Oliver, 2019).

L’état de dormance de ces cellules de mélanome est réversible ; elles peuvent

alors rejoindre des niches métastatiques en se différenciant vers un profil

mésenchymateux (Giancotti, 2013).

2) Détection de la MRD dans le mélanome

Si le suivi de la MRD est bien établi dans les cancers hématologiques, il reste a

développer pour les tumeurs solides telles que le mélanome.
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Les biopsies répétées pour évaluer la MRD dans ces cas ne sont pas pratiques
en raison de leur caractére invasif, de I'hétérogénéité intra-tumorale et des difficultés
liées aux métastases distantes. En revanche, le suivi de la MRD basé sur le sang offre
des perspectives prometteuses. En effet, les biomarqueurs tumoraux, tels que les
cellules tumorales circulantes (CTC) et les acides nucléiques libres dans le sang
(comme I’ADN libre circulant et les microARN), pourraient permettre de surveiller a la
fois les cancers a un stade précoce et avancé. Le suivi de la MRD par des méthodes
sanguines peut contribuer a évaluer [l'efficacité thérapeutique et a détecter
précocement les rechutes, offrant ainsi aux cliniciens des informations sur
I'hétérogénéité intratumorale et I'évolution tumorale. Cela devient d'autant plus crucial
avec l'approbation récente de plusieurs thérapies ciblées et d'immunothérapies pour

le mélanome, qui impliquent souvent des traitements combinés.

Actuellement, le systéeme de classification du stade du American Joint
Committee on Cancer (AJCC), qui utilise la biopsie du ganglion sentinelle pour évaluer
les métastases, montre des limites en raison de la variabilité pronostique et des taux
de récidive élevés chez les patients ayant déja métastasé (Morton et al., 2014). De
plus, bien qu'il n'existe pas de biomarqueurs sanguins spécifiques pour le mélanome
a un stade précoce, la lactate déshydrogénase (LDH) sérique est actuellement le seul
biomarqueur approuvé pour le pronostic des mélanomes de stade IV. En intégrant le
suivi de la MRD dans la pratique clinique, il serait possible d'améliorer significativement
les résultats des patients en facilitant la détection précoce des récidives et en

permettant une gestion proactive de la maladie (Lin et al., 2024).
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La biopsie du ganglion sentinelle (SLN) est essentielle pour la stadification du
meélanome cutané et permet d’évaluer le degré de métastase. Bien qu’elle soit la norme
pour prédire la récidive et la survie des patients, cette procédure invasive ne prend
pas en compte les cellules tumorales isolées (ITC) ou les petits groupes de cellules
(<2 mm), bien que leur détection ait été associée a un pronostic défavorable. Les ITC,
souvent dormantes, peuvent se réactiver des années aprés, contribuant a la
dissémination du mélanome et aux métastases, méme en l'absence de cellules
tumorales détectables lors du diagnostic. Environ 13 % des patients ayant une biopsie
SLN négative développent des métastases a distance, soulignant I'importance d'un
suivi rigoureux pour surveiller ces cellules résiduelles. Une détection plus sensible de
la MRD pourrait donc améliorer la gestion des patients et prévenir le développement

d'un mélanome métastatique (Faries et al., 2017).

a. Cellules Tumorales Circulantes (CTC)

L’analyse moléculaire du sang permet d’étudier et d’identifier la MRD de
maniére peu invasive. La détection de biomarqueurs exploitables cliniquement et
'étude de la latence du mélanome durant le suivi sans maladie permettraient des
interventions précoces pour un traitement curatif. Les biomarqueurs sanguins les plus
étudiés dans le mélanome impliquent les CTC et les acides nucléiques libres dans le
sang (cfNA). Les CTC, représentant le génome intact de la tumeur, sont souvent
responsables de la récidive métastatique. Leur détection peut révéler la MRD dans le
sang des patients atteints de mélanome. Les approches d’analyse des CTC incluent
des méthodes indirectes, comme la PCR quantitative (QRT-PCR) de cellules isolées,

et des méthodes sans anticorps, telles que I'enrichissement par microfluidique. Ces
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dernieres ont permis de détecter la MRD chez des patients traités par immunothérapie
avec des biomarqueurs mRNA et ADN. Bien que I'énumération des CTC et leur
caractérisation phénotypique fournissent des informations pronostiques utiles, leur
standardisation et I'hétérogenéité des CTC demeurent des défis majeurs. La
surveillance des CTC par profilage moléculaire permettrait une détection précoce de

la récidive et informerait les régimes thérapeutiques (Lin et al., 2024).

b. ADN libre circulant (cfDNA)

L’ADN libre circulant (cfDNA) contenant des biomarqueurs tumoraux est plus
facile a isoler du sang que les CTC. Ce cfDNA se compose généralement d’ADN
fragmenté (environ 150 pb) dérivant a la fois de cellules normales et tumorales (Lee et
al., 2017). Des mutations d’ADN et des modifications épigénétiques, comme la
méthylation de 'ADN, ont été étudiées en mélanome et peuvent compléter la détection
des CTC pour identifier la MRD (Mori et al., 2005). La détection de biomarqueurs
uniques tels que les mutations BRAF ou NRAS a montré son utilité pour prédire la
réponse a 'immunothérapie (Lee et al., 2017). Cependant, tout comme les tests CTC,
ceux de cfDNA doivent améliorer leur sensibilité pour détecter les biomarqueurs chez
les patients atteints de mélanome a un stade précoce, ou I'hétérogénéité tumorale est
élevée. L'utilisation de tests multigenes a haute sensibilité et la surveillance fréquente
des biomarqueurs cfDNA pourraient permettre une détection précoce des récidives.
Pour que le cfDNA soit un outil utile dans la surveillance de la MRD, il est crucial
d’augmenter la sensibilité des tests et d'implémenter une analyse sérielle, en
particulier étant donné que 90 % des métastases surviennent dans les cing premieres

années suivant le diagnostic (Lin et al., 2024).
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CHAPITRE 3 — Approches omiques dans I’étude des cancers

I) Les approches multi-omiques : vers une exploration holistique des

cancers et une connaissance approfondie de la maladie résiduelle

minimale

L’'oncogenése résulte souvent de I'interaction de multiples voies moléculaires,
ou les génes s’inscrivent dans des réseaux complexes dont la dynamique dépend de
facteurs environnementaux (Boyle et al., 2017). Grace aux technologies omiques, il
est possible de modéliser ces interactions aussi bien au niveau des génes, de 'ARN

ou des protéines.

L’'objectif de ces méthodes réside également dans [lidentification de
caractéristiques biologiques de sous-populations de patients. Ces approches
permettent de concevoir des modeéles prédictifs pertinents, en vue de mieux
comprendre la physiopathologie du cancer et d’élaborer de nouvelles thérapies (Heo

et al., 2021).

Dans le contexte de la MRD, ou l'objectif est de détecter et de quantifier les

cellules tumorales restantes apres le traitement, ces technologies sont d’une

importance cruciale :

D’une part, les approches multi-omiques permettent la détection des altérations

biologiques avec une grande précision. Cette sensibilité accrue représente un
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avantage majeur dans I'étude de la maladie résiduelle, puisqu’elle permet sa détection

plus précoce et donc la planification personnalisée de la thérapie proposée au patient.

D’autre part, il est désormais possible de caractériser la diversité tumorale due
a la présence de cellules tumorales hétérogenes aux propriétés biologiques diverses.
Par l'identification de sous-populations résistantes aux traitements, il est possible

d’optimiser les thérapies ciblées au cours de la MRD.

L’'intérét majeur des approches multi-omiques réside cependant dans
l'identification de signatures moléculaires spécifiques. Appliquées a la maladie
résiduelle, elles peuvent favoriser son diagnostic, prédire la progression tumorale et
participer au choix de la stratégie thérapeutique. Plus encore, I'évolution au fil du temps
des profils omiques pourrait définir la réponse au traitement et permettre la détection

plus rapide de la rechute.

Enfin, par l'identification de nouvelles cibles thérapeutiques spécifiques a la
dormance tumorale, le développement de nouvelles thérapies ciblées ouvre la voie a

de nouvelles stratégies innovantes.

En résumé, les technologies multi-omiques offrent un apercu holistique pour
explorer le génome, I'épigénome, le transcriptome et le protéome dans un contexte de
cancer (Chakraborty et al., 2024) (Figure 16). Elles sont alors cruciales pour mieux

appréhender la MRD.
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Figure 16 : Apport des approches multi-omiques dans I'étude de la MRD.
(adapté de Aguirre-Ghiso, 2007) En permettant une détection des altérations biologiques avec
une grande précision, les approches multi-omiques permettent de caractériser la diversité
tumorale et d’identifier des signatures moléculaires spécifiques. Elles favorisent I'élaboration

de nouvelles thérapies ciblées.

) Génomique

A) Importance de la génomique dans les cancers

La complexité du cancer réside notamment dans l'apparition d’altérations
génetiques. Les mutations somatiques, comprenant notamment les altérations du

nombre de copies de genes et les variants structuraux, jouent un réle crucial dans le
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développement du cancer et sa progression (Stratton et al., 2009). De nombreuses
études ont aujourd’hui identifié plusieurs génes suppresseurs de tumeurs ainsi que
des oncogénes impliqués dans divers types de cancer. Des mutations spécifiques et
récurrentes de ces acteurs sont désormais prises en compte dans I'adaptation de la
stratégie thérapeutique afin de définir la sensibilité aux thérapies, le pronostic ainsi que

la détection de la MRD (Garraway et Landers, 2013).

Dans le processus cancéreux, les mutations somatiques sont le résultat de
divers processus comprenant l'instabilité de la réplication de I'ADN ainsi que les
expositions a des agents mutagénes. L’identification de signatures mutationnelles
propres a des cancers spécifiques permet de mieux caractériser I'étiologie des

pathologies (Alexandrov et al., 2013).

De plus, I'analyse du séquencage du génome entier a mis en évidence un
mécanisme d’instabilité génomique appelé chromothripsis, ou un ou plusieurs
chromosomes subissent un réarrangement structural impliquant l'apparition de
mutations et des défauts de réparation de 'ADN. Un remaniement chromosomique
peut alors induire la formation de génes de fusion, la dérégulation des génes
suppresseurs de tumeurs et I'amplification des oncogénes. Le chromothripsis est
décrit dans divers génomes cancéreux, dont le mélanome et la leucémie myéloide

aigué (Kloosterman et al., 2014 ; Nazaryan-Petersen et al., 2020).
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B) Approches génomiques

La génomique analyse la séquence génomique et ses variations, notamment
les variations du nombre de copies (CNV), les insertions et délétions (INDEL) et les
variantes nucléotidiques uniques (SNV), qui sont étroitement liées au cancer (Stratton
et al., 2009). Les avancées technologiques de criblage du génome, telles que le
séquencage du génome entier (WGS) (Figure 17) et le séquengage de I'exome entier
(WES), ont permis d'identifier ces variations avec une précision accrue. Le WGS
permet une analyse compléte de I'ADN, y compris des mutations présentes dans les
régions non codantes. En revanche, le WES se concentre sur les régions codantes,
représentant environ 1-2 % du génome, et est particulierement utile pour détecter les
mutations dans les génes associés au cancer, qui peuvent avoir des implications

cliniques significatives, comme le développement de thérapies ciblées.

Le génotypage est principalement réaliseé a l'aide de technologies de
séquencage de nouvelle génération (NGS), qui permettent d'identifier les variations
geéneétiques a I'échelle du génome. Ce processus comprend une étape de capture de
séquences suivie de l'alignement des données sur un génome de référence, ce qui

permet d'effectuer des analyses détaillées des variations (Roy et al., 2018).

Les plateformes de NGS, telles que les séquenceurs lllumina, Roche 454 et lon
Torrent, présentent des caractéristiques spécifiques qui les rendent adaptées a divers
types d’analyses. Par exemple, le séquenceur lllumina, réputé pour sa précision et son

cout abordable, est largement utilisé pour des études de mutations dans des génes
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clés comme BRAF et NRAS, fréquemment impliqués dans des cancers tels que le

mélanome (Shuikan et al., 2019).

Un aspect crucial des approches génomiques est leur capacité a exposer
I'hétérogénéité tumorale. Les tumeurs contiennent souvent des sous-clones cellulaires
avec des profils génétiques distincts, ce qui peut influencer la progression de la
maladie et la réponse aux traitements. Cette diversité rend la gestion des cancers
particulierement complexe, car des sous-clones résistants peuvent émerger au sein
de la tumeur, échappant aux thérapies ciblées et compromettant l'efficacité du

traitement.

Le séquencage ciblé représente également une stratégie importante pour
explorer les génes d’intérét, permettant d’identifier des variations génétiques
associées a des sous-types spécifiques de cancer. Cette méthode est essentielle pour
orienter les choix thérapeutiques, en adaptant les traitements aux caractéristiques

geéneétiques individuelles des patients.

Enfin, le séquencage de I'ADN contribue a la détection des anomalies
chromosomiques, telles que les translocations et les duplications, qui sont cruciales
dans la pathogenése de nombreux cancers. Par exemple, dans le cas des LAM, la
translocation t(8;21) constitue un marqueur diagnostique clé, influengant non
seulement le pronostic mais également les décisions thérapeutiques (Dohner et al.,

2017).
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Les approches génomiques, notamment le seéquengage de nouvelle génération
et le séquencage ciblé, sont essentielles pour une compréhension approfondie des
cancers. Elles permettent d'identifier des mutations spécifiques et des anomalies

chromosomiques, tout en offrant une perspective sur I'hnétérogénéité tumorale et

I’évolution clonale.
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Figure 17 : Whole Genome Sequencing (WGS).
Les données de WGS permettent I'identification d’altérations génomiques, ce qui permet une

meilleure compréhension de la pathologie et I'identification de cibles thérapeutiques (Zhao et
al., 2019).
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Il) Epigénétique

A) Importance de I’épigénétique dans les cancers

Les cancers résultent entre autres de perturbations génétiques et épigénétiques
affectant la régulation de I'expression de génes. L’épigénétique se caractérise par les
changements stables dans I'expression génique qui ne sont pas dus a des altérations
de la séquence d’ADN (Berger et al., 2009). Parmi ces changements épigénétiques,
on retrouve la méthylation de I'’'ADN, les modifications des histones, les ARN non
codants et le remodelage de la chromatine. Ces altérations peuvent mener a une
transcription anormale des génes impliqués dans la régulation de la prolifération

cellulaire, contribuant alors au développement et a la progression tumorale.

Dans les cancers, les modifications épigénétiques peuvent entrainer un
dysfonctionnement des éléments régulateurs de I'expression génique. Cette
dérégulation de la transcription des génes est souvent associée a I'activation
d’oncogénes ou a la désactivation des genes suppresseurs de tumeurs (Cao et
Shilatifard, 2019). De plus, des modifications épigénétiques telles que la méthylation
de 'ADN, le remodelage de la chromatine et les modifications des histones peuvent
jouer un réle crucial dans le développement du cancer en modifiant la structure de
'ADN et en régulant l'accessibilité des génes (Baylin et Jones, 2011). Si
I'hyperméthylation des promoteurs de génes suppresseurs de tumeurs favorise la
prolifération cellulaire incontrdlée, '’hypométhylation globale du génome participe a

I'instabilité génomique et a I'activation inappropriée de proto-oncogénes.
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Cependant, les changements épigénétiques associés aux cancers peuvent étre
réversibles. En ce sens, l'inhibiteur EPZ5676 (Pinometostat) de I'histone H3K79
méthyltransférase de type DOT1 (Disruptor of telomeric silencing 1-like, DOT1L) est
actuellement en phase d’'essais clinique et a été validé par la FDA pour le traitement

de plusieurs formes de leucémie (Cao et al., 2021).

Ainsi, 'usage de médicaments ciblant les enzymes impliquées dans les

processus épigénétiques contribuant a la progression tumorale ouvre la voie a de

nouvelles stratégies thérapeutiques plus efficaces pour traiter ces pathologies.

B) Les modifications des histones, actrices phares de la réqulation de

I’expression génique

Les histones sont des composants essentiels de la chromatine, formant des
structures semblables a des bobines autour desquelles 'ADN s’enroule (Luger et al.,
1997). Dans les organismes eucaryotes, les histones se présentent sous la forme
d’octaméres composés de deux copies de quatre histones : H2A, H2B, H3 et H4.
Chaque octamére est associé a 147 paires de bases d’ADN pour former un
nucléosome, unité fondamentale de la chromatine (Kornberg et Lorch, 1999) (Figure

18).
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Figure 18 : Structure chromatinienne (Fullgrabe et al., 2011).
Le nucléosome, unité de base de la chromatine, est composé d’'un octamére d’histones (H2A,
H2B, H3, H4), autour duquel 'ADN est enroulé. Prés du nucléosome, I'histone H1 se lie a

I’ADN pour stabiliser la fibre chromatinienne.

Le remodelage de la chromatine comprend un ensemble de modifications des
histones, dont la phosphorylation, I'acétylation, l'ubiquitination et la méthylation
(Jenuwein, 2001). Elles peuvent réguler finement I'état transcriptionnel grace a des
complexes protéiques associés a la chromatine. Certains résidus spécifiques des
histones jouent un rdle critique dans le maintien de l'intégrité du génome et la
régulation de I'expression des génes. En particulier, I'équilibre de la méthylation des

histones est essentiel pour ces processus (Chi et al., 2010).

Ce sont les régions N-terminales des histones nucléaires (en particulier H3 et
H4) qui sont riches en sites de modifications post-traductionnelles dont la méthylation
(Jenuwein, 2001), la phosphorylation (Peterson et Laniel, 2004), l'ubiquitination
(Shilatifard, 2006), I'acétylation (Wade et al., 1997), la sumoylation (Shilo et Eisenman,
2003) et 'ADP-ribosylation (Messner et Hottiger, 2011). Deux mécanismes distincts
sont suggeérés pour décrire I'impact des modifications des histones sur la fonction

chromosomique. D’une part, ces modifications pourraient détériorer la charge
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électrostatique des histones en appliquant un changement structural qui affecte leur
liasison a I'ADN. D’autre part, elles peuvent s’associer a des modules de
reconnaissances de protéines tels que les chromodomaines ou les bromodomaines,
qui reconnaissent spécifiguement les lysines méthylées ou acétylées (Fullgrabe et al.,

2011).

Chaque modification post-traductionnelle d’histone est associée a I'ajout de
marque spécifique apposée par une enzyme dédiée: il s’agit des histones
meéthyltransférases, acétyltransférases, désacétylases et déméthylases (Allis et al.,
2007 ; Fullgrabe et al., 2010). Les enzymes qui modifient les histones sont souvent
dérégulées dans les cancers, indiquant leur réle potentiel et spécifique dans le

développement tumoral (Ozdag et al., 20006).

Les méthylations des lysines des histones activent ou répriment la transcription
selon leur position ainsi que leur degré de méthylation. Ainsi, les méthylations H3K4,
H3K36 et H3K79 sont généralement associées a une activation de la transcription,
tandis que les méthylations H3K9, H3K27 et H4K20 jouent plutdt sur la répression de

la transcription (Black et al., 2012).

1) H3K4me3

La méthylation des résidus de lysine des histones, comme H3K4mef1,

H3K4me2 et H3K4me3 impactent differemment la transcription des génes.
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Les mutations des enzymes responsables de la méthylation et la déméthylation
de H3K4 sont associées a un risque accru de cancer. Par exemple, les translocations
chromosomiques impliquant le géene MLL1 (aussi appelé KMT2A, lysine
methyltransferase 2A) sont fréquemment observées dans diverses hémopathies
malignes (leucémie lymphoblastique, leucémie aigué myéloide) et entrainent une
méthylation aberrante de H3K4. Cela a pour conséquence une activation inappropriée
des genes associées a la croissance tumorale (Tenney et al., 2005). De méme, des
mutations dans les déméthylases de H3K4, telles que les protéines de la famille
JARID1 (jumoniji, AT rich interactive domain 1), sont associées a la survenue de
différents cancers dont la leucémie et le cancer du sein (de Rooij et al., 2013 ; Yamane
et al., 2007). Ces découvertes soulignent le rdle crucial de la régulation de la

méthylation de H3K4 dans la progression tumorale.

2) H3K9me3

La meéthylation de H3K9 est une modification épigénétique couramment
associée a linhibition de la transcription et a la formation de la structure

d’hétérochromatine (Barski et al., 2007).

Les méthylations H3K9 sont souvent liées au cancer (Kramer, 2016). En effet,
G9a, autrement appelée EHMT2 (euchromatic histone-lysine N-methyltransferase 2),
est une enzyme responsable de la méthylation de la lysine 9 de I'histone H3 (H3K9).
La surexpression de G9a induit une méthylation exacerbée de H3K9 sur les genes
suppresseurs de tumeurs, ce qui réprime leur expression. Ce phénoméne est décrit

dans le cancer du sein et le cancer de I'ovaire (Wozniak et al., 2007 ; Gao et al., 2013).
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Dans le cancer du sein, une diminution du niveau de H3K9me3 est associée a la
surexpression de nombreux ICP dont PD-1, CTLA-4, TIM-3 (hepatitis A virus cellular
receptor 2) et LAG-3 (Sasidharan et al., 2018). Le méme constat est observé dans les
leucémies myéloides concernant la méthylation H3K9me3 (Monaghan et al., 2019).
Ceci suggére que les méthylations H3K9me3 pourraient étre une bonne piste

thérapeutique.

3) H3K27me3

La triméthylation de H3K27 est associée a la répression transcriptionnelle et est
régulée par I'enzyme EZH2 au sein du complexe PRC2 (Cao et al., 2002).

Des mutations spécifiques d'EZH2 peuvent augmenter les niveaux de
H3K27me3, contribuant ainsi a la pathogenése de certains lymphomes (Yap et al.,
2011). C’est pourquoi des inhibiteurs d’EZH2 ont été développés afin de réduire la
méthylation de H3K27me3 tout en réactivant les génes cibles du PRC2 (Polycomb
Repressive Complex 2) (Song et al., 2016). De plus, des protéines contenant des
domaines chromodomaine, comme CBX7 (chromobox 7), reconnaissent la H3K27me3
et sont impliquées dans la régulation de la prolifération cellulaire ainsi que dans la
différenciation et le renouvellement des cellules souches. Des composés chimiques
ciblant CBX7 (tel que MS377452) ont montré des effets inhibiteurs sur la croissance
tumorale dans le cancer de la prostate, faisant de cette méthylation une cible

thérapeutique intéressante (Ren et al., 2015).

105



C) Approches épigénétiques

L’analyse la plus courante de I'épigénome repose sur le ChlP-Seq (chromatin
immunoprecipitation followed by sequencing). Cette technologie biomoléculaire
permet I'étude de l'interaction entre les protéines et 'ADN a I'échelle génomique. Le
ChlP-seq capture soit les histones avec des modifications spécifiques, soit les
protéines se liant a ’ADN, et séquence ’'ADN du locus ou elles étaient attachées. Les
différentes modifications des histones, ainsi que leurs combinaisons, indiquent des
états variés de la chromatine, offrant ainsi un apergu du paysage régulateur d'une

identité cellulaire spécifique (Knowles et Hurst, 2015).

L'ATAC-seq (Assay for Transposase-Accessible Chromatin with
highthroughput sequencing), une méthode de séquengage de NGS pour évaluer
I'accessibilité de la chromatine a I'échelle du génome, peut étre utilisée pour estimer
I'accessibilité globale de la chromatine. Contrairement a d'autres méthodes telles que
le DNase-seq, I'ATAC-seq offre un examen plus rapide et plus sensible de
I'accessibilité de la chromatine en raison de son design biochimique unique basé sur
I'utilisation de la transposase Tn5 qui a une affinité accrue pour les régions accessibles
de 'ADN (Buenrostro et al., 2015). En plus de I'ATAC-seq, d'autres méthodes
couramment utilisées pour étudier I'épigénomique en oncologie incluent I'analyse de
la méthylation de I'ADN, souvent réalisée par séquencage au bisulfite, et I'étude des

modifications des histones.
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IV) Transcriptomique

A) Importance de la transcriptomique dans I’étude des cancers

L’analyse de I'expression génique différentielle est 'une des applications les
plus courantes du séquencage de 'ARN (RNA-Seq). Elle permet l'identification de
genes exprimés de maniére différentielle entre différentes conditions. Ceci facilite la
discrimination des mécanismes moléculaires et donc l'identification des biomarqueurs
du cancer, y compris des ARN messagers circulaires ou encore des microARN (Liu et
al., 2019). L’étude de la transcriptomique est nécessaire pour compléter et améliorer
la détection de mutations et autres altérations géniques par rapport au seul

séquencage de 'ADN (Davies et al., 2019).

L’hétérogénéité tumorale et I'évolution du cancer sont deux aspects essentiels
a la compréhension de la pathologie. En effet, la diversité des cellules cancéreuses
est présente dés leur apparition, et continue a évoluer au cours de I'oncogenése (Guo
et al., 2019). L'analyse transcriptomique permet la détection de I'ensemble des
transcrits d’'un échantillon, tandis que le séquencage de I'ARN sur cellule unique
optimise cette stratégie en fournissant une résolution a I'échelle de la cellule
individuelle. Cela permet de documenter la diversité cellulaire intra tumorale (Suva et
Tirosh, 2019). Cette technique a notamment fait ses preuves pour I'étude du
meélanome (Tirosh et al., 2016). Certaines technologies plus émergentes, dont le
séquencgage transcriptomique spatial et le séquengage de ’ARN single-nuclei, offrent

une analyse encore plus poussée, en informant sur la localisation spatiale des cellules
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cancéreuses a I'échelle tissulaire et en permettant la détection de tous types cellulaires

au sein d’un tissu donné (Stahl et al., 2016 ; Selewa et al., 2020).

La résistance aux traitements est I'une des principales causes d’échec
thérapeutique, et ses mécanismes sous-jacents sont encore mal compris (Lim et al.,
2019). Dans ce contexte, I'étude du transcriptome s’avére cruciale puisqu’elle permet
notamment de mieux appréhender la maladie résiduelle minimale. En ce sens, cette
meéthodologie a révélé que les cellules cancéreuses en sortie de dormance produisent
le facteur de transcription BORIS (Brother of the regulator of imprinted sites) en
quantité élevée, ce qui induit la régulation de I'expression de génes de survie dans des
cellules neuroblastiques réfractaires au traitement (Debruyne et al., 2019). De plus,
I'étude transcriptomique permet I'étude plus spécifique de sous populations cellulaires
a travers I'hétérogénéité intra tumorale afin de mieux appréhender la résistance aux

traitements (Sharma et al., 2018).

Grace aux études transcriptomiques, il est également possible de profiler de
facon plus exhaustive les acteurs impliqués dans le microenvironnement tumoral en
identifiant leurs interactions et les voies de signalisation. Le séquengage de 'ARN a
cellule unique a permis la mise en évidence dans le mélanome du role du facteur de
transcription NFATCA (nuclear factor of activated T cells 1) dans I'épuisement des LT
a pu étre identifié (Tirosh et al., 2016). Concernant la leucémie myéloide aigué, le role
des ARN non codants et des génes de fusion ont été décrits par séquencage de 'ARN,
ainsi que divers génes immunomodulateurs de la fonction des LT (van Galen et al.,

2019 ; Ren et al., 2020).
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B) Approches transcriptomiques

L’analyse de la quantitt d’ARN a travers une étude transcriptomique est
essentielle pour évaluer I'expression génique, notamment grace au séquengage de
PARN (RNA-seq), qui permet de quantifier 'expression des genes a I'échelle du

transcriptome.

Une avancée significative est le séquengage sur cellule unique (scRNA-seq),
qui offre une résolution inégalée en analysant les transcriptomes de cellules
individuelles au sein d’'un échantillon. Cette méthode innovante surmonte les limites
des techniques de séquencage traditionnelles, qui, en se basant sur des moyennes
de données provenant de plusieurs cellules, entrainent souvent une perte
d’'informations cruciales sur les profils d’expression génique uniques. Le scRNA-seq
favorise une caractérisation approfondie de I'hétérogénéité tumorale en mettant en
lumiere les variations transcriptomiques au sein de populations cellulaires

hétérogénes.

Cela permet de révéler la diversité et la complexité des réponses cellulaires au
sein d'un méme type cellulaire ou d'un tissu. Les applications de cette technologie sont
vastes et incluent I'étude des mécanismes de différenciation cellulaire ainsi que
l'identification de sous-populations cellulaires spécifiques dans des contextes

pathologiques tels que le cancer (Lee et al., 2021). (Figure 19)
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Figure 19 : Applications de la technologie RNA-seq dans [I’analyse de
’expression génique des biomarqueurs cancéreux.
(A) Le RNA-seq permet l'identification de biomarqueurs potentiels mis en évidence par
différentiel d’expression (log(fold change)). (B) La diversité des mécanismes de résistance aux
traitements peut étre élucidée par le RNA-seq pour caractériser des sous-populations du tissu
tumoral. (C) L’enrichissement des génes exprimés informe sur les voies de signalisations

immunitaires. (Hong et al., 2020)

V) Protéomique

A) Apport de la protéomique dans [|’appréhension des processus

oncogéniqgues

L’étude protéomique est essentielle pour analyser les altérations associées au
cancer, car le protéome - 'ensemble des protéines exprimées a un moment donné et
dans des conditions spécifiques - refléte de maniére plus directe le phénotype
cellulaire que les approches génomiques ou transcriptomiques. En effet, I'expression
génique n'est pas toujours corrélée a I'expression protéique, ce qui souligne

'importance d’une analyse protéomique approfondie.
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Les biomarqueurs protéiques du cancer incluent des protéines surexprimées,
des protéines mutées, ainsi que des protéines présentant des modifications post-
traductionnelles spécifiques aux tumeurs. Parmi ces biomarqueurs, on retrouve des
antigenes, des hormones et des enzymes, mais aussi des modifications de
glycosylation, caractéristiques des cellules cancéreuses. Par exemple, les glycanes,
qui sont des polymeres de monosaccharides, peuvent se conjuguer a des protéines
pour former des glycoprotéines dont I'expression différe dans le cadre des processus

oncogéniques.

Dans le domaine thérapeutique, le profilage immunitaire a [l'aide de
biomarqueurs ARN/protéines permet de définir le pronostic des patients et d’identifier
les traitements les plus compatibles avec leurs caractéristiques tumorales (Sarhadi et
al., 2022). Ainsi, la protéomique ouvre la voie a des approches personnalisées en

oncologie.

B) Approches protéomiques

Les techniques couramment utilisées pour étudier les protéines dans les tissus
tumoraux incluent 'immunohistochimie (IHC), qui permet une analyse directe des
échantillons, ainsi que I'ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) pour la
détection de biomarqueurs dans les fluides corporels. Toutefois, les récents progrés
en spectrométrie de masse ont considérablement amélioré notre capacité a détecter

et quantifier un grand nombre de protéines avec une grande précision (Lai et al., 2018).
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Parmi ces avancées, la chromatographie en phase liquide couplée a la
spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS) se distingue en permettant d’obtenir
des données protéomiques a haut deébit a partir d’échantillons pour lesquels les
informations sur le transcriptome et les altérations du nombre de copies ont déja été
collectées. Cette technologie permet non seulement d’identifier les protéines
présentes, mais également d'explorer leurs modifications post-traductionnelles, qui

jouent un réle crucial dans la régulation de leur fonction (Sinha et al., 2020).

En oncologie, la protéomique permet de distinguer les schémas d’expression
geénique et protéique entre cellules normales et cancéreuses, mettant ainsi en lumiére
les mécanismes moléculaires intrinséques aux processus oncogeéniques. De plus, la
protéomique s’intégre souvent dans des études multi-omiques, qui combinent
différentes techniques pour dresser un portrait moléculaire holistique des tumeurs. Le
Clinical Proteomic Tumor Analysis Consortium (CPTAC), par exemple, illustre cette
approche intégrative, mettant a profit des techniques protéomiques pour enrichir la

recherche oncologique.
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PROBLEMATIQUE ET OBJECTIFS DE THESE
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PROBLEMATIQUE ET OBJECTIFS DE THESE

La maladie résiduelle minimale (MRD) est documentée a la fois dans des
tumeurs solides et des hémopathies malignes (Aguirre-Ghiso, 2007 ; Aguirre-Ghiso,
2021). Cette persistance de cellules tumorales malgré le traitement initial peut avoir
un impact significatif sur le devenir des patients, en influengant la réponse aux
traitements et le pronostic. L’hétérogénéité tumorale intra- et inter patients est souvent
associée a la présence de mutations génétiques qui peuvent influencer leurs réponses
aux différentes stratégies thérapeutiques. Cependant, l'effet spécifique de ces

mutations sur la dormance tumorale et la MRD reste encore largement incompris.

Les études sur la MRD sont souvent limitées par le manque de modéles
expérimentaux adéquats pour étudier ce phénoméne (Min HY et al., 2023), et ne
permettent pas la compréhension des mécanismes immunitaires impliqués dans la
dormance des cellules tumorales. Méme si certaines recherches ont identifié des
signatures spécifiques des cellules dormantes ou résiduelles, ces données sont
souvent restreintes au séquencgage de I'ADN et/ou de I'ARN, ne prenant pas en compte
l'interaction entre le processus de MRD et le systéme immunitaire (Farge et al., 2017

; Patton et al., 2021 ; Rambow et al., 2018).

Mon projet de thése vise a explorer les caractéristiques génétiques et non
geéneétiques des cellules tumorales dormantes en utilisant une approche multi-omique.
En combinant des méthodes de séquencage de I'ADN et de I'ARN avec des analyses
fonctionnelles, l'objectif est d’examiner les mécanismes régissant la dormance

tumorale et la MRD.
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Ce travail repose sur l'utilisation combinée de nombreuses données, et
l'utilisation de technologies disponibles au sein du laboratoire et en collaboration. Le
cceur du projet consiste a traiter et analyser une grande quantité de données de
natures variées, incluant des données transcriptomiques, protéiques, d'exome, de
CGH (hybridation génomique comparative), épigénétiques et des data provenant de
banques de données chez 'hnomme. Face a 'abondance de données générées, et en
'absence de technologies spatiales dans notre laboratoire, nous avons orienté notre
étude vers une analyse multi-omique en maximisant I'exploitation des données en
notre possession. Grace a nos modeles murins syngéniques de MRD qui n’excluent
pas le role du systéme immunitaire, et par comparaison avec les banques de données
chez 'homme, I'objectif est de décrypter au mieux les mécanismes génétiques et non

geéneétiques sous-jacents a la MRD.
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METHODOLOGIE

Modéles murins syngéniques de MRD
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Figure 20 : Schéma méthodologique synthétique de la démarche expérimentale.
Le panel du haut (jaune) décrit I'élaboration des deux modéles cellulaires par immunothérapie
a différents stades de dormance. Le panel du bas (bleu) récapitule la démarche multi-omique
adoptée afin de décrire les mécanismes génétiques et non génétiques soulignant la MRD dans
nos modeles d’étude. Cela comprend I'analyse de la variabilité du nombre de copies de génes,
les marques d’histones, les mutations somatiques, I'expression génique transcriptomique,

I'expression proteique. Les résultats sont comparés avec les data publiées dans des cohortes

de patients.
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Utilisation de modeéles murins syngéniques de leucémie myéloide et de

mélanome

Pour réaliser ces travaux, nous avons utilisé deux modeles cellulaires congus

par le laboratoire (Figure 20).

Les lignées cellulaires de leucémie myéloide murine incluent la lignée DA1-3b
et la lignée de dormance DA1-3b D365. La lignée DA1-3b parentale a été créée a partir
de la lignée murine de leucémie myéloide DA1 par transfection stable avec le géne de
fusion humain BCR-ABL (chromosome de Philadelphie, Breakpoint Cluster Region-
Abelson), géne responsable de la leucémie myéloide chronique. Ce modéle murin
syngénique de leucémie est indépendant de I'lL-3 et récapitule le tableau clinique de
la leucémie myéloide aigué humaine (Vereecque, 1999). Les cellules de mélanomes
incluent la lignée parentale B16-F1GFP-M, ainsi que les lignées de dormance B16-

F1GFP-DB#1, B16-F1GFP-DB#2 et B16-F1GFP-DB#3 (Touil et al., 2016).

Dans les deux modeles, les cellules de dormance proviennent donc de modéles
murins syngéniques de MRD induite par vaccination cellulaire, a différents stades de
dormance (Jour 60 et Jour 365 pour le modeéle leucémique, et Jour 365 ainsi que la
"2éme génération au site cérébral" pour le modéle de mélanome). Cette étape
comprend I'implication de I'lL-12 et du GM-CSF (colony stimulating factor 2) pour la
leucémie et le mélanome, respectivement. Aprés isolation, elles ont été amplifiées in

vitro et stockées dans de I'azote liquide pour des analyses ultérieures.

Ces lignées cellulaires sont cultivées en conditions stériles a une densité de 0,5

million de cellules par ml dans des flasques de 75 cm? en milieu DMEM (Dulbecco’s
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Modified Eagle Medium, 1X) avec GlutaMAX 1X (D-Glucose, pyruvate, Gibco),
supplémenté de sérum de veau foetal décomplémenté (10%, Sigma-Aldrich), d’acides
aminés non essentiels (1%, MEM NEAA 100X, Gibco) et de pénicilline/streptomycine
(1%, Gibco). Les flasques sont maintenues dans un incubateur a 37°C avec 5% de
CO2 en atmosphéere humide, et le milieu est renouvelé toutes les 48-72 heures. Le
nombre de cellules est déterminé par comptage sur cellule de Kova, leur viabilité étant

évaluée par dilution avec du bleu Trypan (Gibco).

Analyse par hybridation génomigue comparative sur puce

L'extraction d'ADN a été réalisée a partir d'échantillons congelés selon les
recommandations du fabricant (QIAmp DNA Mini Kit, Qiagen). La quantité et la qualité
de I'ADN extrait ont été évaluées sur une plateforme NanoDrop (Thermo Fisher

Scientific) et par électrophorése sur gel.

L'analyse CGH sur puce a été effectuée en utilisant des puces pangénomiques
d'oligonucléotides de 60-mer (version de design 027411_D F_ 20150623, Mouse
Genome 180K CGH array, Agilent Technologies). Les puces ont été scannées sur un
scanner Agilent G2505B, et les images ont été quantifiees a 'aide du logiciel Agilent

Feature Extraction (v10.7.3.1) avec le génome de souris mm9 (mm9 : NCBI37).

Les données de I'analyse sur puce sont accessibles publiquement via le numéro
d'accession de la série Gene Expression Omnibus (GEO) GSE250172. Les variations
du nombre de copies (CNV) ont été identifiees en utilisant I'algorithme de détection
des aberrations 2 (ADM2). Une CNV a été qualifiee de gain ou de perte selon la

distribution du ratio log2 dans le logiciel Genomic Workbench (v5.0.14).
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Analyse du séquencage whole-exome

L'extraction d'ADN a été réalisée comme décrit dans la section précédente. La
préparation de la bibliothéque a été réalisée en utilisant le systéme d'enrichissement
de cibles SureSelect (Agilent Technologies, USA), avec 1 uyg d’ADN génomique
fragmenté. La bibliothéque a été purifiee et sélectionnée en taille a I'aide des billes
AMPure XP (Beckman Coulter Life Sciences, USA). Aprés ligature des codes-barres
lon Xpress et des adaptateurs P1, les bibliothéques ont été amplifiées. Les fragments
d’ADN amplifiés ont été hybridés a des sondes d’ARN biotinylés et capturés a l'aide
de billes magnétiques recouvertes de streptavidine. L’évaluation de la qualité des
fragments de bibliothéque capturés a été effectuée sur un Bioanalyzer 2100 (Agilent

Technologies, USA).

Nous avons préparé les modéles en utilisant la chimie lon PI™ Hi-Q™ (Life
Technologies, USA), avec 50 pM de chaque bibliothéque chargée sur un instrument
lon Chef™ (Life Technologies, USA) pour I'enrichissement des matrices. L’efficacité
du templating des spheres lon a été évaluée en utilisant un fluorométre Qubit™ 2.0
(Thermo Fisher Scientific, USA). Les bibliothéques préparées ont été chargées sur des
puces Proton Pl v3 (deux échantillons/puce) et séquencées sur un lon Proton en
utilisant la chimie de séquengage PI™ Hi-Q™ 200 (Life Technologies, USA) avec une
longueur de lecture de 260 pb et 520 cycles de flux. Le logiciel de pipeline spécifique
a la plateforme lon Torrent (Torrent Suite v4.0) a été utilisé pour séparer les lectures
avec codes-barres, générer un alignement de séquence avec la référence du génome
de la souris mm10, effectuer une analyse de couverture des régions cibles, et filtrer et

supprimer les lectures de mauvais signal.
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Les données de séquencgage de I'exome sont accessibles publiquement via
I'archive Sequence Read Archive (SRA) sous le numéro de bioproject
PRJNA1103364. Le fichier d'alignement de Torrent Suite a été transféré a lon Reporter
(lon Reporter v4.0) pour la génération du fichier de variantes en utilisant les
parameétres par défaut. Un total de 218 914 variants (insertions/délétions/SNPs) ont

été détectés dans I'ensemble des échantillons.

Analyse du séquencage ciblé

L'extraction d'ADN a été réalisée comme décrit dans la section « analyse par
hybridation génomique comparative sur puce ». Les bibliothéques AmpliSeq ont été
préparées en utilisant un kit de bibliothéque ion AmpliSeq 2.0 et un panel personnalisé
ion AmpliSeq (Life Technologies). Les technologies AmpliSeq ont été utilisées pour
concevoir une bibliothéque NGS personnalisée comprenant 190 amplicons répartis en
deux pools, couvrant tous les cibles d'intérét (30,6 kb couverts a 100%). Les cibles
d'intérét ont été sélectionnées a partir des résultats du séquengage de I'exome complet
et filtrées selon les effets des variantes sur les génes, les transcrits, les séquences
protéiques et les régions régulatrices. Ces effets ont été calculés en utilisant les outils

Ensembl VEP et SIFT (https://www.ensembl.org/info/docs/tools/vep/index.html).

Les échantillons d’ADN (10 ng) ont été utilisés comme modéle pour préparer la
bibliotheque. Le contrdle qualité de toutes les bibliotheques a été réalisé avec un
Bioanalyzer Agilent en utilisant des puces a haute sensibilité. Les dilutions des
modéles ont été calculées aprés que les concentrations des bibliotheques ont été
normalisées a environ 100 pM en utilisant un kit lon Library Equalizer Kit (Life

Technologies). Les modéles de bibliothéque ont été amplifiés de maniére clonale en
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utilisant un systeme lon OneTouch 2™ selon le protocole du fabricant. Les particules
de sphére ioniques positives récupérées ont été enrichies selon les instructions du
fabricant. Les échantillons ont été séquencés en utilisant des puces lon 318 v2 sur le
systéme lon PGM ou des puces lon 530 sur le systeme lon S5XL (Thermo Fisher

Scientific).

Les données ont été analysées avec le logiciel Torrent Suite v.5.2.2 (Thermo
Fisher Scientific) en utilisant le génome de la souris mm10. L'appel de variantes a été
effectué avec des paramétres optimisés et nous avons atteint une profondeur

moyenne de 5000 pour chaque échantillon.

Séquencage ChIP-Seq

A) Préparation des échantillons pour le séquencage

Les cellules ont été traitées avec 1% de formaldéhyde pendant 10 minutes a
température ambiante pour réticuler les protéines et ’ADN. La réaction a été stoppée
avec 125 mM de glycine pendant cing minutes. Les cellules ont été collectées et lysées
dans un tampon de lyse [HEPES/KOH 10mM pH 7.9, KCI 10mM, MgCI2 1,5mM, et
cocktail d'inhibiteurs de protéase 1x (Sigma-Aldrich)]. Aprés centrifugation a 10 000xg
pendant 10 minutes a 4°C, le surnageant contenant la chromatine a été récupéré. La
chromatine a été fragmentée par sonication a 4°C a l'aide d’un Bioruptor 300 pour
obtenir des fragments d’environ 200-400 pb, avec quinze cycles de 30 s ON/OFF au

réglage le plus éleve.
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Pour 'immunoprécipitation, 100 yL du surnageant de chromatine ont été incubés
toute la nuit a 4°C sur une roue rotative avec des anticorps spécifiques contre les
triméthylations H3K9 (Diagenode), H3K27 (Active Motif) ou H3K4 (Diagenode), en
utilisant 0,25 pg d’anticorps pour une densité optique de 0,1 a 260 nm. Les expériences
de contrdle incluaient I'utilisation d’'une quantité équivalente d’lgGs de contréle non
spécifiques (Millipore). Un aliquot de la méme quantité a été conservé comme

échantillon d'entrée et stockeé a -20°C jusqu'a purification.

Le lendemain, les complexes immuns ont été incubés avec 100 yL de billes
magneétiques pendant trois heures a 4°C sous rotation. Les billes ont été lavées
successivement avec un tampon de lavage a faible teneur en sel, un tampon de lavage
a haute teneur en sel, et un tampon TE 1X pH 8,0. Aprés chaque lavage, les billes ont
été centrifugées a 960xg pendant trois minutes a température ambiante. Aprés
élimination du surnageant, les complexes immuns ont été élués avec 210 pL de
tampon d'élution (100 mM NaHCO3, 1% SDS) et incubés pendant 15 minutes a 65°C
avec agitation. Le matériel élué a été récupéré par centrifugation a 16 000xg pendant

une minute a température ambiante.

Le matériel immunoprécipité a été élué a température ambiante dans le tampon
d'élution (100 MM NaHCOg3, 1% SDS), et les réactions de réticulation ont été inversées
en ajoutant 100 mM de NaCl et en incubant a 65°C toute la nuit. Le matériel élué a
ensuite été traité avec de la Q-Protéase (Qiagen) et de la RNase H pour éliminer les
protéines et I'ARN, respectivement, et les fragments d'ADN génomique enrichis ont
eté purifies selon le protocole Macherey Nagel (Kit Nucleospin Gel and PCR Clean

up), élués dans 35 pL d'eau stérile et stockés jusqu'au séquencgage.
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B) Analyse ChiIP-Seq

Les échantillons d'ADN ont été envoyés a GATC (Eurofins Genomics) pour le
séquencage. Les bibliothéques de séquencage lllumina ont été préparées
conformément aux normes ISO 17025, et appliquées sur une plateforme Illumina
HiSeq 2500 pour un séquengage a double lecture de 50 pb garantissant un minimum
de 30 Mb par échantillon. Les données de ChIP-Seq (fastq) sont accessibles
publiquement via l'archive Sequence Read Archive (SRA) sous le numéro de

bioproject PRINA1054015.

L’analyse des données alignées a été réalisée en utilisant le workflow ChIP-Seq
de Partek Genomics Suite (version PGS7.20.0831 pour Windows). Des méthodes
standards ont été utilisées pour l'importation des données et I'évaluation du contréle
de qualité. La détection des pics a permis d’identifier des régions enrichies, englobant
a la fois des loci génomiques nouveaux et connus, conduisant a l'identification de

cibles potentielles.

1. Analyse sur puce de I’expression génique

L'extraction de I'ARN total a été réalisée a l'aide du kit RNeasy Mini (QIAGEN,
Courtaboeuf, France) selon le protocole du fabricant, incluant un traitement
supplémentaire a la DNase. Le rendement et la qualité de I'ARN total ont été évalués

sur un Bioanalyseur Agilent 2100 (Agilent Technologies).
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L'analyse de I'expression génique a été effectuée en utilisant des microarrays
monocouleur Mouse 8x60k (074809 _D F_20150624, Agilent Technologies). Le
marquage des cRNA, I'hybridation et la détection ont suivi les protocoles standards
fournis par Agilent Technologies. Le cRNA marqué a la cyanine 3 a été synthétisé a
partir de 50 ng d'ARN total en utilisant un kit de marquage QuickAmp pour faibles
quantités, avec le RNA Spike-In servant de contréle positif pour les étapes de
marquage et d'amplification. Les cRNA marqués purifiés (600 ng chacun) ont été
hybridés et lavés selon les instructions du fabricant, puis scannés sur un scanner

Agilent G2505C.

L'extraction des données a été réalisée avec le logiciel Agilent Feature
Extraction (FE version 10.7.3.1). Les données de microarray sont accessibles
publiquement via le Gene Expression Omnibus (GEO) sous le numéro d'accession
GSE250145. L'analyse statistique et le filtrage ont été effectués a l'aide du logiciel

Genespring® version GX13.0 (Agilent Technologies).

2. Spectrométrie de masse (MS)

A) Préparation des échantillons

L'acétonitrile (ACN) de qualité high-performance liquid chromatography (HPLC),
I'eau et I'acide trifluoroacétique (TFA) de qualité réactif analytique (AR) proviennent de
Biosolve B.V. Le bicarbonate d'ammonium (NH4HCQO3), le DL-dithiothreitol (DTT),
l'lodoacétamide (IAA), l'urée, l'acide trishydrochlorique (Tris-HCI) et le chlorure de
sodium (NaCl) ont été obtenus auprés de Sigma-Aldrich. Le dodécylsulfate de sodium

(SDS) a été acheté chez Bio-Rad, et 'acide formique (FA) de qualité AR a été acheté
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chez Fluka. La thiourée a été obtenue chez Fluka, et l'urée provient de chez
Euromedex. La trypsine modifiée de qualité séquengage de porc a été obtenue aupres

de Promega (Trypsin Gold, Mass Spectrometry).

L'extraction et la digestion des protéines ont été réalisées selon des protocoles
établis (Duhamel et al., 2022). Les cellules ont été lysées dans un tampon contenant
4% de SDS et 100 mM de DTT dans 100 mM de Tris-HCI (pH 7,6), suivies de trois
cycles de sonication de 30 secondes a 500 W et 20 kHz. Une centrifugation a 14 000xg
pendant 10 minutes a température ambiante a ensuite été effectuée pour précipiter les

débris cellulaires, et le surnageant contenant les protéines a été récupéreé.

La méthode de préparation d'échantillons assistée par filtre (FASP, Filter-Aided
Sample Preparation) a été utilisée en utilisant des filtres Amicon Ultra-0.5 mL de 10
kDa, suivant le protocole précédemment établi (Duhamel et al., 2022). La digestion
des protéines a été réalisée avec de la trypsine (Promega, Gold MS, qualité
spectrométrie de masse) a une concentration de 20 ug/mL dans 50 mM de NH4HCO3,
avec une incubation de nuit a 37°C. Les digests peptidiques ont ensuite été collectés
par centrifugation, et les filtres ont été rincés avec 50 yL de NaCl 0,5M. Apres ajout
de 5% de TFA, les digests ont été désalinisés a l'aide de dispositifs Millipore ZipTip
C18. La solution désalinisée a été séchée et reconstituée dans de I'eau contenant

0,1% d'acide formique et 2% d'acétonitrile, préte pour I'analyse LC-MS/MS.
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B) Analyse LC-MS/MS

Les échantillons ont été analysés par chromatographie en phase inverse en ligne
a l'aide d'un systéme Thermo Scientific Proxeon EASYnLC 1000. Le systéme était
équipé d'une colonne de préconditionnement (Acclaim Pepmap, 75 ym ID x 2 cm,
Thermo Scientific) et d'une colonne a pointe C18 (Acclaim PepMap, 75 pm ID x 50
cm, Thermo Scientific). La séparation des peptides a été réalisée avec un gradient
d'acétonitrile (ACN) allant de 5% a 35% sur 120 minutes a un débit de 300 nL/min.
L'éluent de la LC a été ionisé par électronébuliseur, directement depuis la colonne

analytique, avec une tension appliquée a la source de nanospray de 1,7 a 2,6 kV.

Le systéme chromatographique était connecté a un spectrométre de masse
Thermo Scientific Q Exactive, réglé pour fonctionner en mode d'acquisition
dépendante des données, visant les 10 ions les plus intenses. Les scans de
surveillance ont été effectués avec une résolution de 70 000 FWHM (m/z 400) en mode
positif, avec un contréle automatique du gain (AGC) cible de 3e6. L'état de charge par
défaut était réglé sur 2, avec les états non assignés et les états a charge unique exclus,
et I'exclusion dynamique activée pour 20 secondes. La gamme de scan pour les scans
de surveillance était de 300 a 1600 m/z. Pour l'analyse MS/MS dépendante des
données (ddMS2), la gamme de scan était réglée de 200 a 2000 m/z, avec un
microscan acquis a 17 500 Full width at half maximum (FWHM). Une fenétre

d'isolement de 4,0 m/z a été utilisée pour la sélection des ions précurseurs.
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C) Analyse des data de MS

Toutes les données de MS ont été traitées avec le logiciel MaxQuant (version
1.5.6.5) en utilisant le moteur de recherche Andromeda. Les protéines ont été
identifiées en recherchant les données de MS et de MS/MS contre la base de données
Mus musculus (50306 séquences). La spécificité de la trypsine a été utilisée pour le
mode de digestion, avec l'acétylation N-terminale et I'oxydation de la méthionine
sélectionnées comme variables. La carbamidométhylation des cystéines a été définie

comme une modification fixe, avec la possibilité de deux clivages manqueés.

Pour les spectres de MS, une précision de masse initiale de six ppm a été
sélectionnée, avec un minimum de deux peptides et au moins un peptide unique par
protéine. La tolérance MS/MS a été réglée a 20 ppm pour les données HCD. Le taux
de fausses découvertes (FDR, false discovery rate) pour les correspondances spectre-
peptide (PSM, peptide-spectrum match) et l'identification des protéines a été fixé a
0,01. La quantification sans étiquetage (LFQ) des protéines a été effectuée en utilisant

I'algorithme MaxLFQ intégré a MaxQuant avec les paramétres par défaut.

Les protéines identifiées ont été analysées plus en détail a I'aide du logiciel Perseus
(version 15.6.0). Le fichier de données contenant les informations d'identification a été
filtré pour éliminer les hits de la base de données inverse, les protéines identifiees
uniquement avec des peptides modifiés et les contaminants potentiels. Les valeurs
d'intensité LFQ ont été transformées logarithmiquement (log2[x]). L'annotation

catégorique des lignes a été utilisée pour définir différents groupes de réplicats. Pour
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I'analyse statistique, seules les protéines significatives selon le test de Student ont été

considérées.

3. Analyse de ’enrichissement des voies Gene-Ontology (GO)

Le réseau d'interaction protéine-protéine (PPI) et les analyses de I'ontologie
geénique (GO) des protéines différentielles et des protéines associées aux génes mutés
ont été réalisés a I'aide de STRING version 10.0 (http://string-db.org/). Les analyses
d'enrichissement des voies ont été visualisées sous forme de graphiques en bulles

genéreés avec GraphPad Prism version 10.2.0.

4. Approches expérimentales fonctionnelles : mesures des propriétés

physiques et modulation potentielle du cytosquelette

Les mesures d'impédance électrique ont été réalisées a l'aide d'un dispositif
hybride micro-électromécanique (MEMS)/microfluidique fabriqué sur un wafer en
silicium sur isolant, avec un processus a deux masques (Takayama et al., 2018). Ce
dispositif comprenait un canal microfluidique intégré avec des électrodes 3D en face
de chaque cbté pour les mesures électriques. Les propriétés électriques des cellules
influengaient le courant passant entre les électrodes lorsqu'elles circulaient a travers
le canal (Rezard et al., 2021). Les mesures ont été effectuées avec un amplificateur a
verrouillage de phase (HF2LI, Zurich Instruments) et un amplificateur transimpédance
(gain de 1k, HF2TA, Zurich Instruments) utilisant un signal de conduite de 1-Vrms. Le
deébit était réglé a 3 yL/min, contrélé par une pompe a pression (LineUpTM Push-Pull,

Fluigent) connectée a la sortie.
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Les variations des composants réel et imaginaire du courant, amplifiées pour
obtenir une différence de potentiel, ont été enregistrées a mesure que chaque cellule
passait entre les électrodes. Le traitement des données a été réalisé a l'aide d'un script

Python personnalisé pour extraire la réponse de chaque cellule.

Pour tenir compte des variations potentielles des caractéristiques du dispositif,
les réponses des cellules ont été normalisées par rapport a la réponse médiane des
cellules parentales. Les analyses statistiques ont été effectuées a l'aide de tests t de

Student.

5. Analyse de data publigues humaines

Les ensembles de données de séquencage d'ADN, de séquencgage d'ARN et
de CNV des échantillons de LAM humaine et de mélanome (Genomic Classification of
Cutaneous Melanoma, 2015 ; Tyner et al., 2018 ; Bottomly et al., 2022 ; Ley et al.,
2013) sont disponibles dans les domaines publics cBioPortal (Cerami et al., 2012 ; de
Bruijn et al., 2023 ; Gao et al., 2013) et le portail de données « NIH National Cancer

Institute GDC Data portal » Version 1.0.
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RESULTATS

1) Identification de génes mutés significativement dans deux modeéles

murins de dormance tumorale de leucémie myéloide et de mélanome

Afin de déterminer si la résistance thérapeutique émerge des cellules
persistantes ou des cellules résiduelles de maladie minimale résiduelle (MRD) par le
biais de mécanismes génétiques, nous avons d'abord comparé les résultats de
séquencage complet de I'exome (WES) des cellules murines de dormance de
mélanome et de leucémie (B16-F1GFP-D et DA1-3b/D365, respectivement) a ceux de
leurs cellules parentales (B16-F1GFP-M et DA1-3b). Ce séquengage a mis en
évidence 218 914 variants dans I'ensemble des échantillons, dont 22 602 variants

apreés filtrage qualitatif de I'arriére-plan génétique normal.

L'utilisation de I'algorithme de prédiction Sorting Intolerant From Tolerant (SIFT)
a permis d'identifier 190 génes mutés de maniere significative (SMG) (fichier
supplémentaire 1 ; Tableau S1-a : accessible en ligne). Les SMG identifiés dans nos
modéles murins comprenaient des oncogénes et des suppresseurs de tumeurs bien
connus pour le mélanome et la leucémie, a savoir Muc4 (mucin 4, cell surface
associated), Pten (phosphatase and tensin homolog), Grin2a (glutamate ionotropic
receptor NMDA type subunit 2A) et Dnmt3a, Nom1, FIt3 (Dohner et al., 2022 ; Tazi et
al., 2022 ; Genomic Classification of Cutaneous Melanoma, 2015). Cela renforce les

résultats obtenus par le WES.
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Pour valider les SMG et suivre I'évolution des genes porteurs de mutations
pendant le processus de MRD, un séquencage ciblé a été réalisé a différents stades
de la période de dormance, et ce dans les deux modeles. Dans le modéle murin de
leucémie, le suivi des mutations a été effectué aux jours 60 et 365 de la dormance
(cellules DA1-3b/D60 et DA1-3b/D365, respectivement). De méme, les cellules de
dormance de mélanome B16-F1 ont été analysées au jour 365 de la dormance (B16-
F1GFP-D) et pendant la "génération" ultérieure dans un site cérébral dérivé des

cellules (cellules B16-F1GFP-DB#1, #2 et #3).

A l'aide de diagrammes de Venn, nous avons représenté le nombre de génes
mutés partagés ou exclusifs en fonction de I'état de dormance ou de I'état parental,
ainsi que du type de tumeur (Figure 21A). Bien qu'un nombre restreint de génes portant
des mutations (six génes) sont communs entre les modéles de dormance du
mélanome et de la leucémie (Figure 21A, B), un nombre significatif de mutations ont
été découvertes dans les cellules de dormance des deux modéles de fagon exclusive

(Figure 21A, B).

Dans les cellules de dormance DA1-3b/D365, parmi les génes mutés
exclusivement dans I'état de dormance, nous avons observé 42 mutations résultant
potentiellement de changements d'acides aminés (AA). Une mutation décalée d'une
base et trois mutations non-sens ont été détectées dans les génes Pcpc1 (Paraspeckle
Protein 1) (mutation M443X), Tcf712 (transcription factor 7 like 2) (mutation R442%),
Chrm2 (cholinergic receptor muscarinic 2) (mutation Q358%) et Atn1 (atrophin 1)
(mutation Q153%). En ce qui concerne les génes mutés exclusivement dans les cellules

de dormance du mélanome B16-F1GFP-D, nous avons observé 34 mutations pouvant
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entrainer des changements d'acides aminés, tandis que deux mutations non-sens ont
été observées dans les génes Cars (cysteinyl-tRNA synthetase) (mutation W416%) et
Stk40 (serine/threonine kinase 40) (mutation Q386*) (fichier supplémentaire 1,

Tableau S1-a : accessible en ligne).

Plus précisément, environ 48% contre 6% des génes séquencés présentaient
exclusivement des mutations dans les cellules de dormance par rapport aux cellules
de parentales dans le mélanome. Dans les cellules leucémiques, ce ratio était
d'environ 34% contre 17%. L’identification de divers génes communs présentant des
mutations a la fois dans les états de dormance et parental au sein de chaque modeéle
indique des caractéristiques moléculaires partagées (Figure 21B). Malgré cela, le
statut de MRD pourrait préférentiellement sélectionner des clones avec des génes
muteés spécifiques (distincts entre nos deux modeles de dormance), ce qui confére une
résistance potentielle contre le microenvironnement ou les thérapies. La présence de
mutations géniques exclusives dans les cellules parentales dans les deux modéles
suggeére l'existence potentielle des clones dormants originaux parmi les homologues
parentaux. En revanche, les mutations géniques exclusives dans les cellules de
dormance peuvent indiquer deux scénarios potentiels : I'acquisition de mutations
supplémentaires pendant le processus de MRD et/ou I'existence de mutations initiales
dans les clones dormants préexistants qui n'ont pas été détectées techniquement par

séquencgage ciblé parmi les clones parentaux hétérogenes.

Pour évaluer la clonalité des mutations, la fréquence allélique (VAF) sert de

mesure représentant la fraction d'alléles portant une altération génétique spécifique,

agissant ainsi comme un marqueur de la clonalité des mutations (Boscolo Bielo et al.,
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2023). La plupart des mutations détectées au sein des cellules dormantes dans les
deux modéles présentaient des valeurs de VAF élevées (>50-100%), indiquant qu'une
portion conséquente des cellules hébergeait des altérations génétiques ou des

mutations spécifiques.

Lorsque nous avons examiné l'évolution génétique de la MRD, nous avons
constaté que les cellules de dormance du mélanome B16-F1GFP-D présentaient des
caractéristiques génétiques conservées, indépendamment de la durée de
dormance/MRD. Les signatures de mutations génétiques dans la deuxieme génération
de cellules de dormance du mélanome (B16-F1GFP-DB#1, B16-F1GFP-DB#2 et B16-
F1GFP-DB#3) étaient similaires a celles observées lors de Il'analyse initiale de la
dormance (B16-F1GFP-D). En revanche, dans le modéle de leucémie murine, des
différences subtiles mais perceptibles dans le nombre de mutations géniques (neuf
genes) ont été identifiées entre le jour 60 et le jour 365 du processus de dormance

(Figure 8B).

D'un point de vue évolutif génétique, il semble que la MRD dans le modéle
de mélanome pourrait émerger d'une sélection de clones préexistants, tandis
que dans le modéle de leucémie, les mutations pourraient survenir pendant la

période de dormance.
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Figure 21 : Signatures génétiques des cellules parentales et de dormance du

mélanome B16-F1 et des cellules leucémiques DA1-3b.
(A) Diagrammes de Venn illustrant le nombre de génes communs ou exclusivement mutés
selon I'état de dormance, I'état parental ou le modéle de tumeur. (B) Heatmaps montrant les

genes porteurs de mutations dans les cellules parentales et de dormance des modéles murins
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de mélanome B16-F1 et de leucémie DA1-3b. Les couleurs dans les heatmaps correspondent

a la fréquence allélique variant (VAF).

VI) L'analyse multi-omique des génes mutés a révélé des implications

génétiques potentielles pour le phénotype de dormance dans les

modeéles de leucémie et de mélanome.

Afin de mieux définir les signatures génétiques des cellules de dormance de
nos deux modéles de MRD, nous avons analysé et intégré les résultats des analyses
CGH (CNV), de CHiP-seq (modifications post-traductionnelles des histones) et des
données d'expression génique transcriptomique (Figure 22 ; fichier supplémentaire 1,

Tableau S1-b : accessible en ligne).

Bien que le schéma global de variation du nombre de copies (CNV) au niveau
des bras chromosomiques n'ait pas différé entre les cellules de dormance et
parentales dans les deux modeéles (Figure S1 en annexe), plusieurs segments focaux
contenant des génes porteurs de mutations ont présenté des amplifications, des
suppressions ou aucune altération de CNV différente entre les deux conditions (statut

parental et de dormance).

Dans notre analyse du modéle de leucémie DA1-3b, parmi les 70 génes mutés
de maniére commune dans les cellules de dormance de leucémie DA1-3b/D365 et les
cellules parentales DA1-3b, dix génes ont été amplifiés dans les deux types cellulaires,
a savoir: Ttc7b (Tetratricopeptide Repeat Domain 7B), Dnmt3b, Ap1b1 (AP-1
Complex Subunit Beta-1), Ne1 (hybrid necrosis gene 1), Nedd4 (neural precursor cell

expressed, developmentally down-regulated 4), Acy1 (aminoacylase 1), Cyp11at
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(cytochrome P450 family 11 subfamily A member 1), Htr2c (5-hydroxytryptamine
receptor 2C), Magee1 (MAGE family member E1) et Gdi1 (GDP dissociation inhibitor
1) (Figure 22A). Par ailleurs, une perte de CNV a été observée pour Magee1 et Gdi1,
indépendamment du statut parental ou de dormance des cellules. Pour 55 génes
mutés, aucune amplification ou suppression de CNV n'a été observée dans les cellules
de leucémie, qu'elles soient de dormance ou parentales.

Ces observations soulignent I'impact limité de la dormance tumorale sur

le CNV pour ces génes mutés spécifiques.

En revanche, nous avons identifié des altérations de CNV de plusieurs génes
mutés selon le statut de dormance ou parental des cellules leucémiques, ce qui signifie
une signature génétique spécifique des cellules de dormance. Par exemple, les génes
frequemment mutés Aldh18a1 (aldehyde dehydrogenase 18 family member A1) et
Cwr1911 (CWF19 like cell cycle control factor 1) ont montré une amplification de CNV
exclusivement dans les cellules parentales, tandis que Vars2 (valyl-tRNA synthetase
2, mitochondrial) et Eno1 (enolase 1) ont montré une amplification exclusive dans les
cellules de dormance et une perte de CNV dans les cellules parentales,
respectivement. Parmi les génes exclusivement mutés dans les cellules de dormance
DA1-3b/D365, quatre genes ont été amplifiés, a savoir: Trak1 (trafficking kinesin
protein 1), Prps1l1 (phosphoribosyl pyrophosphate synthetase 1 like 1), Thoc5 (THO
complex subunit 5) et Ehd1 (EH domain containing 1). Trois génes partagés par les
cellules parentales et de dormance ont été délétés : il s’agit de Lancl3 (LanC like family
member 3), Fam3a (FAM3 metabolism regulating signaling molecule A) et Htr2c (5-
hydroxytryptamine receptor 2C). De plus, les genes Tcf7I2 et Aldoa (aldolase) ont

présenté une amplification de CNV exclusivement dans les cellules parentales, tandis
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que les génes Vps13c (vacuolar protein sorting 13 homolog C) et Snap91
(synaptosome associated protein 91) étaient exclusivement amplifiés dans les cellules
de dormance. Enfin, pour les génes exclusivement mutés dans les cellules parentales
de DA1-3b, deux genes (Zpf185 (zinc finger protein 185) et Trpcb (transient receptor
potential cation channel subfamily C member 5)) ont montré des délétions a la fois
dans les cellules parentales et de dormance. Dans I'ensemble, I'analyse intégrative de
plusieurs génes mutés de fagon commune ou exclusive, avec des altérations de CNV
différentielles selon le statut de dormance ou parental des cellules leucémiques, nous
a permis de mettre en évidence les processus génétiques (schéma de mutation et
CNV) pour un sous-ensemble de génes dans le contexte de la dormance tumorale ou

de la MRD.

Lorsque nous avons réalisé le séquencage complet de I'exome pour identifier
les variants, nous avons constaté qu’a I'exception des mutations entrainant un codon
stop, les mutations identifiées et filtrées n'étaient pas associées a des séquences
régulatrices et n'étaient donc pas directement liées a la régulation de l'expression
génique. En revanche, la description de la signature de CNV des génes mutés
dans les cellules leucémiques de dormance pourrait avoir un impact significatif

sur l'expression génique.

Pour mieux comprendre limpact fonctionnel de la signature génétique
(mutations et CNV) dans le processus de MRD et découvrir les mécanismes
régulateurs gouvernant l'expression des génes mutés, nous avons reéalisé des
analyses supplémentaires concernant les schémas épigénétiques, combinées aux

données d'expression génique transcriptomique. En ce qui concerne la signature
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épigénétique parmi les genes mutés dans le modeéle de leucémie, nous nous sommes
concentrés sur les modifications post-traductionnelles des histones telles que la
triméthylation de H3K4, H3K9 et H3K27 (-me3) qui reflétent respectivement la
transcription génique active (H3K4) et répressive (H3K9 et H3K27) (Zaib et al., 2022).
Le plus grand enrichissement des modifications épigénétiques de H3K4me3 a été
observé pour les génes mutés partagés par les cellules parentales et de dormance.
Parmi les génes exclusivement mutés dans les cellules de dormance DA1-3b/D365,
40% (18 sur 45) étaient enrichis en modifications de H3K27me3, un motif conservé a
la fois dans les cellules de dormance et parentales. En revanche, pour les génes qui
étaient exclusivement mutés dans les cellules parentales DA1-3b, 50% (4 sur 8)
affichaient des marques d'histones répressives H3K27me3, tandis que les génes
restants présentaient un motif actif H3K4me3. Comme les marques d'histones sont
étroitement liees a la régulation de l'expression génique, nous avons examiné
I'expression génique transcriptomique et avons observé sa variabilité parmi les génes
mutés principalement en fonction du motif épigénétique correspondant. Comme prévu,
26 sur 36 et 7 sur 11 des génes mutés enrichis en H3K27me3 et H3K9me3
respectivement, n'ont montré aucune transcription ARN, tandis que seuls 2 sur 81 des
génes muteés enrichis en marques actives H3K4me3 n'ont montré aucune expression

génique transcriptomique (Figure 22A).

De fagon remarquable, dans les cellules de dormance DA1-3b/D365, les génes
mutés dont I'expression était la plus forte comparée a celle des cellules parentales
incluaient Nudt5 (nudix hydrolase 5), Shmt2 (serine hydroxymethyltransferase 2), Asns
(asparagine  synthetase), Pck2 (phosphoenolpyruvate carboxykinase 2,

mitochondrial), Eno1, Nom1 et Bop1 (BOP1 ribosomal biogenesis factor). Les cinq
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premiers genes sont connus pour leur implication dans les voies métaboliques. Les
génes mutés surexprimés Thocb, Eif2b4 (eukaryotic translation initiation factor 2B
subunit delta) et Ola1 (Obg like ATPase 1) ont été trouvés exclusivement dans les
cellules de dormance DA1-3b/D365. En revanche, parmi les génes exclusivement
mutés dans les cellules parentales DA1-3b, Ptpn11 (protein tyrosine phosphatase non-
receptor type 11) et Dapk1 (death associated protein kinase 1) étaient les genes les
plus fortement exprimés (Figure 22A). Bien que l'expression des génes mutés
puisse avoir un impact sans surexpression, ces génes mutés surexprimés
étaient principalement non liés a des gains ou pertes de CNV, mettant en
évidence un mécanisme complexe supplémentaire ou des mécanismes
combinés non génétiques et génétiques contribuant au phénomeéne de la

maladie résiduelle.

Une approche multi-omique similaire a été réalisée avec les génes mutés
identifiés dans notre modéle murin de MRD de mélanome. Parmi les 26 génes mutés
partagés dans les cellules B16-F1GFP-D et B16-FGFP-M, deux génes (a savoir Ddx18
(DEAD-box helicase 18) et Tubgcp6 (tubulin gamma complex component 6)) ont été
amplifiés a la fois dans les cellules parentales et de dormance (Figure 22B). Une perte
de CNV a été observée pour certains génes dans les cellules parentales et de
dormance ; il s’agit de Adam2 (ADAM metallopeptidase domain 2), Dscam (Down
Syndrome cell adhesion molecule), Kif24 (kinesin family member 24) et Ahnak
(desmoyokin). Aucune altération génomique n'a été révélée dans les cellules de
dormance ou parentales du mélanome pour 18 génes mutés courants, y compris des
oncogénes ou des génes suppresseurs de tumeurs tels que Pten, Brca2 (Breast

Cancer 2) ou Pml (promyelocytic leukemia nuclear body scaffold). Comme observé
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pour le modeéele de MRD de leucémie, nos résultats ont révélé un impact minimal

de la dormance du mélanome sur le CNV pour ces génes mutés particuliers.

En revanche, les deux génes mutés Lrp1 et Ap3d1 partagés a la fois par les
cellules de dormance et parentales ont présenté des délétions de CNV exclusivement
dans les cellules de dormance. Parmi les génes exclusivement mutés dans les cellules
de dormance B16-F1GFP-D, huit génes ont été amplifiés : Zfom2 (zinc finger protein,
multitype 2 protein), Vmn2r26 (vomeronasal 2, receptor 26), Pfkm
(phosphofructokinase), Ckb (creatine kinase B), Cdc42bpb (CDC42 binding protein
kinase beta), Capg (capping actin protein, gelsolin like), Rangap1 (Ran GTPase
activating protein 1) et Tex2 (testis expressed 2). Trois génes partagés par les cellules
parentales et de dormance ont été délétés : Stk40, Yars (tyrosyl-tRNA synthetase) et
Eno1. De plus, Wasp1 (Wiskott-Aldrich Syndrome Protein 1) a affiché une délétion de
CNV exclusive dans les cellules de dormance. En ce qui concerne les génes qui
étaient exclusivement mutés dans les cellules parentales B16-F1GFP-M, trois génes
ont été délétés a la fois dans les cellules parentales et de dormance : Vps13d (vacuolar
protein sorting 13 homolog D), Hsd17b4 (hydroxysteroid 17-beta dehydrogenase 4) et
Pafah2 (platelet activating factor acetylhydrolase 2). Comme observé dans le
modéle de leucémie, l'identification de plusieurs génes mutés, combinée a des
altérations de CNV différentielles selon le statut de dormance ou parental, a mis

en évidence l'implication génétique sous-jacente au contexte de la MRD.

Ensuite, nous avons adopté une stratégie similaire pour le modéle de mélanome

et avons effectué des analyses supplémentaires concernant les schémas

épigénétiques combinés a l'expression génique transcriptomique. Le plus grand
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enrichissement des modifications épigénétiques de H3K4me3 a été observé avec 17
génes mutés partagés par les cellules parentales et de dormance. Parmi les génes
exclusivement mutés dans les cellules de dormance B16-FGFP-D, 8% (3 sur 36)
étaient enrichis en modifications de H3K9me3, un schéma conservé dans les deux
lignées cellulaires. En revanche, pour les génes exclusivement mutés dans les cellules
parentales DA1-3b, 30% (4 sur 13) présentaient des codes d'histones répressives
H3K9me3, tandis que les génes restants affichaient des marques actives H3K4me3.
Comme prévu, 13 des 15 genes mutés enrichis avec le code épigénétique répressif
H3K9me3 ne présentaient aucune expression génique transcriptomique. En
comparaison, seul un des 56 genes mutés enrichis avec la marque active H3K4me3

n'était pas détecté (Figure 22A).

Dans I'ensemble, bien que les profils globaux de CNV et/ou épigénétiques
étaient essentiellement identiques entre les cellules de dormance et parentales
dans les modéles de leucémie et de mélanome, l'identification de signatures
spécifiques de génes mutés dans les cellules de dormance associées a un
schéma de CNV différentiel peut mettre en lumiére les mécanismes génétiques
sous-jacents au phénoméne de MRD. L'impact fonctionnel des géenes mutés
identifiés et/ou la régulation de leur expression fagonneraient alors le phénotype
des cellules de dormance dans les deux modéles de MRD. Si la dormance
tumorale implique une implication génétique équivalente dans les deux
modéles, c'est-a-dire des génes mutés non identiques mais plutét une signature
multi-omique similaire, nous avons toutefois observé une différence

significative dans le pourcentage de génes mutés exprimés exclusivement dans
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les cellules de dormance : 89% contre 56% respectivement en leucémie et en

mélanome.
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Figure 22 : Heatmaps des résultats des analyses de CNV, de marques d’histone
et d'expression transcriptomique des génes mutés de la MRD.
Les résultats de CGH sont représentés par un cercle noir pour I'amplification ; les suppressions
sont indiquées par un cercle vide. Les codes épigénétiques actifs H3K4me3 sont représentés
en bleu vif, H3K9me3 en gris-bleu et H3K27me3 en bleu marine. L'expression génique
transcriptomique est représentée par un dégradé de couleur relatif a Log2 (fold change) variant
graduellement de I'orange clair au rouge pour une expression plus élevée. Le fold change
représente l'expression génique différentielle entre les conditions de cellules de dormance et
parentales. Les valeurs transcriptomiques significatives (p <0,05) sont indiquées par un point.
Chaque expérience a été répétée 3 fois. (A) Heatmap du modeéle leucémique DA1-3b. (B)

Heatmap du modéle de mélanome B16-F1.

Vi) Les génes mutés sont impligués dans des voies de

signalisation

Dans nos modeéles d'étude, nous avons d'abord défini I'ontologie génique (GO)
en fonction des fonctions moléculaires, des voies biologiques et des composants
cytologiques associés aux produits géniques. En menant une analyse
d'enrichissement GO, nous avons cherché a élucider comment les génes présentant
des mutations dans les cellules parentales et de dormance des modéles de MRD sont

fonctionnellement liés.

Nos résultats ont révélé 12 termes significativement enrichis pour les génes
mutés couramment dans les cellules leucémiques parentales, et deux dans les cellules
de mélanome parentales. De plus, seuls les génes présentant des mutations dans les
cellules de dormance étaient significativement enrichis dans deux et neuf voies dans
les modéles DA1-3b/D365 et B16-F1GFP-D, de fagon respective. Fait intéressant,

aucun enrichissement n'a été observé parmi les génes exclusivement mutés dans les
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cellules parentales de mélanome, a l'exception d'un terme GO significatif dans les
cellules homologues de leucémie DA1-3b (Figure 23A, B).

Les génes exclusivement mutés dans les cellules DA1-3b/D365 étaient
enrichis dans des fonctions biologiques telles que "liaison aux cadhérines” et
"liaison aux molécules d'adhérence cellulaire"”. Les génes exclusivement mutés
dans les cellules B16-FIGFP-D étaient enrichis dans diverses fonctions
biologiques, notamment "liaison aux petites molécules”, "liaison aux

nucléotides"”, "activité catalytique" et "liaison enzymatique".

Figure 23 : Bubble plots de I'analyse d'enrichissement des voies avec les génes
mutés de MRD dans les modéles DA1-3b (A) et B16-F1 (B).

Les voies sont classées (couleurs noir, rouge et bleu) en fonction des génes mutés communs
et exclusifs dans les cellules de dormance et parentales. Le nombre de génes indique le
nombre de génes mutés enrichis dans la voie (gradient de couleur plasma). Le "Ratio de
génes" indique le ratio de génes mutés enrichis par rapport aux génes de fond. La taille de la
bulle est proportionnelle a la valeur de p (échelle -Log10) de I'enrichissement de la voie.

146



A

Nucleobase-containing compound metabolic -

Cellular nitrogen compound metabolic -

Organic cyclic compound metabolic 1

Purine ribonucleoside triphosphate binding -

Il Common

Cellular metabolic -
Heterocycle metabolic -

Small molecule metabolic 1

Alpha-amino acid biosynthetic -
Organic substance metabolic -
Metabolic process 1

Organic substance biosynthetic -
Primary metabolic -

Cellular biosynthetic -

Cellular amino acid metabolic -
System development -

Cadherin binding 1

Cell adhesion molecule binding

Number of genes
40

30 - Log,(p value)

20 @34
10 @ 248
° 178

2-9

Regulation of localization -
Cytoskeleton |

Nucleotide binding

Small molecule binding {
Anion binding {

ATP binding -

Purine ribonucleotide binding {
Transferase activity

Catalytic activity

Enzyme binding {

GTPase binding -

27 2'-6 2'-5 2'-4 2'-3
Gene ratio

Number of genes

15 .Log,,(p value)

o @234
@ 1.78
5 e 1.36

-9
M Exclusive in dormant 2

I Exclusive in parental

28 27 26 25
Gene ratio

147



\11)] Correspondance entre la « signature génigue murine mutée

de la MRD » et les pathologies humaines de leucémie et de

mélanome

Pour déterminer chez ’'homme l'implication possible des génes mutés a travers
nos modeles murins de MRD, nous avons analysé la fréquence des mutations dans
ces génes dans la leucémie myéloide aigué (LAM) humaine et les tumeurs de
meélanome primaire et métastatique. Les résultats ont été extraits de plusieurs cohortes
de patients (n=207 pour les patients atteints de LAM et n=489 pour les patients atteints
de mélanome) dans des ensembles de données publiques (portail GDC) combinant
des données de séquengage d'exomes. Les fréquences des génes mutés dans les
échantillons humains parmi les génes trouvés mutés dans les modéles murins de
leucémie (Figure 24A) ou de meélanome (Figure 24B) ont été notées (Fichier

supplémentaire 1, Tableau 1-c : accessible en ligne).

Seules les données correspondant au diagnostic de LAM ont été documentées.
Parmi les génes exclusivement mutés dans le modéle de dormance, seul le géne IDH1
était frequemment muté (10,63%) dans les échantillons humains de LAM, tandis que
les autres genes étaient soit mutés a une faible fréquence (moins de 1,5%), soit pas
du tout (Figure 4A). Bien que plusieurs génes (40 génes) identifiés parmi les génes
couramment mutés dans les cellules murines de dormance et parentales ne soient pas
affectés génétiquement dans la LAM humaine, un nombre conséquent de génes (21
genes) présentait des mutations, dont 6 génes avec des fréquences modérées a
élevées. Comme attendu, les genes les plus frequemment mutés étaient DNMT3A

(19,32%) et NPM1 (20,29%), suivis de FLT3 (13,53%), ce qui est cohérent avec le
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profil des mutations de la LAM (Dohner et al., 2022) comme indiqué dans le fichier
supplémentaire 1, (Tableau 1-d), renforgant la pertinence de notre modele de leucémie
DA1-3b pour de futures applications translationnelles chez 'homme. De plus, PTPN11
(6,76%) était I'un des génes les plus fréequemment mutés dans les échantillons de LAM
humaine et était également exclusivement muté dans le modele parental murin. Dans
la littérature, PTPN11 est notamment décrit pour son réle significatif dans le
développement de la leucémie, ou ses mutations peuvent entrainer une
hyperactivation, provoquant la prolifération des cellules leucémiques, la résistance a

la thérapie et la survie (Tartaglia et al., 2006).

De maniére intéressante, malgré I'absence de correspondance concernant les
mutations dans la LAM humaine, l'analyse des CNV a révélé que plusieurs génes
mutés exclusivement dans les cellules de dormance ou bien dans les deux conditions
étaient soit amplifiés, soit supprimés dans la LAM humaine. En effet, PURA (purine
rich element binding protein A) (16,35%), CHRMZ2 (Cholinergic Receptor Muscarinic
2)(23,08%), NACAD (NAC alpha domain containing) (16,35%), PLOD3 (procollagen-
lysine, 2-oxoglutarate 5-dioxygenase 3) (18,27%), ASNS (17,31%), VPS53 (vacuolar
protein sorting 53) (13,46%) et RBM28 (RNA binding motif protein 28) (24,04%) étaient
particulierement altérés avec un gain de CNV. En revanche, les génes PLEC (plectin)
(25,96%), RP1 (retinitis pigmentosa 1) (26,92%), RAD21 (kleisin 21) (27,88%), BOP1
(block of proliferation 1 ribosomal biogenesis factor) (25,96%), ATP6V1H (ATPase H*
transporting V1 subunit H) (26,92%) et VCPIP1 (valosin containing protein interacting
protein 1) (26,92%) étaient fortement associés a une perte de CNV. De fagon

remarquable, les altérations de CNV de ces génes particuliers chez les patients
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atteints de LAM humaine — y compris au moment du diagnostic — ont renforcé

I'impact de ces signatures géniques de "dormance".

Nous avons ensuite exploré les fréquences de mutation des "génes MRD
murins" dans des échantillons de mélanome humain a toutes les conditions, y compris
les stades de tumeur primaire et métastatique. Dans I'ensemble, une tendance
similaire a été observée indépendamment de la condition (tumeurs primaires et
mélanomes métastatiques). Les genes les plus fréquemment mutés dans le mélanome
humain étaient ceux mutés dans les cellules murines parentales et de dormance
(génes communs), avec des taux de mutation allant jusqu'a 80% pour TTN (titin), suivi
de PCLO (piccolo presynaptic cytomatrix protein) (> 52%), DSCAM (environ 40%) et
OBSCN (obscurin, cytoskeletal calmodulin and titin-interacting RhoGEF) (environ
34%). GRINZ2A a suivi parmi les génes exclusifs des cellules parentales (environ 32%).
Ces génes sont frequemment mutés dans le mélanome humain, renforgant la
pertinence de notre modéle murin B16-F1. De maniére intéressante, plusieurs génes
exclusivement mutés dans les cellules de dormance murines présentaient des
fréquences de mutation modérées a élevées dans le mélanome humain ; c’est le cas
de ZFPM2, PRKDC (protein kinase, DNA-activated, catalytic subunit), TDRD1 (tudor
domain containing 1), NES (nestin), CDC42BPBD (CDC42 binding protein kinase

beta) et DHX57 (Putative ATP-dependent RNA helicase DHX57).

Bien que la fréquence de mutation n'ait pas varié en fonction du stade de la
maladie, les résultats étaient largement similaires pour les gains et les pertes de CNV.
Cependant, un nombre substantiel de génes semblait se démarquer. Dans le contexte

des gains de CNV, des genes exclusivement mutés dans les cellules de dormance tel
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que TEX2 montraient une diminution des CNV dans le stade métastatique, tout comme
RANGAP1 (perte de 15%). En revanche, STK40 a montré une fréquence augmentée
dans les métastases (30,5%). Des génes couramment mutés, tels que AP3D1
(adaptor related protein complex 3 subunit delta 1), ont présenté une disparité
prononcee, avec un pourcentage nettement plus élevé observé dans les tumeurs
primaires (38% vs 8% dans le stade métastatique). Dans le contexte des pertes de
CNV, l'analyse a révélé des schémas remarquables pour les "génes MRD murins".
STK40 a présenté une disparité, en augmentant dans les tumeurs primaires (53,08%),
tout comme RAN (RAN, member RAS oncogene family) (49,66%). En revanche,
ENO1 a montré une augmentation conséquente (51,72%) dans les métastases, tout
comme ANKRDS2 (ankyrin repeat domain 52) (47,48%). Ces résultats soulignent la

diversité des gains et des pertes de CNV dans les "génes MRD murins".

Si I'analyse au stade métastatique ne reproduit pas parfaitement la signature
MRD dans le mélanome humain, elle permet de mettre en évidence des schémas
geéneétiques de cellules ayant survécu au traitement anticancéreux et/ou dans différents
microenvironnements par rapport a ceux des tumeurs primaires. Bien que la signature
de mutation des "génes MRD murins" ne soit pas clairement enrichie dans les
meétastases de mélanome humain, cette analyse a révélé que pour quelques génes,
les altérations de CNV associées étaient corrélées au stade métastatique de la

maladie.
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Figure 24 : Heatmaps des "génes MRD" correspondant aux profils génétiques
chez les patients atteints de LAM humaine (A) et de mélanome (B).

Les fréquences des génes mutés et des CNV associées (perte et gain) sont exprimées
en pourcentage et reflétent le nombre de patients affectés parmi I'ensemble des patients des
cohortes de patients atteints de LAM et de mélanome correspondantes (n = 207, n = 489 pour
la LAM et le mélanome, respectivement). Les valeurs sont représentées par un gradient de
couleur distinct. Pour les échantillons de mélanome humain, les résultats sont représentés
selon le stade de progression de la maladie, c'est-a-dire les tumeurs primaires ou
métastatiques. Les données ont été extraites du portail GDC (Institut NIH) domaine public
version 1.0. Dans la liste indiquée, les genes couramment mutés sont indiqués en lettres
noires, les genes exclusifs aux cellules de dormance sont indiqués en lettres rouges, et les

génes exclusifs aux cellules parentales sont affichés en lettres vertes.

152



A

Acute Myeloid Leukemia

Patient cohort

& o
e‘@ w“a
@: R &SR
S S Ee
FaV© & °
& & &S
onmrsa [l ME1
erent1 [ RPAP1
mYC . NUDT5
AGXT2 Acsst
DAPK1 NGLY1
roas ALDH18A1
recs [l -
IDH1 - RALGAPA2
SLC12A5 2C3H1s
VWF P4HB
SPTBN4 POLRIE =
NCKAP5 enot [l
VPS13C nacao [l [
PSPC1 SH3BP1 -
ASTN2 eroos [l [
LANCL3 sort I
SETD1A acvt [l
RTN4 GYst -
ot sapaosp [l
atesvin [
PAPSST secenset [l
CACNA1S
THOCS T:,: =
rec [l cveiar [l
ATN1 . aconoat [l
LMNA . RAB3GAP2 .
ocat [ cvct [l
KRT72 . ASNS . .
rera [l 0 swe [l
| | ceoces [l
ae [l vesss [l
acoon [l nourst [l
o wel
TCF7L2
o o
erzes I eeir [l
SNAP91 . EML2 -
neert [ sumrz [l
coans [l out [l
GALNT4 . CAPG -
APAF1 . cwrrst [l
CHRM2 . . AP1B1 -
HTR2G . variLt [l
o | il —
rirs . rasss [
nourat2 [l
™ [ reep1 [
wr1 .. waceet [l
RAD21
cAD
VARS2
COL6AG
L [0
NEDD4
TLN1 Q\e\
)
Qq'o N N
'\@0 et\c‘ \
& & & &
é“@ c;"‘4 c}é &
20/ 30M 30m 80l
100 200 200 40 W
5 1007 10 20
o o 0

Melanoma
Patient cohort
PRIMARY METASTATIC
TUMORS MELANOMA
Q\o\ t\e\
oé (\“4‘
K R
SO o Ko o
NPRIPATA AN
~°° o” ,,\‘oo 06 >
N O O
A QA
SR R
crmza [ [ | |
VPS13D
ascas | [}
PIWIL1
SEMA3F
SMARCC1
HSD17B4

| |
raratz [l B
sceert [ I
stkazs [l [ ]

ZFPM2

PRKDC
TDRD1
NES
CDC42BPB
DHX57
RPAP1
MYO10
TEX2
NEK9
GYs1

|
||
HEXA -

HIP1R ..
ATP1A1 .
FAR1 .
emz [
STK40 .
WASF1 .
ENO1 .
RANGAP1 .-
PFKM .
IMPDH2 .
ANKRD52 .
OPTN .
TIMMDC1 .
MTMR10 .
SAAL1 .
CAPG .
RAN
CKB .
TN .
PCLO .-
DSCAM .
OBSCN .-

AHNAK
Muc4

TPO
LRP1
ADAM2
ABCA8
NLRP14
ARFGEF3

PTEN
BRCA2

MAP1B
PML
ABCAS5
TUBGCP6

CD2AP
AP3D1

NFKBIZ
DDX18

PLOD2
URB1
KIF24

GPSM2 .

153



IX) L'expression protéique différentielle dans les cellules de dormance

de leucémie DA1-3b/D365 met en lumiére un processus dominant

distinct non génétique dans la MRD.

Puisque l'impact fonctionnel de la signature génétique indiquée par I'expression
des génes mutés n'a pas pu définir le phénotype exclusivement dormant des cellules,
nous avons mene une analyse de la signature protéomique des cellules leucémiques
de dormance pour mettre en évidence une éventuelle expression protéique
différentielle et exclusive. Nous nous sommes demandé quelles protéines étaient
dérégulées dans les cellules de dormance, et si les génes mutés identifiés étaient

exprimés au niveau protéique de maniére différentielle.

La spectrométrie de masse a donc été utilisée pour analyser les variations
d'expression protéique dans les cellules de dormance de leucémie DA-1b/D365. Un
total de 2182 protéines a été identifié, dont 118 protéines présentaient des différences
significatives dans les niveaux d'expression (p<0.01) entre les cellules DA1-3b/D365
et les cellules DA1-3b. 26 protéines étaient exprimées uniquement dans les cellules
parentales, tandis que 25 protéines étaient exclusivement détectées dans les cellules
de dormance (Figure 25A ; Fichier supplémentaire 1, Tableau S1-e : accessible en
ligne). Parmi les 118 protéines présentant une expression altérée, 56 étaient
surexprimées, tandis que 63 étaient sous-exprimées spécifiquement dans les cellules
de dormance (Figure 25B ; Fichier supplémentaire 1, Tableau S1-e : accessible en

ligne).
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Figure 25 : Analyse de I'expression protéique différentielle dans les cellules de

dormance de leucémie DA1-3b par rapport a leurs cellules parentales.

(A) Diagrammes de Venn illustrant le nombre de protéines communément dérégulées et

exclusives selon I'état de dormance ou parental des cellules de leucémie DA1-3b. Un seuil de

signification de p<0.05 a été utilisé pour le test t de Student avec le logiciel Perseus. (B)

Heatmaps illustrant les protéines surexprimées (gradient de couleur rouge) et sous-exprimées

(gradient de couleur verte) dans les cellules de leucémie DA1-3b/D365 par rapport a leurs

cellules parentales. Les résultats sont exprimés en quantification sans étiquette (LFQ) des

protéines. L'intensité LFQ a été soumise au logarithme 2 (log2[x]). Trois expériences

indépendantes (n=3) ont été réalisées, et les LFQ résultantes sont présentées.
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Afin de mieux définir la signature protéomique des cellules leucémiques de
dormance, nous avons réalisé une analyse multi-omique combinant les données de
CGH, de modification épigénétique et d'expression génique transcriptomique. Notre
objectif était de déterminer comment les mécanismes génétiques ou non génétiques

faconnent les mécanismes sous-jacents conduisant a la signature/phénotype dormant.

Parmi les protéines surexprimées dans les cellules de dormance, 7 des 56
génes ont montré une amplification a la fois dans les cellules parentales et de
dormance, tandis que sept genes étaient exclusivement amplifiés dans les cellules
parentales. Les 42 génes correspondants restants n'étaient ni amplifiés ni supprimés.
De plus, seul Psdm10 présentait une délétion a la fois dans les cellules parentales et
de dormance. En ce qui concerne les protéines sous-exprimées dans les cellules de
dormance, huit protéines présentaient une amplification dans les deux lignées
cellulaires, avec neuf exclusivement amplifiées dans les cellules parentales et deux
uniquement dans les cellules de dormance. Les 53 génes correspondants restants ne
présentaient aucune altération génomique. A I'exception des neuf génes
exclusivement amplifiés dans les cellules parentales, le modéle de variation du CNV
entre les cellules de dormance et parentales n'expliquait pas I'expression protéique

différentielle.

Ces observations mettent en lumiére les possibles mécanismes non

génétiques sous-jacents a la signature protéomique dérégulée des cellules de

dormance de leucémie (Figure 26A).

156



Nous avons ensuite réalisé une analyse des modifications épigénétiques
H3K4me3, H3K9me3 et H3K27me3. Nous avons constaté une prévalence marquée
de la modification H3K4me3 dans les cellules de dormance et parentales. Seulement
quatre génes ont montré un enrichissement du code répressif H3K27me3. Parmi les
protéines surexprimées dans les cellules de dormance, 22 ont montré une transcription
ARN significativement augmentée. Plus précisément, parmi les protéines
surexprimées montrant une expression transcriptomique significativement accrue
dans les cellules de dormance, les protéines suivantes étaient remarquables : THOCS,
PPIH (peptidylprolyl isomerase H), CRYZLA (crystallin zeta like 1), PURB (purine rich
element binding protein B), AP1B1, TTN1, NEDD4, ABCE1 (ATP binding cassette
subfamily E member 1), DTYMK (deoxythymidylate kinase), UAP1L1 (UDP-N-
acetylglucosamine pyrophosphorylase 1 like 1), ASNS, TPM4 (tropomyosin 4), ILKAP
(ILK associated serine/threonine phosphatase), SHMT2, PHPT1 (phosphohistidine
phosphatase 1), UPF1 (regulator of nonsense transcripts 1), PSMG2 (proteasome
assembly chaperone 2), DNAJA2 (DnaJ heat shock protein family (Hsp40) member
A2), CYP11A1, NQO2 (N-ribosyldihydronicotinamide:quinone dehydrogenase 2) et
NUDT5. Parmi ces protéines, DNAJA2, ASNS, SHMT2, DTYMK et NUDTS sont
impliquées dans les mécanismes d'acétylation influengant la structure des protéines
et I'expression génique. De plus, DNAJA2, ASNS, DTYMK, NEDD4, ABCE1 et UPF1

sont connues pour leur implication dans les processus cytosoliques (Figure 26A).

En revanche, parmi les protéines sous-exprimées dans les cellules de
dormance, sept ont montré une différence significative dans I'expression génique
transcriptomique. Trois protéines ont présenté des délétions dans les cellules de

dormance et parentales, Eno1 étant délété uniquement dans les cellules parentales
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(Figure 26B). Les protéines détectées exclusivement dans les cellules de dormance
DA1-3b/D365 ont montré une amplification de trois génes correspondants dans les
cellules parentales et de dormance. Quatre génes étaient exclusivement amplifies
dans les cellules parentales, et seul Ass1? (argininosuccinate synthase 1) était amplifié

exclusivement dans les cellules de dormance.

Pour les protéines exclusivement exprimées dans le modéle parental DA1-3b,
trois génes étaient amplifiés uniquement dans les cellules parentales, tandis que Vars2
etait amplifieé uniquement dans les cellules de dormance. De plus, trois génes ont
présenté des délétions dans les cellules parentales et de dormance. A noter que seul
F13a1 présentait des différences épigénétiques entre les cellules parentales,
marquées par H3K9me3, et les cellules de dormance, caractérisées par H3K27me3.
L'expression transcriptomique des génes identifiés par analyse protéomique dans le
modeéle de leucémie a indiqué une expression généralement uniforme de toutes les
protéines, avec une surexpression notable observée pour Ass7, qui était exclusive aux

cellules de dormance DA1-3b/D365 (Fig S2).

Dans I'ensemble, nos résultats ont montré que les protéines dérégulées
dans les cellules leucémiques de dormance étaient principalement sans rapport
avec des altérations génétiques/génomiques. De plus, a I'exception d'un petit
nombre de génes, les génes mutés identifiés n'étaient pas difféeremment

exprimés au niveau protéique.
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Figure 26: Heatmaps des
résultats des CNV, des marques
d’histones et de I'expression génique
des

transcriptomique protéines

dérégulées dans les cellules
leucémiques de dormance DA1-
3b/D365 par rapport a leurs cellules
parentales.

Les résultats CGH sont représentés par
un cercle noir pour I'amplification, tandis
que les délétions sont indiquées par un
cercle vide. Les codes épigénétiques
actifs H3K4me3 sont représentés en
bleu vif, et H3K27me3 en bleu marine.
L'expression génique transcriptomique
est représentée par un dégradé de
(fold

change), variant de l'orange clair au

couleurs par rapport a Log2

rouge pour une expression plus élevée.
Le fold change représente I'expression
génique  différentielle  entre les
conditions de cellules de dormance et
valeurs

parentales. Les

transcriptomiques significatives
(p<0,05) sont indiquées par un point.
Chaque expérience a été répétée 3 fois.
(A)

surexprimées dans
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X) L'expression différentielle des protéines dans un modéle murin de

leucémie met en évidence son implication dans les voies

biologiques.

Comme illustré dans la Figure 27, un Bubble plot montre notre analyse
d'enrichissement GO visant a découvrir les roles fonctionnels des protéines exprimées
de maniére différentielle dans les cellules de dormance DA1-3B/D365 par rapport a
leurs homologues parentaux. Cette analyse a révélé 12 termes significativement
enrichis liés aux protéines surexprimées, principalement liés au "métabolisme
cellulaire" et a "la biosynthése des composés organo-azotés". De fagon intéressante,
I'analyse d'enrichissement GO a mis en évidence des voies avec un ratio de
génes plus élevé, mettant particulierement I'accent sur "la traduction”, “la

biosynthése des amides™ et "le métabolisme cellulaire des amides".

En revanche, les protéines sous-régulées étaient enrichies dans 40 termes
distincts, avec un accent particulier sur des processus tels que "le processus
glycolytique a travers le glucose-6-phosphate" et "la glycolyse canonique". Les voies
présentant les ratios de génes les plus élevés étaient celles liées au "métabolisme
cellulaire", au "métabolisme des composés azotés" et a "la biosynthese des acides
aminés modifiés" (Figure 27). Ces découvertes offrent des perspectives précieuses
sur les mécanismes moléculaires sous-jacents régissant le comportement des cellules

de leucémie de dormance et leurs homologues parentaux.
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Figure 27 : Bubble plots de I'analyse d'enrichissement des voies GO des

protéines exprimées de maniére différentielle dans les cellules de dormance de

leucémie DA1-3b/D365 par rapport a leurs cellules parentales.
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voie.
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Xl) Analyse de I'expression protéique différentielle dans les cellules de

dormance de mélanome

Une analyse des variations de l'expression protéique dans les cellules de
dormance du mélanome B16-F1GFP-D a également été réalisée grace a une
investigation protéomique utilisant la spectrométrie de masse. Au total, 2474 protéines
ont été identifiées, dont 168 présentaient des différences d'expression (p <0,05) entre
les cellules B16-F1GFP-D et B16-F1GFP-M. 43 protéines étaient uniquement
exprimées dans les cellules parentales, tandis que 36 protéines étaient exclusivement
détectées dans les cellules de dormance (Figure 28A). Parmi les 168 protéines dont
I'expression était altérée, 96 étaient surexprimées, tandis que 72 étaient sous-
exprimées dans les cellules de dormance du mélanome B16-F1GFP-D (Figure 28B ;

fichier supplémentaire 1, Tableau S1-f : accessible en ligne).

Figure 28 : Analyse de I'expression protéique différentielle dans les cellules de
dormance du mélanome B16-F1GFP-D comparées a leurs cellules parentales.
(A) Diagrammes de Venn illustrant le nombre de protéines communes dérégulées et
exclusives selon I'état de dormance ou parental des cellules de mélanome B16-F1. Un seuil
de significativité de p<0,05 a été utilisé pour le test t de Student avec le logiciel Perseus. (B)
Heatmaps illustrant les protéines surexprimées (dégradé de couleur rouge) et sous exprimées
(dégradé de couleur verte) dans les cellules de dormance du mélanome B16-F1GFP-D par
rapport a leurs homologues parentaux. Les résultats sont exprimés en quantification sans
étiquette (LFQ) des protéines. L'intensité LFQ a été soumise au logarithme 2 (log2[x]). Trois

expériences indépendantes (n=3) ont été réalisées, et les LFQ résultants sont présentés.
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En miroir du modéle de leucémie, nous avons utilisé les mémes approches pour
intégrer I'analyse transcriptomique, la détection des régions de CNV basée surla CGH,
et l'analyse des modifications épigénétiques des protéines identifiées (Figure 29 ;
fichier supplémentaire 1, Tableau S1-g: accessible en ligne). Comme attendu, la
plupart des genes correspondants présentaient une marque épigénétique active
H3K4me3, c'est-a-dire 94 des 96 génes surexprimés et 69 des 70 protéines sous-
exprimées, indiquant une transcription active. De plus, I'analyse de CGH a révélé que
pour la majorité des génes codant pour des protéines, soit 42 protéines surexprimées
et 30 protéines sous exprimées, les schémas d'amplification ou de délétion étaient
conservés entre les cellules parentales et celles de dormance. Bien que nous n'ayons
observé aucune corrélation entre la difference de profil de CNV et la surexpression
des protéines dans les cellules de dormance, des délétions spécifiquement dans le
modeéle de dormance ont été observées pour neuf protéines parmi celles dérégulées :
METAP2 (methionyl aminopeptidase 2), ASS1, S100B (S7100 calcium binding protein
B), EEF2 (eukaryotic translation elongation factor 2), UBE2N (ubiquitin conjugating
enzyme E2 N), WASF1 (WASP family member 1), SLC25A3 (solute carrier family 25
member 3), GSTT3 (glutathione S-transferase theta 3) et LTA4H (leukotriene A4
hydrolase). Cela suggére que la dormance tumorale pourrait impacter I'expression

de ces génes par le biais d'une altération génomique.

Figure 29 : Heatmaps des résultats de CNV, des marques d'histones et de
I'expression génique transcriptomique des protéines dérégulées dans les cellules de
dormance du mélanome B16-F1GFP-D comparées a leurs cellules parentales.

Les résultats de la CGH sont représentés par un cercle noir pour I'amplification, tandis que les
délétions sont indiquées par un cercle vide. Les codes actifs épigénétiques H3K4me3 sont
représentés en bleu vif, et H3K9me3 en bleu-gris. L'expression génique transcriptomique est

représentée par un dégradé de couleur relatif a Log2 (fold change), variant de I'orange clair,
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pour une expression plus faible, au rouge pour une expression plus élevée. Le fold change
représente l'expression génique différentielle entre les conditions de cellules de dormance et
parentales. Les valeurs transcriptomiques significatives (p<0,05) sont indiquées par des
points. Chaque expérience a été répétée 3 fois.
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En ce qui concerne les protéines détectées exclusivement dans les cellules de
dormance, aucune différence de profii de CNV n'était corrélée avec l'analyse
protéomique (Figure S2 en annexe). De maniére intéressante, nous avons détecté une
forte expression transcriptomique de Adss/1 (adenylosuccinate synthase 1) dans les
cellules de dormance sans aucune variation génomique. Parmi les protéines détectées
exclusivement dans les cellules parentales, la plupart des génes ne présentaient
aucune différence de profil de CNV entre les cellules de dormance et parentales, a
I'exception des génes Six7 (syntaxin 7) et Wdr18 (WD repeat domain 18) qui
présentaient des délétions exclusives dans les cellules de dormance (Figure S2 en

annexe).

En résumé, nos résultats ont révélé que la dérégulation protéique dans
les cellules de dormance de mélanome ne se produisait généralement pas par
des mécanismes génétiques, en accord avec ce qui a été observé dans le modele
de MRD de leucémie. De plus, a I'exception de quelques génes, les génes mutés

identifiés n'ont pas présenté d'expression différentielle au niveau protéique.

Xill) L'expression protéique différentielle dans un modeéle murin

de mélanome met en lumiére l'implication significative de voies

biologiques

L'étape suivante a consisté a réaliser une analyse d'enrichissement GO pour
explorer les relations fonctionnelles des protéines exprimées de maniére différentielle
dans les cellules de dormance B16-F1GFP-D par rapport a leurs homologues

parentaux. Un total de 21 termes ont présenté un enrichissement significatif pour les
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protéines surexprimées, principalement associées aux processus cellulaires et au
meétabolisme. Parmi ces termes, on trouve en particulier ceux liés au métabolisme du
NAD (nicotinamide adénine dinucléotide), au catabolisme du glucose, ainsi qu’aux
voies de la glycolyse canonique (Figure 30). En revanche, les protéines sous-régulées
étaient enrichies dans 51 termes, avec un accent sur divers processus métaboliques,
l'organisation de composants cellulaires et la biogenése. Les principales voies
identifiées comprenaient le transport transmembranaire de protons, le clivage des
filaments d'actine, la biosynthése de la mélanine, le métabolisme du fructose et la

biogenése de composants cellulaires (Figure 30).

Figure 30. Bubble plots de I'analyse d'enrichissement des voies GO des
protéines exprimées de maniére différentielle dans les cellules de dormance du
mélanome B16-F1 par rapport a leurs cellules parentales.

Les voies sont classées selon I'expression protéique surexprimée (en rouge) et sous-régulée
(en bleu). Le nombre de protéines enrichies dans chaque voie est indiqué par la couleur du
dégradé de plasma. Le "Ratio de génes" indique le ratio de protéines enrichies par rapport aux
protéines de fond. La taille des bulles est conforme a la valeur de p (Log10) de I'enrichissement

de la voie.
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Xilir) L’identification de 11 génes communs exprimés de maniére

différentielle dans les deux modéles murins de MRD a révélé une

possible signature commune de MRD.

Parmi les 11 protéines exprimées de maniere différentielle entre les modéles
de leucémie et de mélanome, quatre ont montré une augmentation de leur expression
dans le modéle de dormance de la leucémie. Neuf protéines ont présenté une
augmentation de leur expression dans le modéle de dormance du mélanome. Seules
SEPTIN-9 (septin 9) et CAPG ont montré une surexpression constante dans les deux
pathologies ; cela suggére une signature protéique distincte entre les deux

conditions (Figure 31A).

Parmi ces 11 protéines, CAPG est communément surexprimée dans les cellules
de dormance de la leucémie et du mélanome. SEPTIN9 est connue pour son réle dans
la régulation de la structure cellulaire et de la division cellulaire, tandis que CAPG
influence la motilité et la forme cellulaire en modulant la dynamique de I'actine. Ces
deux protéines sont donc cruciales pour de nombreux processus cellulaires
fondamentaux. Leur augmentation observée dans l'expression protéique dans les
modeéles de dormance des deux pathologies suggére une altération potentielle de la
structure du cytosquelette dans le contexte de la dormance tumorale. De plus, la
meéthylation du promoteur de Septin9 a réecemment été associée aux phénomenes de
récurrence et de métastases du cancer, notamment dans le cancer du sein. Le réle de

CAPG dans la promotion de la leucémie myéloide aigué a été décrit (Ma et al., 2023).
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L'analyse comparative des CNV dans les deux modeles a révélé une disparité
dans l'amplification protéique. Cependant, une délétion partagée entre les cellules
parentales et de dormance a été observée dans les deux pathologies, impliquant
spécifiquement Pgk1. De plus, la délétion parentale de Eno7 est maintenue dans le
modéle parental du mélanome et son modele de dormance associé. Comme attendu,
nous avons observé une prédominance du motif épigénétique actif H3K4me3 dans les
deux pathologies ; cependant, le code histone répressif H3K27me3 a été détecté pour
les génes Aldoa et Selenbp1 dans le modeéle leucémique (Figure 31B; fichier

supplémentaire 1, Tableau S1-h : accessible en ligne).

DA1-3b/ B16-F1  B16-F1 Histone Histone
A D365 DA1-3b GFP-D GFP-M B CNV  marks RNA CNV  marks RN;
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Figure 31 : Signatures protéiques communes entre les 2 modéles de MRD
murins.
(A) Heatmaps illustrant les protéines surexprimées et sous-exprimées dans les cellules de
dormance du mélanome B16-F1-GFP-D et de la leucémie DA1-3b/D365 par rapport a leurs
cellules parentales. Les résultats sont exprimés en quantification sans étiquette (LFQ) des
protéines. L'intensité LFQ a été logarithmée (log2[x]). Trois expériences indépendantes (n=3)
ont été effectuées, et les LFQ résultantes sont présentées. (B) Heatmaps de I'analyse intégrée
des données de CNV, des marques d'histone et de I'expression génique transcriptomique avec
les protéines dérégulées dans les cellules de dormance du mélanome B16-F1GFP-D et de la
leucémie DA1-3b/D365 par rapport a leurs cellules parentales. Les résultats de CGH sont
représentés par un cercle noir pour I'amplification, tandis que les délétions sont indiquées par
un cercle vide. Les marques actives H3K4me3 sont représentées en bleu vif, et H3K27me3
en bleu marine. L'expression génique transcriptomique est représentée par un dégradé de

couleurs relatif a Log2 (fold change) variant de l'orange clair pour une expression plus faible
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au rouge pour une expression plus élevée. Le fold change représente I'expression génique
différentielle entre les conditions de cellules dormantes et parentales. Les valeurs
transcriptomiques significatives (p<0,05) sont indiquées par un point. Chaque expérience a

été répétée 3 fois.

XIV) Impact génétiqgue et d'expression différentielle de la signature

MRD des 11 protéines dans la LAM et le mélanome humains

Parmi les 11 protéines couramment dérégulées dans les cellules de dormance
des deux pathologies (Tableau 3), une analyse de données publiques provenant de
cohortes de patients atteints de LAM (Tyner et al., 2018 ; Bottomly et al., 2022)
(n=905) a réveélé que quatre d'entre elles, a savoir SELENBP1 (selenium binding
protein 1), SEPTIN9, GYG (glycogenin) et ENO1, présentaient une expression
significativement plus élevée chez les patients présentant des pronostics défavorables
(classification ELN 2017). En revanche, les autres protéines semblaient étre associées
a un pronostic intermédiaire. Un pourcentage discret (0,5%) de patients présentant
une CNV (délétion) a été observé pour quatre de ces génes communs, dont ENOT,
qui présentait également une délétion dans notre modele myeéloide parental murin. En
ce qui concerne la pathologie du mélanome, lors de la comparaison de données
publiques de patients entre les stades de diagnostic et de métastase (Genomic
Classigication of Cutaneous Melanoma, 2015), des fréquences significatives
d'amplification (14,5% et 10,0% respectivement) ont été observées pour les génes
SELENBP1 et SEPTIN9 au stade métastatique (Tableau 3). Conformément aux
résultats de nos modeles murins de mélanome parental et de dormance, une
fréquence notable d'amplification de TPI1 (triosephosphate isomerase 1) aux stades

diagnostique (4,7%) et métastatique (6,4%) a été observée.
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Tableau 3: Impact des 11 protéines couramment exprimées de maniére

différentielle dans les modéles de dormance du mélanome B16-F1IGFP-D et de la

leucémie murine DA1-3b/D365 sur la LAM humaine et le mélanome.

Melanoma -
Acute myeloid . Metastatic
Primary
leukemia melanoma
tumours
ENL CNV loss and gain frequency (%)
Classification c c
. c .0 c .0 -
Gene (higher o ® o] ® o
expression ks “—g ks “—g ks
. a! e 4 = 3
in) < <
ALDOA Intermediate* 0.5 4.7 1.6 2.7
SELENBP1 Adverse* 6.3 14.5 0.9
SEPTIN9 Adverse* 0.5 7.8 1.6 10.0
EEF2 Intermediate*
CAPG Intermediate* 6.3 1.6 0.9 0.9
EML2 Intermediate 4.5 2.7
GYG Adverse 4.7 1.8
VPS35 Intermediate 0.5 1.6 3.1 0.9
TPI1 Intermediate 4.7 6.4 6.4
ENO1 Adverse 0.5 4.7 6.3 1.8 1.8
PGK1 Intermediate

Le Tableau 3 révéle une corrélation entre I'expression la plus élevée (ARN-seq) des 11 génes

et les groupes de classification ELN (c'est-a-dire défavorable, intermédiaire et favorable) dans

la LAM (n=905). Un astérisque symbolise un résultat significatif (p<0.05). Le tableau montre

la fréquence (%) de perte et de gain de CNV associée au géne indiqué chez les patients

atteints de LAM et de mélanome (tumeurs primaires et métastatiques) (n=489). Les données

ont été extraites du domaine public cBioportal (Genomic Classification of Cutaneous

Melanoma, 2015 ; Tyner et al., 2018 ; Bottomly et al., 2022).
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XV) Propriétés fonctionnelles partagées par les cellules de

dormance des deux modéles de maladie résiduelle

Nous avons observé une surexpression commune de SEPTIN9 et CAPG au
niveau protéique dans les cellules de dormance, et ce quel que soit le type de tumeur.
Nous avons donc examiné l'impact fonctionnel potentiel en mesurant les propriétés
physiques des cellules de dormance par rapport a leurs homologues parentales dans
les deux modéles de MRD. En effet, ces deux protéines sont impliquées dans
I'organisation du cytosquelette (Kim et al., 2023 ; Mostowy et Cossart, 2012 ; Zhang et
al., 2006), une caractéristique impliquée dans le destin cellulaire et les mécanismes
d'adaptation au microenvironnement (Fletcher et Mullins, 2010 ; Wang et al., 2022).
De plus, le remodelage du cytosquelette peut relier les propriétés mécaniques a la
dormance cellulaire (Fletcher et Mullins, 2010 ; Wang et al., 2022 ; Barkan et al., 2008).
Outre les effets mécaniques, de multiples études ont décrit le réle des principaux
composants du cytosquelette tels que les filaments d'actine et les microtubules sur les
propriétés électriques des cellules (Gharooni et al., 2019 ; Salmanzadeh et al., 2013 ;
Zhou et al., 2018). De maniére intéressante, des processus dynamiques tels que la
dépolymeérisation/polymérisation des microtubules et des filaments d'actine ont été
décrits pour avoir un impact sur la signature électrique des cellules cancéreuses

(Gharooni et al., 2019 ; Salmanzadeh et al., 2013).

Ainsi, nous avons reéalisé des analyses d'impédance pour comparer les
propriétés électriques des cellules de nos deux modeles de MRD. Le débit nécessaire
pour l'analyse de cellules individuelles a été maintenu en utilisant des mesures

d'impédance électrique dans un dispositif microfluidique. Ce cytométre de flux de

173



spectroscopie d'impédance micro machiné a obtenu différentes propriétés cellulaires
a des fréquences de mesure dédiées, par exemple, la taille a des fréquences
comprises entre 0,1 et 1 MHz, la réactance membranaire a des fréquences comprises
entre 2 et 5 MHz, et la conductance cytoplasmique a des fréquences supérieures a 20
MHz (Gawad et al., 2001). Par conséquent, nous avons mesuré la réponse de chaque
cellule a 30 MHz pour comparer leur conductance cytoplasmique, étant donné que
I'expression plus élevée de SEPTIN 9 et de CAPG, protéines de liaison impliquées
dans l'organisation du cytosquelette, a été détectée dans les cellules de dormance des
deux modéles de MRD. Pour minimiser les erreurs éventuelles dues a I'étalonnage de
I'appareil, nous avons normalisé chaque mesure en fonction de la médiane des

cellules parentales.

Les cellules de dormance de la leucémie DA1-3b/D365 (0,90+0,007 valeur
normalisée + erreur standard) et du mélanome B16-F1GFP-D (0,84+0,018 valeur
normalisée % erreur standard) ont montré une conductance cytoplasmique normalisée
inférieure a celle de leurs homologues parentales, c'est-a-dire DA1-3b (1,00+0,007) et
B16-F1GFP-M (1,00+0,020), pour n = 16802 et 3815 cellules, répétées dans 8 et 4
expériences indépendantes, respectivement (Figure 32). Les deux comparaisons ont
montré une différence significative (p<0,0001) entre les cellules parentales et de
dormance dans les deux modeles de MRD (test t de Student). Dans I'ensemble, ces
résultats renforcent le réle potentiel de la forme du cytosquelette dans les

mécanismes sous-jacents du processus de MRD.
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Figure 32 : Diagrammes en boite comparant la conductance du cytoplasme des
cellules de dormance B16-F1GFP-D du mélanome et des cellules de dormance DA1-
3b/D365 de la leucémie par rapport a leurs cellules homologues parentales.

Les cellules de chaque groupe, (A) mélanome et (B) leucémie, ont été analysées par des
mesures d'impédance a 30 MHz, et normalisées selon la médiane des cellules parentales. Les
expériences ont été répétées respectivement 4 et 8 fois, avec différentes cultures cellulaires.
Le nombre de cellules analysées est indiqué sous chaque diagramme. Les deux comparaisons

ont montré des différences significatives (p<0,0001).
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DISCUSSION

L'étude des caractéristiques multi-omiques des cellules de dormance du
meélanome et de la leucémie a partir des modéles murins syngéniques de MRD nous
a permis d’explorer les mécanismes génétiques et non génétiques impliqués dans la
dormance tumorale. Notre approche multi-omique a permis d'identifier une
signature génétique spécifique et d'en souligner I'impact fonctionnel potentiel

dans les deux modeles de cancer.

Certains génes porteurs de mutations sont communs aux modéles murins de
dormance du mélanome et de la leucémie. Pour autant, un nombre important de génes
mutés sont spécifiques aux cellules dormantes dans chaque modeéle distinct. Cela
suggére que ces cellules ont élaboré des mécanismes de résistance contre leur
environnement ou les traitements, que ce soit via I'acquisition de mutations
avantageuses, ou en étant sélectionnées avant méme le début de la période de MRD
(Rambow et al., 2018 ; Mopin et al., 2022 ; Onecha et al., 2021 ; Robinson et al., 2023).
La découverte de génes mutés exclusivement présents dans les cellules
parentales renforce l'idée selon laquelle il existerait des clones dormants
initiaux dans la population tumorale parentale (Rambow et al., 2018 ; Mopin et al.,

2022 ; Onecha et al., 2021 ; Robinson et al., 2023 ; Patel et al., 2023).

Dans le modéle de mélanome B16-F1, la maladie résiduelle minimale (MRD)
semble étre associée a la sélection de clones préexistants, plutét qu'a I'acquisition de
nouvelles mutations par les cellules de la deuxiéme génération aprés une période de
dormance (B16-F1GFP-DB#1, B16-F1GFP-DB#2 et B16-F1GFP-DB#3). Nos

données de séquencage de l'exome des cellules leucémiques DA1-3b suggérent
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quant a elles un schéma préférentiel de gain de mutations. Bien que nos deux modéles
de MRD aient été soumis a un protocole de vaccination cellulaire similaire, il semble

que le processus de MRD puisse impliquer des mécanismes de résistance distincts.

Dans la leucémie myéloide (LAM) humaine, la résurgence de la maladie semble
impliquer des mécanismes similaires a ceux observés dans notre modéle murin de
MRD. En effet, de nombreuses analyses par séquengage NGS mettent en lumiere le
fait qu’'un clone de cellule leucémique, qu’il soit initialement présent ou bien un sous-
clone résistant aux thérapies, peut acquérir de nouvelles mutations, proliférer et
émerger en tant que clone prédominant lors de la rechute (Onecha et al., 2021 ;

Robinson et al., 2023).

Dans le mélanome humain, il est fréquent d’observer 'émergence de clones
tumoraux résistants a la thérapie chez les patients, ce qui conduit a la rechute et a un
pronostic défavorable (Rambow et al., 2018 ; Patel et al., 2023). Notre équipe ainsi
que d’autres études avons d’ores et déja démontré que les cellules de mélanome
possédaient une plasticité cellulaire accrue, un processus non génétique qui semble
favoriser 'adaptation des cellules tumorales a leur environnement (Touil et al., 2013 ;
Vidal et al., 2022). Cette propriété biologique semble également réguler le switch
phénotypique entre les cellules aux propriétés de cellules souches et celles qui n’en
ont pas (Touil et al., 2013). Les travaux antérieurs du laboratoire ont démontré que les
cellules de dormance B16-F1GFP étaient enrichies en cellules présentant un
phénotype semblable a celui des cellules souches (Touil et al., 2016). Notre
séquencage de I'exome ainsi que les données de VAF associées ont renforcé

'hypothése selon laquelle des clones préexistants parmi les cellules parentales
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pourraient présenter des caractéristiques de plasticité ou de cellules souches,
soulignant le processus de maladie résiduelle. Ces observations remettent en
perspective le mécanisme sous-jacent de la MRD dans le mélanome : existe-t-il
un mécanisme unique, qu’il soit ou non génétique, ou existe-t-il une

combinaison des deux comme cela a été observé dans notre modéle murin ?

Notre étude a révélé des signatures géenétiques spécifiques dans les cellules de
dormance du meélanome. En associant ces résultats aux données précédentes
montrant leur phénotype « souche », nous avons émis I’hypothése de I’existence
a la fois de mécanismes génétiques et non génétiques pour expliquer le
processus de MRD. Une étude récente a mis en lumiére une carte spatiotemporelle
de la diversité des stades et du devenir des cellules de mélanome, et a suggéré que
la capacité de croissance ou de métastase était liée a des sous-ensembles distincts
de cellules. Comme ces comportements phénotypiques peuvent étre acquis de fagon
dynamique suite a lI'exposition a des signaux spécifiques de la niche et de son
microenvironnement, ces résultats soulignent les capacités de reprogrammation des
cellules de mélanome (Karras et al., 2022). Bien que la plasticité cellulaire puisse étre
impliquée dans le processus de dormance tumorale dans le mélanome, nos résultats
n'‘ont pas permis de discriminer les processus géneétiques et non génétiques qui
pourraient expliquer la dormance dans le modéle murin B16-F1. En effet, la deuxieme
génération de cellules de dormance B16-F1GFP-DB n’a présenté aucun géne muté
supplémentaire, tout en conservant ses propriétés de cellules de type « souche ». De
plus, nous avons précédemment montré que ces cellules de mélanome dérivées du
site cérébral modulaient leur profil transcriptomique par rapport a la premiére

génération de cellules de dormance, et ce sans altération génomique supplémentaire
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(Touil et al., 2016 ; Touil et al., 2013). Ainsi, la MRD pourrait bien impliquer des

processus génétiques et non génétiques dans le mélanome.

Grace a notre analyse multi-omique, nous avons démontré que la signature
geéneétique des cellules de dormance pourrait avoir un impact fonctionnel. Pour autant,
tous les génes mutés identifiés dans les deux modéles de dormance ne contribuent
pas nécessairement a cet impact fonctionnel. Pour un ensemble spécifique de génes
mutés dans les deux modéles de MRD, les altérations différentielles de CNV,
combinées aux profils épigénétiques et a I'expression transcriptomique des génes ont
mis en évidence des impacts fonctionnels possibles, ainsi qu’'une implication dans les
mécanismes de MRD. Méme si plusieurs génes mutés n'ont pas présenté
d’expression corrélée a des marques épigénétiques répressives, un nombre
conséquent de génes portant des mutations dans les cellules de dormance ont été
exprimés, en accord avec le code d’histone actif associé. De plus, la surexpression
des génes mutés dans les cellules de dormance n’est majoritairement pas associée a
une amplification ou a une délétion différentielle entre les cellules parentales et les

cellules de dormance.

Concernant le modéle murin de leucémie, la combinaison des analyses
épigénétique et transcriptomique a réveélé que les marques d'histones actives étaient
concomitantes a la surexpression de plusieurs genes mutés qui sont impliqués dans
les voies métaboliques. De fagon notable, I'expression de ces génes n'était pas
uniquement dictée par les altérations de CNV, ce qui souligne une interaction nuancée
entre les facteurs génétiques et non génétiques dans le contexte de la MRD. L'analyse

GO a revélé les roles fonctionnels potentiels des genes mutés exprimés, montrant un
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lien avec "la liaison des cadhérines” et "la liaison des molécules d'adhésion cellulaire”,
tandis que ceux dans les cellules de mélanome étaient associés a des voies impliquant

"la liaison des petites molécules" et "la liaison des nucléotides".

Pour déterminer si les "signatures génétiques mutées murines" révélées par
nos modeles murins de MRD étaient pertinentes pour la maladie humaine
correspondante, nous avons analysé les profils génétiques de ces génes dans des
cohortes humaines de LAM et de mélanome, et ce a partir de bases de données
publiques. Bien que la signature des genes mutés dans la dormance révélée par le
modéle murin de leucémie ne reflete pas précisément, ou seulement dans une moindre
mesure, les motifs de mutations observés dans la LAM humaine au moment du
diagnostic, elle a mis en évidence des altérations de CNV. Cette découverte suggeére
un role potentiellement significatif de ces génes dans la maladie humaine. De
plus, en raison de I'absence de bases de données sur la MRD ou la rechute de la LAM,
nous n'avons pas pu vérifier la pertinence de notre signature dans les échantillons
humains pendant la progression de la maladie. Néanmoins, Idh1 a été trouvé muté
dans les cellules de dormance de leucémie murine, et IDH1 muté est fréquemment
observé dans la LAM humaine tant au diagnostic qu'aux stades de MRD (Tazi et al.,

2022, Robinson et al., 2023).

Dans les échantillons de mélanome humain, nous avons confirmé la
présence de génes mutés similaires dans les tumeurs primaires et
métastatiques. Ces observations renforcent la pertinence de nos résultats pour
d'éventuelles applications translationnelles. Bien que la fréquence des génes mutés

de dormance « murins » soit faible dans les tumeurs de mélanome métastatique, sans
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« I'enrichissement » attendu, plusieurs génes ont présenté des altérations de CNV
avec une fréquence significativement augmentée par rapport au stade primaire. Ces
observations renforcent la pertinence de nos résultats pour des applications
translationnelles potentielles. Quant aux modéles murins de MRD, ils pourraient
également mimer les caractéristiques de la maladie a I'échelle d’'un « patient unique »
en ce qui concerne les motifs de mutation, ce qui réduit ainsi la portée des signatures

de genes mutés identifiées en relation avec la dormance.

L’explication de la résistance aux thérapies étant couramment imputée a
I'existence d’altérations génétiques (Holohan et al., 2013), nous avons axé notre étude
sur ce phénomene, tout en y incluant les facteurs non génétiques des cellules
dormantes. En effet, de robustes études mettent en lumiére I'acquisition transitoire via
des mécanismes non mutationnels de phénotypes tolérants aux thérapies (Rambow
etal., 2018 ; Trumpp et Wiesler, 2008 ; Ravindran Menon et al., 2015 ; Su et al., 2017).
L’analyse protéomique des cellules de dormance montre que la dérégulation de
’expression protéique est principalement induite par des mécanismes non
génétiques, et ce dans les deux modéles murins de MRD. Dans les cellules de
dormance de leucémie, I'analyse de I'enrichissement a identifié des voies associées
au métabolisme cellulaire. Cela fournit des informations précieuses sur les
mécanismes moléculaires régissant la dormance. De méme, la dérégulation des
protéines dans les cellules de dormance de mélanome était principalement influencée
par des facteurs non génétiques. L'analyse des voies d'enrichissement a révélé son
implication dans le métabolisme cellulaire. Pour autant, les cellules de dormance
de mélanome présentent également un manque de différenciation et une

organisation dérégulée du cytosquelette. Notre étude permet une comparaison
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entre la signature des cellules de dormance de nos modéles MRD et celles congues
dans des études précédentes impliquant la chimiothérapie et les cellules humaines de

patients (Rambow et al., 2018 ; Marin-Bejar et al., 2021).

Fait intéressant, plusieurs génes et voies identifiés sont communs a ceux
identifiés dans les signatures de plusieurs modéles de MRD de mélanome tels que les
cellules souches de la créte neurale, les cibles de MITF (melanocyte inducing
transcription factor), la différenciation et la pigmentation ainsi que l'invasion (Rambow
et al., 2018). De la méme maniére, en ce qui concerne les modéles de PDX de MRD
de LAM, des cellules persistantes apres la chimiothérapie ont montré une
reprogrammation métabolique, comme observé dans notre modéle de dormance de
leucémie (Farge et al., 2017). De plus, I'analyse de I'enrichissement des voies de
GO a révélé une implication significative des protéines dérégulées observées
dans les cellules de dormance DA1-3b/D365, et ce dans plusieurs processus de
biosynthése cellulaire. Ces éléments sont comparables a I'étude de Cabezas,
robuste étude qui a également révélé une "signature de cellules dormantes" dans les
cellules souches hématopoiétiques (CSH) avec des implications pour les voies de
biosynthése pendant la transition des CSH dormantes aux CSH actives (Cabezas-
Wallscheid et al., 2017). Cette "signature dormante" pourrait a la fois discriminer
des compartiments cellulaires fonctionnellement distincts dans le pool de
cellules souches leucémiques chez les patients atteints de LAM, et fournir des
informations cruciales sur le destin cellulaire de ces cellules potentiellement

résistantes (Beneyto-Calabuig et al., 2023).
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Ces observations renforcent nos conclusions et mettent en évidence les
caractéristiques communes sous-jacentes au processus de MRD, quel que soit
le type de traitement anticancéreux conduisant a la dormance. En effet, nos
modeéles de MRD syngéniques ont été congus par le biais de la vaccination cellulaire,
tandis que les modeles de MRD d'autres études ont été obtenus sous chimiothérapie
(Farge et al., 2017 ; Rambow et al., 2018 ; Saudemont et al., 2004 ; Touil et al., 2016).
Un nombre trés limité d'études ont décrit des modeles de MRD de souris et ont
principalement utilisé des modéles PDX, alors dépourvus d'implications du systéme
immunitaire. Cette étude menée dans des modéles syngéniques de leucémie et
de mélanome pourrait décrypter les mécanismes potentiels liés a I'immunité de
la dormance. Comme précédemment démontré dans notre modele de MRD de
leucémie, la surexpression des ligands inhibiteurs immunitaires PD-L1 a renforcé la
résistance aux lymphocytes T CD8 (Saudemont et al., 2004). En revanche, les
mécanismes élucidés dans nos modeles de MRD syngéniques, qui sont distincts de
ceux mis en évidence dans d'autres modéles de MRD, pourraient étre impliqués dans

le contexte de la résistance du systéme immunitaire.

Il est important de noter que cette étude a révélé I'expression différentielle
commune de 11 protéines dans les modeles de dormance de la leucémie et du
mélanome. Cela suggére une potentielle signature "globale"” pour la maladie
résiduelle. SEPTIN-9 et CAPG ont montré une expression accrue dans les deux
pathologies, indiquant une organisation structurelle partagée dans le cytosquelette
pendant la dormance tumorale. De plus, plusieurs protéines dérégulées dans les
cellules de dormance étaient significativement enrichies dans les voies liées au

cytosquelette. En ce sens, de nombreuses études ont révélé que les propriétés
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meécaniques dictées par le cytosquelette peuvent avoir un impact sur le destin
cellulaire, y compris la dormance tumorale ou les phénotypes mieux adaptés a un
nouvel environnement (Fletcher et Mullins, 2010 ; Wang et al., 2022 ; Barkan et al.,
2008). Notre expérience sur les propriétés physiques a révélé une signature
"électrique" commune dans les cellules de dormance des deux modéles de MRD. La
conductance du cytoplasme des cellules de dormance était significativement réduite,
ce qui signifie un changement profond dans I'organisation structurelle des microtubules
et des filaments d'actine. Bien que la dépolymérisation/polymérisation des filaments
d'actine ou des microtubules ait été décrite comme ayant un impact contradictoire sur
la conductance ou les propriétés électriques (Gharooni et al., 2019 ; Salmanzadeh et
al., 2013), cette étude met en évidence un roéle significatif du cytosquelette sous-

jacent aux processus de MRD a travers différents types de cancer.

L'utilisation de modéles syngéniques offre un avantage significatif dans la
recherche sur le cancer. En effet, cette approche permet de minimiser les variabilités
geéneétiques interindividuelles, améliorant ainsi la fiabilité des résultats et la validité des
déductions tirées de I'étude. En explorant les signatures génétiques et protéomiques
des cellules dormantes dans le contexte de l'immunothérapie, notre étude offre de
nouvelles perspectives. Les conclusions concernant les différences ou similitudes
dans les signatures peuvent clarifier les stratégies thérapeutiques pour le traitement

de la MRD a travers divers types de cancers.

De plus, la complexité de l'approche multi-omique enrichit I'exploration

compléte des mécanismes moléculaires régissant la MRD. En combinant des

ensembles de données génomiques, transcriptomiques, protéomiques et
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épigénomiques, cette méthodologie offre une vue holistique et exhaustive du
paysage biologique de la MRD, ce qui offre alors des perspectives précieuses pour

le développement de stratégies ciblées (Caplan et al., 2022).

CONCLUSION/PERSPECTIVES

Notre étude contribue a la compréhension des mécanismes de la MRD,
car elle propose une premiére analyse multi-omique comparative de la dormance
tumorale dans deux types de cancers différents dans un contexte syngénique. Elle met
en lumiere I'importance d’explorer les caractéristiques des cellules résiduelles et leur

réle central dans cette persistance aux traitements.

Bien que certaines tumeurs réagissent initialement de maniére favorable a la
chimiothérapie ou aux thérapies ciblées, la plupart des cas récidivent, souvent sans
mutations de résistance identifiables. Cela souligne [I'importance d'étudier
I'hétérogénéité phénotypique non génétique qui pourrait jouer un réle crucial dans les
rechutes tumorales, et donc de ne pas se concentrer uniquement sur les mutations

geéneétiques.

Il est trés difficile de cibler spécifiquement la MRD dans les tumeurs solides
telles que le mélanome, de par le caractére invasif des biopsies répétitives. De plus
I'hétérogénéité intra-tumorale et la formation de métastases a plus ou moins longue
distance de la tumeur primaire complexifient encore plus le processus. Le suivi de la
MRD basé sur les biomarqueurs tumoraux tels que les cellules tumorales circulantes

est une piste d’étude prometteuse, mais cela reste insuffisant.
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Ce défi pousse a vouloir modéliser la dormance tumorale pour mieux
comprendre la MRD. Trouver un modéle pertinent reste complexe, car modéliser
signifie inévitablement se limiter a certains facteurs, souvent au détriment d'éléments
clés comme le systéme immunitaire. C'est un point critique dans des modéles tels que
les PDX, qui, bien qu'efficaces pour reproduire certains aspects de la biologie tumorale
humaine, excluent l'implication du systéme immunitaire en raison de I'utilisation de
souris immunodéficientes. Nos modeles présentent I'avantage de ne pas omettre cette

composante essentielle.

Notre étude comparative a ainsi évalué les similarités entre nos modeles de
mélanome et les données humaines, en analysant a la fois les tumeurs primaires et
les stades métastatiques. Cela est crucial, car I'acces aux informations sur les cellules
résiduelles humaines de mélanome reste trés limité. Pour la LAM, les données de
patients ne fournissaient pas d'informations suffisamment détaillées sur la temporalité

de la MRD.

L'intérét majeur de notre modele réside donc dans cette capacité a intégrer la
notion de temporalité sans omettre l'implication du systeme immunitaire, tout en offrant
un cadre complémentaire aux modeles d'études les plus couramment utilisés, comme

les PDX, qui demeurent une référence mais avec leurs propres limitations.

Malgré les forces de notre étude, elle présente une limite notable : I'absence
d’'une analyse a I'échelle de la cellule unique. Cette approche aurait permis d’affiner la
résolution et la compréhension des variations phénotypiques au sein des populations

cellulaires étudiées (Robinson et al., 2023). En effet, une telle analyse aurait pu
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caractériser plus précisément les sous-populations spécifiques impliquées dans la
MRD, apportant un éclairage sur la diversité cellulaire souvent masquée dans les

études de masse (Liu et al., 2024).

Questionnement sur le modéle d’étude: cellules de dormance et

hypothése de DTP

Nos cellules, amplifiées in vitro aprés un état de dormance in vivo, sont dans un
état prolifératif. Toutefois, elles conservent plusieurs caractéristiques de la dormance
tumorale, ce qui les rend pertinentes pour I'étude des mécanismes associés a la MRD

(Saudemont et al., 2004 ; Touil et al., 2016).

Nos modéles murins ont révelé que ces cellules montrent une prolifération
réduite par rapport aux cellules parentales, ainsi qu'un manque notable de
différenciation, une résistance au systéme immunitaire et/ou un phénotype proche de
celui des cellules souches, selon la pathologie étudiée (Saudemont et al., 2004 ; Touil

et al., 2016 ; Touil et al., 2022).

Bien que ces cellules ne soient pas quiescentes, leur profil s’approche de celui
des DTP (Drug-Tolerant Persisters), des cellules capables de survivre aux traitements
sans mutations de résistance identifiables (Sharma et al., 2010). Cette hypothése est
soutenue par des observations similaires dans les cellules dormantes « en sortie de
dormance », qui pourraient refléter un état précoce des DTP. |l est important de noter
que la persistance représente une phase transitoire avant I'acquisition de la résistance.

Au cours de cette phase, des modifications épigénétiques ou génétiques peuvent
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s'accumuler, menant finalement a I'apparition de cellules résistantes aux traitements.
Ce continuum entre dormance tumorale, « dormance fonctionnelle » et rechute
pourrait éclairer les interactions dynamiques entre ces cellules persistantes et le
systéme immunitaire pendant la MRD (Min et al., 2023 ; Farge et al., 2017 ; Rambow

et al., 2018 ; Flores-Gluzman et al., 2020).

En effet, les DTP se distinguent des autres sous-populations cellulaires
tumorales par plusieurs caractéristiques spécifiques qui jouent un réle essentiel dans
leur survie face aux traitements cytotoxiques. Ces caractéristiques incluent

principalement :

a) Une quiescence ou prolifération ralentie

Les DTP entrent dans un état de quiescence ou de prolifération trés lente, ce
qui leur permet de résister aux traitements congus pour cibler des cellules cancéreuses
activement proliférantes. Cet état de dormance est un mécanisme de protection
efficace contre les thérapies anticancéreuses, qui sont souvent dirigées contre les
cellules en division rapide. De plus, cette quiescence leur permet d'échapper aux
pressions sélectives induites par le traitement. Dans le mélanome, les DTP
proliférantes s'appuient sur des voies de réponse au stress distinctes en raison de leur
stress réplicatif accru, favorisant I'accumulation de mutations et la résistance a long

terme (Russo et al., 2024).

Comme évoqué précédemment, la croissance ralentie de nos modéles dits de

dormance laisse supposer un continuum entre dormance tumorale, « dormance
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fonctionnelle » et persistance des cellules résiduelles alors capables d’induire une

rechute.

b) Un phénotype non génétique

Contrairement aux mécanismes de résistance classiques, ou des mutations
génetiques spécifiques conferent une résistance aux médicaments, les DTP
développent une tolérance aux traitements de maniére non génétique. Cela signifie
que leur capacité a survivre aux meédicaments ne résulte pas de mutations
permanentes dans leur ADN. Ce phénotype réfractaire est souvent réversible, ce qui
permet aux DTP de quitter cet état une fois que I'exposition aux médicaments est

réduite ou supprimée (Sharma et al., 2010).

Les résultats de nos analyses abondent en ce sens concernant nos modéles de
« dormance », ou nous avons souligné lI'implication de mécanismes non génétiques

dans la MRD.

c) Un état réversible

Une caractéristique clé des DTP est leur capacité a sortir de I'état de résistance
une fois que le stress du traitement est levé. Cette réversibilité les différencie des
cellules ayant acquis une résistance génétique permanente. En effet, les DTP ne sont
pas condamnées a rester dans cet état réfractaire, mais peuvent redevenir sensibles

aux meédicaments apres une certaine période (Kurppa et al., 2020).
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Nos modeles cellulaires pourraient donc correspondre a ce stade dynamique
intermédiaire entre une sortie de dormance et une pré-résistance potentielle, stade
possiblement sensible a un stress mutagene pouvant alors induire une résistance

clonale et irréversible.

Autre aspect important, la régulation épigénétique joue un rdle crucial dans cet
état réversible des DTP. En effet, cellules présentent une plasticité transcriptionnelle
leur permettant de s’adapter aux traitements, et cette capacité est largement médiée
par des modifications épigénétiques. Des études ont montré que I'augmentation des
démeéthylases des lysines des histones est essentielle pour la survie des DTP, leur
conférant une résistance aux thérapies ciblées et a la chimiothérapie. De plus,
I'élévation de la triméthylation de I'histone H3 a la lysine 9 (H3K9me3) induit un état
de chromatine répressif qui favorise le phénotype DTP. Ce mécanisme, en particulier
au niveau des éléments rétrotransposons LINE1, suggere que les DTP peuvent
maintenir une forme de dormance tout en étant susceptibles d’étre réactivés en

réponse a des facteurs environnementaux ou thérapeutiques.

Nos modéles cellulaires ont souligné I'importance des modifications

épigénétiques sur I'expression des geénes dans le contexte de dormance.
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d) Une plasticité phénotypique

Un des traits les plus marquants des DTP est leur plasticité. Ces cellules sont
capables de modifier leur phénotype en réponse aux changements dans leur
microenvironnement ou en fonction du stress imposé par le traitement. Cette plasticité
phénotypique leur permet de s’adapter a différents types de stress, augmentant ainsi
leurs chances de survie a long terme. Elles peuvent ainsi alterner entre un état de
tolérance aux médicaments et un état plus prolifératif, lorsque les conditions

deviennent favorables (Russo ef al., 2024).

De fagon générale, linteraction entre les cellules cancéreuses et leur
microenvironnement meécanique, notamment la rigiditt membranaire, joue un réle
fondamental dans la régulation de la prolifération, de la migration et de la résistance
des cellules cancéreuses. Les travaux de Yeh et al. (2012) sur la régulation de la
prolifération des cellules endothéliales via la rigidité du substrat mettent en évidence
'importance de la voie Src/Vav2/RhoA dans ce processus. L'influence de la rigidité
membranaire sur l'activation de la signalisation cellulaire, comme celle du RhoA,
pourrait également avoir des implications dans la prolifération des cellules
leucémiques et des CSC dans le mélanome. Cela pourrait influencer leur capacité a
résister aux thérapies et a persister dans la MRD. Les cellules leucémiques ou de
meélanome qui persistent dans la MRD pourraient utiliser des mécanismes de réponse
a leur microenvironnement mécanique pour maintenir leur survie et leur état de

quiescence, échappant ainsi aux thérapies conventionnelles.
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Nos analyses multi-omiques ont révélé des marqueurs communs, tels que
SEPTIN-9 et CAPG, dont I'expression est augmentée dans les deux types de cancers
etudiés. Ces protéines, impliquées dans l'organisation cytosquelettique, pourraient

jouer un role dans les mécanismes de plasticité des cellules dormantes.

Liu et al. (2024) ont mené des études sur I'axe FYB1/CAPG dans la LAM et sur
la régulation mécanique des cellules cancéreuses dans le mélanome. lls ont mis en
lumiére de nouveaux potentiels pour cibler la MRD. En inhibant spécifiquement FYB1
ou CAPG, ou en perturbant la réponse des cellules cancéreuses a leur
microenvironnement mécanique (rigidité membranaire), il pourrait étre possible de
surmonter la résistance aux traitements et d’éliminer plus efficacement les cellules
responsables de la rechute. Des thérapies basées sur la modulation des propriétés
mécaniques des cellules ou sur des inhibiteurs ciblant les voies de signalisation
impliquées (comme la voie NF-kB activée par CAPG et jouant un role dans la LAM
(Ma et al., 2023)) pourraient compléter les approches actuelles pour traiter les patients
présentant une MRD. En paralléle, la compréhension des relations entre la rigidité
membranaire et la régulation des CSC dans le mélanome pourrait offrir de nouvelles

pistes pour cibler la persistance des cellules souches tumorales dans la MRD.

Par ailleurs, des études récentes ont montré que le passage de la dormance a
la croissance meétastatique peut étre influencé par des signaux eépigénétiques
provenant du microenvironnement. Par exemple, Barkan et al. (2010) ont démontré

que l'expression de certaines protéines, telles que p16 et p27, est élevée dans les
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cellules dormantes, contribuant a leur arrestation dans le cycle cellulaire. De plus, la
transition de la quiescence a la prolifération peut dépendre de la production de
fibronectine et de la signalisation via I'intégrine 1, entrainant une réorganisation du
cytosquelette avec la formation de fibres de stress d'actine. Ces mécanismes
suggérent que les cellules tumorales peuvent passer d’'un état dormant a un état
prolifératif en réponse a des modifications de leur environnement. Des analyses
fonctionnelles, telles que le western blot, la RT-gPCR et les siARN, pourraient valider
l'implication de SEPTIN-9 et CAPG dans la dormance et la plasticité, tout en offrant de
nouvelles pistes thérapeutiques pour perturber ces mécanismes. En ciblant les voies
de signalisation et les structures cytosquelettiques qui régulent cette plasticite, il serait
possible d'inhiber la transition de I'état dormant a I'état prolifératif, ce qui pourrait

ameéliorer |'efficacité des traitements contre la rechute.

Perspectives de recherche : la réorganisation cytosquelettique dans la

dormance tumorale et possiblement les DTP

Nos analyses mettent en lumiére la complexité de ces cellules, renforgant I'idée

que la réorganisation cytosquelettique pourrait étre un mécanisme clé a explorer.

Les avancées technologiques, telles que le tragage des lignées cellulaires et
les approches multi-omiques a cellule unique, permettent d’étudier la dynamique des
cellules résiduelles avec un niveau de détail sans précédent. Ces outils facilitent la
capture des états cellulaires transitoires et réversibles des cellules résiduelles, ouvrant
la voie a une meilleure compréhension des mécanismes moléculaires qui soutiennent

leur survie en dormance. L’analyse des données d’échantillons tumoraux hétérogénes
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a cellule unique est possible par 'usage de logiciels tels que Conos ou encore cellAlign

(Alpert et al., 2018 ; Rawbow et al., 2018 ; Barkas et al., 2019).

Une piste intéressante de recherche serait d'explorer comment la
réorganisation cytosquelettique, potentiellement médiée par des marqueurs comme
SEPTIN-9 et CAPG, influence la transition entre les états pré et post-dormance de nos
cellules. En effet, il serait pertinent de déterminer si et comment les modifications de
la structure cytosquelettique sont régulées par des signaux du microenvironnement, et

quel impact cela a sur la plasticité phénotypique des cellules.

De plus, des études antérieures ont montré que I'activation transcriptionnelle et
le "priming épigénétique"” — un processus par lequel des modifications épigénétiques
préparent les cellules a des réponses spécifiques lors de stimuli — sont liés a la
transition vers des états de DTP (Marsolier et al., 2022). |l serait enrichissant d’étudier
comment la réorganisation cytosquelettique interagit avec ces mécanismes de priming

pour influencer la capacité des cellules a s’adapter a des environnements changeants.

Les recherches pourraient également étre complétées par I'utilisation de divers
modéles d'étude in vitro et in vivo, comme les cultures en 3D, les organoides ou les
modéles PDX, afin d’appréhender les mécanismes complémentaires en jeu. Les
systémes de BIOMEMS (Biomolecular Electronic Systems) peuvent aussi offrir un
environnement contrdlé pour étudier les interactions cellule-cellule et cellule-
microenvironnement, ce qui permettrait d’explorer les réponses des DTP dans des

conditions plus physiologiques.
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Il serait complémentaire et bénéfique d’explorer comment les traitements
anticancéreux induisent des changements dans la structure cytosquelettique et la
plasticit¢ des DTP. En identifiant les mécanismes par lesquels ces traitements
affectent les cellules DTP, nous pourrions découvrir de nouvelles cibles thérapeutiques
pour améliorer les résultats cliniques. L'intégration de technologies comme l'imagerie
en temps réel et les approches de génotypage a cellule unique pourrait fournir des
informations précieuses sur I'acquisition de la tolérance médicamenteuse et de la
résistance, en mettant 'accent sur la réorganisation cytosquelettique comme un point

d'intervention potentiel.

Enfin, des études longitudinales sur la dynamique des cellules résiduelles en
réponse aux traitements pourraient révéler des cibles thérapeutiques qui perturbent
les mécanismes de dormance et de tolérance médicamenteuse. Cette approche
pourrait non seulement éclairer les bases moléculaires de la dormance tumorale, mais
aussi contribuer au développement de stratégies innovantes pour prévenir la récidive

tumorale.
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Malgré ses limites, cette étude offre une perspective innovante concernant la
recherche sur la MRD, en exploitant des modéles syngéniques tout en tenant compte
du contexte immunitaire. Ces résultats fournissent une base solide pour de futures
investigations et pour le développement de stratégies plus efficaces contre la MRD
dans le cancer. Nos découvertes suggérent que les modéles murins imitent
étroitement les conditions des patients, fournissant des perspectives précieuses sur
les signatures génétiques et protéiques de la MRD. Comprendre ces mécanismes
pourrait orienter le développement de stratégies thérapeutiques pour aborder la MRD

chez les patients atteints de leucémie et de mélanome.
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Abstract

Background Tumour dormancy, a resistance mechanism employed by cancer cells, is a significant challenge in can-
cer treatment, contributing to minimal residual disease (MRD) and potential relapse. Despite its clinical importance,
the mechanisms underlying tumour dormancy and MRD remain unclear. In this study, we employed two syngeneic
murine models of myeloid leukemia and melanoma to investigate the genetic, epigenetic, transcriptomic and protein
signatures associated with tumour dormancy. We used a multiomics approach to elucidate the molecular mecha-
nisms driving MRD and identify potential therapeutic targets.

Results We conducted an in-depth omics analysis encompassing whole-exome sequencing (WES), copy number
variation (CNV) analysis, chromatin immunoprecipitation followed by sequencing (ChIP-seq), transcriptome and pro-
teome investigations. WES analysis revealed a modest overlap of gene mutations between melanoma and leukemia
dormancy models, with a significant number of mutated genes found exclusively in dormant cells. These exclusive
genetic signatures suggest selective pressure during MRD, potentially conferring resistance to the microenvironment
or therapies. CNV, histone marks and transcriptomic gene expression signatures combined with Gene Ontology (GO)
enrichment analysis highlighted the potential functional roles of the mutated genes, providing insights into the path-
ways associated with MRD. In addition, we compared “murine MRD genes” profiles to the corresponding human
disease through public datasets and highlighted common features according to disease progression. Proteomic
analysis combined with multi-omics genetic investigations, revealed a dysregulated proteins signature in dormant
cells with minimal genetic mechanism involvement. Pathway enrichment analysis revealed the metabolic, differentia-
tion and cytoskeletal remodeling processes involved in MRD. Finally, we identified 11 common proteins differentially
expressed in dormant cells from both pathologies.
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Conclusions Our study underscores the complexity of tumour dormancy, implicating both genetic and nongenetic
factors. By comparing genomic, transcriptomic, proteomic, and epigenomic datasets, our study provides a com-
prehensive understanding of the molecular landscape of minimal residual disease. These results provide a robust
foundation for forthcoming investigations and offer potential avenues for the advancement of targeted MRD thera-
pies in leukemia and melanoma patients, emphasizing the importance of considering both genetic and nongenetic

factors in treatment strategies.

Keywords Tumour dormancy, Leukemia, Melanoma, Syngeneic model, Multiomics analysis, ChIP-seq, Whole exome

sequencing, Copy number variation
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Introduction

Tumour dormancy is one of the resistance mechanisms
that tumour cells use to persist within the body for
extended periods, spanning months to even years [1-3].
Their occurrence is observed in healthy individuals and
cancer patients, and persists even after treatment [4,

5]. Dormant cancer cells are able to escape the immune
system and resist therapies; this event is termed mini-
mal residual disease (MRD) [1, 2, 6]. Given that tumour
dormancy contributes markedly to relapse, a thorough
knowledge of its mechanisms is crucial for developing



Laguillaumie et al. Biological Research (2024) 57:59

effective therapeutic strategies aimed at improving
patient outcomes.

MRD phenomenon has been described in both solid
tumours and hematologic malignancies [1, 6]. Gener-
ally, intra- and interpatient tumour heterogeneity arises
from mutations, which can impact patient outcomes and
be useful prognostic indicators for therapeutic decisions.
However, the specific influence of these mutations on
tumour dormancy remains unclear. In addition, the lim-
ited number of studies describing MRD models did not
reveal sufficient knowledge of tumour dormancy mecha-
nisms [7]. Although studies have revealed robust specific
signatures of dormant or residual cells, the data are often
limited to DNA and/-or RNA sequencing minimizing the
complexity between the MRD process and the immune
system [8-10].

In this context, our laboratory has developed two syn-
geneic mouse models of myeloid leukemia and melanoma
tumour dormancy. As previously described, these models
were established through cellular vaccination with irradi-
ated cells overexpressing interleukin-12 (IL-12) or granu-
locyte—macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF),
in leukemia and melanoma respectively [11, 12]. With the
DA1-3b leukemic model, we isolated dormant cells at dif-
ferent time point during the MRD process [11]. Similarly,
we established B16-F1 murine model of dormant mela-
noma cells [12]. In addition to the previously highlighted
resistance features observed in dormant cells from these
two models, such as immune check-point expression
(DA1-3b) or a stem cell-like phenotype (B16-F1) [11, 12],
a deep investigation at genetic and nongenetic level was
needed to unveil the intricate process of MRD. Moreover,
we have previously shown shared key pathways between
melanoma B16-F1 and leukemia DA1-3b models related
to their aggressiveness features [13]. Thus, we proposed
here to decipher mechanisms underlying MRD in these
two distinct models to unveil common processes and
therefore a potential “universal” tumor dormancy signa-
ture, regardless of tissue origin.

Using these two MRD models, we conducted a multi-
omics analysis including whole exome sequencing (WES)
followed by targeted deep sequencing, copy number vari-
ation (CNV), chromatin immunoprecipitation followed
by sequencing (ChIP-seq), transcriptomic and proteomic
analysis. This approach aimed to elucidate the mecha-
nisms underlying MRD in an immune system context,
in order to characterize the tumour dormancy complex-
ity and clarify how genetic and/or nongenetic events
could play a role in MRD. This investigation marks the
initial attempt to perform a multiomics approach based
on dormant cells from syngeneic mouse models, there-
fore emphasizing specific genetic and nongenetic signa-
tures. In this study, we revealed the potential impact of
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mutated genes trough their transcriptomic gene expres-
sion and involvement in signaling pathways. Regarding
the proteomic signature of dormant cells, we identified
dysregulated proteins involved in crucial pathways such
as metabolism, differentiation and cytoskeleton reorgani-
zation. Although these two MRD models featured dis-
tinct signatures, 11 proteins were found to be commonly
dysregulated in the melanoma and leukemia dormancy
models. We also compared the murine MRD signature
with corresponding human disease public datasets and
revealed common features, reinforcing the translational
potential of our MRD models.

Results

Identification of significantly mutated genes in murine
models of dormant leukemia and melanoma

To determine whether therapeutic resistance arises from
persistent or MRD cells through genetic mechanisms,
we first compared the results of WES of dormant murine
melanoma and leukemia (B16-F1GFP-D and DA1-3b/
D365, respectively) cells to those of their parental cells
(B16-F1GFP-M and DA1-3b). WES identified 218,914
variants in the whole samples, leading to 22,602 variants
after filtering for quality and the normal genetic back-
ground. Sorting Intolerant From Tolerant (SIFT) algo-
rithm prediction identified 190 significantly mutated
genes (SMGs) (Additional file 1; Table S1-a). The SMGs
identified in our mouse models included well-described
melanoma and leukemia oncogenes and tumour suppres-
sors (Muc4, Pten, Grin2a, Dnmt3a, Npm1 and Flt3) [14—
16] reinforcing the WES validation and the subsequent
filtering of SMGs.

To validate SMGs and monitor gene harbouring muta-
tion during MRD process, targeted sequencing was
subsequently performed at various timepoints of the
dormancy period in both models. In the murine leuke-
mia model, targeted mutation monitoring was performed
on Day 60 and Day 365 of dormancy (DA1-3b/D60 and
DA1-3b/D365 cells respectively). Similarly, dormant
melanoma B16-F1 cells were analysed on Day 365 of dor-
mancy (B16-F1GFP-D) and during subsequent “genera-
tion” in a cell-derived brain site (B16-F1GFP-DB#1, #2,
and #3 cells).

Through Venn diagrams, we visualized the number of
shared or exclusively mutated genes based on the dor-
mancy or parental state and the tumour type (Fig. 1A).
Although a limited number of genes harbour mutations
(six genes) overlapped between the melanoma and leuke-
mia dormancy models (Fig. 1A, B), a notable number of
mutations were exclusively found in dormant cells from
both models (Fig. 1A, B).

In dormant DA1-3b/D365 cells, among the “dormancy”
exclusive mutated genes, we observed 42 mutations
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potentially resulting in amino-acid (AA) changes. One
frameshift mutation and three nonsense mutations were
detected in the Pcpcl (M443X), Tcf712 (R442*), Chrm2
(Q358*) and Atnl (Q153*) genes. Regarding exclusively
mutated genes in dormant melanoma B16-F1GFP-D
cells, we observed 34 mutations that may lead to AA
changes, while two nonsense mutations were observed
in the Cars (W416*) and Stk40 (Q386*) genes (Additional
file 1, Table S1-a).

Specifically, approximately 48% vs. 6% of the targeted
sequenced genes exclusively exhibited mutations in dor-
mant versus parental melanoma cells, while in leukemia
cells, this ratio was approximately 34% vs 17%. Despite
identifying various common genes with mutations in
both dormant and parental states within each model
individually (Fig. 1B), signifying shared molecular char-
acteristics, the MRD status might preferentially select
clones with specific mutated genes (distinct between our
2 MRD models) conferring potential resistance against
the microenvironment or therapies. The presence of
exclusive gene mutations in parental cells in both mod-
els suggests the potential existence of the original dor-
mant clones among the parental counterparts. On the
other hand, exclusive gene mutations in dormant cells
may indicate two potential scenarios: the acquisition of
additional mutations during the MRD process and/or the
existence of original mutations in preexisting dormant
clones that were not technically detected by targeted
sequencing among the heterogeneous parental clones.

To assess mutation clonality, Variant Allelic Frequency
(VAF), serves as a metric of the representing the frac-
tion of alleles carrying a specific genetic alteration, thus
acting as a surrogate for mutation clonality [17]. Most
mutations detected within dormant cells in both models
exhibited high VAF values (>50-100%), indicating that a
substantial portion of cells harbour specific genetic alter-
ations or mutations.

When we examined the genetic evolution of MRD,
we found that dormant melanoma B16-F1GFP-D cells
exhibited consistent genetic characteristics regardless
of the dormancy/MRD duration. The genetic mutation
signatures in the second generation of dormant mela-
noma cells (B16-F1GFP-DB#1, B16-F1GFP-DB#2, and
B16-F1GFP-DB#3) were similar to those observed dur-
ing the initial stage of dormancy analysis (B16-F1GFP-
D). Conversely, in the murine leukemia model, subtle but
noticeable differences in the number of gene mutations
(nine genes) were identified between Day 60 and Day 365
of the dormancy process (Fig. 1B). From a genetic evo-
lutionary perspective, it appears that MRD in the mela-
noma model could emerge from a pre-existing clone
selection, whereas in the leukemia model, mutations may
arise during the dormancy period.
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Multi-omics analysis of mutated genes revealed potential
genetic implication for the dormancy phenotype

in leukemia and melanoma models

To better define the genetic signatures of the dormant
cells from our two MRD models, we performed multi-
omics analysis and integrated the resulting CGH analysis
(CNV), CHiP-seq (histones post-translational modifica-
tions), and transcriptomic gene expression data (Fig. 2,
Additional file 1, Table S1-b).

Although the global CNV pattern at the arm level did
not differ between dormant and parental cells in either
model (Additional file 2, Fig.S1), several focal segments
containing genes harbouring mutations were differen-
tially amplified, deleted, or without any CNV alterations
between the two conditions (parental and dormant sta-
tus) (Additional file 1, Table S1-b).

We first analysed the DA1-3b leukemia model and
among the 70 commonly mutated genes in dormant
leukemia DA1-3b/D365 and parental DA1-3b cells,
ten genes (Ttc7b, Dnmt3b, Aplbl, Nel, Nedd4, Acyl,
Cypllal, Htr2c, Mageel and Gdil) were amplified in
dormant and parental cells (Fig. 2A). In addition, CNV
loss was observed for Mageel and Gdil regardless of the
parental or dormant status of the cells. For 55 mutated
genes, no amplification or deletion was noted in either
dormant or parental leukemia cells. These observations
highlighted the minimal impact of tumour dormancy on
CNV for these indicated mutated genes.

In contrast, we identified CNV alterations of several
mutated genes according to the dormant or parental
status of the leukemic cells, signifying a specific genetic
signature of dormant cells. For instance, AldhI18al and
Cwf1911 commonly mutated genes exhibited CNV ampli-
fication exclusively in the parental cells, while Vars2 and
Enol showed exclusive amplification in the dormant cells
and CNV loss in the parental cells respectively. Among
the genes exclusively mutated in DA1-3b/D365 dormant
cells, four genes (Trakl, Prpslll, Thoc5 and Ehdl) were
amplified and three genes (Lancl3, Fam3a and Htr2c)
shared by parental and dormant cells were deleted. Fur-
thermore, the T¢f7l2 and Aldoa genes displayed CNV
amplification exclusively in the parental cells, while the
Vpsl13c and Snap91 genes were exclusively amplified in
the dormant cells. Finally, for genes exclusively mutated
in parental DA1-3b cells, two genes (Zpf185 and TrpcS5)
exhibited deletions in both parental and dormant cells.
Overall, integrative analysis of several commonly or
exclusively mutated genes with differential CNV altera-
tions according to the dormant or parental status of the
leukemic cells allowed us to highlight/reveal genetic pro-
cess (mutation pattern and CNV) for a subset of genes in
the tumour dormancy or MRD context.
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As we conducted WES to identify variants, except for
mutations that lead to a nonsense AA, uncovered and
filtered mutations were not found to be associated with
regulatory sequences and therefore not directly linked to
gene expression regulation. In contrast, the description
of CNV signature of mutated genes in dormant leukemic
cells may have a strong impact on gene expression.

To better understand the functional impact of the
genetic signature (mutations and CNV) in the MRD pro-
cess and uncover the regulatory mechanisms governing
the expression of mutated genes, we performed addi-
tional analyses of epigenetic patterns combined with
transcriptomic gene expression data. Regarding the epi-
genetic signature among mutated genes in the leukemia
model, we focused on histone posttranslational modi-
fications such as H3K4, H3K9, and H3K27 trimethyla-
tion (-me3) which reflect active (H3K4) and repressive
(H3K9 and H3K27) gene transcription, respectively [18].
The greatest enrichment of H3K4me3 epigenetic modifi-
cations was observed for mutated genes shared by both
parental and dormant cells. Among genes exclusively
mutated in DA1-3b/D365 dormant cells, 40% (18 out of
45) were enriched with H3K27me3 modifications, a pat-
tern conserved in both dormant and parental cells. In
contrast, for genes that were exclusively mutated in the
parental DA1-3b cells, 50% (four out of eight) displayed
H3K27me3 repressive histone marks, while the remain-
ing genes exhibited H3K4me3 active pattern. As histone
marks are closely related to the regulation of gene expres-
sion, we examined transcriptomic gene expression and
observed its variability among mutated genes mainly
according to the corresponding epigenetic pattern. As
expected, 26 out of 36 and seven out of 11 mutated genes
enriched with H3K27me3 and H3K9me3 repressive epi-
genetic code, respectively, displayed no RNA transcrip-
tion, while only two out of 81 mutated genes enriched
with H3K4me3 active marks showed no transcriptomic
gene expression (Fig. 2A).

Notably, in the DA1-3b/D365 dormant cells, the
mutated genes whose expression was most strongly
compared to that in the parental cells, included Nudt5,
Shmt2, Asns, Pck2, Enol, Npml, and Bopl, with the
first five genes known for their involvement in meta-
bolic pathways. Thoc5, Eif2b4, and Olal overexpress-
ing mutated genes were found exclusively in DA1-3b/
D365 dormant cells. In contrast, among genes exclu-
sively mutated in the DA1-3b parental cells, Ptpnll and
Dapkl were the most highly expressed genes (Fig. 2A).
Although the expression of mutated genes may have
an impact without overexpression, these upregu-
lated mutated genes were predominantly not related
to CNV gain or loss pattern differences highlighting a
further complex mechanism or combined nongenetic
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and genetic mechanisms contributing to the MRD
phenomenon.

A similar multiomics approach was conducted with the
identified mutated genes in the murine melanoma MRD
model. Among the 26 shared mutated genes in mela-
noma B16-F1GFP-D and B16-FGFP-M cells, two genes
(Ddx18 and Tubgcp6) were amplified in both paren-
tal and dormant cells (Fig. 2B). CNV loss was observed
for the Adam2, Dscam, Kif24 and Ahnak genes in both
parental and dormant cells. No genomic alterations were
revealed in either dormant or parental melanoma cells
for 18 commonly mutated genes including oncogenes
or tumour suppressor genes such as Pten, Brca2, or Pml.
As observed for the leukemia MRD model, our results
revealed a minimal impact of melanoma dormancy on
CNV for these particular mutated genes.

Conversely, the two Lrpl and Ap3dl mutated genes
shared by in both dormant and parental cells, exhib-
ited CNV deletions exclusively in dormant cells. Among
genes exclusively mutated in B16-FIGFP-D dor-
mant cells, eight genes (Zpfm2, Vmn2r26, Pfkm, Ckb,
Cdc42bpb, Capg, Rangapl and Tex2) were amplified,
and three genes (Stk40, Yars and Enol) shared by paren-
tal and dormant cells were deleted. In addition, WaspI
displayed CNV deletion exclusively in dormant cells.
With respect to genes that were exclusively mutated in
the parental B16-F1GFP-M cells, three genes (Vpsi3d,
Hsd17b4 and Pafah2) exhibited deletions in both the
parental and dormant cells. As observed in the leukemia
model, identification of several mutated genes combined
with differential CNV alterations according to the dor-
mant or parental status highlighted genetic involvement
underlying the MRD context.

We next adopted a similar strategy for the melanoma
model and performed additional analysis regarding epi-
genetic patterns combined with transcriptomic gene
expression. The greatest enrichment of H3K4me3 epige-
netic modifications was observed with 17 mutated genes
shared by both parental and dormant cells. Among the
genes exclusively mutated in the B16-FGFP-D dormant
cells, 8% (three out of 36) were enriched with H3K9me3
modifications, a pattern conserved in both cell lines. In
contrast, for genes exclusively mutated in parental DA1-
3b cells, 30% (four out of 13) displayed H3K9me3 repres-
sive histone codes, while the remaining genes exhibited
H3K4me3 active marks. As expected, 13 out of 15
mutated genes enriched with the H3K9me3 repressive
epigenetic code demonstrated no transcriptomic gene
expression. In comparison, only one out of 56 mutated
genes enriched with the H3K4me3 active mark were not
detected (Fig. 2A).

Overall, although the global CNV and/or epigenetic
profiles were essentially identical between dormant and
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parental cells in both leukemia and melanoma models,
the identification of specific mutated gene signatures in
dormant cells associated with a differential CNV pattern
can highlight the genetic mechanisms underlying the
MRD phenomenon. The functional impact of the identi-
fied mutated genes and/or the regulation of their expres-
sion may shape the dormant cell phenotype in both
MRD models. Despite the fact that tumour dormancy
involved equivalent genetic implication in both models,
i.e., not identical mutated genes but rather similar mul-
tiomics signature, we observed a significant difference in
the percentage of mutated gene exclusively expressed in
dormant cells: 89% vs. 56% in leukemia and melanoma
respectively.

Mutated genes were involved in signalling pathways

In our study models, we first defined GO based on the
molecular functions, biological pathways, and cytological
components associated with gene products. By conduct-
ing GO enrichment analysis, we aimed to elucidate how
genes with mutations in both parental and dormant cells
in the MRD models are functionally linked.

Our results revealed 12 significantly enriched terms
for commonly mutated genes in parental leukemia cells
and two in parental melanoma cells. Additionally, only
genes with mutations in dormant cells were significantly
enriched in two and nine pathways in the DA1-3b/D365
and B16-F1GFP-D models, respectively. Interestingly, no
enrichment was observed among exclusively mutated
genes in melanoma parental cells, except for one sig-
nificant GO term in leukemia DA1-3b counterpart cells
(Fig. 3A, B).

The exclusively mutated genes in DA1-3b/D365 cells
were enriched in biological functions such as “cadherin
binding” and “cell adhesion molecule binding” The exclu-
sively mutated genes in B16-F1GFP-D were enriched in
various biological functions, including “small molecule
binding,” “nucleotide binding,” “catalytic activity, and
“enzyme binding”

Genetic profiles of the “murine MRD mutated gene
signature” in human leukemia and melanoma diseases

To determine the possible implication in human disease
of the mutated genes through our murine MRD mod-
els, we analysed the frequency of mutations in these in
human acute myeloid leukemia (AML) and primary
and metastatic melanoma tumours. The results were
extracted from several patient cohorts (n=207 for AML
patients and n=489 for melanoma patients) in public
datasets (GDC portal) that combined exome sequencing
data. The frequencies of mutated genes in human sam-
ples among the genes found to be mutated in murine
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models of leukemia (Fig. 4A) or melanoma (Fig. 4B) were
noted (Additional file 1, Table S1-c).

Only data corresponding to the diagnosis of AML
were documented. Among the genes exclusively mutated
in the dormant model, only the IDHI gene was highly
frequently mutated (10.63%) in human AML samples
while the remaining genes were mutated either at a low
frequency (under 1.5%) or not at all (Fig. 4A). Although
several genes (40 genes) identified among commonly
mutated genes in murine dormant and parental cells
were not genetically affected in human AML, a substan-
tial number of genes (21 genes) displayed mutations,
including 6 genes with moderate to high frequencies.
As expected, the most frequently mutated genes were
DNMT3A (19.32%) and NPMI (20.29%), followed
by FLT3 (13.53%) which is consistent with the AML
mutation landscape [14] as shown in Additional file 1,
Table S1-d, reinforcing the relevance of our DA1-3b
leukemia model for future translational applications in
humans. Additionally, PTPN11 (6.76%) was one of the
most frequently mutated genes in human AML samples
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and was also exclusively mutated in the murine parental
model. In the literature, PTPNI11 is notably described
for its significant role in leukemia development, where
its mutations can lead to hyperactivation, causing prolif-
eration of leukemic cells, therapy resistance, and survival
[19].

Interestingly, despite the lack of mirroring regarding
mutations in human AML, CNV analysis revealed that
several genes mutated exclusively in dormant cells or
under both conditions, were either amplified or deleted
in human AML. Indeed, PURA (16.35%), CHMR2
(23.08%), NACAD (16.35%), PLOD3 (18.27%), ASNS
(17.31%), VPS53 (13.46%), and RBM28 (24.04%) were
particularly altered with CNV gain. Conversely, the PLEC
(25.96%), RP1 (26.92%), RAD21 (27.88%), BOPI (25.96%),
ATP6VIH (26.92%), and VCPIPI (26.92%) genes were
strongly associated with CNV loss (Fig. 4A). Interest-
ingly, the uncovered CNV alterations of these particular
genes in human AML patients even at the time of diag-
nosis reinforced the impact of these “dormancy” gene
signatures.

We next explored the mutation frequencies of “murine
MRD genes” in human melanoma samples across all con-
ditions, including primary tumour and metastatic stages
(Fig. 4B). Overall, a similar trend was observed regardless
of the condition (primary tumours, and metastatic mela-
noma). The most frequently mutated genes in human
melanoma were those mutated in parental and dormant
mouse cells (common genes), with up to 80% muta-
tion rates for TTN, followed by PCLO (>52%), DSCAM
(approximately 40%), and OBSCN (approximately 34%).
GRIN2A followed among genes exclusive to the paren-
tal cells (approximately 32%). These genes are frequently
mutated in human melanoma (Fig. S2), reinforcing the
relevance of our B16-F1 murine model. Interestingly, sev-
eral exclusively mutated genes in murine dormant cells
such as ZFPM2, PRKDC, TDRDI1, NES, CDC42BPBD
and HXS57, exhibited moderate to high frequencies of
mutation in human melanoma.

Although the mutation frequency did not vary accord-
ing to disease stage, the results were largely the same for
CNV gains and losses. However, a substantial number
of genes appeared to stand out. In the context of CNV
gain, exclusively mutated genes in dormant cells such as
TEX?2 were associated with a decrease in metastasis, as
was RANGAPI (lack of 15%). Conversely, STK40 showed
an increase in metastasis (30.5%). Commonly mutated
genes, such as AP3D1, demonstrated a pronounced dis-
parity, with a significantly greater percentage observed
in primary tumours (38% vs. 8% in metastatic stage). In
the context of CNV loss, the analysis revealed notable
patterns for “murine MRD genes” STK40 exhibited a dis-
parity, as it increased in primary tumours (53.08%), such
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as RAN (49.66%). In contrast, ENOI showed a substan-
tial increase (51.72%) in metastases, as did ANKRD52
(47.48%). These findings underscore the diversity of CNV
gains and losses in “murine MRD genes”.

Even though analysis at the metastatic stage does not
perfectly mimic the MRD signature in human mela-
noma, it helps to highlight genetic patterns of cells that
have survived to anticancer treatment and/or in differ-
ent microenvironments compared to those of primary
tumours. Although the “murine MRD genes” mutation
signature was not clearly enriched in human melanoma
metastasis, this analysis revealed that for a few genes, the
associated CNV alterations were correlated with the met-
astatic stage of the disease.

Differential protein expression in dormant leukemia
DA1-3b/D365 cells sheds light on a distinct dominant
nongenetic process in MRD

As the functional impact of the genetic signature
reflected by expression of mutated genes could not define
the exclusively dormant cell phenotype, we next con-
ducted proteomic signature analysis of dormant leuke-
mic cells to uncover potential differential and exclusive
protein expression. We questioned which proteins were
dysregulated in dormant cells and if identified mutated
genes were expressed at the protein level and/or over-
lapped with the differentially proteins expressed.

Hence, mass spectrometry (MS) was used to ana-
lyse protein expression variations in dormant leukemia
DA-1b/D365 cells. A total of 2,182 proteins were identi-
fied, with 118 proteins displaying significant differences
in expression levels (p<0.01) between DA1-3b/D365
and DA1-3b cells. Notably, 26 proteins were uniquely
expressed in parental cells, while 25 proteins were exclu-
sively detected in dormant cells (Fig. 5A) (Additional
file 1, Table Sl-e). Among 118 proteins with altered
expression, 56 were upregulated, whereas 63 were down-
regulated specifically in dormant cells (Fig. 5B) (Addi-
tional file 1, Table S1-e).

To better define the proteomic signature of dormant
leukemic cells, we conducted multiomics analysis com-
bining CGH, epigenetic modification and transcriptomic
gene expression data. Our objective was to determine
how genetic or nongenetic mechanisms shape underlying
mechanisms that lead to dormant signature/phenotype.

Among the upregulated proteins in the dormant cells,
seven out of 56 genes showed amplification in both the
parental and dormant cells, while seven genes were
exclusively amplified in the parental cells. The remain-
ing 42 corresponding genes were neither amplified nor
deleted. Additionally, only PsdmI0 exhibited a deletion
in both parental and dormant cells. Regarding proteins
downregulated in dormant cells, eight proteins displayed



Laguillaumie et al. Biological Research (2024) 57:59

A Leukemia DA1-3b y

\
parental

Up-regulated proteins in dormant cells

DA1-3b/ DA1-3b/
D365 DA1-3b D365 DA1-3b
n1 n2 n3 n1 n2 n3 n1 n2 n3 n1 n2 n3
Atpevih [ || esyt [
Pck2 - - - Asns - - -
Thoc5 [ | [ | oma [0 [ ]
Sept9 - - - - U2surp -
eein I Mybbp1a H B
cd [ W eorz [0 [
ezt | NI rom2s [ [0 [ |
CETA || nkap [ | |
asces [ [0 carg [ | | |
Irf2bp2 HEE Snrpb2 [ | [ |
Polrte H B roit4 [T
purb [ [ | shmtz [ [ |
aptot [0 I [ | Serpinbla ] |
Itga5 - - - - Eefle1 - -
reizza [ ] | Mrps9 B
Loast | [ [ ] et [ [0
[ [ | Brixt [ [ |
Neaas | I [ sacmil HEEE
| o
es 0 B Vps35 [ ] |
Abce1 - - Psmg2 - -
Psme3 - - Plec - - -
Dnaja1 - - Dnaja2 - - - -
sopt 100 [ Cyp11at H B
oo ez I 0 I I
sapsobp || noats| B 0
Zc3n15 | | Aldh18at [ | [ |
vaptn [ [T psmato. [ [ |

LFa [

211 267 324

dormant

Page 11 of 28

Down-regulated proteins in dormant cells
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Fig. 5 Differential protein expression analysis in dormant leukemia DA1-3b cells compared to their parental cells. A Venn diagrams illustrating

the number of commonly dysregulated and exclusive proteins according to the dormant or parental state of leukemia DA1-3b cells.

A significance threshold of P <0.05 was used for Student’s t test with Perseus software. B Heatmaps illustrating upregulated (red colour gradient)
and downregulated proteins (green colour gradient) in leukemia DA1-3b/D365 cells compared to their parental cells. The results are expressed

as label-free quantification (LFQ) of proteins. The LFQ intensity was logarithmized (log2[x]). Three independent experiments (n=3) were performed,

and the resulting LFQs are shown

amplification in both cell lines, with nine exclusively
amplified in parental cells and two solely in the dormant
cells. The remaining 53 corresponding genes displayed
no genomic alterations. Except for the nine exclusively
amplified genes in parental cells, the CNV differen-
tial pattern between dormant and parental cells did not
explain the differential protein expression. These obser-
vations highlighted the possible nongenetic mechanisms
underlying the dysregulated proteomic signature of dor-
mant leukemic cells (Fig. 6A).

We next conducted epigenetic modification analysis
and H3K4me3, H3K9me3, and H3K27me3 epigenetic
marks consistently revealed a pronounced prevalence
of H3K4me3 modification in dormant and paren-
tal cells, with only four showing enrichment of the
H3K27me3 repressive code across all genes. Among
the proteins that were upregulated in dormant cells,
22 showed significantly increased RNA transcription.
Specifically, among the upregulated proteins show-
ing significantly increased transcriptomic expression
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Fig. 6 Heatmaps of the results of CNV, histone marks

and transcriptomic gene expression of dysregulated proteins

in dormant leukemic DA1-3b/D365 cells compared to their parental
cells. CGH results are represented by a black circle for amplification,
while deletions are denoted by an empty circle. H3K4me3 epigenetic
active codes are depicted in bright blue and H3K27me3 in navy blue.
Transcriptomic gene expression is depicted by a colour gradient
relative to Log, (fold change) varying from light orange for lower
expression to red for higher expression. The fold change represents
differential gene expression between dormant and parental

cell conditions. Significant transcriptomic values (p < 0.05) are
indicated with a dot. Each experiment was repeated three times. A
Heatmap of the upregulated proteins in dormant cells. B Heatmap
of the downregulated proteins in dormant cells

in dormant cells, the following proteins were nota-
ble: THOCS5, PPIH, CRYZL1, PURB, AP1B1, TTNI1,
NEDD4, ABCE1l, DTYMK, UAP1L1, ASNS, TPM4,
ILKAP, SHMT2, PHPT1, UPF1, PSMG2, DNAJA2,
CYP11A1, NQO2 and NUDT5. Among these proteins,
DNAJA2, ASNS, SHMT2, DTYMK, and NUDT5 are
involved in acetylation mechanisms influencing protein
structure and gene expression. Additionally, DNAJA2,
ASNS, DTYMK, NEDD4, ABCE1, and UPF1 are known
for their involvement in cytosolic processes (Fig. 6A).
Conversely, among the proteins downregulated in dor-
mant cells, seven showed a significant difference in
transcriptomic gene expression. Three proteins exhib-
ited deletions in both dormant and parental cells, with
Enol being deleted solely in the parental cells (Fig. 6B).
Proteins exclusively detected in the DA1-3b/D365
dormant cells displayed amplification of three cor-
responding genes in both the parental and dormant
cells; four were exclusively amplified in the parental
cells, and only AssI was amplified exclusively in dor-
mant cells. For proteins exclusively expressed in the
DA1-3b parental model, three were amplified only in
the parental cells, while Vars2 was amplified solely in
the dormant cells. Furthermore, three genes exhib-
ited deletions in parental and dormant cells. Notably,
only F13al exhibited a differential epigenetic pattern
between the parental cells, marked by H3K9me3, and
the dormant cells, characterized by H3K27me3. The
transcriptomic expression of genes identified through
proteomic analysis in the leukemia model indicated a
generally uniform expression across all proteins, with
notable overexpression observed for AssI, which was
exclusive to the DA1-3b/D365 dormant cells (Fig S2).
Overall, our results showed that the dysregulated pro-
teins in dormant leukemic cells were mainly unrelated
to genetic/genomic alterations. In addition, except for a
discrete number of genes, the identified mutated genes
were not differentially expressed at the protein level.
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Differential protein expression in a murine leukemia model
highlights its involvement in biological pathways

As shown in Fig. 7, a bubble plot demonstrates our GO
enrichment analysis aiming to uncover the functional
roles of proteins differentially expressed in dormant DA1-
3B/D365 cells compared to their parental counterparts.

Translation =

Cellular nitrogen compound metabolism o
Amide biosynthesis o

Cellular metabolism

Gene expression =

Cellular nitrogen compound biosynthesis =
Organic substance metabolism o
Organonitrogen compound biosynthesis =
Cellular amide metabolism o

Cellular biosynthesis

Organic substance biosynthesis
Nucleotide metabolism =

Small molecule metabolism =

Nucleoside triphosphate metabolism
ATP metabolism o

NADH metabolism o

Purine ribonucleotide metabolism =
Glycolytic process through glucose-6-phosphate
Generation of precursor metabolites and energy
NAD metabolism

Carboxylic acid metabolism «

Hexose catabolism o

Pyruvate metabolism «

Canonical glycolysis o

Dicarboxylic acid metabolism «

Up-regulated

Cellular metabolism o

Carbohydrate derivative metabolism o
Gluconeogenesis

Nitrogen compound metabolism o

Small molecule biosynthesis o

Hexose metabolism o

Cellular nitrogen compound metabolism =
Organic cyclic compound metabolism o
Glucose metabolism o

Organic substance metabolism o
Organonitrogen compound metabolism o
Heterocycle metabolism

Cellular modified amino acid biosynthesis
Nucleobase-containing compound metabolism «
Cellular aromatic compound metabolism «
Nucleotide biosynthesis o

Aerobic respiration <

Phosphate-containing compound metabolism 4
Organophosphate biosynthesis <

Purine ribonucleotide biosynthesis 4
Primary metabolism

Cellular modified amino acid metabolic 4
Protein-containing complex organization <
Cellular response to interleukin-7

Cellular aldehyde metabolism o
Carbohydrate derivative biosynthesis =
Carbohydrate metabolism =

Down-regulated

Page 13 of 28

This analysis revealed 12 significantly enriched terms
related to the upregulated proteins, primarily related to
“cellular metabolism” and “organo-nitrogen compound
biosynthesis” Notably, the GO enrichment analysis high-
lighted pathways with the highest gene ratio, specifically

Number of genes
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- Log,,(p value)

2 @oos

10 @ 377

28 27

Gene ratio

Fig. 7 Bubble plots of GO pathway enrichment analysis of differentially expressed proteins in dormant leukemia DA1-3b/D365 cells compared
to their parental cells. Pathways are classified according to upregulated (red) and downregulated (blue) protein expression. The number of proteins
enriched in the pathway is indicated (colour plasma gradient). The “Gene Ratio” indicates the ratio of enriched proteins to background proteins.

Bubble size is according to the p value (Log;, scale) of pathway enrichment
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emphasizing “translation,” “amide biosynthesis,” and “cel-
lular amide metabolism”

Conversely, the downregulated proteins were enriched
in 40 distinct terms, with a particular emphasis on pro-
cesses such as “glycolytic process through glucose-
6-phosphate” and “canonical glycolysis” The pathways
exhibiting the highest gene ratios were those linked to
“cellular metabolism,” “nitrogen compound metabolism,’
and “cellular modified amino acid biosynthesis” as illus-
trated in Fig. 7. These discoveries offer valuable insights
into the underlying molecular mechanisms governing the
behaviour of dormant leukemia cells and their original
counterparts.

Differential protein expression analysis in dormant
melanoma B16-F1GFP-D cells

Analysis of protein expression variations in dormant mel-
anoma B16-F1GFP-D cells was also performed through
proteomic investigation using mass spectrometry. A total
of 2474 proteins were identified, 168 of which exhibited
differences in expression (p <0.05) between B16-F1GFP-
D and B16-F1GFP-M cells. Notably, 43 proteins were
only expressed in parental cells, while 36 proteins were
exclusively detected in dormant cells (Fig. 8A). Among
the 168 proteins whose expression was altered, 96 were
upregulated, whereas 72 were downregulated in the dor-
mant melanoma B16-F1GFP-D cells (Fig. 8B, Additional
file 1, Table S1-f).

As performed in the leukemia model, we used multiom-
ics approaches to integrate transcriptomic, CGH-based
detection of CNV regions, and epigenetic modification
analysis of the identified proteins (Fig. 9, Additional file 1,
Table S1-g). As expected, most of the corresponding
genes exhibited an H3K4me3 epigenetic active mark, i.e.,
94 out of 96 upregulated genes and 69 out of 70 down-
regulated proteins indicating an active transcription.
Additionally, CGH analysis revealed that for the major-
ity of genes encoding proteins, 42 upregulated and 30
downregulated proteins, exhibited amplification or dele-
tion patterns conserved between parental and dormant
cells. Although we observed no correlation between the
differential CNV pattern and the upregulation of proteins

(See figure on next page.)
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in dormant cells, deletions specifically in the dormant
model were observed for nine proteins (METAP2, ASS1,
S100B, EEF2, UBE2N, WASF1, SLC25A3, GSTT3 and
LTA4H) of the downregulated ones, suggesting that
tumour dormancy may impact the expression of these
genes through genomic alteration.

Regarding proteins exclusively detected in dormant
cells, no differential CNV pattern correlated with pro-
teomic analysis (Additional file 3, Fig. S2). Interestingly,
we detected high transcriptomic expression of Adss/1 in
dormant cells without any genomic variation. Among
proteins exclusively detected in parental cells, most of
the genes displayed no differential CNV pattern between
dormant and parental cells except for the Stx7 and Wdri8
genes which exhibited exclusive deletions in dormant
cells (Additional file 3, Fig. S2).

In summary, our results revealed that protein dysregu-
lation in dormant melanoma cells largely did not occur
through genetic mechanisms, in concordance with what
was observed in the leukemia MRD model. Furthermore,
apart from a few genes, the identified mutated genes did
not exhibit differential expression at the protein level.

Differential protein expression in a murine melanoma
model highlights the significant involvement of biological
pathways

The subsequent step involved conducting GO enrich-
ment analysis to explore the functional relationships of
differentially expressed proteins in dormant B16-F1GFP-
D cells compared to their parental counterparts. A total
of 21 terms exhibited significant enrichment for upreg-
ulated proteins, primarily associated with cellular pro-
cesses and metabolism, particularly involving NAD
metabolism, glucose catabolism, and canonical glycolysis
pathways (Fig. 10). Conversely, downregulated proteins
were enriched in 51 terms, with a focus on various meta-
bolic processes, cellular component organization, and
biogenesis. The key pathways identified included proton
transmembrane transport, actin filament severing, mela-
nin biosynthesis, fructose metabolism, and cellular com-
ponent biogenesis, as depicted in Fig. 10.

Fig. 8 Differential protein expression analysis in dormant melanoma B16-F1GFP-D cells compared to their parental cells. A Venn diagrams
illustrating the number of common dysregulated and exclusive proteins according to the dormant or parental state of the melanoma B16-F1 cells.
A significance threshold of p <0.05 was used for Student’s t test with Perseus software. B Heatmaps illustrating upregulated (red colour gradient)
and downregulated proteins (green colour gradient) in dormant melanoma B16-F1GFP-D cells compared to their parental counterpart cells. The
results are expressed as label-free quantification (LFQ) of proteins. The LFQ intensity was logarithmized (log2([x]). Three independent experiments

(n=3) were performed, and the resulting LFQs are shown
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Fig. 9 Heatmaps of the results of CNV, histone marks and transcriptomic gene expression of dysregulated proteins in dormant melanoma
B16-F1GFP-D cells compared to their parental cells. CGH results are represented by a black circle for amplification, while deletions are denoted

by an empty circle. H3K4me3 epigenetic active codes are depicted in bright blue and H3K9me3 in grey—blue.. Transcriptomic gene expression

is depicted by a colour gradient relative to Log, (fold change) varying from light orange for lower expression to red for higher expression. The
fold change represents differential gene expression between dormant and parental cell conditions. Significant transcriptomic values (p <0.05) are
indicated with dots. Each experiment was repeated three times
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Identification of 11 common differentially expressed genes
in both murine MRD models revealed a possible common
MRD signature

Among the 11 proteins commonly differentially
expressed between the leukemia and melanoma mod-
els, four exhibited increased expression in the leukemia
dormancy model. In contrast, nine proteins showed
increased expression in the melanoma dormancy model.
Notably, only SEPTIN-9 and CAPG exhibited consist-
ent overexpression in both pathologies; this suggests a
distinct protein signature between the two conditions
(Fig. 11A).

Among these 11 proteins, CAPG is commonly overex-
pressed in both leukemia and melanoma dormant cells.
SEPTINO is known for its role in regulating cell structure
and cell division, while CAPG influences cell motility and
shape by modulating actin dynamics. These two proteins
are therefore crucial for many fundamental cellular pro-
cesses. Their observed increase in protein expression in
the dormancy models of the two pathologies suggests a
potential structural alteration of the cytoskeleton in the
context of tumour dormancy. Furthermore, methylation
of the Septin9 promoter has recently been associated
with cancer recurrence and metastasis phenomena, par-
ticularly in breast cancer [20]. The role of CAPG in AML
promotion has been described [21] (Fig. 11B).

The comparative analysis of CNVs in both models
revealed a disparity in protein amplification. However, a
shared deletion between the parental and dormant cells
was observed in both pathologies, specifically involving
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Pgkl. Additionally, the parental deletion of Enol is con-
sistent across the parental model of melanoma and its
associated dormancy model. As expected, we observed a
predominance of the H3K4me3 epigenetic active pattern
in both pathologies; however, the H3K27me3 repressive
histone code was detected for the Aldoa and Selenbpl
genes in the leukemic model (Fig. 11B, additional file 1,
Table S1-h).

Genetic and differential expression impact

of the 11-protein MRD signature in human AML

and melanoma

Among the 11 proteins commonly dysregulated in dor-
mant cells from both pathologies (Table 1), public data
analysis from AML patient cohorts [22, 23] (n=905)
revealed that four of them—SELENBPI1, SEPTINY, GYG
, and ENOI—demonstrated significantly greater expres-
sion in patients with adverse prognoses (ELN 2017 clas-
sification). Conversely, the remaining proteins appeared
to be associated with an intermediate prognosis. Notably,
a discrete percentage (0.5%) of patients displaying CNV
(deletion) was observed in four of these common genes,
including ENOI, which also exhibited a deletion in our
murine parental myeloid model. Regarding melanoma
pathology, when comparing public data from patients
between the diagnosis and metastatic stages [16], sig-
nificant frequencies of amplification (14.5% and 10.0%
respectively) were observed for the SELENBPI and SEP-
TINY genes at the metastatic stage (Table 1). Consist-
ent with findings from our parental and dormant mouse
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Fig. 11 Common protein signatures between the 2 murine MRD models. A Heatmaps illustrating upregulated and downregulated proteins

in dormant melanoma B16-F1-GFP-D and leukemia DA1-3b/D365 cells compared to their parental cells. The results are expressed as label-free
quantification (LFQ) of proteins. The LFQ intensity was logarithmized (log2[x]). Three independent experiments (n=3) were performed,

and the resulting LFQs are shown. B Heatmaps of integrative data analysis of CNV, histone marks and transcriptomic gene expression

with dysregulated proteins in dormant melanoma B16-F1GFP-D and leukemia DA1-3b/D365 cells compared to their parental cells. CGH results
are represented by a black circle for amplification, while deletions are denoted by an empty circle. H3K4me3 active marks are depicted in bright
blue and H3K27me3 in navy blue. Transcriptomic gene expression is depicted by a colour gradient relative to Log, (fold change) varying from light
orange for lower expression to red for higher expression. The fold change represents differential gene expression between dormant and parental
cell conditions. Significant transcriptomic values (p < 0.05) are indicated with a dot. Each experiment was repeated three times
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Table 1 Impact of the 11 proteins commonly differentially expressed in murine DA1-3b/D365 leukemia and B16-F1GFP-D melanoma

dormancy models on human AML and melanoma

Gene Acute myeloid leukemia Melanoma—primary tumours Metastatic melanoma

ENL classification (higher CNV loss and gain frequency (%)

expression in)

Deletion Amplification Deletion Amplification Deletion

ALDOA Intermediate* 0.5 4.7 1.6 2.7
SELENBP1 Adverse* 6.3 14.5 09
SEPTIN9 Adverse* 0.5 7.8 1.6 10.0
EEF2 Intermediate*
CAPG Intermediate* 6.3 1.6 09 09
EML2 Intermediate 4.5 2.7
GYG Adverse 4.7 1.8
VPS35 Intermediate 0.5 1.6 3.1 0.9
TPN Intermediate 4.7 6.4 6.4
ENO1 Adverse 0.5 47 6.3 1.8 1.8
PGK1 Intermediate

melanoma models, a notable frequency of TPI1 amplifi-
cation at both the diagnostic (4.7%) and metastatic (6.4%)
stages was observed.

Table 1 reveals a correlation between the highest
expression (RNA-seq) of the 11 genes and ELN classifica-
tion groups (i.e. adverse, intermediate and favourable) in
AML (n=905). An asterisk symbolizes a significant result
(p<0.05). The table shows the frequency (%) of CNV loss
and gain related to the indicated gene in AML and mela-
noma (primary and metastatic tumors) patients (n=489).
The data were extracted from the public domain cBio-
portal [16, 22, 23].

Shared functional properties by dormant cells

from the both MRD models

As we observed a common overexpression of SEP-
TIN9 and CAPG at the protein level in dormant cells
regardless of the tumour type, we investigated a poten-
tial functional impact by measuring the physical prop-
erties of the dormant cells compared to their parental
counterpart cells in both MRD models. Indeed, these
two proteins are involved in cytoskeleton organiza-
tion [24-26], a feature involved in cell fate and adapta-
tive mechanisms to the microenvironment [27, 28]. In
addition, the cytoskeleton network may link mechani-
cal properties with cell dormancy [27, 29]. Besides
mechanical effects, multiple studies have described the
role of the major cytoskeletal components such as actin
filaments and microtubules, on the electrical properties
of cells [30—-32]. Interestingly, dynamic processes such
as depolymerisation/polymerisation of microtubules
and actin filaments have been described to impact the

electrical signature of cancer cells [30, 31]. Thus, we
performed impedance analyses to compare the elec-
trical properties of cells from both MRD models. The
required throughput for single-cell analysis was sus-
tained using electrical impedance measurements in a
microfluidic device. This micromachined impedance
spectroscopy flow cytometer obtained different cell
properties at dedicated measurement frequencies, e.g.,
size at frequencies between 0.1-1 MHz, membrane
reactance at frequencies between 2—-5 MHz, and cyto-
plasm conductance at frequencies higher than 20 MHz
[33]. Therefore, we measured the response of each cell
at 30 MHz to compare their cytoplasm conductance
as a greater expression of SEPTIN 9 and CAPG, bind-
ing proteins involved in cytoskeleton remodeling, was
detected in dormant cells from the 2 MRD models.
To minimize possible errors due to device calibration,
we normalized each measurement according to the
median of the parental cells. DA1-3b/D365 leukemia
(0.888 +0.007 normalized value +standard error) and
B16-F1GFP-D (0.84+0.018 normalized value + stand-
ard error) melanoma dormant cells exhibited lower
normalized cytoplasm conductance than their paren-
tal counterpart cells, i.e., DA1-3b (1.000+0.007) and
B16-F1GFP-M (1.000 + 0.020), repeated in 6 and 4 inde-
pendent experiments for a total n=14,379 and 3815
cells, respectively (Fig. 12). Both comparisons showed
significant difference (p <0.0001) between the parental
and dormant cells in both MRD models (student t-test).
Overall, these results reinforced the possible role of the
cytoskeleton shape in mechanisms underlying the MRD
process.
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Fig. 12 Box plots comparing the cytoplasm conductance

of both dormant melanoma B16-F1GFP-D cells and dormant
leukemia DA1-3b/D365 cells compared to their parental counterpart
cells. Cells of each group, A melanoma and B leukemia, were
analysed by impedance measurements at 30 MHz, and normalized
according to the median of parental cells. The experiments were
repeated four and six times, respectively, with independent cell
cultures. The numbers of analysed cells are shown under each plot.
Both comparisons showed significant differences (p <0.0001)

Discussion
Investigation of the multiomics signatures of dormant
melanoma and leukemia cells from the MRD syngeneic
mouse models has provided crucial insights into the
genetic and nongenetic mechanisms involved in tumour
dormancy. Our multiomics approach revealed a specific
genetic signature and highlighted its potential functional
impact in both models. Although a discrete overlap
among genes harbor mutations was observed between
murine melanoma and leukemia dormancy models, a
significant number of mutated genes appeared exclu-
sively in dormant cells within both models. This singu-
larity suggests potential resistance mechanisms against
the microenvironment or therapies, indicating either
the acquisition of advantageous mutations or preexisting
clonal selection during the MRD process [10, 34—36]. The
identification of exclusive mutated genes in parental cells
reinforced the hypothesis linking the existence of origi-
nal dormant clones to their parental counterparts [10,
35-37].

In the B16-F1 melanoma model, preexisting clone
selection may be involved in MRD due to the lack of addi-
tional mutation acquisition among the 2nd generation

Page 20 of 28

postdormancy cells (B16-FIGFP-DB#1, B16-F1GFP-
DB#2 and B16-F1GFP-DB#3). Our exome sequencing
data of the DA1-3b leukemia cells preferentially support a
mutation gain scenario. Even though our two MRD mod-
els were designed through a similar immunotherapy pro-
tocol, the MRD process may involve distinct mechanisms
that lead to resistance. In human AML, the reappear-
ance of leukemic disease can occur through mechanisms
identical to those observed in the murine MRD model.
Indeed, multiple studies through NGS deep sequencing
revealed that an original clone or a subclone resistant to
anticancer therapy, acquired new mutations, expanded
and emerged as the predominant clone at relapse [35,
36]. Many lines of evidence have shown the existence of
an ancestral, prediagnostic clone evolving and emerging
as the major clone at relapse [35].

In human melanoma, the emergence of therapy-resist-
ant tumour clones is frequently observed in melanoma
patients and is responsible for tumour relapse and poor
prognosis [10, 37]. We and others have previously shown
that melanoma cells exhibit a high capacity for cellular
plasticity, a nongenetic process that likely enables adap-
tation to the environment [38, 39]. In addition, cellular
plasticity can control the phenotypic switch between
stem-like and non-stem-like cancer cells [38]. As we have
previously shown that dormant B16-F1GFP-D cells were
enriched in stem-like phenotype cells, exome sequencing
and associated VAF data reinforced the hypothesis that
preexisting clones among parental cells may display plas-
tic/stem cell features underlying the MRD process [12].
These observations call into question the mechanism
underlying MRD in melanoma: is there a unique genetic
or nongenetic mechanism or a combination of both as
observed with our murine model?

As this study revealed specific gene signatures in
melanoma dormant cells combined with previous data
showing their stem-like phenotype, we hypothesized
that both genetic and nongenetic mechanisms explain
the MRD process. An elegant study recently highlighted
a spatiotemporal map of the diversity and trajectories
of melanoma cell states and proposed that the capacity
for growth or metastasis is limited to distinct subsets
of cells [40]. As these phenotypic behaviours can be
dynamically acquired upon exposure to specific niche
or microenvironment signals, these findings emphasize
the reprogramming capacities of melanoma cells [40].
Although plasticity may be involved in the MRD mech-
anisms in melanoma, our results did not discriminate
between genetic and nongenetic processes which could
explain dormancy in the B16-F1 murine model. Indeed,
the 2nd generation of B16-F1GFP-DB dormant cells
did not feature any additional mutated genes without
losing their stem-like cell properties. In addition, we
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previously showed that these brain site-derived mela-
noma cells modulate their transcriptome profile com-
pared to the first generation of dormant cells without
any additional genomic alterations [12, 38]. Thus, MRD
could involve genetic and/or nongenetic mechanisms in
melanoma.

Our multiomics analysis demonstrated that the
genetic signature of dormant cells may have a func-
tional impact. However, it is important to note that not
all of the identified mutated genes from both dormancy
models necessarily contribute to this functional impact.
For a specific set of mutated genes in both MRD mod-
els, differential CNV alterations combined with epi-
genetic patterns and transcriptomic gene expression,
highlighted possible functional impacts and involve-
ment in MRD mechanisms. Although several mutated
genes did not exhibit expression correlated with epige-
netic repressive marks, a substantial number of genes
harbouring mutations in dormant cells were expressed
in agreement with the associated active histone code.
In addition, the overexpression of mutated genes in
dormant cells was mainly not associated with differen-
tial amplification or deletion between parental and dor-
mant cells.

In regard to the murine leukemia model, combined epi-
genetic and transcriptomic analysis revealed that active
histone marks were correlated with the overexpression
of several mutated genes that are involved in metabolic
pathways. Remarkably, the expression of these genes was
not solely dictated by CNV alterations, underscoring a
nuanced interplay between genetic and nongenetic fac-
tors in the context of MRD. Gene Ontology enrichment
analysis revealed the potential functional roles of the
expressed mutated genes, revealing a link to “cadherin
binding” and “cell adhesion molecule binding,” whereas
those in melanoma cells were associated with pathways
involving “small molecules binding” and “nucleotide
binding”

To ascertain whether the “murine mutated gene sig-
natures” revealed through our murine MRD models
were relevant to the corresponding human disease, we
analysed the genetic profiles of these genes in human
AML and melanoma cohorts from public datasets.
Although the dormant mutated gene signature revealed
by the murine leukemia model did not precisely mirror,
or did so only to a limited extent, the mutation patterns
observed in human AML at diagnosis, revealed CNV
alterations. This finding suggests a potentially signifi-
cant role of these genes in human disease. In addition,
because MRD or AML relapse datasets were not avail-
able, we could not verify the relevance of our signature
in human samples during the progression of the disease.
Nevertheless, Idhl was found to be mutated in murine
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leukemia dormant cells, and a mutated IDH1 gene is fre-
quently observed in human AML at both diagnosis and
MRD stages [15, 36].

In human melanoma samples, we confirmed the pres-
ence of similar mutated genes in primary and metastatic
tumours. These observations reinforced the relevance
of our findings for potential translational applications.
While the frequency of “murine” dormant mutated genes
was low in metastatic melanoma tumours without any
expected “enrichment’, several genes exhibited CNV
alterations with a significantly increased frequency com-
pared to the primary stage. Although these observations
reinforced the relevance of our findings for potential
translational applications, the murine MRD models may
also mimic disease features of one “single patient” regard-
ing mutational patterns minimizing the utility of the
identified mutated gene signatures related to dormancy.

In addition to the most commonly accepted explana-
tion for the evolution of resistance involving genetic
alterations [41], we focused our study on the nongenetic
resistance of dormant cells. Indeed, recent and robust
studies indicate that drug-tolerant persister phenotype(s)
can be transiently acquired through nonmutational
mechanisms [10, 42—44]. The proteomic analysis of dor-
mant cells revealed that dysregulated protein expres-
sion was primarily driven by nongenetic mechanisms in
both murine MRD models. In leukemia dormant cells,
enrichment analysis identified pathways associated with
cellular metabolism, providing valuable insights into the
molecular mechanisms governing dormant cells. Simi-
larly, dysregulation of proteins in dormant melanoma
cells was influenced mainly by nongenetic factors, and
enrichment pathway analysis revealed its involvement in
cellular metabolism. However, dormant melanoma cells
also exhibit a lack of differentiation and dysregulated
cytoskeleton organization. This study enables a compari-
son between the dormant cell signature from our MRD
models and those designed in previous studies involving
chemotherapy and human cells from patients [10, 45].

Interestingly, several identified genes and/or path-
ways, were common to those identified in signatures
from several MRD melanoma models such as the neural
crest stem cells, MITF targets, differentiation/pigmen-
tation and invasion [10]. In the same way, in regard to
the PDX (patient-derived xenograft) AML MRD mod-
els from other studies, persistent cells following chemo-
therapy, exhibited metabolic reprogramming as noted
in our dormant leukemia model [8]. In addition, the
GO enrichment pathway analysis revealed a significant
involvement of dysregulated proteins observed in dor-
mant DA1-3b/D365 cells, in several cellular biosynthesis
processes. Interestingly, an elegant study revealed a “dor-
mant cell signature” in hematopoietic stem cells (HSC)
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with implications for biosynthesis pathways during the
transition from dormant to active HSCs [46]. Similarly,
a recent study, revealed that these “dormant signature”
could (i) discriminate functionally distinct cell compart-
ments in the leukemic stem cell pool from those in AML
patients and (ii) provide crucial insights into the cell fate
trajectories of these potentially resistant cells [47].

Overall, these observations reinforce our findings and
highlight the common features underlying the MRD pro-
cess regardless of the nature of anticancer treatment that
leads to dormancy. Indeed, our syngeneic MRD mod-
els were designed through immunotherapy while MRD
models in other studies were obtained under chemo-
therapy [8, 10-12]. A very limited number of studies
have described MRD mouse models and mainly used
PDX models devoid of immune system implications.
This study conducted in syngeneic models of leukemia
and melanoma may decipher potential immune-related
mechanisms of dormancy. As previously shown in our
leukemia MRD model, overexpression of the immune
inhibitory ligands PD-L1 enhanced resistance to CD8
T lymphocytes [11]. Conversely, the mechanisms elu-
cidated in our syngeneic MRD models, that are distinct
from those highlighted in other MRD models, may
be implicated within the context of immune system
resistance.

Interestingly, this study revealed the common differen-
tial expression of 11 proteins in leukemia and melanoma
dormancy models. This suggests a potential “general”
signature for MRD. SEPTIN-9 and CAPG consistently
exhibited increased expression in both pathologies, indi-
cating a shared structural organization in the cytoskel-
eton during tumour dormancy. In addition, several
dysregulated proteins in dormant cells were significantly
enriched in cytoskeleton-related pathway. Remarkably,
many lines of evidence have revealed that the mechani-
cal properties dictated by the cytoskeleton may impact
cell fate including tumor dormancy or phenotypes bet-
ter suited to a novel environment [27-29]. Our physical
properties investigation revealed a common “electrical”
signature in dormant cells from the two MRD mod-
els. The cytoplasm conductance of the dormant cells
was significantly lower, signifying a profound change in
the structural organization of microtubules and actin
filaments. Although depolymerized/polymerized actin
filaments or microtubules have been described to have
contradictory impacts on conductance or electrical prop-
erties [30, 31], this study highlights a significant role of
the cytoskeleton underlying MRD processes across vari-
ous cancer types.

The use of a syngeneic model provides a significant
advantage in cancer research. This approach minimizes
interindividual genetic variabilities, thereby enhancing
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the reliability of outcomes and the validity of deduc-
tions drawn from the study. By exploring the genetic
and proteomic signatures of dormant cells in the context
of immunotherapy, our study offers new and valuable
insights. Conclusions regarding the differences or simi-
larities in signatures can inform therapeutic strategies for
MRD treatment across a spectrum of cancer types.

Moreover, the rich multiomics approach enables a
comprehensive exploration of the molecular mechanisms
governing MRD. Through the combination of genomic,
transcriptomic, proteomic, and epigenomic datasets, this
methodology affords a holistic and exhaustive view of the
biological landscape of MRD, offering valuable insights
for the development of targeted strategies [48]. Despite
these strengths, our study lacked single-cell analysis,
which could constrain the resolution and comprehension
of phenotypic variations within cellular populations [36].
Incorporating this approach would have enabled a more
precise characterization of the specific cell subpopula-
tions implicated in MRD [49]. In addition, although the
cellular models employed in the study consisted of cells
amplified in vitro immediately after the in vivo dor-
mancy state and were thus, in a proliferative state, they
still manifested features of tumour dormancy that ren-
der them relevant for MRD investigation [11, 12]. Our
murine models showed a decrease in the proliferation of
dormant cells compared to the parental ones, alongside
a noted lack of differentiation, resistance to the immune
system and/or a stem cell-like phenotype according to the
pathology involved [11-13]. While these cells may not be
in a quiescent state, they do exhibit a dormant state that
may reflect a late stage of MRD or even early events of
relapse. In addition, several MRD models highlight the
nonquiescence state of residual cells and indicate “func-
tional dormancy” which may illustrate the immune sys-
tem interactions during MRD [7, 8, 10, 50]. Thus, our
models may also reflect MRD mechanisms in an “active”
state of dormant cells (as shown by the enrichment of
biosynthetic processes) or a state of postimmune system
pressure.

Conclusions

In summary, despite its limitations, this study offers a
comprehensive and innovative perspective on MRD
research, leveraging syngeneic models and consider-
ing the immune context. These results provide a robust
groundwork for future investigations and hold substantial
potential for the development of more effective strategies
against MRD in cancer. Our findings suggest that murine
models closely mimic patient conditions, providing valu-
able insights into the genetic and protein signatures of
MRD. Understanding these mechanisms could guide the
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development of therapeutic strategies to address MRD in
leukemia and melanoma patients.

Materials and methods

MRD leukemia DA1-3b and B16-F1 melanoma mouse
models

Murine leukemic myeloid cells (DA1-3b parental cells
and DA1-3b/D365 dormant cells) and melanoma
cells (B16-F1GFP-M parental cells, B16-F1GFP-D,
B16-F1GFP-DB#1, B16-F1GFP-DB#2, and B16-F1GFP-
DB#3 dormant cells) were isolated as previously
described [11, 12]. Briefly, dormant cells were isolated
from MRD syngeneic mouse models based on immuno-
therapy, capturing distinct dormancy stages (Day 60 and
Day 365 for the leukemia model, and Day 365 and “2nd
generation in brain site” for the melanoma model). The
cells were amplified in vitro and stored in liquid nitrogen
until subsequent analysis.

Array-comparative genomic hybridization analysis

DNA extraction from frozen samples was carried out
following the manufacturer’s recommendations QIAmp
DNA Mini Kit, Qiagen Valencia, CA, USA). The quantity
and quality of the extracted DNA were were assessed on a
NanoDrop platform (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA) and by gel electrophoresis. CGH array analy-
sis was achieved using pangenomic arrays consisting of
60-mer oligonucleotides (027411_D_F_20150623 design
version, Mouse Genome 180 K CGH array, Agilent Tech-
nologies Santa Clara, CA, USA). The arrays were scanned
using an Agilent G2505B scanner, and data were analysed
with Agilent Feature Extraction Software (v10.7.3.1)
against the mm9 (mm9: NCBI37) mouse genome assem-
bly. The array data have been deposited in the Gene
Expression Omnibus (GEO) under accession number
GSE250172 for public accessibility. CN'Vs were detected
using the Aberration Detection Method 2 (ADM2) algo-
rithm. CNVs was called either gain or deletion accord-
ing to the log2 ratio distribution analysed with Genomic
Workbench software (v5.0.14).

Whole exome sequencing analysis

DNA was extracted as described in section “array-
comparative genomic hybridization analysis” Library
preparation was performed using the SureSelect Target
Enrichment System (Agilent Technologies, USA), with
1 pg of genomic DNA fragmented and the library puri-
fied and size-selected using AMPure XP beads (Beck-
man Coulter Life Sciences, USA). Following ligation of
Ion Xpress barcodes and P1 adapters, the libraries were
amplified.. The amplified DNA fragments underwent
hybridization to biotinylated RNA library baits and sub-
sequent capture using streptavidin-coated magnetic
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beads. Quality assessment of the captured library frag-
ments was performed on a 2100 Bioanalyzer (Agilent
Technologies, USA). Template preparation utilized Ion
PI™ Hi-Q™ chemistry (Life Technologies, USA), with
50 pM of each library loaded onto an Ion Chef " Instru-
ment (Life Technologies, USA) for template enrichment.
Templating efficiency of the Ion spheres was evaluated
using a Qubit™" 2.0 fluorometer (Thermo Fischer Scien-
tific, USA). Prepared libraries were loaded onto Proton
PI chips v3 (two samples/chip) and sequenced on an Ion
Proton using PI"" Hi-Q"" sequencing 200 chemistry (Life
Technologies, USA) with a read length of 260 bp and 520
flow cycles. Data analysis involved the Ion Torrent plat-
form-specific pipeline software (Torrent Suite v4.0) for
read separation, sequence alignment to the mm10 mouse
genome reference, target-region coverage analysis, and
removal of low-quality reads. Exome sequencing data
are publicly accessible through Sequence Read Archive
(SRA) under the PRJNA1103364 bioproject number. The
alignment file from the Torrent Suite was transferred to
Ion Reporter (Ion Reporter v4.0) for variant file genera-
tion using default parameters. A total of 218, 914 variants
(insertions/deletions/SNPs) were detected in the total
samples.

Targeted sequencing analysis

DNA was extracted as described in section “array-com-
parative genomic hybridization analysis” AmpliSeq
libraries were prepared using the Ion AmpliSeq Library
Kit 2.0 and Ion AmpliSeq Custom Panel (Life Tech-
nologies). AmpliSeq technologies were used to design
a custom NGS library including 190 amplicons in two
pools, covering all the targets of interest (30.6 kb cov-
ered at 100%). The targets of interest were selected from
the whole exome sequencing results, and filtered by
the effects of the variants on genes, transcripts, protein
sequences and regulatory regions. These effects were cal-
culated using the Ensembl VEP and SIFT tools (https://
www.ensembl.org/info/docs/tools/vep/index.html). Ten
nanograms of each DNA sample served as the template
for library preparation. Quality control of all libraries
was conducted using the Agilent Bioanalyzer with high
sensitivity chips. Template dilutions were calculated
post-normalization of library concentrations to 100 pM
using the Ion Library Equalizer Kit (Life Technologies).
Library templates underwent clonal amplification using
the Ion One Touch 2TM system as per the manufac-
turer’s instructions. Following enrichment of recovered
template-positive Ion Sphere Particles, samples were
sequenced using Ion 318 v2 chips on the Ion PGM Sys-
tem or Ion 530 chips on the Ion S5XL system (Thermo
Fisher Scientific). Data analysis utilized the Torrent
Suite Software v.5.2.2 (Thermo Fisher Scientific) with


https://www.ensembl.org/info/docs/tools/vep/index.html
https://www.ensembl.org/info/docs/tools/vep/index.html

Laguillaumie et al. Biological Research (2024) 57:59

alignment to the mm10 mouse genome. Variant calling
was optimized, achieving a mean depth of 5000 reads for
each sample.

ChIP sample preparation for sequencing

Cells were treated with 1% formaldehyde for 10 min at
room temperature to cross-link proteins and DNA. The
reaction was quenched with 125 mM glycine for 5 min,
followed by cell collection and lysis in the following
buffer [HEPES/KOH 0.01 M pH 7.9, KCl 0.01 M, MgCl,
0.0015 M and 1Xxprotease inhibitor cocktail (Sigma-
Aldrich)]. After centrifugation at 10,000xg for 10 min
at 4 °C, the supernatant containing chromatin was col-
lected. Chromatin was sheared by sonication at 4 °C
using a Bioruptor 300 to generate fragments of approxi-
mately 200—400 bp in length, with 15 cycles of 30 s ON/
OFF at the highest setting. For immunoprecipitation,
100 pL of the chromatin supernatant was incubated over-
night at 4 °C on a rotating wheel with specific antibodies
against H3K9 (Diagenode), H3K27 (#, Active Motif), or
H3K4 (Diagenode) trimethylation, using 0.25 pg of anti-
body for 0.1 A,q),,- Control experiments included the
use of an equivalent amount of irrelevant control I1gGs
(Millipore). An aliquot of the same amount was saved
as the input sample and stored overnight at —20 °C. The
next day, immune complexes were incubated with 100 puL
of magnetic beads for 3 h at 4 °C under rotation. Beads
were washed sequentially with low salt wash buffer, high
salt wash buffer, and TE buffer 1X pH 8.0. Following each
wash, beads were centrifuged at 960xg for 3 min at room
temperature. After removing the supernatant, immune
complexes were eluted with 210 pL of elution buffer
and incubated for 15 min at 65 °C with stirring. Eluted
material was collected by centrifugation at 16,000xg for
1 min at room temperature. The immunoprecipitated
material was eluted at room temperature in elution
buffer (100 mM NaHCO,, 1% SDS), and the crosslink-
ing reactions were reversed by adding 100 mM NaCl and
incubating at 65 °C overnight. The eluted material was
then treated with Q-Protease (Qiagen) and RNase H to
remove protein and RNA, respectively, and the enriched
genomic DNA fragments were purified according to the
Macherey Nagel protocol (Kit Nucleospin Gel and PCR
Clean up), eluted in 35 pL of sterile water and stored until
sequencing.

Chip-Seq analysis

The DNA samples were sequenced at GATC (Eurofins
Genomics, Ebersberg, Germany). Illumina sequencing
libraries were prepared according to ISO 17025 standards
and applied to an Illumina HiSeq 2500 platform (Illu-
mina, San Diego CA, USA) for 50 bp paired-end sequenc-
ing, ensuring a minimum of 30 Mb per sample. The
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ChIP-Seq data (fastq) are publicly accessible through the
Sequence Read Archive (SRA) under the PRJNA1054015
bioproject number. Analysis of the aligned data was con-
ducted using the Partek Genomics Suite ChIP-Seq work-
flow (version PGS7.20.0831 for Windows). Standard
methods were employed for data importation and qual-
ity control assessment. Peak detection allowed the iden-
tification of enriched regions, encompassing both novel
and known genomic loci, thereby pinpointing potential
targets.

Array gene expression analysis

Total RNA extraction was conducted using the RNe-
asy Mini Kit (QIAGEN, Courtaboeuf, France) as per the
manufacturer’s protocol, including additional DNase
treatment. The yield and quality of total RNA were evalu-
ated using an Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Tech-
nologies, Massy, France). Gene expression analysis was
performed using one-color whole Mouse 8 X 60 k micro-
arrays (074809_D_F_20150624 slides, Agilent Tech-
nologies). cRNA labelling, hybridization, and detection
followed standard protocols provided by Agilent Tech-
nologies. Cyanine 3-labelled cRNA was synthesized from
50 ng of total RNA using a low-input QuickAmp labelling
kit, with RNA Spike-In serving as a positive control for
labelling and amplification steps. Purified labelled cRNAs
(600 ng each) were hybridized and washed according to
manufacturer’s instructions, followed by scanning on an
Agilent G2505C scanner. Data extraction was performed
using Agilent Feature Extraction Software© (FE ver-
sion 10.7.3.1). The microarray data are publicly accessi-
ble through the Gene Expression Omnibus (GEO) series
accession number GSE250145. Statistical analysis and fil-
tering were conducted using Genespring® software ver-
sion GX13.0 (Agilent Technologies).

Sample preparation for MS analysis

HPLC grade acetonitrile (ACN), water, and analytical
reagent (AR)-grade trifluoroacetic acid (TFA) were from
Biosolve B.V (Valkensvaard, Netherlands). Ammonium
bicarbonate (NH4HCQO3), DL-dithiothreitol (DTT),
iodoacetamide (IAA), urea, tristhydrochloric acid)
(Tris—HCIl), and sodium chloride (NaCl) were obtained
from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, France).
Sodium dodecyl sulfate (SDS) was purchased from Bio-
Rad (Marnes La Cocquette, France), and AR-grade for-
mic acid (FA) wasfrom Fluka. Thiourea and urea were
obtained from Fluka and Euromedex, respectively.
Sequencing grade modified porcine trypsin was obtained
from Promega (Trypsin Gold, Mass Spectrometry Grade,
Charbonniéres-les-Bains, France). Protein extraction and
digestion were carried out following established proto-
cols [51]. Cells were lysed in a buffer comprising 4% SDS
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and 100 mM DTT in 100 mM Tris—HCI (pH 7.6), fol-
lowed by sonication for three 30-s cycles at 500 W and
20 kHz. Centrifugation at 14,000Xg for 10 min at room
temperature was then performed to pellet cell debris,
and the supernatant containing proteins was collected.
The Filter-Aided Sample Preparation (FASP) method
was employed using Amicon Ultra-0.5 mL 10 kDa filters,
following the protocol detailed in [51]. Protein diges-
tion was conducted with trypsin (Promega, Gold MS,
mass spectrometry grade) at a concentration of 20 pg/
mL in 50 mM NH4HCO3, with an overnight incuba-
tion at 37 °C. Peptide digests were subsequently col-
lected via centrifugation, and the filters were rinsed with
50 puL of 0.5 M NaCl. After adding 5% TFA, the digests
were desalted using Millipore ZipTip C18 devices. The
desalted solution was dried and reconstituted in water
with 0.1% formic acid and 2% acetonitrile, ready for LC—
MS/MS analysis.

LC-MS/MS analysis

Samples were analysed by online reversed-phase chroma-
tography using a Thermo Scientific Proxeon EASYnLC
1000 system. The system was equipped with a precol-
umn (Acclaim Pepmap, 75 um ID X2 c¢cm, Thermo Scien-
tific, Waltham, MA, USA) and a C18 packed-tip column
(Acclaim PepMap, 75 pm ID x50 cm, Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA). Peptide separation was achieved
with a gradient of acetonitrile (ACN) ranging from 5 to
35% over 120 min at a flow rate of 300 nL/min. The LC
eluent was electrosprayed directly from the analytical
column, with a voltage of 1.7-2.6 kV applied to the nano-
spray source. The chromatography system was connected
to a Thermo Scientific Q Exactive mass spectrometer, set
to operate in data-dependent acquisition mode, to target
the Top 10 most intense ions. Survey scans were con-
ducted at a resolving power of 70,000 FWHM (m/z 400)
in positive mode, with an automatic gain control (AGC)
target of 3e6. The default charge state was set to two, with
unassigned and singly charged states being excluded, and
dynamic exclusion enabled for 20 s. The scan range for
survey scans was 300-1600 m/z. For data-dependent
MS/MS (ddMS2) analysis, the scan range was set from
200 to 2000 m/z, with one microscan acquired at 17,500
full width at half maximum (FWHM). An isolation win-
dow of 4.0 m/z was used for selecting precursor ions.

Data analysis MS

All MS data were processed using MaxQuant software
(version 1.5.6.5) with the Andromeda search engine. Pro-
teins were identified by searching MS and MS/MS data
against the Mus musculus database (50,306 sequences).
Trypsin specificity was selected for the digestion mode,
with N-terminal acetylation and methionine oxidation
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as variable modifications. Carbamidomethylation of
cysteines was set as a fixed modification, allowing up to
two missed cleavages. An initial mass accuracy of 6 ppm
was chosen for MS spectra, with a minimum of two pep-
tides and at least one unique peptide per protein. The
MS/MS tolerance was set to 20 ppm for HCD data. The
false discovery rate (FDR) for peptide spectrum matches
(PSMs) and protein identification was set to 0.01. Label-
free quantification (LFQ) of proteins was conducted
using the MaxLFQ algorithm integrated into MaxQuant
with default parameters. Identified proteins were fur-
ther analysed using Perseus software (version 15.6.0).
The data file containing identification information was
filtered to remove hits to the reverse database, proteins
identified only with modified peptides, and potential
contaminants. The LFQ intensity values were logarith-
mically transformed (log2[x]). Categorical annotation of
rows was used to define different groups of replicates. For
statistical analysis, only significant proteins according to
the Student’s t-test were considered.

GO pathway enrichment analysis

The Protein—Protein Interaction (PPI) network and Gene
Ontology (GO) analyses of differentially expressed pro-
teins and proteins associated with mutated genes were
constructed using STRING version 10.0 (http://string-
db.org/). Pathway enrichment analyses were visualized
as bubble plots generated with GraphPad Prism version
10.2.0.

Physical properties measurements

Electrical impedance measurements were conducted
using a hybrid micro electro-mechanical systems
(MEMS)/microfluidic device fabricated on a silicon-
on-insulator wafer with a two-mask process [52]. This
device featured an embedded microfluidic channel with
3D facing electrodes on each side for electrical meas-
urements. The electrical properties of the cells influ-
enced the current passing between the electrodes as they
flowed through the channel [53]. The measurements
were carried out with a lock-in amplifier (HF2LI, Zurich
Instruments) and a trans-impedance amplifier (1 k gain,
HF2TA, Zurich Instruments) using a 1-V,,, driving sig-
nal. The flow rate was set at 3 pL/min, controlled by a
pressure pump (LineUpTM Push—Pull, Fluigent) con-
nected to the outlet. Changes in the real and imaginary
components of the current, amplified to a potential dif-
ference, were recorded as each cell passed between the
electrodes. Data processing was performed using a cus-
tom Python script to extract the response of each cell. To
account for potential variations in device characteristics,
the cell responses were normalized against the median
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response of the parental cells. Statistical analyses were
performed using Student’s t-tests.

Analysis of public datasets

DNA-seq, RNA-seq, and CNV datasets from human
AML samples and melanoma [16, 22, 23, 54] are avail-
able in the public domains cBioPortal [55-57] and NIH
National Cancer Institute GDC Data portal. Version 1.0.
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Additional file 1: Table S1. The following raw data were obtained: exome
sequencing data, histone epigenetic marker data, transcriptomic gene
expression data and proteomic MS data. a) Description of mutation types
in the indicated genes in DA1-3b and B16-F1 cells. b) Multiomics data
analysis from CNV, histones marks, and transcriptomic gene expression
data for the indicated mutated genes in both MRD models. ¢) Percent-
ages of the indicated mutated genes and the associated CNVs in the
human AML and melanoma cohorts. d) Percent of the 50 most frequently
mutated genes and the associated CNVs in the human AML and mela-
noma cohorts. The values are represented by a distinct colour gradient.
For human melanoma samples, the results are represented according

to the stage of disease progression, i.e.,, primary or metastatic tumours.
The data were extracted from the public domain GDC portalversion 1.0.
e) Proteomic MS analysis and resulting LFQ data in both MRD models. f)
Multiomics data analysis of CNV, histones marks, and transcriptomic gene
expression data for the indicated dysregulated proteins in the leukemia
model. g) Multiomics data analysis of CNV, histones marks, and transcrip-
tomic gene expression data for the indicated dysregulated proteins in a
melanoma model. h) Multiomics data analysis of CNV, histones marks, and
transcriptomic gene expression data for the 11 common dysregulated
proteins in both MRD models

Additional file 2: Figure S1. Karyotype profiles of parental and dormant
cells from the 2 MRD models. In the following order, the conditions
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were B16-F1GFP-M, B16-F1GFP-D, B16-F1GFP-DB#1, B16-F1GFP-DB#2,
B16-F1GFP-DB#3, DA1-3b, DA1-3b/D60, and DA1-3b/D365 cells

Additional file 3: Figure S2. Multiomics data analysis of CNV, histones
marks, and transcriptomic gene expression data for the indicated
exclusively expressed proteins in dormant or parental cells from the MRD
melanomaand leukemiamodels
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ANNEXE 2 : IMPLICATION DE LA SIGNALISATION CALCIQUE DANS LA

DORMANCE TUMORALE

CHAPITRE 1) REVUES SUR LA SIGNALISATION CALCIQUE

AVANT-PROPOS

La leucémie aigué myéloide (LAM) est une hémopathie maligne complexe
affectant des patients de plus de 65 ans dans la moitié des cas. Cette pathologie est
caractérisée par une prolifération clonale de précurseurs myéloides que I'on appelle
blastes, ainsi qu’une perte de leur différenciation. Bien que des progrés significatifs
aient été mis en ceuvre dans le dépistage et le traitement des patients atteints de LAM,

le pronostic de ces patients demeure défavorable.

Dans les cellules souches cancéreuses (CSC), la signalisation calcique est I'un
des premiers meécanismes altérés par des régulateurs épigénétiques. Lorsque
’homéostasie calcique est affectée, elle peut induire une prolifération cellulaire
incontrélée et influer sur de nombreux processus biologiques, dont la tumorigenése.
Ce constat souligne le rdle majeur de 'homéostasie physiologique du calcium dans le
devenir et la survie des cellules. Dans les cellules cancéreuses, on observe un
remodelage de I'expression et de l'activité de canaux calciques ; cette altération
contribue au phénotype néoplasique en perturbant les échanges intracellulaires

(Prevarskaya et al., 2018). Il est donc primordial de mieux décrypter le réle du calcium
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dans les mécanismes cancéreux, et d’identifier des cibles thérapeutiques pertinentes

associées.

C’est dans cette perspective que ces revues, publiées en février 2022 et juin
2023 dans les journaux Cells et Médecine/sciences, exposent minutieusement I'état
de l'art concernant la signalisation calcique dans les LAM. Elles relatent dans un
premier temps les mécanismes inhérents a la prolifération, la différenciation et la
quiescence des CSH saines et leucémiques. Il est ensuite question de I'implication du
calcium dans le métabolisme mitochondrial des cellules. Le lien entre le
microenvironnement de la niche osseuse et le destin cellulaire est également décrypté.

Enfin, les différentes thérapies décrites ciblant la signalisation calcique sont abordées.
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Abstract: Acute myeloid leukemia (AML) is a clonal disorder characterized by genetic aberrations in
myeloid primitive cells (blasts) which lead to their defective maturation/function and their prolifera-
tion in the bone marrow (BM) and blood of affected individuals. Current intensive chemotherapy
protocols result in complete remission in 50% to 80% of AML patients depending on their age and
the AML type involved. While alterations in calcium signaling have been extensively studied in
solid tumors, little is known about the role of calcium in most hematologic malignancies, including
AML. Our purpose with this review is to raise awareness about this issue and to present (i) the
role of calcium signaling in AML cell proliferation and differentiation and in the quiescence of
hematopoietic stem cells; (ii) the interplay between mitochondria, metabolism, and oxidative stress;
(iii) the effect of the BM microenvironment on AML cell fate; and finally (iv) the mechanism by which
chemotherapeutic treatments modify calcium homeostasis in AML cells.

Keywords: acute myeloid leukemia; calcium signaling; leukemic stem cells; cell metabolism; mi-
croenvironment; chemotherapies

1. Introduction

Acute myeloid leukemia (AML) is a heterogeneous hematologic malignancy at the
biological, molecular, and clinical levels. AML is characterized by clonal amplification
and the loss of differentiation of myeloid precursors (blasts) in the bone marrow (BM) and
peripheral blood. AML is a pathology of aged adults, with more than 50% of patients
identified at age > 65 years. Despite a tremendous effort to decipher genetic aberrations
such as leukemia-associated chromosomal translocations and inversions, as well as mul-
tiple somatically acquired mutations that affect genes of different functions that improve
prognosis, the AML patient survival rate remains poor and is largely age-dependent [1].
AML originates from BM hematopoietic stem cells (HSCs). Primary commonly acquired
mutations arise in genes involved in the epigenomic process, such as DNMT3A, ASXL1,
TET2, IDH1, and IDH2, and already exist in the founding clone. In contrast, secondary mu-
tations involving NPM1 or signaling molecules (e.g., FLT3, RAS gene family) typically occur
later during leukemogenesis. In addition, AML can be subdivided into distinct classes,
including acute promyelocytic leukemia (APL) and myelodysplastic-syndrome-related
AML, which involve different genetic aberrations (Myc, etc.) [2].

Calcium ions are the main second messengers in cells and are crucial for cell fate
and survival. Intracellular Ca?* homeostasis relies on the organized activity of various
Ca?* channels, pumps, and exchangers, which maintain a precise Ca?* concentration in the
cytoplasm and organelles such as the endoplasmic reticulum (ER), mitochondria, lysosomes,
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and nucleus [3-5]. Transient or sustained activation of this machinery regulates changes
in the duration and levels of intracellular calcium, thereby governing calcium-dependent
physiological processes.

Alterations in calcium signaling and homeostasis affect numerous cellular functions
and are involved in various pathological states, including cancer. Dysregulated calcium
signaling cascades have been shown to result in processes crucial for uncontrolled prolifer-
ation and tumorigenesis. These processes include gene transcription, regulation of the cell
cycle, proliferation, metabolism, apoptosis, autophagy, and cell migration and may affect
the development of resistance to cancer therapies [6].

Alterations in calcium signaling have been extensively studied in solid cancers. There
is much less knowledge of hematologic malignancies such as myeloid leukemia, except for
chronic myeloid leukemia (CML), for which the tyrosine kinase activity of Bcr—Abl seems
to regulate calcium homeostasis [7].

Two recent publications highlight the important role of calcium in the maintenance
of normal stem cells, both active and dormant. Luchsinger et al. show that a low-calcium
medium increases the viability of HSCs in vitro [8]. These have a low cytoplasmic calcium
concentration that is maintained by glycolytic activity. Fukushima et al. developed another
strategy by which a non-phosphorylatable fluorescent marker allows in vivo discrimination
between dormant and active stem cells [9]. It shows the implication of calcium concentra-
tion in dormancy and that marrow reconstitution by HSC is favored by a high concentration
of cytoplasmic calcium. The bone matrix allows the localization of hematopoietic stem cells
in niches that are critical for their regulation [10]. In bone, these niches are mainly located
in vascularized areas and more rarely in trabecular areas. The latter, however, have a
strong potential for self-renewal and reconstruction of hematopoiesis that emphasizes their
importance, especially for the development of leukemic cells [11]. There is a real interest in
studying the precise role of calcium signaling in AML, which remains mostly unclear.

Taking into account the current knowledge of calcium signaling in cancer cells as well
as in normal hematopoiesis, our purpose is to shed light on four peculiar topics: (i) the
quiescence of these hematopoietic stem cells and AML cell proliferation and differentiation;
(ii) the role of mitochondria, metabolism, and oxidative stress; (iii) the effect of the BM
microenvironment on AML cells; and finally (iv) therapeutic approaches.

2. The Role of Calcium Homeostasis in AML Cell Proliferation and Differentiation

The dysregulation of calcium signaling and homeostasis impacts numerous cellular
functions. Several Ca?*-dependent signaling pathways are therefore involved in cancer
initiation and development. The precise control of intracellular calcium concentration
is crucial for the modulation of many signaling pathways and Ca2*-regulated proteins
involved in specific cellular processes, including the regulation of key cellular functions
such as the cell cycle, proliferation, and differentiation.

Our review focuses on the role of Ca?* channels and downstream intracellular signal-
ing pathways in regulating proliferation and differentiation in acute myeloid cell lines or
primary AML samples. Numerous reviews have presented the remodeling of intracellular
Ca’" homeostasis in cancer cells from solid tumors but very few in hematologic malig-
nancies and none in acute myeloid leukemia. We here focus on studies that highlight a
functional role for Ca?* channels and downstream intracellular signaling pathways that
lead to changes in proliferation and differentiation in acute myeloid leukemia. Our review
also focuses on the regulation of quiescence by calcium signaling in normal hematopoietic
stem cells and leukemic stem cells.

2.1. Calcium and Cell Cycle Regulation in AML

Cell division and proliferation are ruled by the cell cycle, which is a four-stage process:
the first gap phase G1; the S phase, in which DNA replication occurs; the second gap phase
G2; and the M phase, or mitosis, in which the DNA and cytoplasmic material are shared
between two new daughter cells. The progression between these different phases is tightly
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regulated, and variations in intracellular Ca?* [Ca®*); play a key role throughout the cell
cycle, namely during the early G1 phase and at the G1/S and G2/M transitions.

The initiation of centrosomal duplication at the G1/S phase is also dependent on
Ca?* and calmodulin (CaM) [12,13]. CaM appears to be mobilized early after mitogenic
stimulation and late in the G1 phase near the G1/S transition [14,15]. In late G1, Ca%*/CaM
is required before the restriction point and pRb phosphorylation [16]. In AML, it has been
shown that Ca?* and CaM are involved in regulating cell proliferation in HL-60 human
promyelocytic leukemia cells. Indeed, cytosolic calmodulin levels were increased according
to the cell cycle phase and more generally during cell cycle progression. Additionally, it has
been shown that calmodulin antagonists slow cell growth in a concentration-dependent
manner [17], thus underlying the critical role of the Ca?* /CaM pathway in leukemia cells.

CaM kinase II (CaMKII) is necessary for cell cycle progression [18]. Inhibition of CaMK
activity was shown to inhibit cell proliferation and is correlated with growth arrest in AML.
Monaco et al. reported that inhibition of CaMKII activity results in an upregulation of
CaMKIV mRNA and protein expression in leukemia cell lines. Interestingly, AML cells
(primary cells and cell lines) expressing CaMKIV show elevated levels of Cdk inhibitors
p27 (kip1) and p16 (ink4a) and reduced levels of cyclins A, B1, and D1. These findings
indicated potential cross-talk between CaMKII and CaMKIV and suggest that CaMKII
could suppress the expression of CaMKIV to promote leukemia cell proliferation [19].
Nevertheless, another study showed contradictory results regarding the effect of CAMKs
on AML proliferation. It has been shown that the suppression of CaMKs (CAMKIV)
coupled with human leukocyte immunoglobulin-like receptor B2 (LILRB2) signaling is
associated with decreased human acute leukemia proliferation in vitro and in vivo [20].

Calcineurin, a calcium-dependent phosphatase, also plays a crucial role in the transi-
tion through the G1 and S phases and was shown to regulate the expression of cyclins A
and E [21] and the accumulation of cyclin D1 [18]. Calcineurin is also very well known to
activate NFAT and to mobilize MYC [22,23] in regulating cyclins E and E2F, which brings
an additional link between calcium-dependent pathways and proliferation. However, the
role of calcineurin in AML and its precise function in the regulation of cell cycle checkpoints
in these malignant hemopathies are unknown. Nonetheless, one study showed that the
activity of calcineurin was decreased by 85% in the sera of patients diagnosed with AML,
while no significant changes in calmodulin or calcineurin levels were observed [24].

2.2. Calcium Channels and Proliferation in AML

The calcium/calcineurin/NFAT pathway is one of the main mechanisms that can
be activated by calcium influx through membrane calcium channels. The use of calcium
channel inhibitors has strengthened the notion that calcium influx plays a critical role in
cell proliferation. The antiproliferative effects of the inhibition of calcium channels have
been shown in numerous tissues. In AML cells, the transient receptor potential melastatin
2 (TRPM2) ion channel displayed high expression compared to CD34+ healthy precursor
cells, and its suppression inhibited the proliferation of leukemia cells. These findings show
that TRPM2 has an important role in AML proliferation mediated by the regulation of key
transcription factors, such as ATF4 and CREB [25]. It was also shown that the dextroisomer
r-verapamil, which inhibits Cav1.2, an L-type calcium channel, by binding to a specific area
of its a-1 subunit, causes dose-dependent inhibition of leukemic cell proliferation. These
results were observed in blast cells derived from patients with AML [26].

Calcium transport could be achieved by the activation of upstream partners such as
inositol 1,4,5-trisphosphate receptor type 2 (ITPR2), which is located in the endoplasmic
reticulum membrane and regulates the mobilization of intracellular Ca?* stores through
SERCA pumps and/or exchangers. Thus, ITPR2 plays a pivotal role in intracellular Ca**
signaling and subsequently in the cell cycle and proliferation. ITPR2 expression is increased
in AML patients with a normal karyotype compared to healthy patients. In a cohort of
157 AML patients, high ITPR2 expression was associated with dramatically shorter overall
survival and event-free survival [27]. Further investigations are needed to determine the
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precise calcium-dependent mechanism underlying the aggressive phenotype of leukemic
cells with high ITPR2 expression in AML.

2.3. Implication of Notch and Ca®* Signaling in AML Proliferation

It has been recently shown that Notch increases Ca?* entry by activating calcium-
sensing receptors and inhibiting voltage-gated K* channels [26] and that it could also
enhance store-operated Ca* entry [28]. The new human leukemia cell line TMD?, estab-
lished from blast cells of a patient with de novo acute myeloblastic leukemia, expressed
Notch-1 and Notch-2 mRNA. Exposure to recombinant Delta-1 protein, a Notch ligand,
significantly increased the proliferation of TMD7 cells [29]. It has also been shown that
Notch signaling can maintain the proliferation and survival of the HL60 human promyelo-
cytic leukemia cell line and promotes the phosphorylation of the Rb protein [30]. Other
studies have shown, however, that Notch activation can inhibit AML growth and also
alter AML-initiating cell compartments [31,32]. The nature of the Notch ligands seems
to be crucial in the resulting effect of Notch activation. Indeed, when the ligand used is
Jagged1 instead of Deltal, inhibition of proliferation and survival are observed in AML cells.
Interestingly, opposite effects of the Notch ligands Jagged1 and Deltal have been reported
on the growth of primary AML cells [33]. While their associated roles in calcium signaling
are still under investigation, it would be interesting to clarify the calcium mobilization
pattern associated with Notch ligands in AML.

2.4. Calcium Involvement in AML Differentiation

Any dysregulation in myeloblast differentiation represents a key cellular and molecu-
lar event that could be studied for a better understanding of AML. Complete remission in
patients with APL has been achieved using targeted therapies such as all-trans retinoic acid
(ATRA) and/or arsenic trioxide [34]. However, the response of non-APL AML patients to
treatment remains poor, indicating the need for a better understanding of the differentiation
processes in this disease.

Myeloid differentiation involves the activation of new signaling pathways and the
acquisition of new effector functions. Cellular calcium homeostasis and calcium-dependent
signaling are intimately involved in these processes. Thus, intracellular calcium transport
may be significantly remodeled during differentiation [34]. Some studies have shown the
link between differentiation and calcium signaling in AML. It has been shown that the
modulation of calcium pump expression, specifically of the sarco-endoplasmic reticulum
calcium ATPase (SERCA) pumps, is an integral component of the differentiation program
of myeloid precursors and indicates that lineage-specific remodeling of the ER occurs
during cell maturation. In addition, it was shown that SERCA isoforms may serve as
useful markers for the study of myeloid differentiation [34]. In vitro studies have shown
the mechanisms implicated in leukemic cell differentiation. The binding of S100A9 to
Toll-like receptor 4 (TLR4), which promotes the activation of p38 mitogen-activated protein
kinase, extracellular signal-regulated kinases 1 and 2, and Jun N-terminal kinase signaling
pathways, could lead to myelomonocytic and monocytic AML cell differentiation [35]. Few
studies have been published regarding the implication of calcium in the induction of AML
cell differentiation through direct or indirect mechanisms. Calcium ionophores can, by
themselves, induce the differentiation of primary human AML cells into dendritic cells [36].
It has also been shown that Ca?* signaling, through the receptor IP3R1, sensitizes cells to
the effect of retinoic acid. Differentiation induced by retinoic acid was associated with a
significant reduction in c-Myc expression and an increase in membrane tyrosine kinase
activity in AML cell lines [37].

2.5. Calcium and Cell Cycle Regulation in Normal and Cancer Stem Cells (CSCs)

In recent years, research has started to highlight that calcium channels play a key
role in CSC function. Calcium channels are indeed involved in the mechanisms required
for their function, leading to cancer progression and treatment resistance. Cancers are
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most commonly treated with a combination of surgery, chemotherapy, radiotherapy, and
immunotherapy. However, several studies have demonstrated that these treatments fail
to target or actively select a specific subset of resistant cells termed CSCs [38]. CSCs are
characterized by their capacity to remain quiescent and to resist apoptosis, properties gen-
erally associated with treatment resistance and tumor relapse [38]. Therefore, deciphering
the mechanisms underlying the quiescence of cancer cells or CSCs appears to be crucial in
cancer research.

Quiescent cells are found in GO0, a resting phase outside of the cell cycle distinct from
the G1 phase observed in cycling cells. Regulation of several key players, including cyclins
and cyclin-dependent kinases (CDKs), CDK inhibitors, and retinoblastoma protein (Rb),
dictate cell fate (GO entry, cell cycle engagement). Decrease in the expression and activity of
cyclin D-CDK4/6 and cyclin E-CDK2 complexes could induce quiescence [39].

The role of calcium in the regulation of stem cell quiescence is still poorly understood.
It was shown that the NFATc1 isoform can control hair follicle normal stem cell quiescence
by suppressing cyclin-dependent kinase 4 (CDK4) and cell cycle progression [40]. It was
also shown that glioblastoma stem-like cells (GSLCs) can be maintained in a quiescent
state by decreasing the extracellular pH. Interestingly, in this study, the authors observed
that the changes in Ca?* homeostasis appearing during the switch from proliferation to
quiescence are determined by store-operated channels (SOCs) since the inhibition of SOCs
promotes the quiescence of proliferating GSLCs and induces a dramatic and reversible
change in mitochondrial morphology [41].

Regarding the regulation of quiescent HSCs, an increasing number of studies have
shown a crucial impact of cytoplasmic calcium concentration [42]. There is a remodel-
ing of intracellular Ca?* homeostasis in HSCs exiting the quiescent state and undergoing
commitment. Therefore, Ca?* signaling seems to be highly implicated in hematopoiesis.
Nevertheless, studies are currently incomplete and sometimes contradictory. Some stud-
ies have shown that Ca?* signals oscillate between keeping HSCs in the quiescent state
or activating them when commitment is needed [43]. Toward a differentiation cell fate,
it was shown that Ca?* signaling could favor nuclear translocation of the commitment
promoter NFAT and degradation of the self-renewal promoter Tet2 [44]. In contrast, an
elegant study has shown that quiescent cells display higher intracellular Ca?* concentra-
tions and that niche factors favor [Ca?*]. elevation to induce quiescence (possibly via the
calmodulin/CaMKs pathway) [9]. Single-cell RNA-seq analyses showed that the gene
expression profiles of dormant/quiescent and active HSCs were nearly identical, except
for Cdk4/6 activity. Moreover, high-throughput small-molecule screening revealed that
high concentrations of cytoplasmic calcium ([Ca?*].) were linked to HSC quiescence. These
findings indicate that quiescent and active adult HSCs could be distinguished from one
another according to the regulation of Cdk4/6 and [Ca%*]. [9].

The apparent contradiction of these observations highlights the crucial need to more
precisely decipher the mechanisms underlying the implication of Ca?* signaling in the
balance between the quiescent and active states of HSCs (Figure 1).

2.6. Leukemic Stem Cells (LSCs), Relapse, and Calcium: A Possible Link?

Relapses in AML are a result of the persistence of chemoresistant leukemic cells, also
termed minimal residual disease (MRD). Several studies have demonstrated subclonal het-
erogeneity and a hierarchy of human leukemia-initiating cells (LICs), including LSCs [45],
and Bachas et al. showed that a minor subpopulation of LICs responsible for relapse was
present at diagnosis in patients [46]. Therefore, a better understanding of the mechanisms
of LSC regulation would help to prevent relapse in AML. As described above, some studies
have shown that Ca2* signaling is involved in HSCs and in CSC regulation. However,
to our knowledge, no study has described the calcium signaling pathways involved in
LSC/LIC regulation. Interestingly, RNA-seq analysis of AML patient samples revealed that
some NFAT isoforms (NFATc2/3) were overexpressed in AML blasts at relapse compared
to blasts at diagnosis [47]. Although the mechanisms were not described in this study;,
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these observations could link calcium-dependent pathways to the properties of leukemic
cells causing relapse in AML. Further investigations are needed to better understand the
calcium-associated mechanisms underlying relapse in AML, particularly those related
to LSCs.

Model 1

2+].
Quiescent HSC [Ca*]; « Active » HSC
GO -
\___—a
[ca?]lew e [Ca2+]high

Active NFAT (nuclear translocation)
TET2 (self renewal) degradation

Model 2
2+
Quiescent HSC [Ca I « Active » HSC
GO
[Ca2+];hieh [Ca?*]low
L )
Y
CDK4/6 : low activity CDK6 : hlgh activity
CaM/CaMK ?

Figure 1. Schematic diagram illustrating the two proposed models of calcium-dependent mechanisms
controlling the switch between quiescence and cycling state in HSC. In model 1 [42] and model 2 [9],
quiescent hematopoietic stem cells (HSC) display distinct features compared to the cycling/active
HSC. In model 1, intracellular Ca?* concentration increases during the switch from GO to G1 state.
Active HSC display active NFAT and TET2 degradation. In model 2, it is proposed that intracellular
Ca?* concentration decreases during GO to G1 transition, leading to an increase in CDK4/6 activities,
and that the calmodulin (CaM)/CaM kinase (CaMK) pathway is involved in HSC quiescence.

2.7. Future Directions

In the above sections, we have highlighted several targets/pathways of interest and
hypothetical mechanisms associated with calcium signaling (summarized in Table 1 and in
Figure 1) and related to AML proliferation and differentiation or to CSC/HSC quiescence.
Nevertheless, few studies have investigated the link between calcium signaling and AML
cell differentiation or cell cycle regulation so far, and none were performed on leukemic
stem cells. In addition, some observations are contradictory. This may be explained by
(i) the different origins of the biological material used, i.e., cells lines vs. primary leukemic
cells cultured in different laboratories; (ii) the difficulty in studying rare cells such as HSC or
LSC; and (iii) the high heterogeneity of AML disease. Regarding the last point, and as was
already mentioned, AML is a complex and highly heterogenous hematologic malignancy
which displays a plethora of genetic/epigenetic modifications, possibly impacting calcium
signaling and therefore leukemic cell fate toward differentiation and/or proliferation.
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Interestingly, it was shown in normal myeloid cells that NFAT negatively regulates genes
that dictate entry in the cell cycle, such as Cdk4 and Cdké. This effect was associated with
the FLT3 ligand-associated signaling and the phospholipase PLCy1-dependent calcium
influx [48]. This study suggests that NFAT proteins can inhibit proliferative signaling in
myeloid cells and interact with the FLT3 receptor, a protein commonly mutated in AML. It
could therefore be interesting to focus future efforts to study the impact of Ca?* signaling
on key actors of cell division and proliferation in AML cells, depending on the genetic
background and/or the differentiation stage of the disease.

Table 1. Summary of the main targets/pathways of interest associated with calcium signaling and

related to AML proliferation and differentiation.

Biological

Sub-Sections Targets Mechanisms Biological Effect References
Sources
Ca?* Signaling and “Increased cytosolic Increased HL60 .
Cell Cvcle Reeulati CaM CaM roliferation promyelocytic [17]
el Lycle Regulation -Transition G1 to S proferatio AML cell line
-Decreased Cdk TIncreased
inhibitors p27 (kip1) roliferation
CaMKII and p16 (ink4a) P AML cell lines [19]
. -Cell cycle
-Increased cyclin A, B1, .
progression
D1
-Increased p27, p16
CaMKIV -Decreased cyclin A, —DeF reas.ed AML cell lines [19]
proliferation
B1, D1
CaMKIV -Phosphorylation Rb Inc.rease.d Primary AML cells [18]
proliferation
. -
-Transition G1 to S I
. . ) Decreased Sera from AML
Calcineurin -Cyclin A, D1? . . .. . [24]
Cvclin E. E2? calcineurin activity patient
yen B, Bes (—85%)
Ca?* Channels and Increased .
Proliferation in AML TRPM2 ATF4, CREB proliferation Primary AML cells [25]
Cav.1.2, L-type 24 Increased .
calcium channel -Ca™ entry proliferation Primary AML cells [26]
ITPR2 SERCA pumps Cell Cyclle Primary AML cells [27]
progression
2+ N .
NOtd.l anfi Ca Notch/Delta Calcium sensor Increased TMD7 AML cell
Signaling in AML licand receptor roliferation line [29]
Proliferation & -SOCE P
Notch/Deltal -Calcium sensor Increased HL60 .
licand receptor proliferation promyelocytic cell [30]
& -SOCE line
Notch/Jagged1 -Calcium sensor Decreased Primary AML cells,
ligand receptor roliferation AML cell lines [28,33]
& -SOCE P
Calcium Involvement Increased
in AML SERCA pumps -Ca?* . . Primary AML cells [34]
. . .. differentiation
Differentiation
Increased .
S100A9/TLR4 -p38, ERK1/2, JNK differentiation Primary AML cells [35]
Increased
2+ : :
Ca“* concentration differentiation Primary AML cells [36]
IP3R1 -Decreased.c-myc Increased AML AML cell lines [37]
expression cells

Compared to normal myeloid cells, contradictory results regarding the role of NFAT
in proliferation have been shown in AML. Indeed, the NFAT isoform c1 was shown to
be frequently overexpressed in AML cells bearing the FLT3 mutation and displaying an
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excessive proliferation [49]. Despite the discordant observations made between normal and
leukemic cells, this study underlines the possible link between calcium signaling and cell
cycle regulation in AML cells with a specific genetic anomaly background. Further studies
are thus still required to better understand the precise role of calcium signaling in AML
proliferation and differentiation.

3. Mitochondria, Calcium, and AML

One hundred years ago, Warburg proposed that cancer may originate from dysregu-
lated metabolism. Mitochondria are essential organelles that facilitate cell metabolism and
energy supply through oxidative phosphorylation (OXPHOS) and acid-driven and/or fatty
acid oxidation (FAO) [50,51]; they are also involved in calcium homeostasis and reactive
oxygen species production, which play a role in apoptosis (cell death).

The citric acid cycle, also known as the TCA cycle or the Krebs cycle, is a metabolic
pathway in all aerobic organisms whose primary function is to oxidize acetyl groups,
notably from degraded carbohydrates, fats, and proteins, to restore energy production. The
process yields one GTP or ATP and several electrons that circulate through the respiratory
chain to allow the formation of additional ATP molecules through OXPHOS. Mitochondrial
Ca?* uptake engages aerobic metabolism by triggering the activity of three TCA cycle de-
hydrogenases: pyruvate dehydrogenase (PDH) via pyruvate dehydrogenase phosphatase
1 (PDP1) and isocitrate and «-ketoglutarate dehydrogenases (IDH and OGDH, respectively)
(for review see [52]).

3.1. Normal Hematopoiesis

Hematopoiesis takes place in the bone, and HSCs share a specialized microenvi-
ronment called a niche with a variety of other cells, such as osteoblasts, osteoclasts,
macrophages, adipocytes, and perivascular mesenchymal and endothelial cells, to maintain
their pluripotent status. The niche provides hypoxic conditions for the maintenance of
HSC quiescence. Quiescent HSCs display low intracellular Ca* levels in both the cytosol
and mitochondria in vivo, which is partly fulfilled via low plasma membrane Ca?* influx
activity [43]. Low-calcium environments maintain HSCs’ stem cell features in vitro. In turn,
high Ca?* levels increase mitochondrial OXPHOS and compromise stem cell functions
while promoting the gene expression of a series of differentiation markers [8], indicating
that disturbing mitochondrial Ca?* signaling may reshape the future of HSCs. Fukushima
et al. developed a strategy to discriminate quiescent (dormant) from active stem cells
using a nonphosphorylatable p27 GO marker fused to a yellow fluorescent protein, and
this strategy bypassed the ER/mitochondrial pathways. Their data show the implication
of the calcium concentration in dormancy. Reconstitution of the BM by HSCs in vivo is
promoted by a high concentration of cytoplasmic calcium [9], somewhat opposing the
results obtained by Luchsinger et al. in their in vitro model.

Under some conditions, such as interferon treatment or 5-fluorouracil-induced BM
suppression, HSCs exit the quiescent state and actively enter the cell cycle [43,53]. Umemoto
et al. provided evidence that the initiation of cell division starts with increased intracel-
lular Ca2* levels. The resulting enhancement of mitochondrial membrane potential is
accompanied by increases in mitochondrial Ca?* levels, mitochondrial superoxide levels,
and intracellular ATP content. Inhibiting the increase in intracellular Ca?* via treatment
with nifedipine, an antagonist of L-type voltage-gated Ca* channels (LTCCs), drastically
affected mitochondrial Ca®* levels and preserved HSC stem cell features.

One potential mechanism by which mitochondrial Ca?* controls the HSC cell cycle
and gene expression is epigenetic regulation. Aside from increased ATP synthesis and
ROS production, Ca®* affects the epigenome by allowing the formation of acetyl-CoA and
a-ketoglutarate (x-KG). While acetyl-CoA is known to be an essential substrate for histone
acetylation, x-KG could also play a role. Lombardi et al. recently provided evidence
that the loss of mitochondrial Ca?* uptake stimulates myofibroblast differentiation and
fibrosis. They identified that MICU1-mediated MCU triggering elicits a metabolic switch;
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in this process, x-KG regulates the activity of histone demethylases, including histone
lysine demethylases (KDMs) and ten-eleven-translocated (TET) enzymes, and epigenetic
remodeling ultimately regulates cell fate [54].

3.2. LSCs and AML

Acute myeloid leukemia arises either de novo, in which the earliest mutation triggers
the development of the disease, or may expand from other hematological malignancies
following the stepwise increase of chromosomal and/or genetic/epigenetic abnormali-
ties [55-59]. Until now, the mechanisms supporting the regulation and clinical significance
of the Ca?*/mitochondria pathways have remained mostly unidentified in LSCs. LSC
metabolism is distinct from that involved in normal HSCs [60-62]. While HSCs exploit
both OXPHOS and glycolysis, LSCs are defective in glycolysis and mostly rely on amino
acid-driven OXPHOS for their basal energy needs but may also oxidize fatty acids to sustain
OXPHOS [63].

Fatty acid metabolism has gained substantial interest in hematological malignancies,
including AML. LSCs primarily reside in the BM niche in a scarce but adipocyte-rich
environment. Tabe et al. and Maher et al. extensively and carefully describe the “ins and
outs” of FAO involvement in leukemia [64,65]. In mitochondria, metabolized fatty acids
generate NADH and FADH through B-oxidation. These molecules operate as cofactors
in the electron transport chain to produce ATP and acetyl-CoA, the latter of which enters
the TCA cycle. FAO is essential in AML cells with overexpression of very-long-chain
acyl-CoA dehydrogenase (VLCAD) [66] and in AML stem cells that are resistant to the
venetoclax/azacitidine regimen [67]. Genetic reduction and pharmacological inhibition of
VLCAD impaired mitochondrial respiration and the FAO contribution to the TCA cycle,
while pharmacological inhibition of FAO restored sensitivity to venetoclax/azacitidine
AML stem cells.

Several proteins involved in mitochondrial calcium signaling present abnormal ex-
pression at the plasma membrane (PM) of LSCs and AML cells, such as oxysterol-binding
proteins (ORPs), TRPM2, and neurokinin-1 receptor (NK-1R).

ORPs govern phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PIP2) and cholesterol trafficking
to the PM. Zhong et al. reported that abnormally increased expression of ORP4L is crucial
for leukemia stem cell survival. It allows inositol-1,4,5-trisphosphate (IP3) formation by
removing PIP2 from the plasma membrane and presenting it to phospholipase Cb3 (PLCb3)
for hydrolysis. IP3 generation activates IP3Rs, leading to ER Ca2" release to enhance
mitochondrial respiration. They described the synthesis of LYZ-81, a molecule that binds
ORPAL competitively with PIP2 and inhibits PIP2 hydrolysis, generating a defective Ca?*
signaling [68]. The TRPM2 ion channel is activated by free intracellular ADP-ribose in
synergy with free intracellular calcium [69].

NK-1R is the high-affinity receptor for substance P (SP). Dysregulation of the SP/NK-
1R complex plays a part in multiple pathologies, including pain, chronic inflammation,
affective and addictive disorders, and cancer [70,71]. Here, Ge et al. demonstrated in vitro
and in vivo the ability of NK-1R antagonists (SR140333 and aprepitant) to induce AML cell
apoptosis through IP3R-mediated calcium ER-mitochondrial efflux. Subsequent VDAC-
elicited calcium overload induces ROS mitochondrial dysfunction, activating a DNA dam-
age program through ATM and CHK?2 activation and resulting in apoptosis [72]. Taken
together, these data suggest that blocking Ca?* signaling at the plasma membrane level
may combat LSCs and AML cells by targeting their mitochondrial bioenergetic processes.

In addition, several components of the calcium signaling family at the plasma mem-
brane have been described in AML. At the level of purinergic P2 receptors, decreased
expression of P2XR3 genes involved in apoptosis mechanisms was observed in EVI-1
AMLs [73]. Conversely, P2X7R upregulates Pbx3, therefore promoting the progression of
MLL-AF9 AML [74].
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3.3. Mitochondrial Calcium and Its Implication in Cancer Mechanisms

Calcium plays a role in many mitochondrial mechanisms in cancer cells. mTORC2-
AKT induces direct phosphorylation of IP3R, which induces an escape from cell death by
stopping the flow of calcium between the ER and the mitochondria. In liver, lung, breast,
and colorectal cancers, GTPase mitofusin-2 (Mfn2) located at the outer membrane of the
mitochondria is able to restore cell death by inhibiting the mTORC2-AKT axis [75]. Other
proteins can modulate the death pathway of cancer cells, such as Bcl-2, which exerts calcium-
dependent oncogenic activity by inhibiting apoptosis stimuli through direct interaction
with IP3R and Bax [76]. During apoptosis, the oncosuppressive protein p53 induces the
release of calcium from the reticulum to the mitochondria by increasing the activity of the
SERCA pump. Likewise, the PML protein can interact with IP3R3 to induce calcium flux
from the ER to the mitochondria, thereby affecting apoptosis and autophagy [6].

As mentioned previously, the IP3R receptor located on the ER promotes mitochondrial
oxidative phosphorylation by allowing the supply of calcium to the mitochondria. Calcium-
dependent apoptosis is predominantly mediated by the IP3R3 variant in mammals. Kuchay
et al. argued that the F-box protein FBXL2 is able to bind to IP3R3 to degrade ubiquitin and
thus reduce mitochondrial calcium influx. Interestingly, a mutation of PTEN (homologous
gene of phosphatase and tensin) is often observed in cancers, in which PTEN is able to
compete with FBXL2 by binding to IP3R3, inhibiting cell death by hindering mitochondrial
calcium overload [77].

Autophagy is also a mechanism used by cancer cells. The increased expression
of VGCC reduces autophagy. Conversely, the decrease in ORAI1 activates autophagy.
Additionally, an increase in cytosolic calcium allows the activation of CAMKII, which in
turn activates autophagy by regulating the AMPK-mTOR axis [78].

3.4. Isocitrate Dehydrogenase in AML

Isocitrate dehydrogenase (IDH) is a crucial cellular enzyme in the TCA cycle. Its
main role is to promote the oxidative decarboxylation of isocitrate into «-ketoglutarate.
Among the five IDHs identified, three were located in the mitochondrial matrix and were
NAD-dependent. The other two are NADP-dependent isocitrate dehydrogenases, one of
which is predominantly cytosolic IDH1) and the other mitochondrial (IDH2). The two
NADP-dependent isozymes act as homodimers, and NADP and Ca?* bind in the active
site to generate different structures. Xu et al. revealed a new self-regulatory mechanism of
activity in which NADP is already binding to the open, inactive form, while the competitive
binding of isocitrate and calcium allows conformational changes, resulting in the closed,
active form (Figure 2) [79].
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Figure 2. Structure and activation of wild-type IDH2. IDH2 functions as a homodimer, each contain-

ing a large NADP+-binding/catalytic domain linked to the small domain by a clasp structure. The
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open form is maintained by hydrogen bonds between Ser’* and Arg!7?, which obstruct the active site.
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IDH2 becomes activated by switching its conformation. The substrate binding site is made of binding
sites for NADP* and isocitrate bound to divalent cations such as Ca?*, Mg2+, and Mn?*. The
oxidative catalysis and decarboxylation of isocitrate induce the production of x-KG and NADPH.
Mutations in the IDH2 active site provide a gain-of-function activity that converts ¢-KG to the D2HG
oncometabolite (adapted from [79,80]).

Mutations in the IDH1/2 family were reported in metastatic colon cancer in 2006 and then
in primary and secondary gliomas two years later following large-scale sequencing [81-83].
IDH1/2 mutations were later identified in approximately 20% of patients with AML through
whole genome sequencing for IDH1 and by the identification of somatic IDH2 mutations [84-87].
The frequencies of IDH1 and IDH2 mutations are similar in AML patients and are reciprocally
exclusive [88]. The protein structure of mutated IDH1 and IDH2 proteins showed that these
enzymes were not inactive but acquired a new active site and the capacity to convert isocitrate
to 2-hydroxyglutarate (2-HG) [87,89]. 2-HG was later shown to inhibit hypoxia-inducible factor
(HIF1)-oc degradation and alter the epigenetic landscape, suggesting that it may function as an
oncometabolite. The precise roles of calcium and NADP in the activity of mutated IDH1/2 in
AML cells are not known. Computational studies using an allosteric inhibitor suggest that it
binds tightly with the divalent calcium cation at the homodimer interface. It then inhibits the
formation of the IDH2/R140Q homodimer to a closed conformation that is required for catalysis,
resulting in a decrease in NADPH binding [90]. Interestingly, ivosidenib and enasidenib, which
are inhibitors of mutated IDH1 and IDH2, respectively, have recently entered phase 1 trial and
displayed promising one-year survival effects [91].

In conclusion, there is a striking difference between HSCs and LSCs regarding mito-
chondrial metabolism, the former relying on both OXPHOS and glycolysis while glycolysis-
defective LSCs exploit amino acids, and to a lesser extent fatty acids, to sustain OXPHOS.
In addition, LSCs present an abnormal expression of plasma membrane and cytoplasmic
proteins that transport calcium to the mitochondria via the endoplasmic reticulum. Finally,
mitochondrial enzymes such as IDH are mutated, perturb the Krebs cycle, and produce
potential oncometabolites. Thus, the precise role of mitochondrial calcium signaling should
deserve closer consideration in order to discover new therapeutic molecules (Figure 3).
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Figure 3. Mitochondrial calcium and its implication in cancer mechanisms. Calcium plays a role in
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many mitochondrial mechanisms in cancer cells. mMTORC2-AKT induces the direct phosphorylation
of IP3R, which induces escape from cell death by stopping the flow of calcium between the ER and
the mitochondria. In liver, lung, breast, and colorectal cancers, Mfn2 is able to restore cell death
by inhibiting the mTORC2-AKT axis [75]. Bcl-2 exerts calcium-dependent oncogenic activity by
inhibiting apoptosis stimuli through direct interaction with IP3R and Bax [76]. During apoptosis, the
oncosuppressive protein p53 induces the release of calcium from the reticulum to the mitochondria
by increasing the activity of the SERCA pump. Likewise, the PML protein can interact with IP3R3
to induce calcium flux from the ER to the mitochondria, thereby affecting apoptosis and autophagy.
PTEN is able to block the proteasomal degradation of IP3R3 induced by FBXL2 (F-box protein) [6,77].
Apoptosis can be induced by extra or intracellular pathways. In the extracellular pathway, an
extracellular ligand induces the formation of cell death complexes that activate the caspase cascade.
In the intrinsic pathway, mitochondrial permeabilization induces the release of cytochrome c, which
allows the formation of the apoptosome and then the activation of caspases [6]. In human leukemia
cells, apoptosis can occur using inhibitors of NK-1R, which induces calcium efflux from the reticulum
to the mitochondria by the IP3R receptor. Because of a lack of space, NK-1R is the only membrane
receptor represented in the figure. Mitochondprial dysfunction is induced by the entry of calcium
into the mitochondria via VDAC. ROS production and cellular damage induction are induced by
the apoptotic axis ATM-CHK?2 [72]. Autophagy is also a mechanism adopted by cancer cells; the
increased expression of VGCC reduces autophagy, while a decrease in ORAI1 expression activates
autophagy. Additionally, an increase in cytosolic calcium allows the activation of CAMKII, which in
turn activates autophagy by regulating the AMPK-mTOR axis [78]. In cancer cells, IDH1 is mutated
in the cytoplasm, and IDH2 is mutated in the mitochondria. These enzymes allow the production of
oncometabolite 2-HG from «-KG, which induces a modification of the methylation of histones [92].

4. Calcium, Microenvironment, and AML Cells

HSCs reside in close proximity and interact with various cellular components in the
BM, such as mesenchymal stem cells, endothelial cells, osteoblasts, osteoclasts, macrophages,
and immune cells, including T lymphocytes and natural killers. The term niche is used
when nonhematopoietic cells interact with HSCs to influence their functions such as adhe-
sion, quiescence, differentiation, and proliferation by producing cytokines, chemokines,
and other soluble factors [93].

Cancer cell behavior still represents a wide research field with many unknowns, such
as, for instance, cancer cell dormancy. This is a stage where the tumor microenvironment
sends extrinsic signals to suppress cancer cell growth and proliferation before more favor-
able conditions appear. As conventional therapies target dividing cells, dormant cancer
cells that may disperse early during the disease become resistant and thrive as MRD. These
cancer cells can then awaken from their dormant state to trigger disease relapse, even long
after the treatment ends [46].

AML is characterized by the presence of LSCs, a subpopulation residing in the BM
microenvironment and more specifically within niches, where they interact with other
types of cells to resist chemotherapy and survive as MRD. As LSCs are dependent on their
microenvironments, it is assumed that a better understanding of these microenvironments
and how to target them could help reduce MRD and increase patients’ life expectancy [94].
The role of calcium in CSC signaling is still poorly understood, especially in AML, despite
its long-known roles in numerous signaling pathways and in the interaction between LSCs
and the microenvironment. Here, we describe some of the most important implications of
calcium in terms of interactions between LSCs and their microenvironment.

4.1. Role of the Endosteal Niche

Bone is the major calcium stock in the body and a key regulatory organ for calcium
homeostasis. Bone marrow (BM) consists of a complex hypoxic microenvironment that
includes mainly osteoblasts and osteoclasts. Together, they secrete calcium and synthetize
the bone matrix, thus forming an interface between calcified bone and marrow cells:
the endosteal niche. It has been established that HSCs live in niches within the BM



Cells 2022, 11, 543

13 of 28

microenvironment that control HSC dormancy, self-renewal, and mobilization through the
production of several factors [95,96].

Among those factors, only a few have yet been linked to calcium in the context of AML
cancer cell-microenvironment interaction. CXC chemokine 12 ligand (CXCL12, also known
as stromal cell-derived factor (SDF-1)) is highly expressed in bone by both mesenchymal
stromal cells and osteoblasts. Leukemic stem cells expressing CXC chemokine receptor type
4 (CXCR4) detect chemokine gradients, and, by activating CXCR4, CXCL12 generates an
increase in intracellular calcium ion levels. Consequently, the rise in intracellular calcium
concentration triggers a chemotactic response, facilitating the entrance of LSCs express-
ing CXCR4 into the bone microenvironment and thus the niche [97-99]. The binding of
CXCL12 and CXCR4 activates prosurvival and proliferative signaling pathways, including
the PI3K/ Akt and MEK/ERK pathways. In contrast, interesting studies have shown that
CXCR4 inhibition abolishes the interactions with CXCL12, thus inducing prosurvival sig-
naling. CXCR4 inhibition also prevents LSC anchorage to the BM microenvironment and
promotes mobilization of LSCs out of the endosteal niche, thereby rendering them vulnera-
ble to chemotherapy and apoptosis [100-102]. These observations led to clinical studies
such as the one on the drug Plexirafor, a CXCR4 antagonist, combined with chemother-
apy in patients with relapsed or refractory AML [103]. Another feature of the endosteal
niche is that physiological bone remodeling through the release of different molecules is
also responsible for the high extracellular Ca?* concentration. It can reach 40 mM and
appears to be the major cause of normal HSC localization and adhesion in the endosteal
niche [104,105].

Some studies have shown that extracellular Ca* is able to bind to calcium-sensing
receptors (CaRs), G-protein-coupled receptors responsible for the regulation of extracel-
lular calcium homeostasis in HSCs residing in the BM [95]. As LSCs also express CaRs,
they are sensitive to calcemia, which is controlled by calciotropic hormones such as the
parathyroid hormone (PTH) and vitamin D [106]. The binding of extracellular calcium
to LSC CaRs stimulates the secretion of PTH-related peptide (PTHrP) through L-type
voltage-sensitive calcium channel activation and promotes tumor cell proliferation and
survival. CaR deficiency reduces the marrow cellularity and disrupts the localization of
LSCs, demonstrating the role of CaRs and PTH as key regulators of the endosteal niche and
making them potential targets to reduce LSCs [96,107,108]. Although it has been studied in
normal HSCs and CML, for now, we can only assume that this mechanism is common to
all leukemic stem cell types, including the AML stem cells residing in the BM for which
no data currently exist. Moreover, the precise calcium signaling pathway associated with
CaR activation remains elusive, as no calcium channel has explicitly been identified in
this context.

4.2. Modulation by Retinoic Acid (RA)

As mentioned above, osteoblasts and osteoclasts play a major role in calcium concen-
tration and therefore in AML cancer cells. RA, present in the BM stroma, is also involved in
cell growth, proliferation, differentiation, apoptosis, and immune response. RA interacts
with its receptors, retinoic acid receptors (RARs) and retinoic acid X receptors (RXRs).
They regulate target gene expression in multiple cell types, including AML cells, since
RA is abundant in the BM and regulates hematopoietic stem cell renewal [107-109]. It
has been acknowledged that the action of Ca?"/calmodulin-dependent protein kinases
(CaMKs) is generated by the binding of Ca?* to calmodulin (CaM) and that Ca**/CaM
levels are controlled by the variation of intracellular Ca?* concentration. CaMKs regu-
late the development and activity of numerous cell types, e.g., cytokine expression in T
lymphocytes [110,111].

An interesting study showed a direct interaction between CaMKIIly and RARs medi-
ated through a CaMKII LxxLL signature pattern in myeloid cells. CaMKIly binds RAR
target sites within myeloid gene promoters and phosphorylates RAR to inhibit its transcrip-
tional activity, thus regulating myelopoiesis. Inhibition of CaMKII considerably enhances
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the granulocytic differentiation of acute promyelocytic leukemia cells, meaning that RA
prevents LSC differentiation through calcium signaling [112]. Another study proposed that
RA-treated leukemic cells display an increase in the expression of the adhesion molecules
VLA4, LFA1, VCAM-1, and ICAM], resulting in an important rise in leukemic cell adhesion
to the niche [113]. Similarly, ATRA, a vitamin A derivative, has been shown to have a high
affinity for RAR and to induce cell differentiation by increasing the expression of the Ca?*
signaling pathway effectors PKC, MAPK, and PI3K, which are required for the activation
of transduction pathways leading to cell differentiation [114-117]. Moreover, ATRA also
seems to enhance the production of TGF{32, which is abundant in the BM and induces cell
dormancy through a p38-dependent signaling pathway leading to the activation of the
dormancy-associated proteins DEC2/Sharp1 and p27kip1 [107,118].

In summary, these studies show that RA and ATRA regulate LSCs in a calcium-
dependent manner, supporting their adhesion to the niche and acquisition of the dormant
state, therefore leading to their increased resistance to the immune system and chemother-
apy. Even though the Ca?* signaling pathway is still incompletely characterized, these
studies have helped develop new chemotherapeutic treatments currently undergoing phase
III clinical trials using ATRA to target AML cells [119,120].

4.3. The Vascular Niche

Leukemic stem cells interact not only with the endosteal niche but also with the
vascular niche. Indeed, HSC activity seems to be linked to vascular development, and this
niche contains a large amount of soluble factors and cellular elements that may contribute
to leukemia homeostasis [94,121]. Although the vascular niche is being studied in murine
models, there are still many gaps in our knowledge of the human vascular niche. What
has been shown until now is that mesenchymal stem cells (MSCs) are essential for the
well-being of the HSC niche, as they facilitate stem cell engraftment to the vascular niche.
MSCs go to the peripheral blood in higher numbers under hypoxic conditions, suggesting
that several cell types in the BM niche are also sensitive to hypoxia. LSCs, characterized by
a low division rate, come from one of the most hypoxic regions, where they are “hidden”
from immune cells and avoid exposure to chemotherapeutic drugs, therefore increasing
their survival rate [122].

While it has been documented that a hypoxic microenvironment can have prosurvival
effects on AML cells [123,124], studies on the link between hypoxia and calcium remain
scarce. Indeed, hypoxia activates the translation of HIF-1x and 2« through an influx of
extracellular calcium, the stimulation of PKC, and the activation of mTOR. HIF-1« also
directly upregulates the expression of TGF31, increasing the expression of CXCR4 on blasts
and allowing them to adhere to the niche. As hypoxia limits the recruitment of immune cells
and allows leukemic cells protection, drugs such as TH-302 have been developed and used
in clinical trials to sensitize formerly resistant leukemic cells to cytarabine, thus inducing
apoptosis. The use of TH-302 also appears to decrease, among other things, the expression
of HIF-1« [125,126]. In addition, some studies have shown that the inhibition of HIF-2«
in primary AML cells seems to inhibit their proliferation [100,124,127,128]. Furthermore,
several interesting studies showed that the endothelium and cells located near endothelial
cells in the vascular niche called CXCL12-abundant reticular cells (CARs) secrete CXCL12,
allowing HSCs, and thus LSCs, to adhere to the vascular niche via the CXCR4 receptor.

The secretion of adhesion factors by a variety of cell types and via different Ca*-
dependent mechanisms in microenvironment niches shows the interconnection between
those niches and their importance for AML stem cell proliferation and survival. What
remains to be identified are the calcium channels and the associated calcium signaling
pathways involved in all the mechanisms described above (Figure 4) [97,129].
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Figure 4. Mechanisms of adhesion to the niche. The binding of CXCL12 expressed by mesenchymal
stromal cells, CARs, osteoclasts, and osteoblasts to CXCR4 expressed by leukemic stem cells induces
an increase in intracellular calcium ion levels, leading to the entrance of LSCs into the vascular or
endosteal niche, which in turn induces prosurvival and proliferative signaling pathway mobilization.
Bone remodeling is responsible for the high extracellular calcium level, which enables the binding
of calcium to the CaRs expressed by LSCs, thus helping the cells adhere to the niche. RA present in
the BM microenvironment can bind to its RARs expressed on LSCs, inducing the regulation of LSC
growth, proliferation, differentiation, apoptosis, and immune response; however, RAR activity can be
modulated by CaMKII. The hypoxic environment of the BM seems to have proliferation-inducing
and prosurvival effects on AML cells and upregulates CXCR4 expression on blasts, allowing them to
adhere to the niche.

4.4. Immune Escape

Finally, the BM microenvironment also includes immune system cells that are able
to control cancer growth through the secretion of soluble factors (e.g., cytokines) or by
identifying and killing cancer cells through cytotoxic mechanisms. Tumor dormancy and
cancer cell escape from the immune response represent the major causes of relapse in AML,
although the underlying mechanisms are still poorly understood [130].

The binding of the target cell major histocompatibility complex (MHC) or antigen to
the T lymphocyte T cell receptor (TCR) complex induces the release of ER calcium stores.
In turn, ER Ca?* store depletion leads to the oligomerization of the calcium-sensing stromal
interaction molecule 1 (Stim1) protein. Then, Stim1 oligomers translocate to regions near
the plasma membrane, where they directly bind to calcium-release-activated channels
(CRAC:S) via their STIM1 Orai-activating region (SOAR) domains. This interaction leads
to the CRACs opening and subsequent capacitative Ca?* entry, inducing the formation
of the Ca?* /CaM/ calcineurin complex. This calcium influx enables the mobilization of
various signaling pathways involving the activation of transcription factors such as NFAT
and AP-1 and leads to T cell activation (proliferation, cytokine secretion) or exhaustion. T
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lymphocyte activation or exhaustion depends on which transcription factors are activated
or paired together. For instance, the Ca?* /CaM/ calcineurin complex can dephosphorylate
NFAT, which, within minutes, translocates to the nucleus, where it binds to regulatory
sequences and modulates the expression of several genes, including PD-1 and the cytokine
IFNvy [127,128,131,132]. An interesting study showed that when activated alone or paired
with AP-1, the transcription factor NFAT allows the activation of T lymphocytes. However,
another study showed that when paired with the transcription factors BATF or IRF4, NFAT
leads to an exhausted phenotype, where T lymphocytes lose their ability to fight cancer
cells, synthesize cytokines, and proliferate [133,134].

The mechanisms by which NFAT can lead to either an activated or exhausted pheno-
type in T lymphocytes are still not entirely known. Nonetheless, interesting studies have
helped to establish the link between NFAT and calcium signaling in the expression of PD-1,
a molecule expressed on the T lymphocyte surface, and have shown that NFAT could also
be associated with PD-L1 expression in targeted cancer cells [135,136].

When a link between PD-1 and its ligand PD-L1, expressed by regulatory cells such
as dendritic cells, is established, PD-1/PD-L1 signaling contributes to the modulation of
the effector functions of cytotoxic CD8 T cells. Cancer cells can express regulatory ligands
such as PD-L1, CD80/CD86, or Galectin-9 to provide a negative regulatory signal to T
lymphocytes expressing their respective receptors PD-1, CTLA-4, and TIM-3, resulting in T
cell exhaustion [137-139].

PD-L1 is expressed in approximately 30% to 60% of leukemic blasts, depending on
the patient. An increase in PD-L1 expression in AML patients after MRD has already been
shown; it has also been shown that PD-L1 expression is the reason why LSC can resist CD8
T Iymphocyte attack after chemotherapy treatment [137,140]. Other important studies also
linked the induction of PD-L1 expression by the cytokine IFN-y secreted by T lymphocytes
with AML blast calcium signaling. Indeed, the IFN receptor expressed by tumor cells can
activate the Ca®*/calmodulin/calcineurin pathway through the production of IP3, leading
to the activation of NFAT, which can in turn activate the PD-L1 gene. As a result, AML
cells expressing PD-L1 can inhibit T cells presenting the surface molecule PD-1 and prevent
them from proliferating and secreting cytotoxic cytokines [141,142]. Additionally, calcium
influx activates NFAT, which in turn activates the IFNy gene promoter, therefore inducing
IFENy production. CD8 T lymphocytes represent an early source of NFAT-dependent
IFNYy production during the adaptive response [143]. Studies have shown that in AML,
anthracyclines are likely to activate immunogenic cell death (ICD) through cytotoxic T
lymphocytes (CTLs) and the secretion of IFNYy. As said before, this secretion of IFNy allows
T cell proliferation as well as an increased expression of PD-L1 on AML cells, and for now, a
possible approach to preventing this adaptive resistance and diminishing the risk of relapse
could be to associate immune checkpoint inhibition with chemotherapy [144,145].

Thus, the NFAT/Ca?* /CDK4 pathway and, more generally, calcium signaling have
an impact on the interaction between immune cells and AML cancer cells, especially
through the modulation of PD-1/PD-L1 signaling, consequently regulating cytotoxic ly-
sis and CSC survival (Figure 5) [146,147]. Even though a link between calcium, NFAT,
and AML-cell-related T lymphocyte exhaustion has been discovered, further studies are
required to understand why cancer cells express PD-L1 at different levels and to better
characterize the other T lymphocyte inhibitory pathways mentioned above, such as the
CTLA-4/CD80/CD86 and TIM-3/Galectin-9 pathways, whose actions in antitumor activity
could also be enhanced by finding an upstream target to inhibit [148].

In summary, the BM microenvironment is a regulator of AML cells that influences their
functions and changes the course of the disease. Study of the direct interaction between
the microenvironment and AML cells has provided growing evidence that (i) calcium
signals from the BM microenvironment can release or activate AML cells and (ii) calcium
signals from leukemic cells can remodel existing niches to maintain their proliferation and
resistance. These findings and the enhanced sensitivity to cytotoxic chemotherapy with
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related targeting agents suggest that such signals may represent candidate targets for novel
therapeutic strategies [121,149-152].

| CD8 T lymphocyte I I Cancer cell |

B

T cell activated
phenotype

|

Fighting cancer cells
Cytokines secretion
Proliferation

|
T cell exhausted
phenotype

|

X

Figure 5. Cancer cell immune escape. The binding of the target cell's MHC or antigen to the T
lymphocyte TCR complex induces the release of ER calcium stores, leading to Stim1 oligomerization
and allowing calcium entry through plasma membrane CRAC channels. Capacitive Ca®* entry
induces the formation of the Ca?*-CaM-—calcineurin complex, which in turn dephosphorylates the
transcription factor NFAT, which, within minutes, translocates to the nucleus. When activated alone
or with the other transcription factor AP1, NFAT allows T lymphocyte activation, and when paired
with BATF or IRF4, NFAT can induce an exhausted phenotype. When bound to regulatory sequences,
NFAT can modulate PD-1 expression and IFNYy cytokine secretion. When the link between PD-1
expressed by T lymphocytes and its ligand PD-L1 expressed by cancer cells is established, PD-1/PD-
L1 signaling contributes to the modulation of effector functions of cytotoxic CD8 T cells. Cancer cells
can also express other regulatory ligands, such as CD80/CD86 or Galectin-9, to provide a negative
regulatory signal to T lymphocytes expressing their respective receptors CTLA-4 and TIM-3, resulting
in T cell exhaustion. IFNy secreted by T lymphocytes can bind to its receptor expressed by tumor cells
and can thus activate the Ca?* /CaM/ calcineurin pathway through the production of IP3, leading to
the activation of NFAT, which can in turn activate the PD-L1 gene, inducing the inhibition of T cells
presenting the surface molecule PD-1 and therefore preventing them from proliferating and secreting
cytotoxic cytokines. Additionally, calcium influx activates NFAT1, which in turn activates the IFNy
gene promoter, inducing IFNy production and thus regulating cytotoxic lysis and CSC survival.

5. Calcium Signaling in AML Treatment: A New Hope?

Despite remarkable research progress, AML remains a hard-to-cure disease. Indeed,
in a recent publication summarizing 13 years of clinical trials, Oliva et al. showed that
AML treatments still result in relapse for a substantial proportion of patients. Specifically,
46.8% of patients treated with induction chemotherapy exhibited relapse, and the rate
decreased to 29.4% when patients were treated by stem cell transplants. While calcium
signaling is a well-known contributor to the hallmarks of cancer [153], few clinical trials
have focused on pertinent calcium targets. Indeed, most studies have described the impact
of drugs already used for other diseases, e.g., VGCC inhibitors for heart-related diseases or
hypertension, on AML outcome. This is perfectly illustrated by Chae et al., who presented a
12-year retrospective study on the effect of calcium channel inhibitors [154], where the only
reported effect is worse overall survival for patients treated with amlodipine or diltiazem
(L-type calcium channel inhibitors). These observations show that dedicated studies are
still required to identify the specific calcium channels and associated signaling pathways
involved in AML prior to the development of any efficient treatment specifically targeting
these pathways.
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5.1. Chemotherapies, Calcium, and Mitochondria

In the last few years, some studies have started providing this initial background by
focusing on the impact of calcium homeostasis on AML progression. Such an example is
provided by Chen et al. [25], who showed that the calcium-permeable TRPM2 channel is
overexpressed in AML patient cells and in AML cell lines compared to normal precursors.
In U937 cells with TRPM2 knockout (KO), they observed a decrease in proliferation associ-
ated with a significant decrease in mitochondrial function, namely a decrease in the oxygen
consumption rates and ATP production and an increase in reactive oxygen species (ROS)
levels. These effects were accompanied by decreases in mitochondrial membrane potential
and mitochondrial calcium uptake, thus indicating a profound modification of calcium
homeostasis depending on the TRPM2 expression level. Interestingly, the authors observed
that TRPM2 KO cells were more sensitive to the chemotherapeutic agent doxorubicin,
which induced a strong increase in ROS production. In this model, this effect of TRPM2
KO was linked to the impairment of autophagy through the modulation of the expression
of CREB and ATF4 transcription factors. Overall, this study shows that TRPM2 could be
an interesting target for AML treatment. However, the main issue is the current absence
of specific inhibitors for TRPM2, although a recent publication proposed the A23 com-
pound as a promising new lead for the development of future clinically relevant TRPM2
inhibitors [155].

Several studies have shown that even without specifically targeting TRPM2, mito-
chondrial activity is altered by potential therapeutic drugs used for the treatment of AML
patients. Such an example was recently provided by Wang et al. [156], who developed a
new drug, AKI604, that specifically inhibits Aurora kinase A (AURKA). Aurora kinases are
known to be overexpressed in several cancers, including AML, where they participate in
mitosis and cytokinesis. Aurora kinase inhibitors were thus developed, and one of them
(AZD1152) was used in clinical studies as a potential treatment for AML patients after it was
shown to decrease AML cell viability and proliferation and to induce apoptosis [157,158].
In their study, Wang et al. showed that AKI604 can revert the effect of signal transducer
and activator of transcription 5 (STAT5) on leukemia cells, namely increased proliferation.
This result is particularly relevant since STATS is known to be aberrantly activated in the
blasts of AML patients [159], to lead to decreased sensitivity to tyrosine kinase inhibitors
(TKIs) [160], and to control AURKA expression [161]. AKI604 treatment was associated
with mitochondrial activity impairment, disruption of mitochondrial membrane potential,
and an increase in ROS production. These effects were also associated with an increase in
cytoplasmic calcium concentration ([Ca?*].), but the study unfortunately did not provide
further clues as to the origin and consequences of this modification of calcium homeostasis.
However, treatment with AKI604 decreased tumor growth in a xenograft model, thus
proving its potential as a therapeutic drug. Another recent study proposed a combination
of three drugs to improve AML patient survival, one of which (pimozide) is known as an
inhibitor of voltage-gated calcium channels. While it was shown that the combination of the
BH3 mimetic ABT-263, mTOR inhibitor AZD 8055, and pimozide was efficient in inducing
cell death in resistant AML cell lines and that this effect involved ROS production and
the disruption of mitochondrial activity, no evidence was provided regarding the precise
impact of calcium homeostasis on this synergistic effect [162].

5.2. Modulation of ER Calcium Stores

As presented in this review, several reports have shown a link between potential
chemotherapeutic drugs and mitochondrial activity. Drugs can, however, target other key
players of the calcium signaling pathway, including inositol 1,4,5 trisphosphate receptors
(IP3Rs), whose activation will result in the release of calcium by the ER, an increase in
[Ca2*]., and the stimulation of numerous calcium signaling pathways. One of those drugs
is wogonoside, a flavonoid of natural origin, which was shown to have antiproliferative
effects on AML cells via the upregulation of phospholipid scramblase 1 (PLSCR1) [163].
This initial study showed that wogonoside promotes PLSCR1 translocation into the nucleus,
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where it binds the promoter region of IP3R1 and increases its expression. In a subsequent
work, this team tried to better understand the role of calcium homeostasis in the observed
effects of wogonoside. Using primary AML cells, they identified several targets modulated
by wogonoside and related to its effects on cell proliferation and differentiation; specifically,
they found that cyclin-dependent kinase inhibitor 1 (p21Cip1) and 1B (p27Kipl) were
upregulated and c-Myc was downregulated. Moreover, they closely monitored the impact
of wogonoside on the cytosolic calcium concentration and showed that the drug increased
[Ca?*]. over time, reaching a peak at 72 h of treatment. Using 2-APB, a broad-spectrum
calcium channel inhibitor also targeting IP3Rs, in combination with extracellular calcium
removal, they concluded that this increase in [Ca®*]. leading to AML cell differentiation
was mostly due to calcium release from the ER via IP3R1 and not to calcium influx through
the plasma membrane [37]. Interestingly, IP3R2 was also reported by another team to be
overexpressed in cytogenetically normal AML and to represent a predictive biomarker
associated with a worse prognosis and decreased overall survival [27]. These apparently
contradictory observations illustrate the need to further investigate the roles of all IP3R
isoforms in AML and of the associated calcium signaling pathways to better understand
disease progression and the resistance of this cancer to current chemotherapies.

5.3. Chemotherapies Impacting Calcium Influx

Some drugs proposed for the treatment of AML were described as being able to
increase [Ca?*] via their direct effect on plasma membrane receptors or calcium channels.
Such an example is 4-aminopyridine (4-AP), a commonly used voltage-gated potassium
channel inhibitor. The application of 4-AP to AML cell lines was shown to inhibit these
channels and to induce apoptosis. However, upon further investigation, Wang et al.
demonstrated that the proapoptotic effect of 4-AP was mostly mediated by the activation of
the ATP-gated P, Xy receptor. Indeed, 4-AP application induces calcium entry through this
ionotropic receptor located in the plasma membrane, leading to a [Ca*]. increase and to the
induction of apoptosis, an effect completely abrogated in AML cells silenced for the P Xy
receptor [164]. A similar work led to the identification of nutraceutical glucopsychosine, a
lipid derived from bovine milk, as a potential antileukemia compound. Glucopsychosine
was shown to selectively induce apoptosis in a caspase-independent manner in AML cells,
but not in normal hematopoietic cells, as a result of calpain activation. Calpain was activated
here by an increase in [Ca?*]. resulting from calcium entry through unidentified plasma
membrane calcium channels [165]. Another study showed that the farnesyltransferase
inhibitor tipifarnib can also induce apoptosis when applied to AML cells by increasing
[Ca?*]. without directly disrupting ER- or mitochondria-associated calcium signaling. This
increase in [Ca®"]. was directly linked to the activation of specific plasma membrane
calcium channels, namely SOCs, which represent the main calcium entry pathway in non-
excitable cells [166]. The pharmacological tools and mRNA screenings used in this study
led the authors to propose Orai3 as the main channel involved in the effects of tipifarnib.
However, a later study proposed Orai2 and Orail as the main components of SOC channels
in AML cells, again illustrating the need to better characterize the main calcium entry
pathways in this model [167].

In some instances, calcium modulation can result from the ectopic expression of
proteins in AML. Such an example is the expression of the olfactory receptor OR51B5
in AML cells, resulting in an increase in [Ca%*]. and an inhibition of cell proliferation
potentially involving T-type and L-type calcium channels [168]. If confirmed, these results
could suggest new targets for innovative therapies targeting either this receptor or the
associated signaling pathways.

5.4. Future Directions

One of the main signaling pathways activated by extracellular calcium entry or in-
creased intracellular calcium concentrations is the calmodulin/calcineurin/NFAT pathway
(for review, see [169]). As shown above, many drugs proposed to treat AML patients
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induce major variations in [Ca%*]., which in turn should dramatically impact the calmod-
ulin/calcineurin/NFAT pathway (Table 2). A recent study by He et al. showed that
chemotherapeutic drugs can also directly impact this signaling pathway. Indeed, lenalido-
mide, a drug used to treat multiple myeloma but with poor reported efficacy in AML,
exhibits increased cytotoxic activity in AML when combined with cyclosporine, a well-
known inhibitor of calcineurin [170]. This result could therefore suggest that a combination
of treatments including modulators of the calmodulin/calcineurin/NFAT pathway could
represent a potential way to improve the efficacy of the chemotherapies currently used to
treat AML patients. While appealing, this hypothesis remains to be confirmed with the
other drugs already known to modulate AML calcium signaling.

Table 2. Summary of the main molecules with chemotherapeutic potential targeting the calcium
signaling pathway in AML.

Molecules

Targets Clinical Use Clinical Impact Mechanism Ref

Amlodipine/
Diltiazem

A23

AKI604

Pimozide

Wogonoside

4-AP

Glucopsychosine

Tipifarnib

L-type calcium
channels

TRPM2 channel

Aurora kinase A
(AURKA)

Voltage-gated
calcium channels

IP3R1

Voltage-gated
potassium channel

Unknown

Farnesyltransferase

Yes (heart disease,
hypertension)

No

Decreased AML
patient survival

L-type calcium channels
inhibitors
TRPM2 inhibitor makes
AML cells more sensitive to
chemotherapies in vitro
(increases ROS production)
AURKA inhibitor impairs
mitochondrial activity,
increases ROS production
and cytoplasmic calcium
concentration, and
decreases tumor growth in
xenograft models
In combination with
ABT-263 and AZD 8055,
pimozide impairs
mitochondrial functions and
induce resistant AML cell
lines apoptosis
Inhibits proliferation
through PLSCR1 activation,
IP3R1 upregulation, and the
resulting increase in
cytoplasmic calcium
concentration leading to
AML cell differentiation
Inhibition of voltage-gated
potassium channels by 4-AP
leads to plasma membrane.
depolarization, calcium
entry into AML cells via
ionotropic P Xy receptor,
and induction of apoptosis
Induces apoptosis in AML
cells, but not in normal
hematopoietic cells, via a
calcium entry through
unknown calcium channels
Tipifarnib inhibits
farnesyltransferase and
increases intracellular
calcium concentration
through SOC channels
activation, leading to AML
cell apoptosis

[154]

[156]

[162]

[37,163]

[164]

[165]

[166]

Another possible direction for future research is the use of drugs targeting calcium
channels expressed by both AML and the tumor microenvironment cells. Indeed, as
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presented earlier, cells from the different niches directly modulate AML cells’ fate and can
promote its progression toward more aggressive stages and survival of chemotherapeutic
treatments. In a recently published work, Borella et al. have shown that lercanidipine, a
CaV1.2 calcium channel inhibitor, can decrease both AML cell and mesenchymal stromal
cell proliferation. Interestingly, they also present evidence that the combination of this
dual targeting agent with the chemotherapeutic agent Ara-C significantly decreases tumor
growth in a preclinical model, as well as that this effect is far more robust than when each
molecule is applied separately [171].

Altogether, these studies highlight the critical role of calcium signaling in AML
and the tremendous potential of a better understanding of these pathways when de-
signing the next generation of therapeutic drugs targeting not only AML cells but also
their microenvironment.
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>La leucémie aigué¢ myéloide (LAM) est une
hémopathie maligne caractérisée par des
aberrations génétiques de certains précurseurs
hématopoiétiques de la lignée myéloide qui
entrafnent un défaut de maturation et/ou de
fonctionnement. Malgré une chimiothérapie
intensive entrainant une rémission compléete chez
50 a 80 % des patients, la rechute survient dans
la majorité des cas. Bien que la signalisation
calcique soit bien décrite dans les cancers
solides, I’étude de cibles pertinentes dépendant
du calcium a retenu peu d’attention dans la LAM
jusqu’a aujourd’hui. L'objectif de cette revue est
d’offrir une piste de réflexion sur Iidentification
de canaux calciques spécifiques et de voies de
signalisation associées impliquées dans la LAM,
et ainsi de promouvoir la recherche de nouvelles
approches thérapeutiques efficaces ciblant
spécifiquement ces voies. <

La leucémie aigué myéloide

La leucémie aigué myéloide (LAM) est une tumeur maligne
hématologique hétérogeéne aux niveaux biologique, molé-
culaire et clinique. La LAM est caractérisée par une ampli-
fication clonale et une perte de différenciation des pré-
curseurs myéloides (les blastes) dans la moelle osseuse
(M0) et le sang périphérique. Il s’agit d’une maladie
dans laquelle plus de 50 % des patients sont dgés de plus
de 65 ans. Des efforts considérables ont été déployés
pour décrypter les aberrations génétiques associées a la
leucémie, telles que les translocations et les inversions
chromosomiques, ainsi que les multiples mutations soma-
tiques acquises qui affectent des genes ayant différentes
fonctions. Ces identifications génétiques améliorent le
pronostic de la maladie, mais le taux de survie des patients
présentant une LAM, qui dépend largement de leur age,
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(CSH) de la MO. Les mutations primaires généralement acquises existent
déja dans le clone fondateur. Elles surviennent dans des génes impliqués
dans le processus épigénomique, tels que DNMT3A (DNA methyl-transfe-
rase 301), ASXLI (additional sex combs like 1), TET2 (ten-eleven-translo-
cation 2), IDHI et IDH2 (isocitrate déhydrogénases 1 et 2). Les mutations
secondaires, impliquant NPM1 (nucléophosmine) ou des molécules de
signalisation (par exemple, FLT3 [FMS-like tyrosine kinase 31, ou la
famille des génes RAS), surviennent en revanche plus tardivement au
cours de la leucémogeneése. Des aberrations génétiques différentes
(dont c-Myc ou MYCC [cellular Myelocytomatosis]) ont conduit & subdi-
viser la LAM en classes distinctes, notamment la leucémie aigué promyé-
locytaire (LAP) et la LAM liée au syndrome myélodysplasique [2].

Malgré les progrés remarquables de la recherche, la LAM reste une mala-
die difficile a guérir. &n effet, dans une publication récente résumant
treize années d’essais cliniques, Oliva et al. ont montré que les traite-
ments de la LAM entrafnent toujours une rechute pour une proportion
importante de patients. Plus précisément, 46,8 % des patients traités
par chimiothérapie d’induction présentent une rechute, ce taux passant
29,4 % lorsque les patients ont regu une greffe de cellules souches [3].
Il'y a donc un intérét a comprendre les mécanismes qui gouvernent ces
résistances pour découvrir de nouveaux moyens de traiter cette maladie.

La signalisation calcique et le cancer

Il est admis que les ions calcium (Ca®*) sont les principaux seconds
messagers des cellules et jouent un role crucial dans leur destin et leur
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survie. ’homéostasie du Ca® intracellulaire repose sur I'activité de
divers canaux, pompes et échangeurs, qui maintiennent une concen-
tration bien définie de calcium dans le cytoplasme et les organites
cellulaires, tels que le réticulum endoplasmique (RE), les mitochon-
dries, les lysosomes et le noyau [4-6]. Uactivation transitoire ou
soutenue de cette machinerie régule les changements dans la durée
et les concentrations de calcium intracellulaire, gouvernant ainsi les
processus physiologiques qui en dépendent.

Les altérations de la signalisation et de I"homéostasie du calcium
affectent de nombreuses fonctions cellulaires et sont impliquées dans
diverses maladies, dont le cancer. Il a ainsi été montré que ces altéra-
tions entrainent des processus cruciaux participant a la prolifération
cellulaire incontrdlée et a la tumorigenese. Ces processus comprennent
la transcription des genes, la régulation du cycle cellulaire, la prolifé-
ration, le métabolisme, I’apoptose, I’autophagie et la migration cellu-
laire. Ils peuvent en outre favoriser le développement de la résistance
aux thérapies anticancéreuses [7].

Les altérations de la signalisation calcique ont été largement
étudiées dans les cancers solides. €lles sont cependant beaucoup
moins connues dans les hémopathies malignes, telles que la leucé-
mie myéloide, a quelques exceptions prées, comme dans la leucémie
myéloide chronique (LMC) dans laquelle I'activité tyrosine kinase
de BCR-ABL (produit du géne de fusion breakpoint cluster region-
Abelson)!' semble réguler I’homéostasie du calcium [8]. Dans les
LAM, Kang et al. ont montré qu’une forte expression des CAMK, les
protéines kinases dépendantes du Ca® et de son « récepteur », la
calmoduline, est associée a une faible probabilité de survie globale
chez les patients et que I'inhibition de I’activité kinase de I’enzyme
réduit le développement de la leucémie in vitro et in vivo [9]. De
méme, une forte expression de deux protéines de la famille S100
(5100 calcium-binding protein), SI00A8 et S100A9, a été associée
aux cellules de LAM se trouvant en contact avec des cellules stro-
males de la niche leucémique [10]. Leur dérégulation est d’ailleurs
décrite comme un facteur de mauvais pronostic et entrafne une
résistance accrue aux chimiothérapies. Linhibition indirecte de
leur expression, en agissant sur les voies de signalisation JAK/STAT3
(Janus kinase/signal transducer and activator of translation 3),
pourrait avoir un intérét thérapeutique.

Bien que la signalisation calcique soit un facteur connu pour contri-
buer aux caractéristiques du cancer [11], peu d’essais cliniques ont
porté sur des cibles calciques pertinentes. £n effet, la plupart des
études ont décrit 'impact sur les LAM de médicaments déja utilisés
pour d’autres maladies, tels que les inhibiteurs de VGCC (voltage-
gated calcium channels) pour les maladies cardiovasculaires ou
I’hypertension. Cela est parfaitement illustré par Chae et al. dans
le cadre d’une étude rétrospective de 12 ans portant sur I’effet
des inhibiteurs des canaux calciques [12], dans laquelle le seul
effet rapporté est une survie globale plus faible pour les patients

! Le géne de fusion BCR-ABL, aussi appelé géne de Philadelphie ou chromosome Phl, est le résultat d’une
translocation réciproque entre les chromosomes 9 et 22. BCR-ABL code une protéine de fusion possédant
une activité tyrosine kinase dérégulée qui active divers mécanismes participant a la multiplication cellu-
laire. Ce géne est présent dans toutes les leucémies myéloides chroniques (LMC).
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traités par des inhibiteurs de canaux calciques de
type L, I'amlodipine ou le diltiazem. Ces observa-
tions montrent ainsi que des études spécifiques sont
nécessaires afin d’identifier les canaux calciques et
les voies de signalisation associées impliqués dans la
LAM avant le développement d’un traitement efficace
ciblant spécifiquement ces voies.

€n tenant compte des connaissances actuelles sur les
chimiothérapies dans les cellules leucémiques, notre
objectif est ici de détailler les molécules thérapeu-
tiques susceptibles d’affecter le calcium mitochondrial,
les réserves calciques réticulaires et I'influx de calcium
dans les cellules (Figure 1 et Tableau I).

Chimiothérapies, calcium et fonction
des mitochondries

Au cours des derniéres années, certaines études ont com-
mencé, en se concentrant sur I'impact de I"homéostasie
calcique, a fournir des preuves du rdle de la signalisation
calcique et du contexte génique initial sur la progres-
sion de la LAM. Un bon exemple de ces études est fourni
par Chen et al. [13] qui ont montré que le canal TRPM2
(transient receptor potential cation channel, subfamily
M, member 2), perméable au calcium, est surexprimé
dans les cellules de patients présentant une LAM et dans
les cellules de lignées cellulaires de LAM, par rapport aux
précurseurs sains. Dans les cellules monocytaires humaines
U937 dont le géne TRPM2 a été inactivé (cellules TRPM2
KO), ces auteurs ont de plus montré une diminution de la
prolifération associée a une réduction significative de la
fonction mitochondriale, marquée par une baisse des taux
de consommation d’oxygene et de production d’ATP (adé-
nosine triphosphate) et une augmentation des niveaux de
ROS (reactive oxygen species). Dans ces cellules, les effets
observés étaient accompagnés d’une diminution du poten-
tiel de la membrane mitochondriale et de I"absorption du
calcium mitochondrial, indiquant ainsi une modification
profonde de ’lhoméostasie calcique en fonction du niveau
d’expression du gene TRPMZ2. Les auteurs ont également
observé que les cellules TRPM2 KO étaient plus sensibles a
la doxorubicine, une anthracycline utilisée en chimiothé-
rapie, qui induit une forte augmentation de la production
de ROS par les cellules. Dans ce modeéle, 'effet de la délé-
tion du gene TRPMZ était lié une altération des processus
d’autophagie cellulaire, par la modulation de I’expression
des facteurs de transcription CREB (C-AMP response ele-
ment-binding protein) et ATF4 (activating transcription
factor 4). Cette étude montre ainsi que TRPM2 pourrait étre
une cible intéressante pour le traitement de la LAM. Cepen-
dant, il n’existe a I'heure actuelle aucun inhibiteur spéci-
fique de ce canal, bien que le composé A23 ait récemment
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Figure 1. Représentation schématique des principales molécules possédant un potentiel thérapeutique et ciblant les voies de signalisation calcique
dans les cellules de LAM (voir Tableau I). TRPM?2 : transient receptor potential cation channel, subfamily M, member 2 ; LAM : leucémie aigué
myéloide ; ROS : espéces réactives de I’oxygene ; AURKA : Aurora kinase A ; PLSCRI : phospholipid scramblase I ; IP3R1 : inositol 1,4,5-trisphosphate
receptor type 1; P,X;R : P2X purinoceptor 7; SOC: store-operated channels ; STATS : signal transducer and activator of transcription 5 ; CREB :

C-AMP response element-binding protein ; ATF4 : activating transcription factor 4 ; VGCC : voltage-gated calcium channels.

été proposé comme une nouvelle piste prometteuse pour le développement
de futurs inhibiteurs de TRPM2 cliniquement pertinents [14].

Plusieurs études ont par ailleurs montré que, méme sans cibler
spécifiquement TRPM2, I’activité mitochondriale peut étre affectée
par des molécules qui sont utilisées pour le traitement des patients
présentant une LAM. Un tel exemple a été fourni récemment par
Wang et al. [15] qui ont développé un nouveau médicament, le
AKI604, qui inhibe spécifiquement I’Aurora kinase A (AURKA). Les
Aurora kinases sont connues pour étre surexprimées dans plusieurs
cancers, dont la LAM, ol elles participent a la mitose et a la cyto-
kinése. Des inhibiteurs de kinases Aurora ont donc été développés.
L'un d’entre eux, "’AZD1152, a été utilisé dans des études cliniques
comme traitement potentiel pour les patients présentant une LAM,
apres qu’il ait été démontré qu’il diminuait la viabilité et la proli-
fération des cellules de LAM et induisait ’apoptose de ces cellules
[16-17]. Dans leur étude, Wang et al. ont ainsi montré que ’AKI604
pouvait inverser I'effet de STAT5 (signal transducer and activator
of transcription 5) sur la prolifération des cellules leucémiques.
Ce résultat est particulierement pertinent puisque STATS est activé
de maniere aberrante dans les blastes des patients présentant une
LAM [18], et pour entrainer une diminution de la sensibilité des
cellules aux inhibiteurs de tyrosine kinases (ITK) [19] et contrdler
Pexpression d’AURKA [20]. Le traitement par ’AKI604 a été associé
a une altération de I'activité mitochondriale, a une perturbation
du potentiel de la membrane mitochondriale et @ une augmenta-
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tion de la production de ROS. Ces effets ont égale-
ment été liés a une augmentation de la concentra-
tion calcique cytoplasmique ([Ca*1.), mais I’étude
n’a malheureusement pas apporté d’éléments sup-
plémentaires permettant de comprendre I'origine
et les conséquences de cette modification de I’ho-
méostasie calcique. Dans un modele de xénogreffe,
le traitement par "AKI604 a néanmoins diminué la
croissance tumorale, prouvant ainsi son potentiel
thérapeutique. Une autre étude récente a proposé
une combinaison de trois molécules pour améliorer
la survie des patients présentant une LAM, dont I'un
(le pimozide) est un inhibiteur des canaux calciques
voltage-dépendants. Bien qu’il ait été démontré que
I"association de I’ABT-263, un mimétique du domaine
BH3 (le domaine d’interaction BH3 de certains
membres de la famille BCL-2 [B-cell [ymphoma-2]),
de I’AZD 8055, un inhibiteur de mTOR (mechanistic
target of rapamycin), et du pimozide, est efficace
pour induire une mort cellulaire dans des lignées
résistantes de LAM, et que cet effet implique la pro-
duction de ROS et la perturbation de "activité mito-
chondriale, aucun élément n’a été fourni concernant
Iimpact précis de I’homéostasie calcique sur cet
effet synergique [21].
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Molécules Cibles Util_is-ution ITRGCt Mécanismes Références
clinique clinique
Oui Diminue la sur-
amlodipine Canaux calciques (maladies vie des patients Inhibiteurs des canaux calciques [12]
/ diltiazem de type L cardiovasculaires, présentant une de type L
hypertension) LAM
Inhibiteur de TRPM2 rendant
les cellules LAM plus sensibles
A23 Canal TRPM2 Non = o [13]
aux chimiothérapies in vitro
(augmente la production de ROS).
Inhibiteur d’AURKA bloquant "activité
mitochondriale, augmentant
Aurora kinase A la production de ROS et le taux
AKI604 Non - , ‘ [15]
(AURKA) de calcium cytoplasmique,
diminuant la croissance tumorale
dans des modeles de xénogreffes.
€n combinaison avec ’ABT-263
Canaux calciques et I’AZD 8055, le pimozide inhibe
pimozide voltage- Non - les fonctions mitochondriales et [21]
dépendants induit I’apoptose de cellules de
lignées de LAM résistantes.
Inhibe la prolifération via I"activation
de PLSCRI, la surexpression d’IP3R1
wogonoside |IP3R1 Non - et "augmentation du taux de calcium [22,23]
cytosolique en résultant, induisant
la différenciation des cellules de LAM.
Uinhibition des canaux potassiques
voltage-dépendants par le 4-AP
Canaux potas- entraine une dépolarisation
4-AP siques voltage- Non = de la membrane plasmique, I’entrée [25]
dépendants de calcium dans les cellules de LAM
via les récepteurs ionotropiques P,X;,
et induit "apoptose.
Induit I’apoptose des cellules
de LAM, mais pas des cellules
glucol::sy- Inconnues Non - hématopoiétiques normales, via [26]
chosine 2 .
une entrée de calcium par des canaux
non identifiés.
Inhibe la farnésyl-transférase
, et augmente la concentra-
L ) Farnésyl- . L L
tipifarnib i Non = tion calcique intracellulaire via [27]
transférase

I’activation des canaux SOC, induisant
I’apoptose des cellules de LAM.

Tableau I. Résumé des principales molécules présentant un potentiel thérapeutique et ciblant des voies de signalisation calciques dans les cellules
de LAM. TRPM? : transient receptor potential cation channel, subfamily M, member 2 ; LAM : leucémie aigué myéloide ; ROS : especes réactives de
I"oxygene ; AURKA : Aurora kinase A ; PLSCR1 : phospholipid scramblase I ; IP3R1 : inositol 1,4,5-trisphosphate receptor type 1 ; P,X;R : P2X purino-

ceptor 7; SOC : store-operated channels.
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Modulation des réserves de calcium
du réticulum endoplasmique

Plusieurs études ont montré un lien entre activité mitochondriale et
chimiothérapies. Ces traitements peuvent toutefois cibler d’autres
acteurs clés de la voie de signalisation du calcium, notamment les
récepteurs de I'inositol 1,4,5 triphosphate (IP3R), dont I’activation
entrafnera la libération de calcium par le réticulum endoplasmique
(R€), une augmentation de la concentration de calcium intracellulaire
[Ca*],, et la stimulation de nombreuses voies de signalisation cal-
ciques. L'un de ces traitements, le wogonoside, un flavonoide d’origine
naturelle ayant des effets antiprolifératifs sur les cellules de LAM via
I’activation de la phospholipide scramblase 1 (PLSCR1) a été étudié
par Chen et al. [22]. Le wogonoside favorise en effet la translocation
de la PLSCRI dans le noyau, dans lequel la protéine se lie a la région
promotrice du géne codant I'IP3R1, augmentant son expression. Chen
et al. ont tenté de mieux comprendre le role de ’lhoméostasie calcique
dans les effets du wogonoside. €n utilisant des cellules primaires
de LAM, ils ont identifié plusieurs cibles qui étaient modulées par le
wogonoside et étaient liées a ses effets sur la prolifération et la dif-
férenciation cellulaires. lls ont en effet constaté que les inhibiteurs
1 (p21Cipl) et 1B (p27Kipl) de la cycline-dépendante kinase étaient
stimulés, et que c-Myc était inhibé. Avec le temps de traitement, le
wogonoside augmente la [Ca®],, atteignant un pic a 72 heures. €n uti-
lisant le 2-APB, un inhibiteur des canaux calciques ciblant également
les IP3R, en combinaison avec la suppression du calcium extracellu-
laire, ces auteurs ont montré que I'augmentation de la [Ca® ], induite
par le wogonoside, conduisant a la différenciation des cellules de LAM,
était principalement due a la libération de calcium du RE via I’IP3R1 et
non a I'influx de calcium & travers la membrane plasmique [23]. Shi et
al. ont par ailleurs observé que I'IP3R2 était surexprimé dans les LAM
cytogénétiquement normales et qu’il représentait un biomarqueur pré-
dictif associé a un pronostic plus défavorable et a une survie globale
réduite [24]. Ces observations apparemment contradictoires illustrent
la nécessité de continuer a étudier les roles de toutes les isoformes
d’IP3R dans la LAM, et des voies de signalisation calcique associées,
afin de mieux comprendre la progression de la maladie et la résistance
de ce cancer aux chimiothérapies actuelles.

Les chimiothérapies ayant un impact sur I’influx de calcium

Certaines molécules proposées pour le traitement de la LAM augmen-
tent la concentration intracellulaire de calcium ([Ca®1,) via leur effet
direct sur des récepteurs membranaires ou sur des canaux calciques.
C’est le cas de la 4-aminopyridine (4-AP), un inhibiteur des canaux
potassiques voltage-dépendants couramment utilisé. Uapplication
de 4-AP sur des cellules de lignées cellulaires de LAM permet d’inhi-
ber ces canaux et d’induire "apoptose des cellules. Cependant, Wang
et al. ont démontré que I'effet proapoptotique de la 4-AP reposait
principalement sur I’activation du récepteur purinergique P,X, (P2X
purinoceptor 7). €n effet, le traitement des cellules par la 4-AP induit
une entrée de calcium via ce récepteur ionotropique situé dans la
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membrane plasmique, conduisant a une augmentation
de la [Ca®], et & I'induction de I’apoptose, un effet
qui est abrogé dans les cellules de LAM traitées avec
un siARN ciblant le récepteur P,X; [25]. Dans un travail
similaire, Angka et al. ont identifié la nutraceutique
glucopsychosine, un lipide dérivé du lait de vache,
comme étant un composé anti-leucémique potentiel.
La glucopsychosine induit une apoptose caspase-indé-
pendante sélectivement dans les cellules de LAM, mais
pas dans les cellules hématopoiétiques normales, en
raison de I'activation de la calpaine dans les cellules
leucémiques. La calpaine est activée par une augmen-
tation de [Ca?"], résultant de I’entrée de calcium par
des canaux calciques qui n'ont pas été identifiés [26].
Le tipifarnib, un inhibiteur de la farnésyltransférase, est
une autre molécule qui peut également induire "apop-
tose des cellules de LAM en augmentant la concentra-
tion de [Ca®], sans perturber directement la signali-
sation calcique associée au RE ou a la mitochondrie.
Cette augmentation de la [Ca®], est directement liée &
I"activation de canaux calciques spécifiques, les canaux
SOC (store-operated channels), qui représentent la
principale voie d’entrée du calcium dans les cellules
non excitables [27]. Dans cette étude, les outils phar-
macologiques et les criblages par ARNm ont conduit les
auteurs & proposer Orai3 (ORAI calcium release-acti-
vated calcium modulator 3) comme le principal canal
impliqué dans les effets du tipifarnib. Cependant, une
étude ultérieure a proposé Orai2 et Orail comme prin-
cipaux composants des canaux SOC dans les cellules de
LAM, illustrant a nouveau la nécessité de mieux carac-
tériser les principales voies d’entrée du calcium dans ce
modele [28].

Dans certains cas, la modulation du calcium peut résul-
ter de 'expression ectopique de protéines. Un exemple
est celui donné par le récepteur olfactif OR51B5 (olfac-
tory receptor family 51 subfamily B member 5) qui est
exprimé dans les cellules de LAM. Sa présence dans ces
cellules entraine une augmentation de la [Ca®], et
une inhibition de la prolifération cellulaire. Des canaux
calciques de type T et de type L seraient impliqués [29].
S’ils sont confirmés, ces derniers résultats pourraient
conduire @ envisager de nouvelles cibles pour des théra-
pies innovantes ciblant soit ce récepteur, soit les voies
de signalisation qui lui sont associées.

Les futures directions

L'une des principales voies de signalisation activées par
entrée de calcium extracellulaire, ou I’augmentation
des concentrations de calcium intracellulaire, est la
voie calmoduline/calcineurine/NFAT (nuclear factor of
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activated T cells) (pour revue, voir [30]). Comme nous I’avons pré-
senté, de nombreux médicaments proposés aux patients présentant une
LAM induisent des variations importantes de la [Ca’],, ce qui devrait
avoir un impact considérable sur cette voie de signalisation. Une étude
récente de He et al. a montré que les chimiothérapies peuvent également
avoir un impact direct sur cette voie de signalisation. Le [énalidomide,
un médicament utilisé pour traiter le myélome multiple mais dont
Iefficacité dans la LAM est modeste, présente une activité cytotoxique
accrue sur les cellules de LAM lorsqu’il est associé a la cyclosporine, un
inhibiteur bien connu de la calcineurine [31]. Ce résultat suggére qu’une
combinaison de traitements incluant des modulateurs de la voie cal-
moduline/calcineurine/NFAT pourrait représenter un moyen d’améliorer
I'efficacité des chimiothérapies actuellement utilisées pour traiter les
patients présentant une LAM. Bien que séduisante, cette hypotheése reste
cependant a confirmer avec d’autres médicaments déja connus pour
moduler la signalisation calcique de la LAM.

Une autre direction possible pour de futures recherches est I'utilisation de
médicaments ciblant les canaux calciques exprimés a la fois par les cel-
lules de LAM et par les cellules du microenvironnement tumoral. €n effet,
les cellules des différentes niches modulent directement le destin des
cellules de la LAM, et peuvent favoriser sa progression vers des stades plus
agressifs ainsi que sa survie face aux chimiothérapies. Borella et al. ont
montré que la lercanidipine, un inhibiteur du canal calcique CaV1.2 (cal-
cium voltage-gated channel subunit alphal c), peut diminuer la prolifé-
ration des cellules de la LAM et des cellules stromales mésenchymateuses.
La combinaison de cet agent a double cibles avec I’agent chimiothérapeu-
tique cytarabine, également appelée Ara-C ou cytosine arabinoside, réduit
d’ailleurs de maniére significative la croissance tumorale dans un modele
préclinique, cet effet de synergie étant beaucoup plus important que celui
que 'on observe lorsque chaque molécule est appliquée séparément [32].
€n conclusion, ces études soulignent le rdle critique de la signalisation
calcique dans la LAM, et I"énorme potentiel d’une meilleure compré-
hension des voies dépendant du calcium lors de la conception de la
prochaine génération de traitements ciblant non seulement les cellules
de la LAM, mais aussi leur microenvironnement. ¢

SUMMARY

Lethal AML? Calcium signalling to the rescue!

Acute myeloid leukemia (AML) is characterized by genetic aberrations
in hematopoietic precursors of the myeloid lineage which lead to their
defective maturation/function. While intensive chemotherapy pro-
tocols result in complete remission in 50 % to 80 % of AML patients,
relapse occurs in the majority of cases. While calcium signalling is
a well-known contributor to cancer hallmarks, few AML related stu-
dies have focused on relevant calcium targets. Our purpose here is
to highlight calcium channels and associated signalling pathways
involved in AML, in order to promote the development of treatments
specifically targeting these pathways. ¢
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CHAPITRE 2) ARTICLE : Involvement of ORAI1/SOCE in Human AML Cell Lines
and Primary Cells According to ABCB1 Activity, LSC Compartment and Potential

Resistance to Ara-C Exposure

AVANT PROPOS

La leucémie aigué myéloide est une hémopathie maligne dont le risque de
rechute est particulierement élevé. Une des causes majeures de ce phénomene est le
développement de mécanismes de résistance aux thérapies. Pourtant, ces processus

sont encore peu élucidés.

Dans ce contexte, le laboratoire a mis en évidence le role de I'ATP binding
cassette de sous-famille B 1 (ABCB1) chez les patients atteints de LAM, en soulignant
notamment son association avec les marqueurs de cellules souches associés a un

pronostic défavorable.

Grace a cette étude publiée dans le journal International Journal of Molecular
Sciences en mai 2022, nous avons montré l'importance du canal calcique ORAI1
(ORAI calcium release-activated calcium modulator 1) dans I'entrée calcique
dépendant du stock réticulaire (SOCE), a savoir la principale voie d’entrée de calcium
dans les cellules non excitables. Cette étude a été menée sur deux lignées cellulaires

humaines de LAM (KG1 et U937), ainsi que dans des cellules primaires de patients.

D’apres nos résultats, I'entrée calcique capacitive évolue en fonction du stade
de différenciation, du niveau d’activité de TABCB1 ainsi que de la proportion de cellules
souches leucémiques. Enfin, nos travaux mettent en évidence que I'expression du
canal ORAI1 ainsi que de I'amplitude du courant SOCE sont modulées lorsque les
cellules développent une résistance a I'apoptose aprés utilisation de la cytarabine
(Ara-C), agent chimiothérapeutique.

L’entrée calcique médiée par les canaux ORAI1 pourrait donc représenter un

marqueur de progression de la LAM et signaler I'apparition d’'une résistance au

traitement.
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Abstract: Acute myeloid leukemia (AML) is a hematological malignancy with a high risk of relapse.
This issue is associated with the development of mechanisms leading to drug resistance that are
not yet fully understood. In this context, we previously showed the clinical significance of the
ATP binding cassette subfamily B-member 1 (ABCB1) in AML patients, namely its association with
stemness markers and an overall worth prognosis. Calcium signaling dysregulations affect numerous
cellular functions and are associated with the development of the hallmarks of cancer. However, in
AML, calcium-dependent signaling pathways remain poorly investigated. With this study, we show
the involvement of the ORAI1 calcium channel in store-operated calcium entry (SOCE), the main
calcium entry pathway in non-excitable cells, in two representative human AML cell lines (KG1 and
U937) and in primary cells isolated from patients. Moreover, our data suggest that in these models,
SOCE varies according to the differentiation status, ABCB1 activity level and leukemic stem cell (LSC)
proportion. Finally, we present evidence that ORAI1 expression and SOCE amplitude are modulated
during the establishment of an apoptosis resistance phenotype elicited by the chemotherapeutic drug
Ara-C. Our results therefore suggest ORAI1/SOCE as potential markers of AML progression and
drug resistance apparition.

Keywords: calcium; SOCE; AML; ORAI1; ABCB1; leukemic stem cells; NFAT; Ara-C

1. Introduction

Acute myeloid leukemia (AML) is a complex hematological malignancy characterized
by defective maturation of myeloid primitive cells (blasts). Because AML disease displays
genetic, epigenetic and subclonal heterogeneity, it leads to high phenotypic variability,
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decreasing therapeutic efficiency. Current intensive chemotherapy combining cytarabine
(Ara-C) with anthracycline molecules induces complete remission (<5% blasts in the bone
marrow) in 70% of patients. Moreover, patients can now benefit (i) from targeted therapies,
as well as in cases of unfavorable prognostic factors or even refractory disease, and (ii) from
allogeneic hematopoietic stem cell (HSC) transplants or donor lymphocyte transfusion.
Despite these tremendous efforts to improve therapeutic efficiency, AML related to relapse
leading to death still occurs in more than 50% of cases within 5 years, and these numbers
increase up to 80% for subjects over 80 years of age [1]. Mechanisms of anti-leukemia
drug resistance that could explain treatment failures have, however, not yet been fully
elucidated.

We have previously shown the clinical significance of ATP binding cassette subfamily
B-member 1 (ABCB1), also known as permeability glycoprotein and multidrug resistance
(P-gp or MDR1), in a cohort of patients with de novo AML [2]. ABCB1 activity and ex-
pression were linked to a worse prognosis and leukemic stem cell (LSC) compartment
proportion. However, we showed that ABCB1 does not directly mediate chemotherapy
resistance and can represent a bystander effect related to other chemoresistance mecha-
nisms [2]. Deciphering these mechanisms related to the ABCB1 phenotype and underlying
chemoresistance in AML is crucial to better eradicate disease relapse, which is particularly
frequent in this hematological malignancy.

Dysregulation in calcium signaling and/or homeostasis affects numerous cellular
functions and has been shown to be involved in cancer initiation and progression. Altered
calcium signaling can lead to cancer development via its impact on various processes,
including gene transcription, regulation of cell cycle engagement, proliferation, differentia-
tion and apoptosis, all of which potentially contribute to the development of resistance to
cancer therapies [3].

One of the main calcium entry pathways into cells is store-operated Ca?* entry (SOCE),
also known as capacitative calcium entry, mediated by store-operated channels (SOCs).
SOCE involves the activation of plasma membrane ORAI calcium channels [4]. We and
others have previously shown that ORAI1 mediates SOCE in cancer cell lines and plays a
role in proliferation and chemoresistance [5-7].

Alterations in calcium signaling have been extensively studied in solid cancers [3].
In hematological malignancies such as myeloid leukemia, few studies have reported data
regarding dysregulation in calcium signaling pathways and the associated cellular func-
tions [8]. In AML, the roles of ORAI calcium channels have rarely been investigated [8], in
contrast to the calcium/calcineurin/Nuclear factor of Activated T cells (NFAT) pathway,
one of the main signaling pathways activated by calcium [9]. It has been reported that pri-
mary AML cells exhibit variable NFAT expression according to the stage of differentiation
and disease progression [9]. Indeed, NFAT was shown to be overexpressed in primary
leukemic blasts at disease relapse compared with diagnosis [10]. Interestingly, inhibition of
NFAT nuclear translocation increased the sensitivity of AML cells to chemotherapy drugs
from patients bearing the internal tandem duplication of the FLT3 receptor (FLT3ITD), a
frequent and disease driver mutation, thus emphasizing a potential link between calcium
signaling and chemoresistance [11].

Here, we demonstrate for the first time, to our knowledge, the involvement of ORAI1
in SOCE in human AML cell lines and primary cells according to their differentiation status,
ABCBI1 activity and LSC compartment proportion. We also show the contribution of ORAI1
(i) to AML cell cycle engagement and (ii) to apoptosis resistance against Ara-C treatment.

2. Results

2.1. ORAI1 and ABCB1 Gene Expression Varies in AML Patients at Diagnosis According to the
Differentiation Stage and Prognosis of the Disease

2.1.1. ORAI1 and ABCB1 Are Overexpressed in Peripheral Blood Mononuclear Cells
(PBMCs) Isolated from AML Patients

We first analyzed ORAI1 and ABCBI gene expression by RT-qPCR in PBMCs isolated
from nine AML patients (Table S1) at the time of initial diagnosis (>80% of leukemic cells)
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compared with PBMCs from healthy donors. We found that ORAII gene expression was
increased in leukemic cells compared with normal cells (normal PBMCs 2 44Ct = 1.4 vs.
3.91 for leukemic cells, p = 0.032) (Figure 1a). In the same manner, ABCBI gene expression
was also significantly increased in leukemic blasts compared with normal PBMCs (normal
PBMCs 2A4Ct = 1.14 vs. 3.86 for leukemic cells, p = 0.0063) (Figure 1b).
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Figure 1. Expression of ORAI1 and ABCB1 in human AML primary cells compared with healthy
primary PBMCs. qRT-PCR detection of ORAII (a) and ABCBI (b) gene expression in AML primary
cells isolated from 9 patients at disease diagnosis compared with normal primary PBMCs isolated
from 5 healthy donors. The expression levels of ORAIT and ABCBI relative to beta-2 microglobulin
(B2M) for each sample were normalized to the ORAIT and ABCBI levels in healthy PBMCs. The
relative expression ratio for each gene was calculated by the 27 24Ct method. * p < 0.05, ** p < 0.01
compared with healthy PBMCs.

2.1.2. ORAI1 and ABCB1 Gene Expression Varies with the Stage of AML Differentiation
and Prognostic Classification

In addition to the fresh AML primary samples collected by our laboratory, we ana-
lyzed RNA-seq datasets from a cohort of human AML samples at diagnosis (1 = 439, [12])
available in the public domain (https:/ /www.cbioportal.org) for ORAIT and ABCB1 gene
expression. We first compared AML patient samples according to the stage of leukemic
cell differentiation (French—-American—British (FAB) classification), i.e., from the M0 un-
differentiated stage to the M5 monocytic differentiated stage. We observed an increase in
ORAI1 expression associated with late stages of AML differentiation (one-way ANOVA
(F(5.79) = 18.07, p < 0.0001) (Figure 2a), while in an opposite manner, ABCB1 expression was
downregulated in a more advanced stage of differentiation (one-way ANOVA (F(5.76) = 4.2,
p = 0.002) (Figure 2b).

AML patients were then classified as favorable (n =117), intermediate (n = 143) and
adverse risk (n = 157) based on the 2017 European Leukemia Net (ELN) risk stratifica-
tion (Figure 2c). We analyzed ORAI1 and ABCBI gene expression in these three ELN
classes, and we observed a significant increase in ABCB1 in AML patient samples with
adverse risk (one-way ANOVA (F(2.414) = 21.16, p < 0.0001)), while ORAII gene expression
was downregulated in this ELN class (one-way ANOVA (F(2.414) = 7.547, p = 0.0006))
(Figure 2d,e).
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Figure 2. Differential expression patterns of ORAI1 and ABCBI1 in AML primary cells isolated
from patients at the time of disease diagnosis, according to the FAB classification and ELN 2017
risk stratification. (a—e) RNA-seq data were generated by Tyner et al. [12] from samples derived
from patients with AML at disease diagnosis. RNA-Seq data were obtained from public domain
AML datasets (https://www.cbioportal.org, accessed on 15 March 2022). Data were extracted as
described by [13,14] for ORAIT and ABCB1 expression in AML primary cells according to the FAB
classification (a,b). Overall survival of 439 adult patients with de novo AML according to ELN2017
risk stratification (favorable, intermediate, adverse). The p value is based on the log rank test. (c). Data
were extracted for ORAI1 (d) and ABCBI1 (e) expression according to ELN2017 risk stratification.
Normalized expression values are presented as CPM; p values are from one-way ANOVA tests
comparing the different means (** p < 0.01; **** p < 0.0001).

2.1.3. AML with High ABCB1 and Low ORAI1 Gene Expression Shows Reduced
Expression of CD33 (Differentiation Marker) and CDK4/CDK®6 (G0-G1 Transition
Phase Regulators)

We next analyzed the expression of genes related to AML differentiation (CD33) and
to cell cycle regulation, more specifically to GO-G1 transition phase regulators (CDK4
and CDKG6), in AML patient samples discriminated by their level of expression of ORAI1
(ORAIT*® and ORAI1"8", 1n = 219 and n = 220, respectively) (Figure 3a) or ABCB1 (ABCB1*%
and ABCB1"8", n = 220 and n = 219, respectively) (Figure 3e) genes. We found that
both ABCB1"8" and ORAIT" AML were associated with lower expression of CD33
(Log (2) = 6.661 vs. 5.761, p < 0.0001 and Log (2) = 6.436 vs. 6.003, p = 0.0007, respec-
tively) and CDK4 (Log (2) = 5.658 vs. 5.464, p = 0.0211 and Log (2) = 5.698 vs. 5.424,
p = 0.0011, respectively) genes (Figure 3). Regarding the CDK6 gene, only ORAIT"® AML
displayed lower expression than ORAI1"8" AML (Figure 3d,h). Interestingly, ABCB1"s"
AML samples displayed an overexpression of several leukemic stem cell markers previ-
ously identified and established as the 17-gene stemness signature [15] (Table 52) and
underexpression of the ORAII calcium channel gene (Log (2) = 3.471 vs. 3.741, p < 0.001)
(Figure 3i).
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Figure 3. Expression of CD33, CDK4 and CDKG6 in primary AML cells isolated from patients at the
time of diagnosis, according to ABCBI and ORAI gene expression. (a-i) RNA-seq data were generated
by Tyner et al. [12] from samples derived from patients with AML. RNA-Seq data were obtained
from public domain AML datasets (https://www.cbioportal.org). Data were extracted as described
in [13,14] for ORAI1 and ABCB1 expression, and 2 groups (1 = 220 and n = 219) of AML patients were
discriminated according to high or low levels of ORAI1 (a) and ABCBI (e) expression. Data were
extracted for CD33, CDK4 and CDKG6 gene expression in the ORAIT? and ORAIT"8" AML and in the
ABCB1"® and ABCB1"8" AML patient subgroups. Normalized expression values are presented as
CPM; p values were obtained from Student’s t tests between means (* p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001;
4 p < 0.0001).

Collectively, these data point out a possible link between the high gene expression
of ABCBI and the low expression of ORAI1 with (i) an undifferentiated stage of AML,
(ii) lower expression of GO-GI1 transition phase regulators, (iii) higher expression of genes
related to the leukemic stem cell phenotype and (iv) an overall worse prognosis for patients.

2.2. Involvement of ORAI1 in SOCE in AML Cell Lines According to ABCB1 Activity, Stem Cell
Phenotype and Cell Cycle Engagement

2.2.1. ABCBI1 Activity Reflects Stemness Markers and Cell Cycle Engagement in AML Cells

We have previously shown in numerous cohorts of AML patients that ABCB1 gene
expression is strongly linked to ABCB1 activity, the LSC proportion and a worse disease
prognosis [2]. Consequently, we next questioned the role of ORAI1 in SOCE in leukemic
cells with higher ABCB1 activity and/or an enrichment in stemness markers.

Therefore, we investigated whether ORAI1 contributes to SOCE in two representative
AML human cell lines, KG1 and U937, which display opposite features regarding (i) stage
of differentiation, (ii) ABCB1 expression and (iii) LSC size compartment [16,17]. We first
analyzed the CD34 + CD38— (i.e., LSC) subpopulation in the KG1 and U937 AML cell
lines by qRT-PCR, LSC-associated and ABCB1 gene expression and flow cytometry. As
previously reported, the immature KG1 acute myeloid leukemia cell line overexpressed LSC-
associated and ABCB1 genes and made up an important CD34 + CD38— LSC subpopulation
(10.4%). In contrast, the U937 monocytic differentiated leukemia cell line exhibited a
downregulation of LSC markers and a decrease in ABCBI gene expression (Table 1).
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Table 1. Relative expression of LSC genes, ABCB1 and LSC compartment proportion in KG1 and
U937 AML cell lines. RT-qPCR was performed to analyze the relative expression of the indicated
genes as described in the Materials and Methods section. The percentage of LSCs (CD34 + CD38—)
was also analyzed by flow cytometry. * p < 0.05; *** p < 0.001; *** p < 0.0001.

AML
Cell Lines

MDR Gene

«LSC» Gene Expression .
Expression

Percent of «<LSC»

KG1

LAPTMB4 NYNRIN MMRN1 DNMT3B ABCB1 CD34+/CD38—

1

1 1 1 1 10.4 £ 0.8 ***

U937 Not expressed Not expressed 0.05 £ 0.01 *** 037 £03* 0.0014 0.0002 **** 0.04 £0.01

(a)

FSC

A

"7 Rh123° cells

99,9+0,05

KG1

=

U937

[ Exclusion
=21 No exclusion

We next evaluated ABCBI activity in both AML cell lines using the functional Rho-
damine 123 (Rh123) exclusion assay. The exclusion rate of the Rh123 fluorescent probe
was assessed by flow cytometry. With this method, we characterized two distinct cell
populations among U937 and KG1 cells (Figure 4a). Cells displaying a high fluorescence
intensity (i.e., cells that did not exclude the Rh123 probe) were considered Rh123"&h cells,
reflecting lower ABCBI activity. Cells with a lower fluorescence intensity, noted Rh1231°%,
excluded the probe, reflecting higher ABCB1 activity. A discrete population of Rh1231°%
cells was identified among the differentiated U937 cell line (2.9 & 0.8%), while a majority of
the immature KG1 cells were characterized as Rh1231°% (99.9 £0.05%) (Figure 4a).

(b)

Rh123% cells Rh123Meh cells (©)

KLF4 SOX2 Nanog ABCB1

1 Sorting of
Rh123ow cells

@

o

N Sorting of
Rh123"s" cells

in Rh123'°% cells
N »

Relative expression 2722t

7] Sorting of
Rh123'o cells

sorting of
Rh123ish cells

I

KLF4 SOX2 Nanog ABCB1

in Rh123'Y cells

Relative expression 2"2ACt

Figure 4. Flow cytometry identification of Rh123!°" (ABCB1M8h) populations enriched with quiescent
cells and stem cell markers in KG1 and U937 AML cell lines. (a) KG1 and U937 leukemic cells were
incubated with 0.1 ug/mL Rh123 probe for 20 min. After 60 min of exclusion of the Rh123 probe,
the Rh1231°" cell subpopulation appeared/is highlighted. (b) Ki67 (Alexa Fluor 488, green) and
nuclear (Hoechst, blue) staining was then performed on cells sorted by FACS based on Rh123 probe
exclusion. Ki67-negative or Ki67-low-expressing cells were considered quiescent cells or slow-cycling
cells, respectively. White arrows indicate quiescent cells in the Rh123'°" compartment and cycling
cells in the Rh123M8" cell compartment. (c) Stemness-associated gene expression was analyzed by
RT-qPCR and is shown in the Rh123!°% cells relative to the expression of the corresponding genes
in Rh123Migh cells. The relative expression ratio for each gene was calculated by the 2~22Ct method.
The calculated values represent the expression level of each gene relative to the expression of B2M
used herein as an endogenous control. Histograms present the mean results from three independent
experiments.
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We and others have previously identified an enrichment of stem-like characteristics
(e.g., quiescence and overexpression of stemness genes) in normal hematopoietic cells,
tumor cell lines and primary cancer cells using the Rhodamine (Rh123) functional exclusion
assay [18,19].

Rh123°% and Rh123M8" U937 and KG1 sorted cells were then subjected to immunos-
taining and qPCR. Immunocytochemistry revealed a significant difference in the expression
level of the nuclear protein Ki67, which is expressed during the cell cycle, between the
Rh123!°% and Rh123high populations in both leukemia cell lines (Figure 4b). The absence
or the low fluorescence intensity of the Ki67 protein observed in Rh123!°% cells was as-
sociated with quiescence or slow cycling, respectively. An enrichment of stemness char-
acteristics within KG1 and U937 Rh123!°% cells was further confirmed by qPCR analysis,
which showed a higher expression level of the stemness genes KFL4, SOX2 and NANOG
(Figure 4c). As expected, ABCB1 gene expression was highly increased in KG1 and U937
Rh12319% cells (Figure 4c).

In addition, we performed flow cytometry immunophenotyping of the Rh123'°% and
Rh123M8" populations in both cell lines with regard to CD34 and CD38 surface marker
expression (Table 2). We observed an enrichment of the CD34 + CD38— stem-cell-like
phenotype in the Rh1231°" cell compartment (a 34-fold and 5-fold increase in U937 and
KG1 cells, respectively).

Table 2. LSC compartment identified by CD34 + CD38— phenotype combined with the Rh123 exclu-
sion assay in KG1 and U937 AML cell lines. Percentage of Rh123!°" and Rh123"8" cell compartments
associated with or without CD34 and CD38 surface markers analyzed by flow cytometry. Means
were compared between KG1 and U937 cells. ** p < 0.01.

AML high low B Rh123high Rh123!°%
Cell Lines Rhi123 Rh123 CD34+/CD38 CD34+/CD38— CD34+/CD38—

KG1 0.09 £ 0.05 ** 99.9 + 0,05 ** 104 + 0.8 ** 0.0025 + 0.02 104 + 0.8 **

U937 971+ 08 29408 0.04 + 0,01 0.02 + 0.003 0.02 + 0.003

Collectively, these results showed that the Rh1231W cell compartment in both cell
lines reflected common characteristics regarding ABCB1 activity or the LSC phenotype.
Importantly, despite all the common features between the Rh1231°" compartment, we
observed a marked difference between the proportions of quiescent Ki67-negative cells,
which were more pronounced in the U937 Rh123!°" population, while the number of
slow-cycling cells (Ki67'°%) was increased in KG1 Rh123!°W cells (Figure 4).

2.2.2. The Involvement of ORAI1 in SOCE in AML Cell Lines Depends on ABCB1 Activity
and LSC Status

We first assessed the contribution of ORAI1 to SOCE in the U937 and KG1 leukemia
cell lines. Both cell lines were either treated with Synta66 (SOC inhibitor) or transfected
with siORAI1 (100 nM, 48 h) or siCTL and were then loaded with the fluorescent ratiometric
Indo-AM calcium dye. The 13 min kinetics were monitored by flow cytometry, during
which thapsigargin (1 pM), an inhibitor of SERCA pumps, was added after 2 min in the
absence of extracellular calcium followed by the addition of extracellular Ca?* (2 mM) after
9 min. This protocol with thapsigargin induces depletion of the endoplasmic reticulum
(ER) calcium stores and activation of SOCE visualized at the time when calcium is added to
the extracellular calcium. As shown in Figures S1 and S2, we monitored over time the ratio
of F400/F475 fluorescence intensity reflecting cytosolic calcium levels in both cell lines.
Application of the SOC channel inhibitor Synta66 (10 uM) and ORAI1 silencing in KG1
and U937 cells elicited a marked decrease in SOCE (Figure S1 and S2), thus confirming the
involvement of the ORAI1 channel in SOCE in AML cell lines.

We next evaluated the level of expression of the ORAI1 calcium channel in the sorted
Rh123°% and Rh123M8" populations. As shown in Figure 5a,b, KG1 and U937 Rh123!°W
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cells, which displayed high ABCB1 expression and activity, exhibited lower levels of ORAI1
expression and activity.
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Figure 5. SOCE is downregulated in the KG1 and U937 Rh123!°" cell subpopulations. (a) Relative
ORAIT expression in KG1 and U937 Rh123!°" and Rh123M8h cell subpopulations determined by
RT-qPCR. ORAI1 relative expression was calculated by the 2~ 22t method. * p < 0.05. (b) [CaZ*]; was
monitored by flow cytometry, and the F400/F475 ratio reflected calcium capacitive entry in KG1 and
U937 Rh1231°" and Rh123M8" cell subpopulations. The graphs represent the means of 3 independent
experiments. * p < 0.05.

The advantage of the multiparameter flow cytometry technique is the possibility of
performing a functional assay of rhodamine exclusion while simultaneously monitoring
intracellular calcium levels without unnecessary additional sorting experiments. As shown
in Figure 5b, we observed a slight decrease in SOCE in KG1 and U937 Rh123!°" cells
compared with Rh123M8" cells. Application of the SOC channel inhibitor Synta66 (10 (M)
led to a dramatic decrease in SOCE amplitude in KG1 and U937 Rh123!°" and Rh123high
compartments. Interestingly, the inhibition elicited by Synta66 was similar in both com-
partments, indicating similar SOCE properties in the Rh123°% and Rh123"8" populations
(Figure S3).

2.2.3. ORAI Is Involved in AML Cell Line Proliferation and Cell Cycle Engagement

While it has been described that SOC inhibitors can induce proliferation defects in
cancer cell lines [20], the involvement of SOC channels in AML cell proliferation remains
largely unknown [8]. However, the role of [Ca?*]; and associated signaling pathways
in cell cycle engagement and/or proliferation of AML primary cells and cell lines has
been investigated [8]. Using the SOC channel inhibitor Synta66, we observed a small but
significant decrease in KG1 and U937 proliferation after a 24 h treatment compared with
control cells (Figure 6a,b) without any significant cell death engagement. Similar to Synta66
application, siRNA against ORAII also induced a decrease in proliferation in both AML
cell lines (Figure 6c¢).

SOC inhibition by Synta66 or with the abolition of ORAI1 expression (siRNA) did not
induce any significant change in ABCBI activity (% of Rh123!°" cells) or the proportion of
CD34 + CD38— leukemic stem cells in either AML cell line (Table S3). We then stained the
cells for Ki67 /PI simultaneously with CD34 and CD38 surface markers to check cell cycle
engagement, particularly the size of the LSC compartment, after treatment with Synta66.
Interestingly, we observed a significant increase in the proportion of quiescent CD34 +
CD38— leukemic stem cells in the U937 cell line (Figure 6d). In the CD34 + CD38— KG1
cell compartment, the number of Ki67-negative cells was decreased (Figure 6d) due to an
accumulation in the G1 phase of the cell cycle (data not shown).
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Figure 6. SOCs/ORALI1 are involved in proliferation of KG1 and U937 cells and in the quiescence
state of LSC. KG1 (a) and U937 (c) viability (Trypan blue) under control conditions or after 24 h of
treatment with synta66 (10 uM). (b) Proliferation rate of KG1 and U937 cells transfected with control
or ORAI1 siRNA. (d) Percentage of Ki67"8 cells in CD34 + CD38— LSCs treated or not treated for
24 h with synta66 (10 uM). For each experiment, three independent experiments were performed.
***p <0.001. *p <0.05.

2.3. Cytarabine (Ara-C) Has an Impact on SOCE in AML Cell Lines and Primary Cells Depending
on ABCB1 Activity, the LSC Proportion and/or Cell Cycle Engagement

We next evaluated the impact of cytarabine (Ara-C), a chemotherapeutic agent cur-
rently used in the treatment of AML, on KG1 and U937 cell lines and primary cells to
determine the role and contribution of ABCB1 activity or LSC proportion in the response to
this drug.

2.3.1. Effect of Ara-C on the AML Cell Cycle and LSC Proportion

As expected, a 24 h treatment with Ara-C inhibited U937 and KGI1 cell proliferation
in a dose-dependent manner. U937 cells were more sensitive to the treatment than KG1
cells, with the latter displaying higher ABCB1 activity and a higher proportion of LSCs
(Figure 54). We also performed a cell cycle analysis by flow cytometry (Ki67/PI double
staining) and observed that KG1 cells accumulated in the G1 phase (46.2% =+ 2.1 vs. 65.8%
£1.4, CTL and 1 uM Ara-C, respectively) with a slight increase in cell death (2.6% 4 0.3
vs. 6.3% £ 0.8 of cells in subG1 with 1 uM Ara-C) (Figure 7 and Figure S5). U937 cells
showed a more significant increase in cell death than KG1 cells after cytarabine treatment
(16.9% = 2.5 of cells in subG1 at 1 uM Ara-C compared to 6.3% =+ 0.8 for U937 and KG1,
respectively). Moreover, we did not observe any change in the percentage of cells in the GO
phase of the cycle after treatment with Ara-C for either cell line (Figure 7 and Figure S5).
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Figure 7. Effect of Ara-C on the KG1 and U937 cell cycle. Cell cycle analysis by flow cytometry of
KG1 and U937 AML cell lines with KI67/PI double staining. Cells were either in a control condition
or treated with Ara-C at the indicated concentrations for 24 h. Three independent experiments were
performed. * p < 0.05.

Ara-C treatment increased the Rh123!°" cells and decreased the Rh123M8h cell com-
partments in a dose-dependent manner for U937 cells but not for KG1 cells (Table S5).
However, the proportion of CD34+ CD38— KG1 cells increased in a dose-dependent man-
ner with this treatment (Table S5). As expected, our cell cycle results (% of cells in SubG1)
showed that cells undergoing cell death were cells with low ABCB1 activity (Rh123hsh),
while CD34+ CD38— and Rh123°Y cells were more resistant to Ara-C.

2.3.2. Effect of Ara-C on SOCE in AML Leukemic Cells
The Effect of Ara-C on SOCE in AML Cell Lines Depends on ABCB1 Activity and the
LSC Phenotype

Considering the difference in chemosensitivity and LSC compartment size between
KG1 and U937 cells and the potential role of SOC activity in these features, our next goal
was to functionally study the impact of Ara-C on SOCE in both cell lines according to
ABCBI activity. To assess SOCE in viable cells only, we measured SOCE by flow cytometry
in cells treated or not with Ara-C and stained with a viability dye.

In the more chemoresistant KG1 Rh1231°" cells (high ABCB1 activity), Ara-C exposure
induced a slight increase in capacitative calcium entry in a dose-dependent manner, without
any significant impact on the basal calcium level (Figure 8 and Figure S6). In contrast,
the more chemosensitive U937 Rh123M8h cells (low ABCB1 activity) displayed a marked
decrease in SOCE with a slight increase in basal calcium levels after Ara-C treatment.
Increased SOC activity could therefore be linked to resistance mechanisms mobilized by
AML leukemic cells. Surprisingly, when we assessed SOC activity in the minority cell
compartment among KG1 and U937 cells regarding the ABCB1 activity level (i.e., KG1
Rh123high and U937 Rh1231°% cells), these cells displayed either no change (KG1) or a
decrease (U937) in SOCE following Ara-C treatment (Figure 8 and Figure 56).

We next evaluated ORAI1 gene expression in KG1 and U937 cells following Ara-
C exposure. We observed a significant increase in ORAI1 expression in KG1 cells and
a significant decrease in U937 cells (Figure 9), in agreement with the observed Ara-C
functional effects on SOCE in both leukemia cell lines.

Because the calcineurin—-NFAT signaling pathway is closely associated with SOCE and
ORAI channels in several models, we next evaluated NFAT localization in both KG1 and
U937 AML cell lines treated or not treated with Ara-C for 24 h. Under control conditions,
NFAT was predominantly localized in KG1 cytoplasm and in U937 nuclei, as shown in
Figure 9. After Ara-C exposure, KG1 exhibited a translocation of NFAT to the nucleus
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(Figure 9). Conversely, U937 cells treated with Ara-C displayed a predominant cytoplasmic
distribution of NFAT (Figure 9).
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Figure 8. Effect of Ara-C on SOCE in Rh123M8" and Rh123!°% KG1 and U937 cell subpopulations.
Cells were treated for 24 h with Ara-C at the indicated concentrations. For each condition, three
independent experiments were performed. Flow cytometric analysis of the impact of Ara-C on SOC
channel activity in the Rh123"8" (a,c) and Rh123!°" (b,d) KG1 and U937 cell subpopulations. The
delta of the F400/F475 ratio reflects the capacitative Ca* entry in the Rh123M8" and Rh123°W cell
subpopulations. * p < 0.05; *** p < 0.001.
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Figure 9. Effect of Ara-C on ORAII expression and NFAT localization. Relative expression of the
calcium channel ORAIT in KG1 (a) and U937 (b) leukemic cell lines. ORAI1 expression was analyzed
by RT-gPCR. The relative expression ratio for ORAI1 was calculated by the 222t method. * p < 0.05;
**p <0.01; *** p < 0.001. Confocal microscopy showing NFAT expression and localization (Alexa
Fluor 488, red) and nuclei (Hoechst, blue) in control and Ara-C-treated (5 uM) KG1 (c) or U937 (d)
cells. The scale bar is indicated.
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Ara-C Affects SOCE in Primary AML Cells from Patients According to ABCB1 Activity
and LSC Phenotype

We first performed a Rh123 exclusion assay and CD34 + CD38— immunophenotyping
in AML primary cells from nine patients (Table S1) to screen their ABCB1 activity and LSC
compartment proportion. We next evaluated the Ara-C effect on high ABCB1 activity and
LSC-enriched AML primary cells (AML patient #1) compared with lower ABCB1 activity
and poorly LSC-enriched AML cells (AML patient #2) (Table S6).

As expected, Ara-C exposure induced a slight decrease in AML#1 primary cell viability
and a more pronounced decrease in AML#2 cells (Figure S7). Similarly, cell death was
significantly higher in AML#2 Ara-C-treated cells than in AML#1 cells (48 vs. 20% of subGl,
respectively) (Figure S7).

In the more chemoresistant and L.SC-enriched AML#1 Rh123!°% cells (high ABCB1
activity), Ara-C treatment provoked a slight increase in capacitive calcium entry (Figure 10).
Conversely, the more chemosensitive AML#2 cells (low ABCB1 activity) displayed a signifi-
cant decrease in SOCE subsequent to Ara-C treatment (Figure 10).

We then evaluated ORAII gene expression in AML#1 and AML#2 primary cells
following Ara-C exposure, and we observed, in agreement with the Ara-C effect on SOCE,
a significant increase in AML#1 cells with high ABCB1 activity and a significant decrease
in AML#2 primary cells (Figure 10).

Interestingly, we observed similar SOCE and ORAI1 expression modulation in primary
cells and KG1/U937 cell lines according to their respective ABCB1 activity, LSC status and
differentiation stage.

To verify NFAT localization, we performed immunocytochemistry staining, and we
observed results similar to those obtained with KG1 and U937 cell lines, namely, a predom-
inant redistribution of NFAT in the nucleus of AML#1 cells and in the cytoplasm of AML#2
cells after Ara-C treatment, as shown in Figure S8.
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Figure 10. Effect of Ara-C on SOCE and ORAI1 expression in AML#1 and AML#2 primary cells
according to ABCBI activity. Cells were treated or not for 24 h with 5 uM Ara-C. Three independent
experiments were performed. Time course of [Ca?*]; analyzed by flow cytometry (Indo-AM) upon
SOC activation in AML#1 and AML#2 Rh123Migh (a,d,c) and Rh123!°% (b,d) primary cells. Each
point represents the mean of 3 independent experiments including between 1000 and 10,000 cells.
Relative expression of ORAII in AML patient #1 and #2 cells (e f). ORAII expression was analyzed
by RT-qPCR. The relative expression ratio was calculated by the 2~22Ct method. * p < 0.05.
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3. Discussion

In this study, we present new data supporting that ORAI1 calcium channels me-
diate SOCE in human AML cell lines and primary cells from patients. We show that
ORAI1/SOCE plays a role in AML cell proliferation and in GO-G1 cell cycle engagement
according to the LSC phenotype. We also demonstrate a link between ORAI1 expression
and/or activity and AML cell differentiation stage, ABCBI activity and the LSC compart-
ment. Furthermore, our data suggest that Ara-C treatment modulates SOCE in AML cell
lines and primary cells via ORAI1 expression regulation. Using KG1 and U937 AML cell
lines, two models with distinct ABCB1 activity and LSC compartment proportions, we
observed opposite responses to Ara-C treatment with regard to ORAI1 expression and
SOCE modulation. The more chemoresistant ABCB1"8" and LSC-enriched KG1 AML cells
displayed an increase in SOCE and ORAI1 expression following Ara-C treatment, while
the chemosensitive ABCB1!°% and poorly LSC-enriched U937 cells exhibited the opposite
responses. Interestingly, we observed similar behaviors in primary AML cells obtained
from patients at the time of diagnosis and presenting the same opposite features.

We have previously shown the clinical significance of ABCB1 in a cohort of patients
with de novo AML and highlighted the link between ABCB1 expression and activity with
LSC gene expression and risk stratification [2]. However, ABCB1 was not directly linked to
drug resistance, prompting us to propose a bystander effect of these particular MDRs in
chemoresistance mechanisms. Interestingly, in this study, we present new data obtained
from public datasets [12], corresponding to the RNA-Seq analyses of a cohort of 439 AML
patients at diagnosis, linking high ABCB1 expression and low ORAI1 expression with (i)
an undifferentiated stage of AML, (ii) a lower expression of CDK4 and CDK&6 (i.e., G0-G1
transition phase regulators), (iii) a higher expression of genes related to the LSC phenotype
and (iv) an overall worse prognosis of the disease. In addition, we analyzed the genetic
phenotypes associated to the different ABCB1 and ORAII expression levels. We observed
in the ABCB1M8" group a significant increase in AML subgroups bearing RUNX1, TP53
and GATA2 mutations, and a decrease in AML patients presenting NPM1 and FLT3-ITD
mutations. In the ORAI1!oW group, NPM1 and FLT3-ITD mutations were seldom observed,
while AML bearing the RUNX1 mutation was over-represented. These observations were in
agreement with ELN 2017 risk stratification: FLT3-ITD and NPM1 mutations are associated
with good prognosis, while TP53, GATA2 and RUNX1 are correlated with an adverse risk.

We functionally confirmed these observations not only in the two representative AML
cell lines KG1 and U937 but also in primary cells (AML#1 and AML#2) isolated from
leukemia patients at the time of diagnosis based on their expression levels of ABCB1 and
LSC-associated markers. In agreement with our results obtained by screening a public
dataset, the slow-cycling immature KG1 AML and AML#1 primary cells displayed high
ABCBL activity and an enrichment of their LSC compartment while underexpressing
ORAIL. In contrast, fast-cycling differentiated U937 and AML#2 primary cells exhibited
lower ABCBI activity and a discrete number of LSCs while overexpressing ORAI1.

More precisely, we identified two distinct cell subpopulations among KG1 and U937
cells in regard to ABCBI activity, namely, the Rh123!°" and Rh123Mgh populations. The
Rh1231°" cell compartment in each cell line shared common characteristics regarding
ABCB1 activity and the LSC phenotype characterized herein by expression markers (e.g.,
50X2, KLF4, NANOG), surface markers (CD34 + CD38-) and Ki67 expression levels. In-
terestingly, we observed that ORAI1 expression was downregulated in Rh123'°" cells
compared with their Rh123"g" counterparts. Emerging roles of Ca?* in cancer stem cell
(CSC) population maintenance and stemness have been reported, and some studies have
proposed a link between ORAI1 and the regulation of the CSC compartment [21]. For
instance, it has been shown that ORAI1 and SOCE, through NFAT activation, promote
stemness in oral/oropharyngeal squamous cell carcinoma. Specifically, the ALDHMs"
CSC population expressed more ORAI1 proteins, and a study showed that ectopic expres-
sion of ORAI1 in nontumorigenic immortalized oral epithelial cells resulted in increased
proliferation, self-renewal, and tumor-initiating capacities [22]. These data therefore con-
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tradict our observations in the Rh123!°% population, which was enriched in LSCs and
expressed less ORAIL. However, similar to our results, it has been reported that SOCE
inhibition triggers glioblastoma stem cells to adopt a quiescent state, suggesting that the
transition from proliferation to quiescence involves the remodeling of Ca* signaling [23].
In our study, while the proportion of LSCs was not altered by SOCE modulation through
ORALI1 silencing, LSCs were more engaged in quiescence in U937 CD34 + CD38— LSC
stem cells. In hematopoietic stem cells (HSCs), two elegant studies on how intracellular
calcium levels dictate cell fate (i.e., quiescence or cycling state) have shown opposite re-
sults [8]. Bonora et al. demonstrated an increase in the intracellular Ca2* concentration
during the switch from the GO to G1 state and that cycling HSCs display active NFAT and
TET2 degradation [24]. Conversely, Fukushima et al. proposed that the intracellular Ca?*
concentration decreases during the GO0 to G1 transition, leading to an increase in CDK4/6
activity, and that the calmodulin (CaM)/CaM kinase (CaMK) pathway is involved in HSC
quiescence [25]. These apparently contradictory results could be explained by the difficulty
in discriminating between different stages of “activation” of normal and cancer stem cells.
In addition, symmetric and asymmetric CSC divisions could also increase the level of
complexity to understand the regulation of CSCs/LSCs by calcium signaling. Combined
with the heterogeneity of responses observed in different organs and tissues, these reports
emphasize the need to better understand calcium remodeling during the transition between
the different activation stages of LSCs.

While alterations in calcium signaling have been extensively studied in solid cancers,
only a few studies have explored the dysregulation of calcium-dependent signaling path-
ways in AML, and none have investigated calcium-dependent resistance mechanisms [8].
Regarding the molecular nature of SOCE in AML, to our knowledge, only one study has
proposed that ORAI1 and ORAI2 mediate SOCE in the HL60 AML cell line while demon-
strating their role in proliferation and migration [26]. In the present study, we are the
first group to provide evidence of the involvement of ORAIL in AML cell lines and in
primary cells according to the AML differentiation state, ABCB1 activity and LSC compart-
ment. Moreover, our results reveal the upregulation of ORAI1 and SOCE in chemoresistant
ABCB1hgh KG1 AML cells and in ABCB1"8h AML primary cells after Ara-C exposure.
However, Ara-C had the opposite effect in chemosensitive ABCB1°% U937 cells and
ABCB1'°" AML primary cells by inducing the downregulation of ORAI1 and SOCE. Sev-
eral hypotheses can be formulated to explain these apparently contradictory results. First,
the cell cycle engagement state of the two Rh1231°" cell compartments from the KG1 and
U937 cell lines is different. As previously mentioned, we observed a marked difference
between the proportions of quiescent Ki67-negative cells, which were more pronounced
in the U937 Rh123!°% population, while the number of slow-cycling cells (Ki67low) was
increased in KG1 Rh123!°% cells. The difference in proportion in “true” quiescent GO cells
could explain the different behaviors in regard to SOCE modulation in response to Ara-C
treatment. Moreover, the difference in basal ORAI1 expression levels between the two cell
lines (significantly lower in KG1 than in U937 cells) may also explain the opposite response
to Ara-C exposure regarding SOCE modulation. Nevertheless, further investigations are
needed to better understand these differences between the two cell lines.

In a recent work, Borella et al. showed that lercanidipine, a CaV1.2 calcium channel
inhibitor, combined with the chemotherapeutic agent Ara-C significantly decreased AML
growth in a preclinical model, and that this effect was far more robust than when each
molecule was applied separately [27]. These data emphasize the possible clinical value
of calcium channel inhibition to increase AML chemosensitivity. However, based on our
results, the basal level of ORAI1 channel expression, LSC size compartment, GO quiescent
state and ABCB1 activity could represent additional mechanisms of chemoresistance in
AML that should also be considered when studying this issue.

The data presented herein clearly demonstrate that ORAI1 is expressed in both AML
cell lines and in primary cells isolated from AML patients. We have shown the overex-
pression of ORAIL in these leukemic cells compared with normal primary cells (PBMCs)
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isolated from healthy patients. These results suggest that AML cells, through ORAI1 up-
regulation, may acquire additional characteristics, such as apoptosis resistance. Previous
studies have reported contradictory roles for SOCE and ORAII in apoptosis regulation.
While it has been shown that SOCE and ORAI1 contribute to apoptosis induction by di-
verse stress-associated stimuli [6,28], other studies have demonstrated their prosurvival
and antiapoptotic roles [29]. Our results in AML cells are, however, similar to our previ-
ous observations in pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) cells, where ORAI1 also
mediates SOCE and exhibits prosurvival and antiapoptotic roles in cell lines exposed to
chemotherapy drugs. In this study on PDAC, we also demonstrated that drugs used in
clinics (5-FU, gemcitabine) increase SOCE via the upregulation of ORAI1 and STIM1 [5].
Our data therefore show that in these two cancer models (i.e., AML and PDAC), the ORAI1
expression level is significantly higher than that in “normal” cells and is modified when
cells are exposed to chemotherapy drugs.

It has been suggested that calcium channels display functional specificity in the
activation of Ca?*-dependent transcription factors and the induction of gene expression. In
this context, numerous studies have associated ORAI1-mediated Ca®* entry with NFAT
nuclear translocation and NFAT-dependent gene expression [30]. The precise role of
NFAT in AML is still poorly documented. Nevertheless, it has been shown that the
differentiation status of AMLs could impact NFAT expression levels [9]. A study on
leukemic blasts isolated from AML patients was performed to determine the expression
level (RNA-Seq) of NFAT isoforms according to differentiation status (FAB classification).
NFATc2/c3 isoforms were found to be overexpressed at the early stage of differentiation.
Moreover, it has been shown that NFAT inhibition increases the sensitivity to chemotherapy
of primary AML leukemic blasts with an FL3-ITD mutation [11]. Interestingly, NFAT
overexpression was observed in AML primary cells from patients during relapse compared
with samples at the diagnostic stage [9]. While these data point to a possible role of
NFAT in AML chemoresistance and AML progression, a majority of these studies only
described NFAT gene expression without examining NFAT protein levels and intracellular
distribution. In our study, ABCB1"8" and 1.5C-enriched chemoresistant cells (KG1 and
AML#1 cells) displayed a preferential cytoplasmic localization of NFAT, while the ABCB1'°"
and LSC-enriched chemosensitive cells (U937 and AML#2 cells) presented a mostly nuclear
distribution. Interestingly, Ara-C exposure induced NFAT translocation to the nucleus
in ABCB1M8" cells and cytoplasmic redistribution in ABCB1'°% cells. These observations
are in perfect agreement with the effect of Ara-C on SOCE in these cells, thus strongly
suggesting a close functional link between SOC activity and NFAT regulation in AML cells.

There is growing evidence that NFAT signaling cooperates with mutations of the
Fms-related tyrosine kinase receptor 3 (FLT3) receptor in AML. Internal tandem duplication
of the FLT3 receptor (FLT3ITD) is present in approximately 25% of AML cases and confers
particularly poor outcomes for patients compared with other AML subtypes [31]. While
NFAT was found to negatively regulate genes that control cell cycle entry, such as Cdk4 and
Cdké, in normal myeloid cells, this activity was dependent on Flt3 ligand (Flt3-L) signaling
and phospholipase PLCyl-dependent calcium influx. Understanding the relationship
between FLT3-L and NFAT activity could therefore be of utmost interest within the context
of leukemia. Further investigations are thus required to better characterize the contribution
of NFAT to the proliferation and quiescence of leukemic cells and LSCs and its possible
role in chemoresistance.

In summary, our study presents for the first time the contribution of ORAI1, SOCE
and the associated NFAT transcription factor in human AML cell lines and primary cells
according to ABCBI1 activity, LSC compartment and Ara-C chemoresistance. Further studies
are needed to better understand the precise contribution of the ORAI1/SOCE /NFAT axis to
LSC/leukemic cell cycle engagement and the specific mechanisms of apoptosis regulation
by SOCE and ORAI1 to potentially reveal novel strategies targeting these proteins and
improving current AML treatment efficiency.



Int. J. Mol. Sci. 2022, 23, 5555

16 of 20

4. Materials and Methods

Cell culture. KG1 and U937 cell lines were purchased from the ATCC® (CCL-246™
and CRL-1593.2™, respectively). These cell lines were cultured at 37 °C in a humidified
atmosphere with 5% CO, in RPMI 1640 medium (Gibco, Waltham, MA, USA) supplemented
with 1% penicillin streptomycin antibiotic cocktail (Gibco) and fetal bovine serum (FBS)
(Gibco) at different concentrations according to the cell line needs (20 and 10% FBS for the
KG1 and U937 cell lines, respectively). Cells were treated at the indicated concentrations
with Ara-C (provided by Lille Hospital) or Synta66 (Sigma—Aldrich, Burlington, MA, USA).

Patient samples. Healthy and AML patient blood samples were processed as previ-
ously described [32] to collect peripheral blood mononuclear cells (PBMCs). Briefly, blood
was first diluted in PBS (Gibco) and then gently added to human Pancoll solution (Pan
Biotech, Aidenbach, Germany). After centrifugation, PBMCs were collected and used
for experiments or frozen in 90% SVF and 10% DMSO solution in liquid nitrogen until
use. After thawing, the cells were treated with DNase (Qiagen, Germantown, MD, USA)
at a final concentration of 50 pg/mL and in RPMI supplemented with 10% FBS and 1%
antibiotic cocktail.

Rhodamine 123 (Rh123) exclusion assay, ABCB1 activity. The Rh123 exclusion assay
was performed as previously described [19]. Briefly, cells were adjusted to a concentration
of 10° per milliliter and loaded with 0.1 pg/mL Rh123 (Sigma-Aldrich, Aex 488 nm and
Aem 531 nm) in RPMI 1640 medium for 20 min at 37 °C in the dark for probe inclusion.
After removing Rh123 from the medium, an exclusion step was performed at 37 °C for an
additional 60 min. A positive control (cells with maximal Rh123 intensity) was obtained
by keeping cells on ice or treating them with 0.1 uM verapamil (Sigma) to prevent Rh123
exclusion. Debris and cell doublets were excluded from the analysis, and cells were gated
according to the positive control presenting the highest fluorescence intensity level. Cells
with fluorescence intensity equal to the positive control were considered Rh123M8" (lowest
ABCBI activity). Cells with the lowest Rh123 intensity were considered Rh1231°" (highest
ABCBI activity). Acquisition was performed on an LSR-Fortessa X20 flow cytometer (BD
Biosciences, Haryana, India).

Calcium influx assay by flow cytometry. Cells were loaded with the ratiometric dye
indo-1-AM (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) as a Ca%* indicator. One million
cells per milliliter were loaded with 0.7 uM indo-1-AM in the corresponding medium for
30 min at 37 °C in the dark and then washed. The evolution of the intracellular calcium
concentration ([Ca?*];) was measured every 5 s as the F400 nm/F475 nm (RF400/F475)
ratio of fluorescence with a flow cytometer UV light. Baseline [Ca®*]; was acquired in a
0 mM Ca?* solution containing 140 mM NaCl, 5 mM KCI, 1 mM MgCl,, 2 mM CaCl,, 5
mM glucose, and 10 mM HEPES (pH 7.4). After 120 s, the cells were treated with 1 pM of
the sarco/endoplasmic reticulum calcium ATPase (SERCA) inhibitor thapsigargin (Focus
Biomolecules). After 420 s of treatment with thapsigargin, a Ca?*-containing solution was
added to the cells (final [Ca%*]e 2 mM). Fluorescence was monitored with an LSR-Fortessa
X20 flow cytometer, and median fluorescence values (n = 1000-10,000 cells for each time
point) were extracted for further analysis. The Ca?* release (ArRF400/F475) and capaci-
tative calcium entry (also noted SOCE for store-operated calcium entry) (AiRF400/F475)
were calculated as previously described [20]. Graphs were plotted using GraphPad Prism
software.

Immunophenotyping. After rinsing, the cells were stained with fluorochrome-conjugated
antibodies (all from Biolegend, San Diego, CA, USA) for 30 min at room temperature (RT)
in PBS with 10% SVF. Antibodies were used at a 1:100 dilution (except for the PE-Cy7-
conjugated CD33 antibody used at a 1.25:1000 dilution), and matching isotype antibodies
were used at the same final concentration. Then, the cells were rinsed and resuspended
in PBS before being analyzed by flow cytometry. Compensation beads (Invitrogen) were
used to establish a matrix of compensation. Gating was determined based on negative
control cell staining with corresponding isotype antibodies. Depending on the protocol,
two panels of antibodies were used. If combined with Rh123 exclusion and calcium



Int. J. Mol. Sci. 2022, 23, 5555

17 of 20

influx assays, allophycocyanin (APC)-conjugated CD34 and phycoerythrin (PE)-conjugated
CD38 antibodies were used. If combined with the calcium influx and cell viability assays,
APC-conjugated CD34, PE-conjugated TIM3, PE-Cy7-conjugated CD33 and Brilliant Violet
421 (BV421)-conjugated CD38 antibodies were used. To assess their viability, cells were
loaded with a DyeTM 750/777 Fixable Viability Staining Kit for 30 min at RT and protected
from light.

Proliferation assay. Proliferation status was determined by nuclear Ki67 protein stain-
ing with a fluorescein isothiocyanate (FITC)-conjugated Ki67 antibody (Abcam, Cambridge,
UK). Cells were first fixed with a 4% paraformaldehyde solution (Sigma—Aldrich) for
10 min at RT and then washed and incubated for 30 min at RT with 0.1% Triton X100
(Sigma—Aldrich) and 10% SVF solution supplemented with PBS. After washing, the cells
were incubated with APC-conjugated CD34, BV421-conjugated CD38, PE-Cy7-conjugated
CD33, PE-conjugated TIM3 antibodies (all from Biolegend) and FITC-conjugated Ki67
antibody (Abcam) in 0.1% Triton X100 and 10% SVF solution in PBS for 30 min at 4 °C in
the dark. Cells were stained with the antibodies used at a 1:100 dilution (except for the
PE-Cy7-conjugated CD33 used at a 1.25:100 dilution) or with matching isotypes at the same
final concentration. Cells were then placed on ice before flow cytometry analysis.

Cell cycle analysis. Cells were adjusted to a concentration of 10° per milliliter to
be fixed and permeabilized with 70% ethanol (Sigma) for 30 min at —20 °C. Cells were
stained for 30 min at RT in the dark with 50 ng/mL propidium iodide (Sigma-Aldrich) and
5 ug/mL RNase (Qiagen) in PBS. To determine the percentage of cells in the GO phase of
the cell cycle, cells were preincubated with the FITC-conjugated Ki67 antibody (Abcam)
at a 1:100 dilution or with matching isotype at the same final concentration in PBS with
10% SVF for 30 min at 4 °C in the dark. Then, the cells were kept on ice until analysis by
flow cytometry.

Cell sorting. Subsequently, for the Rh123 exclusion assay, U937 and KG1 cells were
washed and resuspended to a concentration of 5 x 10° cells per milliliter in culture cell
medium without phenol red and 1% SVF (Sigma-Aldrich). Rh123!°" and Rh123"igh cells
were sorted on a FACSAria flow cytometer (BD Biosciences). Gating was determined based
on the positive control loaded with the Rh123 probe without the exclusion step. After
sorting, the cells were kept at 37 °C before being used in further experiments.

Flow cytometry data analysis. Data were analyzed using Flow]o software (TreeStar).
Live cells were discriminated from dead cells using a viability probe (DyeTM 750/777).
Cell subpopulations were discriminated according to their rhodamine exclusion and/or
cell-surface marker expression. Calcium mobilization was analyzed in the different gated
subpopulations.

Immunocytochemistry. Cells were immobilized on 0.01% poly-lysine (Sigma—Aldrich)-
coated coverslips at a concentration of 10° cells per coverslip for 10 min (or 24 h if treated)
at 37 °C before being fixed with a 4% PAF solution (Sigma—Aldrich) for 10 min at RT. After
washing, the cells were treated with a 0.1% Triton X-100 saturation/permeabilization solu-
tion for 10 min at RT. PBS-Tween (0.1% of Tween in PBS, Merck) was used to wash the cells
for 5 min before incubating them in blocking buffer (1% BSA in PBS, Sigma—Aldrich) for
60 min at RT. Primary polyclonal rabbit anti-human NFAT antibody (1:100 dilution, Abcam)
was directly added to the blocking buffer for 60 min at RT. After washing with PBS-T, FITC-
conjugated Ki67 (1:100 dilution, Abcam) and Alexa Fluor 568 donkey anti-rabbit secondary
antibody (1:2000 dilution, Invitrogen, Waltham, MA, USA) were subsequently added for
another 60 min at RT. Negative controls were performed by replacing the primary antibody
and fluorochrome-conjugated antibody with irrelevant antibodies of the same isotype. To
visualize nuclei, 10 pg/mL Hoechst (Molecular Probes, Eugene, OR, USA) was added for
10 min at RT. The coverslips were mounted on microscope slides with Fluoroshield mount-
ing medium (Abcam). For confocal microscopy, cell images were obtained using a confocal
laser scanning microscope (LSM 700, Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Jena, Germany)
with a Plan Apochromat 40x /1.3 numerical aperture oil immersion objective (Hoechst,
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Frankfurt, Germany, Aex 343 nm, Aem 483 nm, NFAT Aex 568 nm, Aem 605 nm and Ki67
Aex 488 nm, Aem 532 nm). Images were analyzed with Zeiss LSM Image Browser software.

siRNA-mediated gene knockdown. To evaluate the role of the ORAI1 calcium chan-
nel in SOCE, five million KG1 or U937 cells were transfected by electroporation in trans-
fection buffer (LONZA Amaxa® Cell Line Nucleofactor™ Kit V, Basel, Switzerland) with
100 nM control or ORAI1-specific siRNA (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA) to
downregulate ORAI1 expression. After passing the cells through the Amaxa Nucleofactor™
II electroporator, they were cultured in 6-well plates. Forty-eight hours post-transfection,
the cells were collected, and ORAII expression was assessed by qRT-PCR. The gene silenc-
ing efficiency was approximately 90% and 95% for KG1 and U937 cell lines, respectively
(Figure S9).

RNA Extraction, qRT-PCR. RNA extraction was performed following the manufac-
turer’s protocol (Qiagen RNeasy Mini Kit). RNA was transcribed into cDNA using random
hexamers and the High Capacity Reverse Transcription kit from Applied Biosystems (Foster
City, CA, USA). All qRT-PCRs were performed using TagMan fluorescent probes (human
ORAI1, MMRN1, LAPTM4B, NYNRIN, KLF4, SOX2, NANOG, DNMT3B, ABCB1 and BETA-
2 MICROGLOBULIN or B2M) provided by Applied Biosystems, Bedford, MA, USA. Duplex
gPCR was performed, and discrimination of the genes of interest from the reference gene
was allowed owing to 2 distinct fluorophore dyes, FAM and VIC probes for the genes of
interest and the reference gene, respectively. The relative expression ratio for each gene
was calculated by the 2722t method. The calculated values represent the expression level
for each gene relative to the expression of B2M, which was used as the endogenous control.
No expression denotes no detection in 50 ng of cDNA.

Analysis of public datasets. RNA-seq datasets of human AML samples at diagnosis
(n = 439) [12] are available in the public domain (https://www.cbioportal.org, accessed on
15 March 2022). The RNA-seq expression unit used was counts per million reads mapped
(CPM). Raw data were extracted and analyzed as previously described [13,14].

Statistical analyses. All results are expressed as the means = SEM of at least 3
independent experiments with 3 replicates each. For public dataset analysis, the number
of patient samples is indicated. Comparisons between means were assessed using the
Student’s t test for unpaired data or one-way ANOVA. For the Student’s t test, if unequal
variance was observed, then Welch’s correction was applied. Statistical analyses were
performed using GraphPad Prism software. A p value < 0.05 was considered significant.
Asterisks denote * p < 0.05, ** p < 0.01 and *** p < 0.001. The leukemic stem cell (LSC) score
was determined as described previously [15].

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded: https://
www.mdpi.com/article/10.3390/ijms23105555/s1.
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