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INTRODUCTION

Partie | : Leucémies Lymphoblastiques Aigu  és

La Leucémie Lymphoblastique Aigué (LAL) est une maladie hématologique
hétérogene caractérisée par la prolifération des lymphoblastes dans la moelle
osseuse, le sang périphérique, et d'autres organes (Jabbour et al. 2005). C'est
la forme la plus commune de leucémie chez I'enfant, représentant pres de 80%
des leucémies aigués chez les enfants. En revanche, les LAL représentent
seulement environ 20% de toutes les leucémies chez les adultes (Esparza and
Sakamoto 2005). Bien que la survie des enfants atteints de LAL se soit
améliorée, avec un taux de guérison d'environ 80 %, la survie des nourrissons
(enfants de moins de 12 mois), des patients qui font une rechute, reste
décevante (Carroll and Raetz 2012). En effet le pronostic a long terme pour les
adultes atteints de LAL reste mauvais, avec des taux de guérison allant de 30%
a 40% seulement (Thomas et al. 2004), malgré I'utilisation large de la
transplantation de cellules souches hématopoiétiques.

Plusieurs paramétres cliniques (par exemple I'age et le sexe) et biologiques
(par exemple nombre de leucocytes sanguins, le génotype des lymphoblastes,
la réponse initiale au traitement) sont en corrélation avec les résultats du
traitement et le pronostic des patients. Chez I'enfant, I'age (nourrisson ou = 10
ans), une hyperleucocytose au diagnostic (= 50 x 10°/L), l'origine ethnique
(hispanique ou noire), le sexe masculin, limmunophénotype des lymphocytes
T et/ou un réarrangement MLL (surtout chez le nourrisson de moins de 6 mois)
sont tous des facteurs de pronostic clinique défavorable (Smith et al. 1996).
Chez les adultes, un age avancé (en particulier =2 60 ans) et une
hyperleucocytose au diagnostic (= 30 x 10%L pour les LAL de la lignée B ou =
100 x 10%/L pour les LAL de la lignée T) sont des facteurs de mauvais
pronostic (Rowe et al. 2005).

Cependant, ces parameétres ne suffisent pas a expliquer les différences de

pronostic chez les patients. Cette différence de survie a long terme entre les
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enfants et les adultes peut s'expliquer en partie par des différences dans la
fréquence de certains sous-types cytogénétiques de LAL. Par exemple, les
formes de LAL caractérisées par la présence du gene de fusion TEL- AML1 et
d’'une hyperdiploidie (> 50 chromosomes) sont plus fréquemment observées
chez les enfants (22 % et 25 % des cas, respectivement) que chez les adultes
(2% et 7%, respectivement) et sont associées a un pronostic favorable, ce qui
peut étre attribué a une plus grande sensibilité a la chimiothérapie des blastes
leucémiques hébergeant ces anomalies génétiques spécifiques (Armstrong
and Look 2005; Moorman et al. 2010a). Les LAL a cellules B avec t (9;22) /
BCR- ABL, qui sont des formes a « haut risque », sont beaucoup moins
fréequentes chez les enfants (3%) que chez les adultes (25%) (Pui et al. 2004).
Aprés des décennies d'efforts, plusieurs marqueurs moléculaires génétiques
importants pour le pronostic ont été trouvés, et les patients peuvent étre
divisés en groupes distincts en fonction de la présence ou de l'absence de ces
marqueurs. Cependant, outre les anomalies liées au chromosome Ph et au
géne MLL, un nombre relativement faible de marqueurs pronostic ont été
identifiés pour classer les LAL-B chez l'adulte, et il en va de méme pour les
LAL-T. Il est donc important de poursuivre la découverte de nouveaux
biomarqueurs, pour optimiser la classification des LAL-B ou des LAL-T. Avec
I'approfondissement des connaissances sur la pathogenese des LAL, de
nouveaux marqueurs moléculaires ayant une importance pronostique sont
régulierement découverts. Par exemple, une altération du géne IKZF1 a
récemment été identifiee comme marqueur de risque élevé(Mi et al. 2012b).
Le gene IKZF1 code pour le facteur IKAROS qui est nécessaire pour le
développement de la lignée lymphoide. Il est altéré dans 15 % des cas de
LAL-B, et cette altération est associée a un risque accru d'échec thérapeutique
et de rechute dans les LAL, que celles-ci soient BCR-ABL -positives ou
négatives. Un autre exemple est la surexpression du gene CRLF2, qui a été
rapportée comme principal facteur de risque intermédiaire dans la LAL-B(Mi et
al. 2012b). CRLF2 code pour le récepteur de la lymphopoiétine stromale
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thymique. Il se produit soit un réarrangement de CRLF2 dans le locus des
chaines lourdes des immunoglobulines dans la région 14q32, soit une délétion
focale immeédiatement en amont du gene, aboutissant a de nouvelles fusions
IGH@-CRLF2 et P2RY8-CRLF2, respectivement. Les deux événements
dérégulent I'expression de CRLF2, conduisant a une augmentation de son
expression par les lymphoblastes.

A ce jour, la maladie résiduelle (MRD, pour « Minimal Residual Disease ») est
le facteur pronostic le plus puissant chez les enfants et adultes atteints de LAL
(Basso et al. 2009; Pui et al. 2009). La réponse au traitement, en particulier la
réponse précoce, est prédictive du risque de rechute, et elle est utilisée pour
guider le traitement ultérieur, en fonction du risque(Basso et al. 2009). La
mesure de la MRD pendant ou a la fin du traitement d'induction est réalisée
soit en cytométrie de flux soit par PCR. Un taux de MRD inférieur a 0.01 %
permet d’identifier les patients avec une réponse précoce exceptionnellement
bonne et donc un faible risque de rechute. La PCR est généralement plus
sensible que la cytométrie de flux (environ 0.001 % contre environ 0.01 %)
(Stow et al. 2010). Toutefois la sensibilité de la cytométrie en flux peut étre
améliorée avec des combinaisons (multi-couleurs) de marqueurs
supplémentaires associés a la leucémie. En outre, la cytométrie en flux est
plus rapide, généralement moins chére, permettant une adaptation précoce du
traitement au risque (Nachman et al. 1998).

Un ajustement du traitement basé sur les caractéristiques décrites ci-dessus
(que l'on appelle « stratification du risque ») a permis une intensification
thérapeutigue chez certains patients pour améliorer les résultats, tout en
evitant d’augmenter les doses inutilement chez les patients ayant un pronostic
favorable.

Cependant, en dépit de ces progres, un nombre important de rechutes
surviennent chez des patients initialement classés comme a faible risque, ce
qui doit inciter a la recherche de variables supplémentaires en vue d’affiner la
stratification du risque. De plus, lidentification des voies de signalisation
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biologiques responsables de la transformation et de la résistance a la thérapie

permettra le développement d'approches ciblées, évitant ainsi les effets

secondaires collatéraux des chimiothérapies conventionnelles.

Sous-typescytogénétiqueset moléculaires desLAL

La figure 1 représente les différents sous-types cytogénétiques et moléculaires

des LAL et leurs fréquences respectives dans les LAL de I'enfant et de I'adulte.

Children
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<45 chromosomes
1%
Others HYﬁefdiF"OinY
22% >50 chre
25%
BCR-ABL
1(9;22)
3%
MLL rearrangements
e.g., t(4;11),t(11;19),
t(9;11)
8% TEL-AMLI
HOX11L2 (12;21)
5q35 —= 2%
25% 11
19913 i1
1.5%
1p32 ‘—\
7% Hox11 MYC
) 1024 E2A-PBX1 t(8;14),t(2;8),
T-Cell Lineage 0.7% MLL-ENL t(119)  1(8:22)
0.3% 5% 2%
Adults
Hyperdiploidy
Hypodiploidy >50 chromosomes
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10%

Figure 1.Sous-types cytogénétiques et moléculaires

des LAL et leurs fréquences

respectives dans les LAL de I'enfant (A) et de I'adulte (B). Figure publiée dans (Pui et

al. 2004).
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LAL avec Hyperdiploidie

Un caryotype hyperdiploide est généralement défini par la présence de plus de
50-67chromosomes. Il est plus fréquemment observé chez les enfants (25%
des cas) que chez les adultes(7% des cas). Ce sous-ensembleest associé a
un pronostic particulierement favorable avec des taux de survie sans
événement et globaux a 5 ans de 84% a 90% et de 93% a 95%,
respectivement (Moorman et al. 2010b; Schultz et al. 2007). Ce facteur de bon
pronostica été utiliséde facon routiniere pour stratifier les patientsen différents
groupes de traitement. Cependant, le mécanisme de la transformation
leucémique et la meilleure chimiosensibilité des LAL hyperdiploide est

inconnu(Figure 2).

Diagnosis

Abnormal  Selective Second hit(s) Chemotherapy » Decreased apoptotic threshold

mitosis advantag mm‘ — ::J

] W H/' » Upregulation of cell death pathways
O -> @ -> ‘i’ébé‘) -> G’é’,ﬁh“f’m = t\(l-rﬁ’}'b through increased gene copy number R
Gﬁ)w Rapid cell death E

» Increased immune surveillance

A‘

Transformation Treatment

Figure 2. Unprécurseur des cellulesBest soumis a unemitoseanormale ce qui
entraine une hyperdiploidie. Unavantage sélectifest conféré, résultant en un
clonepréleucémique, puis une seconde anomalie (« second « hit(s)») aboutit
auphénotypecompletement  malin. Les celluleshyperdiploidesprésententune
sensibilité inhabituelled la chimiothérapiemais les mécanismessont encore
inconnus(Carroll 2013).

LAL avec t (1;19) / E2A- PBX1

Une translocation t(1;19) / E2A- PBX1 survient chez 5% des enfants atteints
de LAL, ce sous-type moléculaire étant associée aux LAL « pré-B » (Pui et al.
2004).
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Dans la translocation t(1;19), le domaine de transactivation N-terminal de E2A
sur le chromosome 19 est fusionné a 'homéodomaine (domaine de liaison a
'’ADN) en position C-terminale du géne PBX1 sur le chromosome 1. Cette
translocation forme un géne de fusion qui code pour un facteur de transcription
chimérique, E2A-PBX1 (Figure 3). La protéine chimérique influence
I'autorenouvellement, la prolifération et la différenciation des cellules souches
hématopoiétiques et de leurs progéniteurs engagés, en perturbant les profils
d'expression des genes qui sont normalement régulés par les complexes
HOX-PBX1 (Aspland et al. 2001).

Lorsqu'elles étaient traitées selon le schéma traditionnel basé sur des
anti-métabolites, les LAL-B de l'enfant avec t(1;19) / E2A- PBX1 étaient
autrefois considérées comme de mauvais pronostic, mais la chimiothérapie
intensifiée en a amélioré le pronostic, et le taux de survie sans rechute a 5 ans

est actuellement autour de 90% (Pui et al. 2004).

Altered response
to growth and
antigrowth signals

4

Self-renewal = Differentiation
Apoptosis E2A-PBX1
v‘ per
B MLL fusmns '
|
TEL- AMLl LJ \ ~» Self-renewal
enes = Proliferation
AML1 Transcnptlon Transcription \V Differentiation
regulatory regulatory
sequence sequence

Figure 3. Transformation des cellules hématopoiétiq  ues dans la pathogénese
des LAL (Pui et al. 2004).
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LAL avec t (12;21) / TEL- AML1

La translocation t(12;21)/gene de fusion TEL- AML1 est un autre facteur de
bon pronostic dans les LAL. Cette forme est plus fréquente chez les enfants
(22 % des cas) que chez les adultes (2%). Le mécanisme de répression de la
transcription par TEL- AML1 est détaillé dans la Figure 4 (Pui et al. 2004). La
structure de la protéine AML1 normale est montrée dans le panneau A: elle
comprend son domaine central « runt homology domain » (RHD), un domaine
d'activation transcriptionnelle (TA), et les acides aminés C-terminaux VWRPY
(code unique d'acide aminés). AML1 se lie aux séquences régulatrices de la
transcription de base sous la forme d'un hétérodimére avec CBFb, et
ensemble, ils recrutent des protéines a activité histone acétyltransférase (HAT).
La HAT ouvre la structure de la chromatine ce qui favorise I'activation de la
transcription (fleche violette). Le panneau B montre la structure de la protéine
de fusion TEL-AML1, dans laquelle le domaine N-terminal hélice-boucle-hélice
(HLH) de TEL est fusionné a la protéine AML1 presque complete. TEL- AML1
se fixe a la séquence régulatrice de base et forme un hétérodimere avec CBFb,
mais elle recrute un complexe corépresseur de la transcription qui comprend
des protéines ayant une activité d'histone déacétylase (HDACSs), induisant la
fermeture de la chromatine et la répression de la transcription. Ces
changements dans la cascade de la transcription normalement meédiée par
AML1 modifient a la fois la capacité d'autorenouvellement et la capacité de
différenciation des cellules souches hématopoiétiques (Downing 2003; Speck
and Gilliland 2002). Les inhibiteurs de HDAC peuvent inverser la répression
transcriptionnelle : ils ont montré une activité dans des études précliniques et

sont maintenant utilisés dans les essais cliniques.
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Figure4.Mécanismederépression de la transcriptionpa r la protéine de fusion
TEL-AML1 (Pui et al. 2004).

LAL avec t(9;22)/BCR-ABL

Les LAL avec BCR-ABL sont associées a un mauvais pronostic. C'est le
sous-type le plus commun chez les adultes (25%). Le géne de fusion
BCR-ABL est oncogénique, il est situé sur le chromosome 22 dérivé le plus
court. La fusion est créée par translocation réciproque du gene BCR
(« Breakpoint Cluster Region ») du chromosome 22 (région qll) et du géne
ABL (Abelson) du chromosome 9 (région q34) (Kurzrock et al. 2003) (figure 5).
Le proto-oncogéne ABL code pour une tyrosine kinase spécifique, dont
I'activité est strictement régulée. En revanche, la protéine de fusion BCR-ABL,
produite par le chromosome Philadelphie (Ph), est une kinase constitutive qui
modifie les voies de signalisation qui contrélent la prolifération, la survie et
l'autorenouvellement des cellules souches hématopoiétiques. Cette tyrosine

kinase est présente dans pratiquement tous les cas de leucémie myéloide
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chronigue (LMC) a un moment donné au cours de la maladie, et dans 20% des
cas de LAL. Les LAL BCR- ABL positives ont un pronostic sombre avec la
chimiothérapie conventionnelle. Chez les adultes, le taux de rémission
complete (RC) est similaire a celui des LAL sans la t (9; 22), mais le taux de
rechute est significativement plus élevé et a long terme la survie sans
leucémie est extrémement rare (Westbrook et al. 1992). La transplantation de
moelle osseuse (BMT) allogénique en premiere rémission est un traitement
efficace chez ces patients (Copelan and McGuire 1995). Le développement
d'inhibiteurs de tyrosine kinase (TKI) (Exemples: Imatinib, dasatinib ou
ponatinib...) a permis d'améliorer la gestion des LAL avec fusion BCR- ABL.
Depuis plus de 10 ans, l'identification des LAL avec t (9;22) / BCR- ABL est
une indication d’'un traitement ciblé par TKI qui inhibe la protéine de fusion
BCR-ABL. La combinaison de TKI avec la corticothérapie et/ou la
chimiothérapie a augmenté le taux de rémission complete des patients qui
peuvent ainsi bénéficier d’'une greffe allogénique ultérieurement (Druker et al.

2001).
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Figure5.Chromosome Philadelphie ; de wikipedia :

(http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/4/4d/Philadelphia Chromosom.svq)
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LAL Pro-B avec t (v; 11923 ) / réarrangement MLL

La protéine « Mixed Lineage Leukemia » (MLL), aussi appelé HRX ou ALL-1,
est une protéine nucléaire qui maintient I'expression de certains membres de
la famille HOX (figure 3B). Les translocations leucémiques associant MLL ont
des protéines chimeéres constituées de la partie N -terminale de MLL en 11923
fusionnée a la portion C -terminale d’'une grande variété de génes partenaires,
comme par exemple t(4 ;11), t (11;19), t(9;11) dans les LAL-B (Ernst et al.
2002). Les réarrangements réciproques du géne MLL, les plus fréquents dans
les LAL chez le nourrisson ALL (plus de 80%) et dans les LAM (Leucémies
Aigues Myéloblastiques) secondaires a un traitement par les inhibiteurs de la
topoisomérase Il, sont associées a un mauvais pronostic. Les protéines de
fusion MLL sont capables d'accroitre leur activité transcriptionnelle. Cette
altération perturbe le schéma normal d'expression des genes Hox, provoquant
un changement dans l'autorenouvellement et la croissance des cellules
souches hématopoiétiques et des progéniteurs. Des études dans des modéles
de souris suggerent que l'expression d'une protéine de fusion MLL est
nécessaire mais pas suffisante pour la leucémogénése (Ayton and Cleary

2001).

LAL-B mature avect (8;14) / MYC-IGH

La translocation t(8;14) / MYC-IGH, se produisant chez 2% des enfants et 4%
des adultes atteints de LAL, est une aberration cytogénétique tres
caractéristiqgue mais pas spécifique des lymphomes/leucémies de type Burkitt
(Shiramizu et al. 1991). Le lymphome de Burkitt est une tumeur des cellules B
avec un temps de doublement extrémement court qui est souvent présente
dans des sites extra-nodaux ou sous la forme d’'une LAL. La plupart des cas
ont une translocation du gene c-myc (région 8g24) avec le locus IGH (14932),
ou, moins fréquemment, avec les loci des chaines légéres lambda (22g11) ou
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kappa (2pl), activant ainsi I'oncogene MYC juxtaposé, ce qui aboutit a la
dérégulation et la surexpression du facteur de transcription MYC (Levens
2008). MYC est un proto-oncogéene qui régule la progression du cycle
cellulaire, la croissance, la différenciation, l'apoptose, la survie et la
biosynthése. Les réarrangements impliguant MYC aboutissent a la
lymphomagenese / leucémogénese souvent via la surexpression de MYC
(Gostissa et al. 2009). Les lymphomes/leucémies de type Burkitt sont souvent
associés au virus d'Epstein -Barr (EBV) : dans environ 95 % des cas en
Afrique centrale, de 40 a 50 % des cas chez les personnes infectées par le
VIH et de 10 a 20% dans les cas sporadiques on trouve des informations
virales et il y a I'expression d’au moins un antigene viral (EBNA1). Cependant,
le rdle de I'EBV dans la pathogenese des lymphomes/leucémies de type
Burkitt est restée largement inconnu (Bornkamm 2009).

Les LAL de cellules B matures avec t (8; 14) / MYC- IGH sont tres agressives,
mais potentiellement curables en raison de leur grande chimiosensibilité. Le
pronostic était médiocre avec tous les schémas de chimiothérapie classiques,
mais s'est amélioré avec des protocoles de chimiothérapie a hautes doses, qui
ont considérablement amélioré les résultats avec des taux de guérison
avoisinant 80-90% (Soussain et al. 1995). Les lymphomes/leucémies de type
Burkitt étant CD 20 positive, récemment, des anticorps monoclonaux
anti-CD20 (rituximab) ont été appligués comme agent thérapeutique
supplémentaire en association au protocole Hyper-CVAD. L'ajout du rituximab
a la chimiothérapie peut améliorer les résultats, en particulier chez les patients

agés(Thomas et al. 2006).

LAL-T

Les LAL-T représentent environ 15% des LAL de I'enfance et 25 % des cas de
LAL chez les adultes. Elles sont plus fréequentes chez les adolescents que
chez les enfants plus jeunes. Elles se présentent généralement avec une
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hyperleucocytose et une grande masse mediastinale. Chez les enfants, le
pronostic des LAL-T est généralement moins favorable que celui des LAL-B,
guel que soit le taux de leucocytes au diagnostic (Smith et al. 1996), car le
risque d'échec d'induction ou de rechute précoce est plus élevé dans ce
groupe de patients(Goldberg et al. 2003). Chez I'adulte, une hyperleucocytose
au diagnostic (2100 x 10°/L) est considérée comme facteur de mauvais
pronostic (Rowe et al. 2005). Cependant, le pronostic des LAL-T chez les
adultes peut-étre meilleur que celui des LAL-B, du fait de la faible incidence
des anomalies cytogénetiques défavorables. Les lymphoblastes de LAL-T,
habituellement positifs pour la désoxynucléotidyltransférase terminale (TdT),
sont généralement associés a la présence du CD3 cytoplasmique (blasets de
la lignée T) ou de CD3 de surface (lymphocytes T matures), et expriment le
plus souvent le CD7 de surface et le CD3 cytoplasmique (cCD3) mais pas les
autres marqueurs des cellules T comme CD3, CD4 ou CD8 de surface

(Borowitz and Chan 2008; Jabbour et al. 2005).

Un caryotype anormal est détecté dans 50-70% des cas de LAL-T, les
translocations les plus communes impliquent les différents loci TCR, et les
genes codant pour les facteurs de transcription HOX11 (TLX1) (10924)
survenant chez 7% des enfants et 30% des adultes ayant une LAL, et
HOX11L2 (TLX3) ( 5935 ), survenant chez 20% des enfants et 10-15% des
adultes ayant des LAL-T (Graux et al. 2006). Le groupe HOX11l+ est de
relativement bon pronostic. Dans environ 50% des cas, des mutations
activatrices impliquent le gene de NOTCH1, qui code pour un récepteur
transmembranaire qui régule le développement des cellules T normales
(Weng et al. 2004). NOTCH1 est nécessaire pour I'engagement des cellules
progéniteurs pluripotentes dans la différentiation en cellules T et 'assemblage
des complexes de récepteurs cellulaires pré-T dans les thymocytes immatures.
Une augmentation de la signalisation NOTCH1 est un puissant inducteur de
LAL-T chez la souris (Weng et al. 2003). Une mutation NOTCHL1 est associé a
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une survie plus courte chez les adultes mais pas chez les enfants atteints de

LAL-T (Zhu et al. 2006).

Traitements des LAL

La LAL est une maladie hétérogene qui nécessite un traitement adapté en
fonction du phénotype, du génotype et du risque. Le traitement des LAL
repose sur le méme principe. Les schémas thérapeutiques les plus
couramment utilisés chez les patients atteints de LAL sont des variantes de
protocole de polychimiothérapie: par exemple, le protocole BFM/COG pour les
enfants (Moricke et al. 2008); le schéma thérapeutique CALGB (Larson et al.
1995) et le protocole hyper-CVAD (Kantarjian et al. 2004) chez les patients
adultes.

En général, le traitement des LAL peut étre divisé en 3 phases principales:
induction, consolidation (ou intensification) et entretien. La LAL avec cellules B
Matures (de type Burkitt, avec t(8;14)/MYC-IGH) est le seul sous-type qui est
traité par chimiothérapie intensive a court terme (Lee et al. 2001; Patte et al.
2001).

La thérapie ciblée vers le systeme nerveux central (SNC), en prévention des
rechutes dues a des cellules de leucémie « séquestrés », doit commencer au
début de I'évolution clinique. Un immunophénotype de cellules T, un nombre
important de cellules leucémiques (surtout si hyperleucocytose =100x100/L),
et la présence de cellules leucémiques dans le liquide céphalo-rachidien au
moment du diagnostic sont les facteurs de risque accru de rechute dans le
SNC (Pui et al. 2009).

Enfin les thérapies ciblées et les thérapies -cellulaires contribuent a
'amélioration des résultats thérapeutiques pour certains sous-types de LAL
(par exemple, TKI pour les LAL avec chromosome Philadelphie, Rituximab
pour les LAL avec CD20 positif, transplantation allogénique pour les patients
atteints de formes de LAL a trés haut risque ou avec une maladie résiduelle
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positive aprés le traitement initial d’induction.

Traitement d’induction

Le but de la thérapie d'induction est d'éradiquer plus de 99 pour cent de la
charge initiale de cellules leucémiques et de restaurer une hématopoiese
normale. Les traitements d'induction sont généralement basés sur une
combinaison de Vincristine, anthracyclines (par exemple daunorubicine,
doxorubicine), et corticostéroides (par exemple, prednisone, dexaméthasone)
avec ou sans L-asparaginase et/ou cyclophosphamide (Bassan and Hoelzer
2011; Jabbour et al. 2005). Les schémas BFM/ COG sont principalement
basés sur un traitement d'induction associant 4 médicaments qui en
combinaison, vincristine, anthracycline, corticostéroide et L-asparaginase
(Moricke et al. 2008; Seibel et al. 2008). Les schémas CALGB sont
généralement basés sur un protocole associant 5 drogues, ajoutant le
cyclophosphamide a la combinaison des 4 médicaments ci-dessus (Larson et
al. 1995). Le schéma hyper- CVAD peut étre considéré comme un protocole
thérapeutiqgue moins complexe par rapport aux schémas CALGB, et comprend
8 cycles de traitement alternant entre le schéma "A" (cyclophosphamide
hyperfractionné, vincristine, doxorubicine et dexaméthasone) et le schéma "B"
(méthotrexate a haute dose et cytarabine) (Kantarjian et al. 2004; Kantarjian et

al. 2000).

Traitement de consolidation (ou intensification)

Lorsque I'hématopoiése normale est restaurée, les patients en rémission
deviennent candidats a un traitement de consolidation. Le traitement
d’'induction en phase « post-rémission » peut également étre décrit comme
thérapie d'intensification. L'objectif de la consolidation est d'éliminer les
cellules leucémiques potentielles qui restent apres le traitement d'induction,
comprenant en outre I'éradication de la maladie résiduelle éventuelle (Pui et al.
2008). La combinaison de médicaments et la durée de la thérapie pour les
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traitements de consolidation varient largement entre les études et les
populations de patients, mais peut comprendre des combinaisons de
meédicaments similaires a celles utilisées lors de la phase d'induction. Le
méthotrexate a haute dose, la cytarabine, mercaptopurine et L- asparaginase
sont souvent utilisés dans le traitement de consolidation / intensification
(Bassan and Hoelzer 2011; Faderl et al. 2010; Seibel et al. 2008; Stock et al.
2008).

L'accumulation des métabolites actifs du méthotrexate - méthotrexate
polyglutamates (MTXPG1-7) - dans les cellules leucémiques est associée a
une activité anti-leucémique. L'accumulation est faible dans les LAL avec
cellules T, les LAL-B avec TEL-AML1 ou E2A-PBX1, mais importante dans les
LAL-B avec hyperdiploidie, en particulier les LAL avec un gain de
chromosomes 18 ou 10 (French et al. 2009; Rots et al. 1999; Whitehead et al.
1992). De tres fortes doses de méthotrexate (par exemple,1-8g/m2) semblent
améeliorer les résultats chez les patients atteints de LAL avec cellules T (Pui et
al. 2001; Schrappe et al. 2000) et les LAL-B avec TEL- AML1 ou fusion
E2A-PBXL1. Ce résultat est cohérent avec le fait que dans le cas de ces types
de LAL il y a une accumulation inférieure de MTXPG que dans les LAL qui ont
d'autres anomalies génétiques (Kager et al. 2005), suggérant que les patients
de ces trois sous-groupes peuvent bénéficier de doses élevées de

méthotrexate.

Traitement d’entretien

Le but du traitement d'entretien prolongé est de prévenir la rechute de la
maladie apres induction d'une rémission et traitement de consolidation. La
plupart des traitements d'entretien sont basés sur un schéma de
mercaptopurine en adiministration quotidienne et méthotrexate en
administration hebdomadaire avec ou sans cures mensuelles de vincristine et
de corticoides pendant une durée de 2 ans chez lI'adulte et de 2 a 3 ans chez
lenfant (Bassan and Hoelzer 2011; Stock 2010). Une augmentation des
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concentrations intracellulaires de meétabolites actifs du méthotrexate et de
mercaptopurine pendant le traitement d'entretien, ont été associés a une
améelioration des résultats cliniques (van der Werff Ten Bosch et al. 2005). La
mercaptopurine est un analogue structural de I'hypoxanthine, et inhibe la
synthese de novo des purines. L'administration de doses de mercaptopurine
de moins de 95% de la dose prévue est associée a une rechute (Bhatia et al.
2012). Par consequent, l'utilisation sans interruption de la posologie de
mercaptopurine définie par la pharmacogénétique est importante (Pui et al.

2008).

Agents ciblés

Au cours de la derniere décennie, l'avenement de nouveaux agents
permettant de cibler des anomalies génétiques spécifiques, tels que ceux
associés aux LAL Ph-positive, ou a des antigenes de surface de cellules
spécifiques, a contribué a I'amélioration des résultats dans certains sous-types
de LAL. Ces agents comprennent des inhibiteurs sélectifs de la tyrosine kinase
BCR-ABL (TKI) pour les LAL avec chromosome Philadelphie (Schultz et al.
2009; Wassmann et al. 2006; Yanada et al. 2006) et I'anticorps monoclonal
anti- CD20 (par exemple, le Rituximab) pour les LAL-B exprimant le CD20
(surtout pour les LAL-B de l'adulte) (Thomas et al. 2006; Thomas et al. 2010).
Le mésylate d'imatinib est le premier inhibiteur de la tyrosine kinase BCR- ABL
et il est approuvé par la FDA pour le traitement des LAL a chromosome
Philadelphie. Le dasatinib est un TKI de deuxieme génération qui inhibe a la
fois la kinase BCR-ABL et la kinase de la famille SRC, cette derniere étant
impliquée dans une voie de signalisation alternative dans les LAL résistantes a
I'imatinib (Ottmann et al. 2007). De plus, le dasatinib est 325 fois plus efficace
gue l'imatinib pour inhiber la croissance in vitro de cellules BCR- ABL de type
sauvage (O'Hare et al. 2005) et maintien une activité contre des cellules
résistantes a I'imatinib ayant des mutations du domaine kinase de ABL, a
I'exception des mutations T315l, V299L et F317L. Les patients présentant une
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mutation T315] doivent recevoir un traitement de seconde ligne utilisant le
ponatinib, ou une greffe allogénique de cellules souches hématopoiétiques ou

étre candidat pour participer a un essai clinique (Cortes et al. 2012).

La thérapie cellulaire

Transplantation de cellules souches hématopoiétiques (HSCT) allogénique est
une option pour les enfants atteints d’une forme a trés haut risque ou
persistante de la maladie (Balduzzi et al. 2005). La survie sans leucémie n'est
pas affectée par la source de cellules souches (donneur compatible avec ou
sans lien familial, sang de cordon ou donneur haplo-identique) (Eapen et al.
2010; Eapen et al. 2007; Leung et al. 2011). Une maladie résiduelle (MRD) =
0,01% avant la transplantation est associée a un risque élevé de rechute, et de
nouvelles stratégies sont nécessaires pour réduire le nombre de cellules
leucémiques avant et aprés la procédure (Bader et al. 2009; Leung et al.
2012).

Dans les LAL avec Ph/BCR-ABL, pour des patients relativement jeunes (<65
ans) et sans facteur de comorbidité important, présentant une rémission
complete apres linduction, un traitement de consolidation avec HSCT
allogénique peut étre envisagé si un donneur compatible est disponible. Aprés
HSCT, un traitement d'entretien avec un TKI pendant 2-3 ans est recommandé
(NCCN guidelines, ALL Version 2013:

http://www.nccn.org/professionals/physician gls/gl steering committee.asp).

Dans les LAL Ph/BCR-ABL négatives, pour les patients relativement en forme
(dge < 65 ans et sans facteurs de comorbidité important) présentant une
rémission complete apres le traitement initial d'induction, une surveillance de
la maladie résiduelle peut étre envisagée. Chez ces patients, la poursuite du
protocole de poly-chimiothérapie pour la consolidation et le maintien est a
envisager, en particulier pour les patients avec remission ayant une recherche
de maladie résiduelle minimale négative aprés induction. Si un donneur
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compatible est disponible, la consolidation avec une greffe allogénique peut
étre envisagée chez les patients avec maladie résiduelle positive. En outre,
une greffe allogénique peut également étre envisagée chez les patients
présentant des caractéristiques cytogénétiques a haut risque (hypodiploidie,
caryotype complexe, ou réarrangements MLL...) (NCCN guidelines, ALL

Version 2013).
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Partie Il: notions de bases sur la chromatine et | es mécanismes

epigénétiques impliqués dans la régulation des gene S

Chromatine — nucléosome - histones

Dans les années 1970, une digestion du noyau par des nucléases avait mis en
evidence des fragments d’ADN d’environ 200 paires de bases (pb)
(Williamson 1970). D’autres travaux ont par la suite montré que ces 200 pb
sont protégées contre la digestion par un complexe de poids moléculaire de
200kD portant des protéines identifiées comme les histones.

Les histones quant a elles, ont été identifiées des 1965. Elles sont : H2A, H2B,
H3 et H4, ainsi qu'une cinquieme histone, H1 (Phillips and Johns 1965). I
s’agit de petites protéines (100 a 130 acides aminés), trés basiques et bien
conservées au cours de I'évolution.

Kornberg et Chambon ont nommé ce complexe constitué des histones et de
I’ADN génomique le « nucléosome », et ont proposé qu’il soit I'unité de base
d’'une structure nommeée « chromatine ». Le nucléosome est formé de 147
paires de base d’ADN complexées avec 4 paires d’histones (Kornberg 1974;
Oudet et al. 1975).

Une approche par la microscopie électronique a révélé I'enchainement des
nucléosomes en « collier de perles » (Figure 6A) et la nature de la chromatine
comme succession de nucléosomes (Olins and Olins 1974; Oudet et al. 1975).
La biologie structurale a ensuite mis en évidence la nature exacte du
nucléosome et 'agencement des histones. En 1984, Richmond publie la
structure du nucléosome avec une résolution a 7 A (Richmond et al. 1984).
Les histones partagent la méme structure. Elles possédent un domaine
globulaire central interagissant avec d’autres histones : H2A avec H2B et H3
avec H4. Ces diméres d’histones s’associent entre eux pour former le
nucléosome sous forme d’un octamere d’histones (Figures 6B et 7) (Luger et
al. 1997).
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Figure 6. Trente années d’observation du nucléosome

(A) Visualisation d'une fibre de chromatine

(Olins and Olins 1974). A gauche :

collier de perles typique observé a faible force
ionique (barre d’échelle de 30 nm). A droite,
nucléosome individuels obtenus aprés
digestion a la nucléase microccocale (barre
d’échelle 10 nm).

(B) Nucléosome cristallisé & 2,8 A (Luger et al. 1997) Les 4 paires d’histones sont
situés au centre et entouré de 146 paires de base d’ADN. Le nucléosome est vu de

face a gauche, de profil a droite.

phosphorylation... et bien d’autres (Tan et al.

Les histones portent également une
partie non-structurée appelée queue
N-terminale sortant du cylindre formé
par les domaines globulaires. Ces
gueues N-terminales  sont  trés
accessibles et donc constituent le siege
de nombreuses modifications
post-tranductionnelles des histones
comme l'acétylation, la méthylation, la
2011).
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Figure 7. Le nucléosome et ses constituants

(A) Repliement d’'une histone de cceur en « histone fold ». Les cylindres
représentent des hélices a.

(B) Schématisation d’une interaction dite en poignée de main entre deux
« histones fold » . Ce type d'interaction est impliqué dans la formation des diméres
H2A-H2B et des interactions H3-H4.

(C) Structure dun dimere H2A-H2B , respectivement en rouge et violet
(Khorasanizadeh 2004). L'interaction en forme de poignée de main est nettement
visible.

(D) Structure d'un tétramere H3-H4 , respectivement en vert et jaune
(Khorasanizadeh 2004).

(E) Structure du nucléosome . L’ADN s’enroule d'1,7 tours autour de la particule de
coeur. Le nucléosome a une forme de cylindre trapu, de 13 nm de diameétre et de 11
nm d’épaisseur. Le nucléosome est présenté de face a gauche, et de cété a droite.
Les couleurs des histones sont décrites en (C) et (D), et chaque brin d’ADN est dans
une teinte de bleu différente. Adapté de (Khorasanizadeh 2004).
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L'’ADN reliant les nucléosomes est protégé par la cinquieme histone appelée
pour cette raison « histone de liaison » (H1). Les H1 sont impliquées dans la
formation d’un ordre supérieur dans l'organisation de la chromatine mais la
nature exacte de leur role est encore I'objet de débats (Khochbin 2001).

Des techniques modernes notamment celles utilisant le séquencage paralléle
en masse ont récemment démontré I'existence de domaines génomiques
distincts appelés domaines topologiques (Dixon et al. 2012). La nature exacte
des éléments responsables de cette organisation de la chromatine et du

génome reste encore inconnue.

Epigénétique - épigénome

Aristote (-384 -322) avait qualifié le processus de transformation d’'un ceuf en
un organisme « épigenese ». L'idée de I'épigénese se posait dans le cadre
global du probleme du développement embryonnaire. L'épigenése s’opposait
a l'idée du développement d’'un étre miniature préformé. Ces débats étaient en
réalité loin du sens moderne du terme « épigénétique » proposé au départ par
le biologiste Conrad Hal Waddington (1905-1975). Waddington a proposé
'existence d’une interaction entre les genes et leurs produits et I'impact de
cette interaction dans le phénotype. Notamment il s’est intéressé a I'impact
des parametres physiques, chimiques et environnementaux comme la
température et les drogues, sur le développement embryonnaire (Waddington
1952).

Aujourd’hui I'épigénétique se réfere a un ensemble d’informations héritables
qui impacte I'expression des genes sans qu’elles soient directement codées
par le génome.

Les mécanismes épigénétiques reposent largement sur les modifications
chimigues des histones et de I'ADN. lls peuvent également comprendre
l'utilisation de variants non-canoniques des histones (variants d’histone,
incorporés a la place des histones canoniques) et des ARN non-codants
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capables de modifier I'expression des genes de maniére héritable.
L'établissement de I'épigénome repose donc sur des systémes enzymatiques
gui modifient les histones et I'ADN.

En ce qui concerne ’ADN, la modification la plus couramment étudiée est la
méthylation (Figure 8). Cette modification chimique correspond a une
méthylation de la cytosine en 5-méthylcytosine dans les séquences C-G de
I’ADN génomique. Les enzymes capables d’assurer cette modification sont les

DNA-méthyltransferases.
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Figure 8. Méthylation de I'ADN

(A) Mécanisme réactionnel . Le carbone 5 d’'une cytosine est méthylé a partir du
substrat S-adénosyl-L-méthionine. Cette réaction est catalysée par les ADN methyl
transférase (DNMT).

(B) La cytosine est sortie de I'hélice par les DNMT, afin pouvoir méthyler son carbone
5. Tiré de (Goll and Bestor 2005).

Les histones sont également modifiées par des enzymes capables d’agir sur
des acides aminés spécifiques. Récemment un grand nombre de
modifications d’histones a été découvert (Tan et al. 2011). Nous ne

connaissons pas encore toutes les enzymes impliquées dans la mise en place
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ou l'enlevement de ces modifications. Néanmoins les familles des plus
étudiées sont les histone acétyltransférases (HAT) (Figure 9) et les
histone-déacétylases (HDAC) (Figure 10), les histones méthyltransferases

(HMT) et les histone-déméthylases (HDM) (Allis et al. 2007).

Histone acétyltransférase Substrat Facteurs
Famille GNAT

HAT1 H4 C-MYB

GCN5 H3, H4

PCAF H3, H4 HMG17, P53, MYOD, E2F, TFIIE, TFIIR
P300/CBP

HMG1, P53, c-MYB, NikB, GATAL,
P300/CBP H2A, H2B, H3, H4
EKLF, TFIIE, TFIIF, SP1, AML1

Famille MYST

MOz H3 AML1

MORF H2A, H3, H4

TIP60 H2A, H3, H4

Récepteurs nucléaires et co-Activateurs

ACTR H3, H4
TFIIC90 H3, H4
TAFII250 H3, H4 TFIIE

Figure 9 Principales Histones Acétyltransferases (HAT) eucar  yotes (D’aprés
(Turner 2005))
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Figure 10 Les histones déacétylases (HDAC)

Les HDAC sont réparties en trois classes, basées sur leur homologie avec un
membre fondateur de levure. Les HDAC de classe | sont homologues a RPD3, celles
de classe Il a HDA1 et de classe Ill a SIR2. Les domaines colorés représentent le
domaine déacétylase. La longueur de chaque protéine a été indiquée. D’aprés
(Khochbin et al. 2001).
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Partie Ill : Activation ectopique de génes dans les cancers

Introduction générale ou préambule

Les cellules cancéreuses utilisent leur répertoire de genes normaux pour
'acquisition de nouvelles propriétés et deviennent ainsi dépendantes de

I'activation ectopique de ces genes.

La transformation maligne des cellules est caractérisée par I'acquisition d'au
moins huit nouvelles capacités biologiques (Hanahan and Weinberg 2011)
(Figure 11).Les cellules cancéreuses doivent reprogrammer leur génome afin
d'exprimer ces nouvelles propriétés biologiques ce qui leur permet d’atteindre
leur état de malignité. Comment un programme d'expression génique cohérent,
actif et opérationnel peut-il s’établir de novo ? La perte du contrdle de la
stabilité génétique et les mutations et réarrangements génomiques mineurs et
majeurs qui en résultent sont tres souvent considérés comme des éléments
essentiels dans [lapparition et la diversité des nouvelles fonctions
responsables de la transformation cellulaire. De surcroit, on sait maintenant
gue des modifications profondes de I'épigénome des cellules cancéreuses
accompagnent systématiquement la transformation oncogénique et
contribuent a la création d'un profil d'expression génique nouveau
indispensable a la cellule cancéreuse et a sa relative stabilité au fil du temps
(Shen and Laird 2013). Des recherches récentes ont démontré que les cellules
cancéreuses puisent également largement dans leur réservoir de genes
normalement silencieux pour assurer ces nouvelles fonctions biologiques en
activant des programmes d'expression génique inattendus. Les géenes activés
de maniere ectopique au cours du processus de transformation maligne des
cellules, du fait des bouleversements génétiques ou épigénétiques, permettent
aux cellules cancéreuses d'utiliser de nouvelles voies de signalisation
moléculaires nécessaires pour l'acquisition de nouvelles propriétés par ces
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cellules (Wang et al. 2011).

Sustaining
Proliferative
signaling
Deregulating i / N
Cellular gl ! ‘
energetics | ’
Ectopic activation Avoiding
Resisting P Immune
o .
Cell s destruction
death tissue-specific
Q genes
Inducing ﬁ - '
angiogenesis
Genome Tumor-
Instability &  Promoting
mutations  inflammation

Figure 11. Nouvelles propriétés acquises par les ce llules cancéreuses .
Reproduit d’aprés (Hanahan and Weinberg 2011) et (Rousseaux et al. 2013b).

Une hypothese plausible est que, parmi les nombreux genes qui soutiennent
les caractéristiques d'un cancer, la plupart seraient tout simplement des génes
normalement silencieux, présents dans le génome de toutes les cellules, mais
dont I'expression est normalement limitée a un type cellulaire donné, ou a un
stade de développement spécifique.

Le laboratoire d’accueil a démontré récemment que, parmi tous les types
cellulaires, les cellules germinales males sont celles qui expriment le plus
grand répertoire de génes dont I'expression est spécifiquement restreinte a un
seul tissu (dans ce cas, le tissu germinal), et que bon nombre d'entre eux sont
réactivés de maniére ectopique dans quasiment tous les cancers (Rousseaux
et al. 2013a).

En conséquence, les cellules en cours de transformation maligne ont la
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possibilité d'utiliser leur réservoir de genes normalement spécifiques des
cellules de la lignée germinale male pour y prendre les différents blocs de
construction nécessaires a I'acquisition de nouvelles fonctions. Les questions
fondamentales suivantes en découlent. Pourquoi les cellules germinales
males utilisent-elles un si grand nombre de genes spécifiques ? Pourquoi ces
genes sont-ils strictement « verrouillés » dans un état réprimé dans toutes les
cellules somatiques ? Comment les fonctions « hors contexte » de ces genes
aident-elles a la transformation maligne ?

Les cellules germinales males sont uniques dans tout l'organisme non
seulement parce qu'elles subissent une recombinaison méiotique des génes
et des chromosomes, mais aussi parce qu'elles activent un programme
génétique hautement spécialisé conduisant a la genése des seules cellules de
'organisme capables de quitter leur site de production et de « migrer » a
travers I'environnement « hostile » d'un autre organisme (voir ci-dessous).
L'acquisition de ces fonctions extraordinaires repose sur des genes
spécifiqgues, dont certains sont spécialisés pour agir sur le génome et en
modifier profondément ['organisation. En particulier, aprés la méiose, des
facteurs trés spécifiques sont responsables de la réorganisation globale, a
I'échelle du génome dans sa globalité, affectant le génome male. Il s’agit de
I'hyperacétylation pangénomique des histones, suivie de leur enlevement et
de l'assemblage de nouvelles structures pour I'«emballage » et la
compaction extréme de '’ADN dans le spermatozoide (Gaucher et al. 2010).
Bien gu’ils soient encore tres méconnus, la plupart des facteurs responsables
de ces événements, comme par exemple Brdt (Gaucher et al. 2012),ont une
expression restreinte au testicule et les génes correspondant sont silencieux
dans les autres types cellulaires. lls peuvent cependant étre activés de
maniéere aberrante dans les cancers (Rousseaux et al. 2013a). Il est de ce fait
envisageable que, entre autres actions, I'activation ectopique de ces facteurs
puisse a son tour altérer durablement le génome et I'épigénome, et ainsi
contribuer a I'établissement et au maintien d’'un état modifié de I'expression
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génique. Des données issues de lutilisation d'un modele élégant de
tumorigenése inductible apporte une base expérimentale solide pour étayer
cette hypothése. En effet, dans un modéle de tumeur inductible du cerveau
chez la drosophile, la transformation maligne est non seulement associée a
l'activation ectopique d'une variété de genes spécifiques de la lignée
germinale, mais aussi en est trés dépendante (voir plus bas) (Janic et al. 2011)
Dans le cas des cancers du poumon humain, notre laboratoire a observé que,
parmi plusieurs centaines de genes spécifiques males et placentaires actives
de maniere ectopique, 26 sont étroitement associés aux tumeurs les plus
agressives susceptibles de développer des métastases (Rousseaux et al.
2013a).0n ne sait pas encore si l'activation de ces géenes « per se » est
réellement nécessaire pour le développement de l'agressivité tumorale, mais
elle a permis didentifier les tumeurs présentant des -caractéristiqgues
communes frappantes, en dépit des différences de leurs origines
histo-pathologiques. Ces tumeurs agressives sont associées a une tres forte
augmentation des niveaux d'expression des génes codant pour des facteurs
nucléaires alimentant la prolifération cellulaire, et a une diminution de
'expression des genes codant pour des facteurs de membrane et de
signalisation, dont un grand nombre sont impliqués dans la réponse
immunitaire. Ce profil d'expression génique « agressif » peut expliquer au
moins deux des propriétés acquises des cancers: eviter la destruction
immunitaire de la tumeur et encourager la prolifération cellulaire. Il est
probable que ces propriétés nouvellement acquises dépendent directement
des génes sous-jacents activés de maniere ectopique. L'hypothése que les
cellules cancéreuses utilisent I'expression des genes ectopiques pour établir
de nouvelles fonctions, nous améne a suggérer que les cellules du cancer du
poumon pourraient devenir « dépendantes » de ces facteurs. La situation
serait en quelgue sorte semblable a celles des tumeurs du cerveau chez la
drosophile, ou la prolifération cellulaire devient dépendante de l'activation
ectopique de certains génes de la lignée germinale (Janic et al. 2011).
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L'extinction de ces activations géniques ectopiques, qui permettent trés
vraisemblablement a toutes les cellules cancéreuses d’acquérir et de
conserver leur état de malignité, pourrait donc étre une approche
thérapeutique trés prometteuse. Les travaux de recherche récents du
laboratoire apportent une preuve de principe permettant d'étayer cette
hypothése dans le cas du lymphome diffus a grandes cellules B (DLBCL). En
effet, ces travaux ont mis en évidence que la surexpression d'un gene
spécifique, CYCLON, normalement exprimé principalement dans le testicule,
est associée a une diminution de réponse a la chimiothérapie en association
avec l'anticorps monoclonal Rituximab, le traitement standard actuel pour ce
type de cancer. Fait encore plus intéressant, la régulation négative de
CYCLON par des inhibiteurs pharmacologiques a permis de rétablir la
sensibilité des cellules tumorales au Rituximab (voir plus bas) (Emadali et al.
2013).

Ainsi, un axe d’avenir est une recherche visant a la compréhension des

mécanismes sous-jacents aux activations ectopiques de genes dans le cancer

et I'identification d’approches spécifiques permettant leur extinction.

Génes spécifiques impliqués dans la programmation d u génome male

Les cellules germinales males sont caractérisées par [I'activation d'un
programme d’expression génique hautement spécifique.

La spermatogénese, le processus de différentiation des cellules germinales
males, se déroule en plusieurs étapes (Figures 12 et 13). Au cours des phases
pré-méiotiques les cellules germinales diploides, ou spermatogonies, se
divisent par mitoses. Cette étape permet d’une part le renouvellement du tissu
germinal, et dautre part I'engagement d'une proportion définie de
spermatogonies dans les étapes méiotiques. Au cours de la méiose, les
spermatocytes subissent des réarrangements génomiques considérables du
fait des recombinaisons génétigues entre chromosomes homologues, puis des
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deux divisions nucléaires successives assurant le passage de I'état diploide a
un état haploide. Les spermatides, cellules haploides issues de la méiose,
subissent une maturation finale sans division, ou spermiogénese, au cours de
laquelle elles acquiérent les caractéristiques spécifiques du spermatozoide :
perte du cytoplasme, acquisition du flagelle, formation de I'acrosome, et

réorganisation globale et compaction du génome male.
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Figure 12. Organisation du testicule adulte
(A) Coupe transversale d’'un testicule humain. Dessin d’'une coupe en paraffine x2,5.
(B) Organisation des tubes séminiferes dans le testicule humain. Dessin

semi-schématique.
(C) Portion de I'épithélium séminifere dans un tube séminifére. Dessin sur la base
d’'une coupe semi-fine x900.
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Figure 13. Déroulement de la spermatogénese

La spermatogénese se déroule de bas en haut. Les spermatogonies (Al a A4, et B)
se divisent par mitose lors de la phase de prolifération (Prol). La méiose est la période
la plus longue et est composée des stades préleptoténe (PI), leptoténe (L), zygotene
(2), pachythene (eP, mP et LP). La premiere division méiotique (M1) a lieu au stade
diplotéene, et donne naissance aux spermatocytes secondaires. La deuxieme division
méiotique (M2) produit les spermatides haploides. La différenciation des spermatides
rondes passe par 7 stades, avant de se différencier en spermatides allongées (stade
8), condensées, et finalement en spermatozoides.
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La compaction post-méiotique du génome male est un processus hautement
conserveé, puisqu’il présente des similitudes avec la formation du pollen chez
les plantes ou la sporulation chez les levures. Dans de nombreuses especes,
incluant les mammiféres et I'hnomme, dans les phases post-méiotiques de la
spermatogenéese, les histones, protéines associées de maniére universelle a
'ADN pour former la chromatine nucléosomale (voir ci-dessus la partie
« chromatine »), sont enlevées et remplacées par de petites protéines
basiques spécifiques de la lignée germinale, les protéines de transition (TP),
puis les protamines (Figure 14). Ces dernieres s’associent et compactent
'ADN dans le spermatozoide. Cet « emballage » spécifigue de 'ADN male
dans le spermatozoide mature assure sa protection contre les dangers
associés a sa migration hors de I'organisme male, a travers I'appareil génital
femelle, et son long voyage jusqu’a I'ovocyte, auquel il doit apporter un génome

haploide paternel integre.
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Figure 14. Composants de la chromatine au cours de la spermat  ogénése

Les composants majeurs de la chromatine et leurs modifications post traductionnelles
sont présentés. Les variants d’histone sont incorporés a la chromatine au cours de la
méiose, a l'exception d’HILS, H1t2 et H2AL1/2. Les protéines de transition et les
protamines replacent les histones dans les stades finaux de différenciation. La
distribution temporelle des modifications post traductionnelles majoritaires des
histones est présentée (A, acétylation; U, ubiquitination; M, méthylation; P,
phosphorylation). From (Govin et al. 2004).

La maturation des cellules germinales males est associée a une
reprogrammation globale du génome male, un processus unique se déroulant
en plusieurs étapes (Boussouar et al. 2008; Govin et al. 2004; Rousseaux et al.
2005).Une démeéthylation et reméthylation du génome entier caractérisent les
premiéres étapes de la programmation du génome male, au cours desquelles
les promoteurs de genes spécifiques de la lignée male et leurs éléments
régulateurs acquiérent leur profil spécifique de méthylation et de modifications
de la chromatine (Rousseaux et al. 2005). C'est cependant aprés la méiose
gue le génome haploide subit la reprogrammation la plus drastique,
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caractérisée par un enlevement de presque I'ensemble des histones suivi de
I'assemblage successif des protéines de transition et des protamines (Gaucher
et al. 2010). En effet, au cours de ce processus, les nucléosomes, représentant
la structure de base universelle de compaction du génome chez les eucaryotes,
sont remplacés par une nouvelle forme d’emballage ou I'ADN est compacté du
fait de son association a de petites protéines basiques, appelées protamines.
Bien que ces modifications post-méiotiques soient d'une importance capitale
pour la procréation et constituent une étape essentielle dans le cycle de vie, la
plupart des mécanismes controlant ['établissement de cette nouvelle
organisation du génome des gameétes males restent inconnus (Rousseaux et al.
2011). Cependant, d’apres les études publiees, deux événements essentiels
affectant le génome male lors de sa reprogrammation sont susceptibles
d’induire une déstabilisation a grande échelle de I'organisation “type somatique”
du génome et d'initier le processus de transition vers une nouvelle structure.
Tout d'abord, des variants d'histones testiculaires sont synthétisées en
guantités considérables et incorporés aux cours des stades méiotiques et
post-méiotiques. Il a été démontré que la plupart de ces variants d’histone sont
capables d’induire une déstabilisation du nucléosome. De plus, juste avant leur
remplacement, les histones subissent une hyperacétylation globale, ce qui
contribue aussi a la décompaction de la chromatine (Gaucher et al. 2010). Ces
événements, ainsi que le « démontage » ultérieur de la chromatine et le
« reconditionnement » du génome en une structure compacte et spécifique,
sont contrélés par un ensemble de facteurs spécifiguement exprimés dans les
cellules germinales males. Bien que certains d'entre eux soient en cours
d'identification, beaucoup restent encore a deécouvrir et a caracteriser

fonctionnellement (Rousseaux et al. 2011).

Ainsi il est important que I'expression des génes codant pour les facteurs
impliqués dans les étapes successives du processus hautement spécifique de
programmation du génome male soit aussi hautement contrblée, afin que
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ceux-ci ne s’activent que dans les cellules germinales males, au moment ou
leur action est nécessaire. C'est pourquoi ces genes, bien que présents dans
toutes les cellules, sont maintenus silencieux dans les cellules non germinales
(c’est-a-dire les cellules somatiques) par des mécanismes épigénétiques

induisant et maintenant de maniére stable une chromatine répressive.

Origine des activations ectopiques dans les cancers

Les activations ectopiques de génes sont une conséquence des dérégulations

épigénétiques qui caractérisent les cellules cancéreuses.

La transformation cellulaire maligne perturbe profondément la plupart des
réseaux de régulation responsables des profils d'expression génigque qui
normalement caractérisent chaque type cellulaire. On sait a présent avec
certitude que des altérations génomiques dramatiques telles que des
amplifications, des délétions et de nombreuses mutations affectant des génes
différents, sont a l'origine de la croissance et la progression tumorale. En plus
de ces variations génétiques, des modifications globales de I'épigénome
accompagnent tous les cancers (Shen and Laird 2013). Dans ce cadre, la
plupart des recherches menées jusqu'a présent ont porté soit sur la perte
d'expression d'une catégorie spécifique de genes, reconnus comme
« suppresseurs de tumeurs », en raison d'anomalies génétiques et/ou
épigénétiques, soit, au contraire, sur les conséquences fonctionnelles de la
régulation positive de genes ou l'activation constitutionnelle de certains
facteurs inducteurs du cancer par des mutations addictives ou des
amplifications géniques (Hanahan and Weinberg 2011). En revanche,
l'activation ectopique de genes normalement silencieux semble susciter
beaucoup moins d'attention. En effet, dans de nombreux cas, I'expression des
facteurs spécifiques du tissu en dehors de leur contexte normal, physiologique
passe inapercgue.
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Des altérations globales de I'ensemble du génome et de I'épigénome affectent
presque sans exception toutes les cellules cancéreuses (Berdasco and
Esteller 2010). Une perte générale de la méthylation de I'ADN, ainsi que de
certaines marques d’histones, et un gain de méthylation au niveau de certains
ilots CpG, sont maintenant reconnus comme des caractéristiques universelles
de l'oncogenese (Esteller 2007). Ces modifications ont des répercussions
profondes sur I'expression des géenes conduisant a la répression de certains
genes et lactivation non programmeée, ectopique, d’autres genes. Les
conséquences oncogéenes de la méthylation aberrante de génes cruciaux tels
gue les genes suppresseurs de tumeur ont fait I'objet d'intenses recherches par
de nombreux laboratoires (Sincic and Herceg 2011). Au cours des vingt
dernieres années, les investigateurs recherchant des antigénes spécifiques de
tumeurs, ont remarqué, dans les cellules cancéreuses, I'expression anormale
d'un groupe de génes qui devraient normalement étre exprimés seulement
dans les cellules germinales males (Simpson et al. 2005). Certaines études ont
montré que [lactivation aberrante de ces geéenes reflete I'altération les
mécanismes épigénetiques contrélant leur répression dans les cellules
somatiques normales (Karpf 2007; Karpf and Jones 2002; Rousseaux and
Khochbin 2009). En dépit du nombre croissant dans la littérature d’études
rapportant la dérépression de génes spécifiqgues des cellules germinales males
dans différents types de cancers, on sait peu de choses sur l'impact de leur
activité hors contexte sur la transformation maligne des cellules. Etant donné
gue certains de ces génes spécifiques des cellules germinales codent pour des
régulateurs épigénétigues puissants jouant un role essentiel dans la
reprogrammation de génome male (Rousseaux et al. 2011), on peut proposer
gue l'activation aberrante de ces facteurs au cours de la transformation des
cellules somatiques en cellules malignes puisse induire des événements de
reprogrammation anormaux affectant I'épigénome qui a leur tour conduirait a
I'’émergence de clones de cellules cancéreuses entierement transformées.
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Les activations ectopiques de génes normalement sil encieux sont

associées a tous les types de cancer

Afin de détecter I'expression aberrante des genes spécifiques du type de
cellule et normalement silencieux dans les cellules cancéreuses, il est
indispensable de considérer non seulement une définition préalable des profils
physiologiques d'expression génique, mais aussi d'établir des criteres précis
pour définir le seuil permettant de distinguer entre les états inactif ou actif de
I'expression du géne dans un transcriptome de cancer donné. Dans de
nombreuses études, ces deux parametres n‘ont pas été pris en compte, et par
conséquent les activations ectopiques de genes sont passées inapergues.
Dans ce contexte, une analyse de la littérature montre que des activations de
géenes non programmeées sporadigues ont été décrites. Dans quelques cas,
des analyses fonctionnelles ont été réalisées et ont démontré la contribution
de ces expressions ectopiques a l'oncogenése, la progression et la survie
tumorale (Rousseaux and Khochbin 2009; Wang et al. 2011). Récemment le
laboratoire a entrepris la recherche systématique de l'expression aberrante
des genes spécifiques d'un tissu dans les cancers. Ce travail a démontré que
les activations ectopiques des génes normalement silencieux spécifiques du
tissu, se produisent a grande échelle dans tous les cancers (Rousseaux et al.

2013a).

Réle oncogéne des activations ectopiques : exemples

Les exemples suivant mettent en évidence le concept selon lequel I'activité
ectopique de genes spécifigues du tissu pourrait étre déterminante dans
'oncogenese. De plus ces genes représentent une source universelle de
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biomarqueurs et leur caractérisation fonctionnelle permet d’espérer le

développement de nouvelles stratégies thérapeutiques.

Les recherches visant a l'identification d'antigénes spécifiques de la tumeur
constituent un tournant dans la révélation de la survenue de l'activation
ectopique des genes spécifiques d'un tissu normal dans les cancers. En effet,
les premiéres recherches dans ce sens ont montré que les antigenes
tumoraux identifiés étaient en fait des genes normaux, mais dont I'expression
est normalement spécifigue des cellules germinales males, mais qui se
trouvaient anormalement exprimés hors de leur contexte physiologique dans
les cellules cancéreuses étudiées. Ces observations ont donné source a de
nombreux programmes de recherche dédiés a explorer leur utilisation comme
biomarqueurs et pour des stratégies dimmunothérapie (Rousseaux and
Khochbin 2009). Cette recherche sur l'activation ectopiqgue des génes
spécifiqgues du testicule dans les cancers a continué, mais d'autres groupes
ont aussi rapporté lI'expression non programmée dans différents types de
cancer, d’autres genes normalement exprimés dans I'embryon et au cours du
développement (Naxerova et al. 2008), ou encore dans une variété de cellules
adultes et différenciées, allant des neurones (Relogio et al. 2005; Rousseaux
et al. 2013a) aux mégacaryocytes / plaguettes (Timar et al. 2005). Ces
observations suggérent, dans I'ensemble, que les cellules cancéreuses sont
confrontées a une grave perte d'identité et expriment une variété de genes

spécifiques d’un tissu qui normalement devraient étre silencieux.

Les cellules cancéreuses « puisent » dans ce réservoir de géenes actives de
maniéere ectopique pour acqueérir les nouvelles propriétés requises des cellules

malignes.

Régulateurs épigénétiques
Des régulateurs épigénétiques, normalement spécifiquement impliqués dans la
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réorganisation du génome des cellules germinales males, sont activés dans les
cellules cancéreuses.

Bien que la recherche actuelle soit loin d’apporter une image compléete de
'ensemble des régulateurs épigénétiques qui interviennent dans la mise en
place de I'épigénome des cellules germinales males, certains facteurs
déterminants ont été déja identifiés (Rousseaux et al. 2011), et I'activation
aberrante dans les cellules cancéreuses de plusieurs d’entre eux a été mise en

évidence (Rousseaux and Khochbin 2009).

Parmi ces facteurs, on peut citer Dnmt3L , une forme catalytiquement inactive
de DNA méthyltransférase. Dnmt3L interagit avec les DNA méthyltransférases
Dnmt3a/3b (qui méthylent TADN « de novo ») et stimule leur activité catalytique,
jouant ainsi un réle important dans I'établissement de la méthylation de I'ADN
dans les rétroposons et de loci génomiques spécifiques dans les cellules
germinales (Klose and Bird 2006). Dnmt3L est activée de maniére aberrante
dans plusieurs types cancers et, du fait de sa capacité a accroitre |'activité DNA
meéthyltransférases « de novo, pourrait contribuer a la méthylation anormale

d'flots CpG induisant ainsi un « silencing » pathologique (Gokul et al. 2009).

Outre les facteurs impliqués dans la méthylation de I'ADN, les cellules
germinales expriment également des lecteurs de code des histones

spécifiques.

Brdt, une protéine contenant deux bromodomaines (les bromodomaines sont
des modules permettant la reconnaissance et la liaison aux histones
acétylées),est I'un de ces facteurs dont I'expression est restreinte aux cellules
germinales males (Pivot-Pajot et al. 2003). Cette protéine, via ses
bromodomaines, reconnait spécifiguement la chromatine hyperacetylée, et elle
est capable d’induire une compaction de la chromatine dépendante de
I'acétylation des histones acétylation (Moriniere et al. 2009). Fait intéressant,
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une investigation récente a montré que Bdfl, I'orthologue de Brdt chez la levure,
est également exigée pour la compaction du génome suivant I'acétylation des
histones pendant les phases post-méiotiques de sporulation (Govin et al. 2010),
confirmant ainsi un réle particulier pour Brdt/Bdfl dans le remodelage de la
chromatine acétylée. Ici encore, l'activation anormale, ectopique, de BRDT
dans les cellules somatiques (Scanlan et al. 2000) pourrait conduire a une
altération a grande échelle de la chromatine acétylée dans les cellules

cancéreuses.

Inversement, des travaux ont permis la caractérisation fonctionnelle de certains
facteurs testiculaires exprimés hors contexte dans les cellules cancéreuses
somatiques suggérant pour ces facteurs un rb6le comme régulateurs de
'epigenome dans leur contexte physiologique, lors de la maturation des
cellules germinales.

L'un de ces facteurs est NUT (protéine nucléaire testiculaire), codée par un
géene normalement spécifiquement exprimé dans les cellules germinales males,
mais se trouvant activé de maniere aberrante dans un groupe de carcinomes
trés agressifs, connus sous le nom NUT-Midline Carcinoma (NMC), touchant
des enfants et des adultes de tous ages (Hsieh et al. 2009). Dans ce cancer,
une translocation chromosomique fusionne la protéine & double
bromodomaine d’expression ubiquitaire, BRD4, au cadre de lecture presque
complet de NUT prenant ainsi le controle de son expression. Les investigations
récentes du laboratoire montrent que NUT interagit fortement avec I'histone
acétyltransférase (HAT) p300 et stimule considérablement son activité
catalytigue (Reynoird et al. 2010) (Figure 15). Ces résultats suggéerent
également que la fonction normale du NUT dans les cellules germinales
pourrait étre de stimuler I'activité¢ HAT de p300/CBP, ou d’autres HATS, et ainsi
de contribuer a la vague d'hyperacétylation des histones dans les cellules
post-méiotiques aboutissant au relachement de la chromatine et au
remplacement des histones. Dans les cellules de NMC, la fusion BRD4-NUT
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crée un « super-acétylateur » des histones, ce qui induit la formation de
domaines de chromatine hyperacetylée du fait de l'action combinée des
bromodomaines de BRD4 et de la stimulation de I'activité p300 par NUT, par un
meécanisme d’amplification fonctionnelle qui modifie completement le paysage

épigénétique des cellules affectées (Reynoird et al. 2010).
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Figure 15. R6le oncogénique de la protéine de fusio n BRD4-NUT dans le
Carcinome Non différentié de la Ligne Médiane (NUT Midline Carcinoma, ; « NMC).
D’apres les données de (Reynoird et al. 2010).

Un autre facteur d’expression prédominante dans le testicule et capable d’agir
sur la chromatine est ATAD2. La protéine héberge un domaine AAA-ATPase

responsable de sa multimérisation et un bromodomaine permettant sa fixation
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a la chromatine. Le laboratoire a montré que ce bromodomaine, au moins dans
le cas d'un variant d'épissage testicule spécifique, est capable de se lier
spécifiguement a l'histone H4 acétylée sur sa lysine 5 (acétyl-K5). ATAD2
semble contrdler la dynamique de la chromatine et pourrait également jouer un
réle important dans la reprogrammation du génome male dans les étapes
post-méiotiques, a un moment ou il est abondamment exprimé (Caron et al.
2010). De maniére surprenante, ATAD2 est activé dans un grand nombre et
une grande variété de cancers somatiques n'ayant aucun rapport entre eux, et,
dans plusieurs cas, sa surexpression a été corrélée a une durée de survie
significativement plus réduite (Caron et al. 2010; Cir6 et al. 2009; Kalashnikova

et al. 2010).

Enfin, Boris , d’expression testiculaire spécifique, est un paralogue du gene
CTCF, qui a été récemment identifié comme régulateur critique d'autres génes
spécifiques des cellules germinales males, et requis pour une spermatogenese
normale (Suzuki et al. 2010). L'activation aberrante de BORIS pourrait ainsi
affecter le programme d'expression génique des cellules somatiques et dans
certains cas pourrait activer plusieurs autres genes spécifiques du testicule
normalement silencieux (Hong et al. 2005; Kang et al. 2007; Klenova et al.
2002; Sun et al. 2008; Vatolin et al. 2005).

Il existe tres probablement beaucoup d'autres régulateurs épigénétiques
importants spécifiques des cellules germinales qui se trouvent activés dans les
cellules cancéreuses, mais, en I'absence de connaissances sur la fonction et la
nature des facteurs impliqués dans la reprogrammation du génome male, ils ne

sont a I'neure actuelle pas encore identifiés.

Régulateurs de la transcription

Certains facteurs testiculaires actives dans les cellules somatiques

cancéreuses sont impliqués dans la régulation de la transcription.
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L'activité « hors contexte » des facteurs mentionnés ci-dessus a le potentiel
d’affecter profondément et globalement I'epigenome des cellules. Cependant
plusieurs investigations récentes ont montré la capacité d’autres facteurs
exprimés de maniére ectopique a modifier I'activité de transcription cellulaire et
par conséquent a perturber une voie de régulation en aval. La plupart des
données sur cet aspect concernent les protéines codées par des genes dits
« cancer-testis » (C/T) de la famille MAGE comme régulateurs de l'activité de
p53. Les premiers travaux ont montré que plusieurs membres de la famille
MAGE peuvent supprimer l'apoptose p53-dépendante dans des lignées
cellulaires de mélanome (Yang et al. 2007). Des investigations détaillées ont
démontré la capacité d'un membre spécifique, MAGEAZ2, a recruter HDAC3 et
a induire la déacétylation de p53 et son inactivation apres un traitement
génotoxique (Monte et al. 2006). En outre, une fonction nouvellement
découverte des membres de la famille MAGE est la stimulation de la boucle E3
ubiquitine ligases, qui seraient responsables de la dégradation par le
protéasome d'une variété de facteurs cellulaires essentiels. A titre d’exemple,
le complexe MAGE-C2-TRIM28 est capable d’induire l'ubiquitination et la
dégradation de p53 (Doyle et al. 2010).

En plus de la modulation de l'activité de p53, les membres de la famille MAGE
peuvent également affecter plusieurs circuits de régulation de transcription
indépendants tels que ceux contrdlés par le récepteur des androgénes. En
effet, MAGE-11, un autre membre de la famille MAGE, a la capacité de stimuler
I'activité transcriptionnelle de ce récepteur (Bai and Wilson 2008). Un facteur
de transcription également contrélé par des membres de la famille MAGE est
Hifl-a. MAGE-11, ainsi qu'un élément étroitement lié, MAGE-9, interagissent
avec la principale enzyme d'hydroxylation d’Hifl-a, PHD2, diminuant son
activité catalytique. La prolyl-hydroxylase catalyse I'’hydroxylation spécifique de
Hifl-a induisant sa dégradation par le protéasome. L'expression aberrante de
MAGE-11/9, dans les tumeurs conduit donc a la stabilisation de Hif1-a et la
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stimulation de I'angiogenese et du métabolisme glycolytique (Aprelikova et al.
2009). Enfin, MAGE-AL, par le recrutement de HDAC1, peut transformer un
activateur transcriptionnel, SKIP, en un répresseur et ainsi modifier |'état de

I'expression génique des cellules cancéreuses (Laduron et al. 2004).

Le géne p53 apparait comme une cible importante de l'activité hors contexte
des facteurs « cancer/testis » (C/T). En effet, un autre membre de facteurs C/T,
CAGE, utilise HDAC2 pour réprimer I'expression du gene p53 dans des
lignées cellulaires de mélanome et leur confére ainsi une résistance a
I'apoptose induite par les agents cytotoxiques (Kim et al. 2010).

L'activité hors contexte de la protéine de fusion NUT- BRD4 affecte également
les fonctions de p53 par la séquestration du CBP / p300 dans les foyers
BRD4-NUT, ce qui empéche lactivation de p53 dans la réponse aux

traitements génotoxiques (Reynoird et al. 2010).

Comme les membres MAGE, NUT et CAGE contrélent également d'autres
circuits de transcription critigues. Un travail récent a montré qu'une
meétalloprotéase de matrice MMP-2 pourrait étre induite par I'action de CAGE
sur la voie transcriptionnelle de NF-kB et AP1 (Kim and Jeoung 2009). De
méme, NUT en fusion avec Brd4 agit sur CBP/p300 et a le potentiel d'affecter
I'expression non seulement de p53 mais aussi celle des nombreux génes

controlés par ces HATs (Reynoird et al. 2010).

Les facteurs testiculaires activés de maniére ectopique dans les cancers
peuvent également activer un programme de prolifération cellulaire . En effet,
il est décrit que le facteur C/T CAGE utilise les facteurs de transcription AP-1
et E2F-1 pour activer des cyclines de Type D1 et E, favorisant ainsi la
progression de la phase G1 a S (Por et al. 2010). Fait intéressant, ATAD2
active également un programme de prolifération des cellules cancéreuses lors
de son activation aberrante. ATAD2 agit de deux maniéres comme régulateur
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de la prolifération cellulaire : d’'une part il coopére avec des facteurs critiques
tels que Myc (Cir6 et al. 2009) et E2F-1 (Revenko et al. 2010) et d’autre part il
affecte spécifiguement ou globalement I'expression des génes en modifiant

I'expression des histones méthyltransferases MLL et EZH2.

Enfin, l'activation aberrante dans les cellules cancéreuses des voies
impliqguant les ARNs spécifigues des cellules germinales représente
également un mécanisme important pour les altérations globales ou
spécifigues de l'expression des genes dans les cellules transformées. Par
exemple, il a été montré que PIWIL2, membre de la famille de genes
PIWI/AGO, normalement exprimé spécifiquement dans les testicules, est
exprimée hors contexte dans une variété de cancers (He et al. 2010 ; Lee et al.
2006; Liu et al. 2010). Il est intéressant de noter que PiwiL2 se comporte
comme un oncogéne puissant et que son expression ectopique seule est
suffisante pour induire la transformation de fibroblastes via un mécanisme
impliquant le facteur anti-apoptotique Bcl-X (L) et le facteur de transcription

Stat3 (Lee et al. 2006; Ye et al. 2010).

Activation du programme d’expression génique des ce llules germinales

males et hypothéses concernant les mécanismes impli ques

L'expression ectopique de génes spécifigues du testicule s’associe a une
« crise d'identité » des cellules somatiques qui acquiérent une identité proche

de celle des cellules germinales.

Comme discuté précédemment, plusieurs régulateurs transcriptionnels
essentiels tels quU'ATAD2, CAGE et PIWIL2, pourraient activer un programme
d’expression de génes lié a la prolifération cellulaire. En fonction des
propriétés connues de certains facteurs épigénétiques testiculaires activés
dans les cellules cancéreuses, on peut émettre I'hypothese que leur action
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pourrait également activer un programme développemental spécifique. Cette
hypothése est soutenue par les données expérimentales obtenues dans un
travail décrivant I'expression ectopique de géenes germinaux dans des tumeurs
cérébrales malignes générées chez la drosophile (Janic et al. 2011). En effet,
une analyse détaillée de I'expression des genes liés au cancer dans ces
tumeurs du cerveau chez la drosophile induites suite a l'inactivation du gene
suppresseur de tumeur, [(3)mbt, a montré qu'environ 25% des genes actives
appartiennent au répertoire des transcrits de cellules germinales. Plusieurs de
ces genes codent pour des protéines impliquées dans les voies piRNA et
probablement régulent I'expression ectopique de petits ARNs (normalement
présents dans les ovaires), dans ces tumeurs cérébrales. Fait intéressant,
Vasa, qui est un composant de « nuage », un organite impliqué dans la
maturation des ARNs dans la cellule germinale, se trouve parmi ces genes
exprimés de maniere ectopique. La pertinence de cette observation est
renforcée par la démonstration récente que I'expression ectopique de
’homologue de Vasa chez le poulet, Cvh, induit la reprogrammation des
cellules souches embryonnaires de poulet en cellules germinales (Lavial et al.
2009). Cette action de Cvh est fortement stimulée quand un microARN,
miR-34c, spécifique du testicule, est co-exprimé avec Cvh. En outre, miR-34c
semble étre suffisant pour I'activation d’'un programme d'expression génique
germinal lorsqu'il est exprimé seul dans les cellules HeLa (Bouhallier et al.
2010). Comme dans le cas des facteurs C/T discutés ci-dessus, il a été montré
gue plusieurs de ces genes exprimés de maniere ectopique dans les tumeurs
du cerveau chez la drosophile sont responsables de la croissance tumorale,
ce qui indique que, en plus des génes germinaux, ils peuvent également
activer un programme de prolifération. Bien qu'il soit clair que l'expression
ectopique de facteurs C/T contribue au patron d’expression spécifique des
cellules cancéreuses, il n'a pas été clairement établi comment et pourquoi ce
programme d'expression génique germinale s'active dans les cellules
cancéreuses. Dans le cas de la drosophile (Janic et al. 2011) et celui de chez
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C. elegans (Unhavaithaya et al. 2002; Wang et al. 2005), la voie Rb semble
jouer un réle important dans la répression des genes germinaux dans les
cellules somatiques. Chez les vertébrés, le contexte eépigénétique,
principalement la méthylation de I'ADN et la méthylation de la lysine 9 de de
I'histone H3 (H3K9), semblent importants dans la répression de ces genes
(Berdasco and Esteller 2010; Karpf 2006; Rousseaux and Khochbin 2009). La
meéthylation de la région promotrice des genes spécifiques de la lignée
germinale pourrait étre dépendante de l'activité d'un facteur de transcription
particulier, E2F6, un répresseur transcriptionnel indépendant de Rb, dont
I'activité serait critique dans pour empécher l'activation des genes de la lignée
germinale dans les cellules somatiques (Pohlers et al. 2005), via la
reconnaissance d'un motif commun aux genes germinaux et l'induction de la
meéthylation de I'ADN par l'action de I'ADN méthyltransferase Dnmt3b (Velasco
et al. 2010).

Il a également été montré que la modification post-traductionnelle “SUMO”
d'un facteur de transcription particulier, Sp3, est responsable de la répression
des génes spécifiques des spermatocytes dans les cellules somatiques, et
contrdle également la méthylation de ces genes (Stielow et al. 2010).

Ces données suggerent que, en plus des altérations épigénétiques globales,
la dérégulation fonctionnelle d'un groupe de facteurs spécifiques pourrait
conduire a l'activation d'un nombre important de génes germinaux dans les

cellules somatiques.

Amplification des dérégulations épigénétiques initi ée par les facteurs
CIT

On peut émettre I'hnypothese que les génes spécifiques de la lignée germinale
pourraient conférer un avantage sélectif au cours de la transformation
oncogeénique. Le fait qu'un sous-ensemble de facteurs spécifiques de la lignée
germinale male représente un groupe de régulateurs trés puissants de
I'épigénome, pourrait expliquer, au moins en partie, pourquoi l'expression
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ectopique de genes spécifiques du testicule donnerait aux cellules un
avantage sélectif. En effet, I'expression de facteurs tels que des variants
d'histones spécifiques du testicule, qui induisent presque systématiquement
une instabilité du nucléosome (Gaucher et al. 2010), pourrait déclencher des
altérations secondaires, qui elles-mémes affecteraient globalement
I'organisation du génome et de I'épigénome. Cela est également vrai pour de
nombreux autres facteurs contrélant par exemple la méthylation du génome et
la réorganisation de la chromatine dans les cellules germinales males. On peut
eémettre I'hypothése d'un mécanisme de boucle d'amplification ou des
altérations initialement limitées de l'expression des genes conduiraient a la
dérépression de certains régulateurs puissants de I'épigénome qui a leur tour
pourraient déclencher des dérégulations d’autres groupes de genes entrainant
ainsi des vagues successives d'activation / répression de genes et aboutissant
a des cycles successifs d'altération de I'épigénome (Figure 16). Le programme
d’expression de la lignée germinale pourrait alors devenir une cible privilegiée
pour les activations aberrantes de genes, puisque la plupart des génes
correspondants présentent un état épigénétique tres spécifique, distinct de
celui des autres génes, dans les cellules somatiques (Weber et al. 2007). Ainsi
les géenes de la lignée germinale constitueraient un pool de genes qui
pourraient étre particulierement sensibles aux altérations épigénétiques

globales.
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Figure 16. Hypothese selon laquelle des altérations initialement limitées de
I'expression des génes conduiraient a la dérépression de certains régulateurs
puissants de I'épigénome qui & leur tour pourraient déclencher des dérégulations
d’autres groupes de génes entrainant ainsi des vagues successives d'activation /

BN

répression de génes et aboutissant a des cycles successifs d'altération de
I'épigénome. D’apres (Wang et al. 2011).

En outre, certains des facteurs des cellules germinales males pourraient agir
comme régulateurs « maitres » controlant l'expression d'autres genes
germinaux. Un exemple est l'activation ectopique de miR-34c et Vasa, qui a
leur tour pourraient activer d'autres genes de la lignée spermatogénique
(Bouhallier et al. 2010; Lavial et al. 2009). La dérégulation initiale de ces génes
pourrait donc également activer un programme spermatogénique, qui, dans le
contexte des cellules somatiques, conférerait des avantages considérables de

croissance en particulier dans des conditions trés défavorables ou de stress.

Caractére addictif de I'activation des genes ectopi ques dans le cancer

Bien que les activations de génes survenant initialement lors de la

transformation maligne, en raison de l'incapacité des cellules cancéreuses a
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maintenir efficacement l'inactivation génigue, puissent étre stochastiques, a
des stades ultérieurs de la progression tumorale, I'expression ectopique stable
de ces genes pourrait refléter une sélection de ceux qui facilitent 'oncogenese.
En effet, les cellules cancéreuses ont besoin d'acquérir de nombreuses
fonctionnalités nouvelles pour faire face aux défis liés aux changements du
métabolisme cellulaire, a la nécessité de migrer hors du tissu d'origine et de se
nicher et survivre dans de nouveaux environnements, etc... (Hanahan and
Weinberg 2011).

L'hypothése que le produit de certains des genes actives de maniere
ectopique puisse devenir indispensable pour faire face aux nouvelles
exigences des cellules cancéreuses, implique qu'il devrait y avoir une relation
entre les activations ectopiqgues de chacun de ces génes et l'agressivité de la
tumeur. Comme indiqué ci-dessus, I'étude du modele de tumeur inductible du
cerveau chez la drosophile apporte un soutien indéniable a cette hypothese.
En effet 25 % des genes régulés positivement dans le cancer induit sont des
géenes normaux exprimés spécifiguement dans la lignée germinale qui se
trouvent activés de maniere ectopique dans les tumeurs. De plus ce travail
montre que la croissance des cellules tumorales devient fortement
dépendante de l'activité hors contexte de ces genes (Janic et al. 2011).
Récemment, I'étude des expressions ectopiques de genes dans le cancer du
poumon chez 'homme, a permis de démontrer que I'expression de 26 genes
de la lignée germinale male ou du placenta est spécifiguement associée aux
tumeurs tres agressives, susceptibles d’évoluer vers un état métastatique
(Rousseaux et al. 2013a). Bien que cette derniére recherche n'ait pas encore
pu montrer comment les cellules cancéreuses deviennent dépendantes de ces
expressions de geénes ectopigues, notre capacité d'identifier un groupe
homogene de cancers agressifs, indépendamment des autres caractéristiques
cliniques, pathologiques ou moléculaires, a permis de découvrir leurs
caractéristiques moléculaires les plus éminentes. Celles-ci comprennent
notamment leurs similitudes avec les cellules de lignée germinale ou

63



embryonnaires souches, leur grande capacité de prolifération et la perte
d’expression de génes assurant la réponse immunitaire, les interactions
cellulaires et les capacités de signalisation. Les exemples décrits ci-dessus
suggerent vivement que, parmi les génes activés de maniére ectopique,
plusieurs pourraient jouer un réle essentiel dans la création et le maintien de
I'affection maligne.

L'examen des travaux publiés soutient résolument cette hypothese et montre
comment, dans les quelques cas étudiés, l'activité hors contexte d'un facteur
peut s'avérer essentielle dans la promotion de l'oncogenese. Le point
important qui émerge est que chacun de ces géenes activés de maniere
ectopique pourrait contribuer a l'oncogenese en fonction de ses
caracteéristiques moléculaires intrinseques, telles que l'activité enzymatique, la
fonction structurale, etc. Dans la plupart des études, cependant, lI'impact précis
de l'activité hors contexte de ces génes de la lignée germinale n'a pas été
identifié. Par exemple, dans le systeme de tumeurs induites de la drosophile
discuté ci-dessus (Janic et al. 2011), bien que les genes de la lignée germinale
activés de maniere ectopique servent a activer la prolifération cellulaire, les
bases moléculaires sous-jacentes de leur action restent obscures. Dans
guelques cas, les analyses moléculaires ont révélée des mécanismes
oncogéniques possibles pour les genes activés de maniére ectopique. De
nombreuses données concernent la famille MAGE des antigenes du
cancer / du testicule, qui d'aprés les résultats rapportés, contrdlent les voies
de signalisation de P53 ainsi que la stabilité d’HIF1 (Voir ci-dessus). Il est donc
important de poursuivre la recherche fondamentale sur la caractérisation
fonctionnelle de tous les régulateurs spécifiques de la lignée germinale afin de
mieux appréhender leur contribution a la transformation maligne lors de leur
activation ectopique. Ainsi, avec l'avénement de la nouvelle génération de
médicaments épigénétiques, a savoir les inhibiteurs des bromodomaines des
protéines de la famille BET, il devient possible de contrer leurs activités
oncogenes (Muller et al. 2010). Comme indiqué ci-dessus, les travaux du

64



laboratoire ont montré que le membre de cette famille, spécifique du testicule,
BRDT, controle des programmes d'expression de genes méiotiques et
post-méiotiques spécifiques (Gaucher et al. 2012). La recherche moléculaire
des fonctions de BRDT dans sa situation physiologique pourrait nous aider a
mieux comprendre son potentiel oncogénique lorsqu’il est activé de maniére
ectopique (Rousseaux and Khochbin 2009; Wang et al. 2011) et ainsi nous
donner une indication pour l'utilisation d'inhibiteurs de BET comme stratégie
thérapeutique.

A ce propos, un exemple est la contribution déterminante du facteur spécifique
du testicule, NUT, a lactivitt oncogénique de la protéine de fusion
BRD4-NUT suite a une translocation chromosomique t(15;19) (q13;p13) dans
le carcinome de la ligne médiane (NUT Midline Carcinoma ou NMC) (French
2012) déja abordé ci-dessus. L'équipe a réalisé I'analyse moléculaire détaillée
de lactivité de BRD4-NUT qui a révelé une coopération entre le
bromodomaine de BRD4 (autre membre de la famille BET mais dont
'expression n’est pas speécifique d'un tissu) et NUT dans la création de
domaines hyperacétylés de chromatine transcriptionnellement inactive. Ces
foyers sont générés par une boucle d’amplification de I'acétylation ou la partie
BRD4 est responsable de la liaison de la protéine de fusion BRD4-NUT aux
histones acétylés, et la moiti€ NUT recrute et active I'histone acétyltransferase
CBP/p300, qui ainsi acétyle les queues d’histones environnantes, permettant
le recrutement de BRD4-NUT et ainsi de suite, ce qui aboutit a la création de
foyers de chromatine hyperacétylée. Ces foyers piegent de nombreux facteurs
cellulaires critiques, tels que CBP et p300, nécessaires a la réponse cellulaire
appropriée a différents stimuli, qui sont indispensables pour la différenciation
cellulaire ou pour la réponse apoptotigue suite a des traitements génotoxiques
(Reynoird et al. 2010). L'identification de ces mécanismes moléculaires fournit
ainsi un rationnel pour la conception d'approches thérapeutiques efficaces
basées sur [lutilisation soit d'un inhibiteur des bromodomaines
(Filippakopoulos et al. 2010) soit d’'inhibiteurs de HDACs (Schwartz et al.

65



2011). En effet, il a été montré que la création de foyers BRD4-NUT exige les
bromodomaines de BRD4 puisqu'une mutation dans un bromodomaine BRD4
abolit la formation de foyers (Reynoird et al. 2010). En outre, un traitement par
les inhibiteurs de HDACSs, en entrainant un hyperacétylation pangénomique,
aboutit a la dispersion des foyers BRD4-NUT et a la liaison non ciblée de la
protéine de fusion BRD4-NUT partout dans le génome (Reynoird et al. 2010).
Dans les deux cas, la dispersion de BRD4-NUT libere les facteurs de
régulation piégés et rétablit la différenciation cellulaire et la réponse au stress.
D’autres espoirs pour le développement de thérapies ciblées visent ATAD2
aussi mentionné ci-dessus. ATAD2 est normalement exprimé de maniere
prédominante dans les cellules germinales males mais devient presque
systématiquement activé dans une grande variété de types de cancer. La
surexpression d'ATAD2 est clairement associée a un mauvais pronostic dans
le cancer du poumon et du sein. Bien que le réle d'’ATAD2 n'ait pas été
précisément €lucidé, il a été montré que la protéine coopere avec des facteurs
de transcription essentiels, tels que Myc, E2F et les récepteurs aux
androgenes et aux cestrogenes, en contrdlant l'activité de genes cibles et la
prolifération cellulaire (voir ci-dessus). Ainsi ATAD2 peut étre considérée
comme une cible potentielle tres intéressante puisque ses deux domaines
fonctionnels, un bromodomaine et un domaine AAA ATPase, pourraient
potentiellement étre bloqués par de petites molécules inhibitrices (Boussouar

et al. 2013).

D'aprés ces exemples, il est évident que Il'activité hors contexte des genes de
la lignée germinale est un événement déterminant pour la transformation
cellulaire maligne et/ou la progression tumorale. Les cellules cancéreuses
deviennent trées dépendantes de certains des génes activés de maniere
ectopique, ce qui pourrait étre considéré dorénavant comme leur tendon
d'Achille. Il en découle que ces génes peuvent servir de cible pour des
approches thérapeutiques innovantes.
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Cibler les genes exprimés de maniére ectopigue comm e approche

thérapeutique

Les recherches de notre laboratoire et les quelques exemples rapportés de la
littérature mentionnés ci-dessus, nous ont conduits a suggérer que les
activations de genes ectopiques se produisant dans presque tous les cancers
(Rousseaux et al. 2013a) puissent servir de cibles thérapeutiques. Un
exemple récent étaye fermement cette hypothése. Dans un travail collaboratif
impliquant I'équipe d’accueil, le groupe de recherche sur les lymphomes
(dirigé par Mary Callanan) et la plateforme protéomique du CEA de Grenoble
(dirigée par Jérome Garin), une stratégie de criblage protéomique combinée a
une analyse transcriptomique ciblée a permis lidentification des protéines
exprimées de maniére ectopique dans une lignée d'un lymphome a cellules B
agressif. Ce travail a conduit a lidentification de CYCLON, un facteur
nucléaire, dont la fonction est inconnue, normalement exprimé de maniére
prédominante dans le testicule. Cette recherche a démontré que CYCLON est
exprimé de maniéere ectopique dans les formes agressives de lymphome diffus
non hodgkinien a grandes cellules de type B (DLBCL pour « Diffuse Large
B-Cell Lymphoma ») (Emadali et al. 2013). Le traitement d’excellence du
DLBCL associe le Rituximab, un anticorps thérapeutique anti-CD20, a une
chimiothérapie cytotoxique, mais il existe un certain nombre de cas de
résistance a ce traitement avec échec de réponse clinique (Lenz et al. 2008).
Cette recherche (Emadali et al. 2013) a démontré que CYCLON est un facteur
conférant une résistance a ce protocole thérapeutique. De plus, CYCLON
étant activé par MYC, la régulation négative de ce dernier par un inhibiteur des
bromodomaines des protéines de la famille BET, JQ1, diminue aussi
'expression de CYCLON et rétablit la sensibilité des cellules au Rituximab
(Emadali et al. 2013). Ces résultats ouvrent désormais la voie a une stratégie
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visant a accroitre I'efficacité de la réponse a un traitement par le Rituximab. Un
inhibiteur de bromodomaine de la famille BET (iBET) est actuellement en essai
cliniue pour le carcinome de la ligne médiane (NUT Midline Carcinoma ou

NMC) (Grayson et al. 2013).

L'utilisation de génes activés de maniere ectopigue comme marqueurs
pourrait également mener a d’autres stratégies thérapeutiques. En effet, des
recherches récentes de notre laboratoire ont démontré que [l'activation
ectopique d'un sous-ensemble de 26 génes spécifiques du testicule et du
placenta identifie un groupe de tumeurs du poumon trés agressives
indépendamment de tous les parametres histopathologiques et cliniques. Une
comparaison supervisée de leur profil transcriptomique avec celle des tumeurs
du poumon moins agressives a montré un état treés caractéristique de
I'expression des genes associés a ces tumeurs tres agressives (Rousseaux et
al. 2013a). Une analyse des données fonctionnelles utilisant les termes de
Gene Ontology et I'outil GeneSet Enrichment Analysis (GSEA) a montré que
les genes régulés positivement dans le groupe de tumeurs agressives codent
pour des facteurs nucléaires, normalement exprimés dans les cellules
souches embryonnaires et germinales incluant de nombreux facteurs
impliqués dans la prolifération cellulaire (Rousseaux et al. 2013a). Un autre
aspect trés intéressant de ces analyses est qu'elles montrent également que
certains médicaments peuvent potentiellement contrer cet état d'expression.
Par conséquent, de nouvelles stratégies pourraient étre proposées utilisant
des drogues susceptibles de déplacer le profil d'expression génique agressif
vers un profil correspondant a des tumeurs plus « bénignes » ou méme avec
retour a un profil de type normal. Par exemple notre travail a mis en évidence
des exemples ou les traitements de lignées cellulaires du cancer du poumon
avec l'inhibiteur de ras Salirasib ou avec I'Aplidin pourraient atténuer le profil
d'expression géenique agressif (Rousseaux et al. 2013a).

Par conséquent, la découverte et l'analyse fonctionnelle moléculaire des
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genes exprimés de maniere ectopique et des facteurs pour lesquels ils codent,
gue ce soit dans leur contexte physiologique ou dans les cellules cancéreuses,
permettra d’ouvrir la voie a des stratégies et des approches thérapeutiques

innovantes.

L'exploitation du concept d'activation ectopique systématiqgue de génes
spécifiqgues de tissu et son intégration dans la recherche fondamentale et
clinique devrait ouvrir la porte a une meilleure compréhension de la biologie du
cancer, et vers des stratégies thérapeutiques innovantes et plus efficaces.

En effet, au-dela de lintérét pour ces génes en tant que biomarqueurs
potentiels, ils pourraient également étre utilisés comme cibles dans les
approches anticancéreuses. Toute activité enzymatique ou domaine
spécifiqgue présent dans ces facteurs exprimés de maniere ectopique, peut
potentiellement servir de cible thérapeutique. Il s'agit de cibles idéales puisque
I'action des inhibiteurs spécifiques peut se limiter aux cellules germinales et
cancéreuses. En outre, la compréhension des mécanismes épigénétiques
responsables de leur répression pourrait €également fournir d'autres stratégies
visant a rétablir la répression des genes activés de maniere ectopique, privant
ainsi les cellules cancéereuses de leurs « beéquilles », et invalidant tres

gravement leurs capacités acquises.
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Objectifs de thése et présentation générale du trav  ail

L’objectif principal de mon travail de these était d’identifier les génes exprimés
de maniére ectopique dans les lymphoblastes des patients atteints de
leucémies lymphoblastiques aigues (LAL) et d’évaluer leur intérét pour une
utilisation comme marqueurs pronostics et de prédiction de la réponse au
traitement.

Afin de réaliser ce travail, nous avons développé une stratégie pour identifier
un large panel de génes exprimés de maniere ectopique dans les leucémies
aigues lymphoblastiques (LAL) et non dans la moelle osseuse normale ou du
sang périphérique.

Cette approche nous a permis d’identifier une signature de huit genes
spécifiques de la lignée germinale / cellules souches embryonnaires, exprimée
de maniere aberrante dans les échantillons de moelle osseuse dans deux
cohortes distincts de LAL pédiatrique: 4 genes prédictifs de mauvais pronostic
et 4 genes associés a une issue favorable.

Nous avons par la suite montré gu’'une combinaison de I'expression des 8
genes peut identifier les formes agressives de LAL enfants dans des cohortes
indépendantes.

Une analyses des données transcriptomiques et cliniques des patients adultes
atteint de LAL a permis de montrer que la méme signature permet d’identifier
les formes les plus agressives mémes chez les adultes.

En outre, notre approche a permis de montrer que notre systeme de détection
des 8 genes, basé sur un test RT- qPCR, pourrait aider a prédire la réponse
précoce a un traitement (induction) dans un groupe de 31 patients adultes
nouvellement recrutés, atteints de LAL. Enfin, basé sur notre méthode de
classification, nous avons constaté gu'il existe des traits biologiques communs
caractérisant les formes agressives de LAL a la fois chez les enfants et chez
les adultes. Nous montrons que les formes les plus agressives présentent les
caractéristiques de cellules souches hématopoiétiques en repos. Cette
information pourrait étre utilisée pour améliorer les approches thérapeutiques.
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METHODES

L'analyse transcriptomique, la détection des expressions ectopiques,
I'évaluation des associations pronostiques, la caractérisation du profil
d'expression des LAL agressives et I'analyse de I'enrichissement en « Gene
Set » (« Gene Set Enrichment Analysis»), les détections par RT-gPCR, ont été
réalisées selon I'approche décrite dans (Rousseaux et al. 2013a). Ces
approches sont détaillées ci-dessous.

Les caractéristiques des 31 patients de notre série sont décrites dans le
tableau S1, leur traitement d'induction (Larson et al. 1995; Mi et al. 2012b) et
les mesures de la maladie résiduelle minimale (Minimum Residual Disease ou
MRD) (Pui and Evans 2006; Weng et al. 2013) sont basés sur les protocoles

décrits dans la littérature.

Analyse bio-informatique: données transcriptomiques disponibles

utilisées pour une méta-analyse

Les données ayant fait I'objet de cette analyse sont disponibles sur le site

GEO (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/geo/). Elles ont toutes été obtenues dans la

technologie Affymetrix (54K: Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 Array).
Les données suivantes ont été utilisées:
- Expression dans des échantillons de tissus humains normaux (GSE3526
pour les tissus adultes, GSE7434, GSE9994 et GSE18809 pour le placenta,
GSE11350 pour les cellules embryonnaires souches (ES) et les cellules
germinales males.
- Expression dans une grande série de LAL chez l'adulte (étude MILES,
GSE13159; n=2096 cas; 924 cas sans compter les Leucémies Myéloides
Aigues ou les moelles osseuses normales dans la méme technologie
(Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 Arraytechnology) (Haferlach et al.
2010; Kohlmann et al. 2008).
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- Expression dans les lymphoblastes de LAL de deux études chez I'enfant:
GSE11877 (207 cas (Kang et al. 2009); et GSE7440 (59 cas; (Bhojwani et al.
2008)).

Détermination d’une liste de génes non exprimés dan s la moelle ossese

non leucémique

Dans un premier temps le patron d'expression de tous les génes humains a
été analysé dans les tissus normaux. L'objectif était de définir une liste de
genes jamais exprimés dans la moelle osseuse normale.

Une stratégie semblable a celle utilisée dans (Rousseaux et al. 2013a) a été
appliquée ici, mais avec une orientation particuliére visant a définir de maniéere
tres spécifique les géenes qui ne sont pas exprimés dans la moelle osseuse
hématopoiétigue normale. Nous avons examiné les données du transcriptome
de différents échantillons de tissus humains normaux disponibles a partir des
bases de données (GSE3526 pour les tissus adultes, GSE7434, GSE9994 et
GSE18809 pour le placenta, GSE11350 pour les cellules ES et les cellules
germinales males), ainsi que les 73 échantillons de moelle osseuse non
leucémique (a partir de GSE13159). Toutes ces données ont été obtenues
grace a la technologie Affymetrix "Affymetrix.GeneChip.HG-U133 Plus_2" et
sont disponibles dans la base de données GEO
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/geo/). Les fichiers des données brutes .CEL ont
ete téléchargés et les données ont été normalisées en utilisant le logiciel GX
GeneSpring (version 11, Agilent Technologies) avec l'algorithme RMA, et
normalisation par les quantiles, puis exportées. Ces valeurs d'expression
normalisées ont ensuite été utilisées pour établir une liste de génes avec une
expression prédominante dans un tissu et, pour chacun de ces génes, pour
identifier le groupe de tissus dans lesquels l'expression maximale a été
trouvée selon la méthode suivante. Les tissus ont été répartis dans les cing
groupes suivants: les cellules germinales (comprenant les cellules germinales
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males et femelles), les cellules souches embryonnaires (ES), le placenta, les
tissus neurologiques, les autres tissus somatiques (nhon germinaux) adultes.
Pour chaque géne, la valeur correspondant a I'expression moyenne dans tous
les tissus et I'écart type sont calculés, ainsi que le maximum des valeurs
d'expression dans tous les tissus. Le groupe de tissus ou cette expression
maximale a été trouvée a également été enregistré. Un gene est défini comme
étant exprimé de maniére « prédominante » dans un groupe de tissus si son
maximum d'expression est supérieur a un seuil défini par la valeur moyenne
des signaux dans tous les tissus normaux + x3 l'écart type. Dans le cas
contraire, le géne est considéré comme n’ayant pas de spécificité d'expression
particuliere. Une premiere liste de génes avec une expression majoritaire
autre que dans les tissus adultes normaux somatiques a été créée,
comprenant les genes ayant une expression prédominante dans les cellules
germinales ou les souches embryonnaires (ES) ou le placenta (Figure 18 :
lére étape), ce qui représente environ un tiers de 'ensemble des genes du
génome. .

Afin de détecter les expressions de genes « hors contexte », nous avons défini
une valeur seuil pour I'expression aberrante. Pour chacun des génes de la liste
ci-dessus (avec expression prédominante dans la lignée germinale ou les
cellules ES ou le placenta), cette valeur seuil a été définie en fonction de la
distribution des valeurs des signaux d'expression pour ce gene dans une série
de 112 tissus somatiques adultes normaux (a partir de GSE3526). Ce seuil
correspond au signal moyen dans les tissus de contrble 112 + 3 écarts-types.
Aprés avoir calculé cette valeur seuil pour chaque géne, nous avons
recherché leur expression dans chacun des 73 échantillons de moelles
osseuses non leucémiques, et tous les génes exprimés, méme
sporadiqguement dans quelques-uns échantillons de moelles osseuses non
leucémiques sont éliminés (Figure 18 : 2éme étape). Cette étape a permis de
s'assurer qu'aucun des genes considérés ne sont exprimés, méme
occasionnellement, dans la moelle osseuse normale.
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Détection de I'expression « hors contexte » de ces genes dans les LAL

Ces valeurs seuils ont ensuite été utilisées pour discriminer entre expression
et non - expression de ces géenes dans les lymphoblastes des LAL chez les
patients. Pour cette approche, il était important que les données
transcriptomiques des tissus normaux, des LAL des enfants et des adultes de
toutes les séries aient été obtenues dans la méme technologie Affymetrix et
gue les fichiers de données brutes (.CEL) correspondant soient normalisés de
maniére simultanée avec les échantillons de tissus somatiques adultes

normaux.

Evaluation de la valeur pronostique de I'expression « hors contexte »
des génes germinaux / ES dans les lymphoblastes des enfants atteints

de LAL

Chacun des génes de la lignée germinale/ES/placenta de la liste se trouvant
exprimé dans les lymphoblastes d’au moins 5% des enfants atteints de LAL de
la premiere série de patients (GSE11877) a été testé pour son potentiel
pronostique dans une approche univariée, avec l'aide du logiciel R (version
2.10.0). Pour chaque gene, les probabilités de survie ont été comparées entre
les patients dont la moelle osseuse exprime le gene (le signal dépasse le seuil
établi comme décrit ci-dessus) et ceux dont la moelle osseuse ne I'exprime
pas. Un test du logrank permet de comparer les deux courbes de survie. Ces
genes ont éteé testés exactement de la méme fagon dans la deuxieme série de
patients (GSE7440). Au total, de 8 genes ont été trouvés dont I'expression
aberrante est significativement associée a une probabilité de survie a 5 ans
soit diminuée (4 genes) soit augmentée (4 genes), avec une valeur de p <
0.05.

Ces génes ont été ensuite sélectionnés et testés en différentes combinaisons
avec des approches univariées et multivariées. Considérant les génes dont
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I'expression est associée a un pronostic positif, les patients ont été répartis en
deux groupes principaux, nommeés A pos (plus forte probabilité de survie : 2 ou
plus des 4 genes sont exprimeés) et B pos (plus faible probabilité de survie :
aucun ou un seul des quatre genes sont exprimés). Ensuite, en considérant le
nombre de génes exprimés associés a un pronostic négatif, les patients ont
été répartis en deux groupes principaux, nommés A neg (plus forte probabilité
de survie : aucun des quatre génes ne sont exprimés) et B neg (plus faible
probabilité de survie : I'un au moins des quatre genes sont exprimés). Utilisant
des genes positivement ou négativement corrélés avec la survie, les patients
ont ensuite été répartis en trois groupes, P1 (ou "AA", associé au meilleur
pronostic, défini par I'expression d’au moins 2 des quatre génes "positifs” et
aucune expression des 4 genes "négatifs"), P2 (groupes "AB" et "BA ",
correspondant respectivement a A pos + B neg ou B pos + A neg) et P3 (ou
«BB», associé au moins bon pronostic, défini par I'expression de 0 ou 1 des
guatre genes positivement associés au pronostic et par I'expression d’au
moins 1 géne pronostic négatif). Les probabilités de survie des patients de
trois groupes ont été comparées en utilisant un test du logrank. Les patients
appartenant au groupe dont le pronostic est le moins bon («P3» ou BB) ont été
isolés car leur probabilité de survie est nettement plus faible que celle des trois

autres groupes de patients ensemble (P1+P2).

Afin d'examiner le pouvoir discriminant des 8 génes en combinaison avec les
autres parametres pouvant influencer le pronostic des LAL et le résultat du
traitement, nous avons également appliqué notre algorithme pronostic sur des
sous-groupes de patients définis en fonction des autres parametres pronostics.
Le taux de survie global a 5 ans a en outre été modélisé a l'aide d'une analyse
« multivariée » du risque proportionnel (selon le modéle de Cox). Ces
analyses statistiques ont été réalisées en utilisant la version du logiciel R
2.10.0. Les variables explicatives considérées comprennent le sexe, le compte
de leucocytes sanguins au diagnostic, la présence de blastes leucémiques
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dans le systeme nerveux central (SNC), le statut de translocation MLL, la
Maladie Résiduelle Minimale (MRD) au jour 29 du traitement, I'expression de
CRLF2, ainsi que les classes pronostiques définies par notre combinaison de
8 genes (P1 & 2 ou P3). L'hypothése du risque proportionnel pour la variable
d'exposition a été évaluée par le test statistigue de Schoenfeld. Un seuil de 5%

a été utilisé pour la signification statistique.

Analyse transcriptomique supervisée et déterminatio n du profil

d’expression des tumeurs agressives

Les genes montrant des differences significatives d'expression entre les LAL
de meilleur pronostic (P1&2) et les LAL dont le pronostic est le plus mauvais
(P3) ont été identifiés a I'aide d'un test non apparié de Mann Withney (seuil p <
0.01) et un facteur de variation (fold change) > a 1.5. Une « heatmap »
représentant les valeurs normalisées d'expression de ces genes dans I'échelle
de couleur indiquée (vert: faible expression; rouge: haute expression) a été

obtenue en utilisant le logiciel libre d’accés permutMatrix (version 1.9.3).

Analyse fonctionnelle du GSEA (« Gene Set Enrichmen  t Analysis »)

La liste complete des sondes des genes représentés sur le microarray
"Affymetrix. GeneChip.HG - U133_Plus_2", associée aux facteurs de variation
correspondant a leur expression différentielle entre les LAL P3 et les LAL
P1&2 a été utilisée pour une analyse « preranked » avec GSEA, visant a
rechercher systématiquement les listes de genes (gene sets) provenant de la
base de données du Broad Institute MSigDB (signatures moléculaires base de
données: http://lwww.broadinstitute.org/gsea/msigdb/index.jsp), présentant un
chevauchement significatif avec les genes différentiellement exprimés entre

les LAL P3 et P1&2.
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Patients atteints de LAL de notre série et protocol e d’induction

thérapeutique

Un total de 31 de patients adultes atteints d’'une LAL a été inclu dans une
étude prospective entre Décembre 2010 et Juin 2013. Le diagnostic et la
classification ont été réalisés selon les criteres de I'OMS (Organisation
mondiale de la santé) de 2001 (disponibles dans (Jaffe et al. 2001)),
comprenant une proportion de lymphoblastes dans la moelle osseuse >25% et
des caractéristiques spécifigues morphologiques, immunophénotypiques et
cytogénétiques. Des analyses moléculaires ont également été réalisées (voir

Tableau S1 pour plus de détails).

Tous les patients ont recu une chimiothérapie d'induction CALGB modifiée
(protocole VDLCP) (Larson et al. 1995; Mi et al. 2012b) administrée sur une
période de 4 semaines comprenant:

-V : 1.4mg/m2 de Vincristine, jusqu'a 2 mg par dose, par voie intraveineuse,
une fois par semaine pendant 4 semaines

- D: 60mg/m2 de Daunorubicine ou 8-10mg/m2 de Idarubicine, du 1 au 3°™®
jour.

- C: Cyclophosphamide 750mg/m2, le 1% et le 14°™ jour.

- P: 60mg/m2/jour de Prednisone, du 1% au 21°™ jour

- L- asparaginase : 6000 1U/m2, tous les 2 jours a été ajouté du 8°™ au 16°™

jour.

Un échec d'induction est défini comme la persistance des blastes leucémiques
dans la moelle osseuse (moelle avec plus de 5 % de blastes) ou la présence
de blastes leucémiques dans un site extra-médullaire a la fin du traitement
d'induction. Une rémission compléte est définie par un taux de blastes
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meédullaires < 5 % et une moelle osseuse cellulaire normale avec présence
des trois lignées I'hématopoiétiques.

La mesure de la maladie résiduelle (MRD) (Pui and Evans 2006) a éte réalisée
par cytométrie de flux en huit couleurs, comme décrit en détail dans (Weng et
al. 2013).

Cette étude a été approuvée par le comité d'éthique de I'hdpital Ruijin de
Shanghai. Tous les patients ont donné leur consentement éclairé a la fois pour
le traitement et la cryopréservation des échantillons de sang périphérique et

de leur moelle osseuse (BM) conformément a la Déclaration d'Helsinki.

Détection par RT-gPCR de I'expression aberrante des 8 genes a partir de

I’ARN des échantillons des patients adultes atteint s de LAL

Les ARN ont été extraits a partir des échantillons de moelle osseuse en
utilisant les colonnes du kit «NucleoSpin RNA II» (Macherey -NAGEL,
ref740955), dont les étapes comprennent une digestion par la DNase pendant
20 min, solubilisés dans 35 ul de DEPC/H20, et la concentration a été évaluée
en utilisant un Nanodrop. Un ug d'ARN total (selon disponibilité) est utilisé pour
une « reverse transcription » (RT) dans un volume final de 20 ul avec le kit
"SuperScript Il First Strand Synthesis" (Invitrogen, refl1752250). Pour les
contréles "NO RT", le méme volume a été ajouté a I'ARN sans I'enzyme
transcriptase inverse. Dans chaque réaction de polymérisation en chaine
guantitative (qQPCR ), 5 ul d'une dilution au 1/50é du produit de RT ont été
mélangés avec 10 ul de "Brilliant Il Ultra rapide SYBR Green QPCRMaster
Mix" (AGILENT , ref 600883 ) et 150 nM de chaque amorce (les séquences
d'amorces sont répertoriés dans le Tableau S2) dans un volume final de 20 ul.
La gPCR est réalisée sur un appareil Mx3000P Stratagene dans des plaques
a 96 puits comme suit: dénaturation de 3 min a 95°C, suivie de 40 cycles de
20s a 95°C et 20s a 60°C, enfin suivie d'un dernier cycle de 20s a 95°C, 10s a
60°C et 20s a 95°C (afin d'obtenir la courbe de dissociation). Chaque
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expérience a éte réalisée en double et comprenait des échantillons « RT » et
« no RT ». Pour chaque paire d'amorces le coefficient d'efficacité a été calculé
sur la base Ct obtenues a différentes concentrations d’ARN du testicule (car
les 8 génes ont une expression maximale dans les cellules germinales males)
et les courbes de dissociation ont été vérifiées. Quand I'expérience « NO RT »
était satisfaisantes (Ct > = 36), nous avons calculé la valeur moyenne des Ct
des réplicats « RT » de chaque expérience (dans toutes nos expériences les
duplicats avaient moins de 0.5 Ct d’écart), puis calculé une valeur d'
expression selon la formule suivante: (2%Ct du géne d'intérét dans les
testicules - Ct du géne d'intérét dans I'échantillon)) / (2”(Ct moyen des 4 genes
contrbles dans les testicules - Ct moyen des 4 génes controles de
I'échantillon)), que nous avons exprimé par le rapport d'expression par rapport
au testicule. Les quatre genes de contrble étaient actine, U6, RELA et AUPL1.
Sept échantillons de moelles osseuses normales et 3 échantillons de sang de
cordon ont été utilisés pour déterminer un seuil d'expression aberrante
(correspondant a la valeur de I'expression moyenne + 2 écarts-types de ces
10 échantillons). Un gene a été considéré exprimé positivement lorsque sa

valeur d'expression était au-dessus de ce seuil.
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RESULTATS

Recherche de génes transcriptionnellement silencieu x dans la moelle
osseuse normale et actives de maniere ectopique dan s les LAL de

I'enfant

Partant de I'hypothése que la dérégulation génétique et épigénétique
lymphoblastes leucémiques conduit a I'expression ectopique de génes
normalement silencieux et que l'expression aberrante d'un sous-groupe de ces
genes puisse jouer un réle direct dans I'oncogenese, nous avons congu une
approche tout d'abord pour identifier les genes qui ne sont jamais exprimes
dans la moelle osseuse normale ou du sang périphérique normal puis, dans

une deuxieme étape, pour déterminer leur expression dans les lymphoblastes

des LAL.

Une méta-analyse des données d'expression obtenues sur de grandes séries
de tissus humains normaux a été réalisée afin d'établir une liste de genes
humains dont I'expression est prédominante dans certains tissus, ou restreinte
a divers tissus, mais qui ne sont pas exprimés dans la moelle osseuse
non-leucémique. Notre approche a consisté a utliser des données
transcriptomiques disponibles publiguement afin de comparer les profils
d'expression de tous les genes humains et de définir une liste de genes dont
I'expression est absente dans la moelle osseuse normale (Fig. 18 étape 1).
Cette analyse a identifié 19 811 génes ne présentant pas d’expression
prédominante, qui ont été éliminés, car un grand nombre d'entre eux sont
exprimés de maniere ubiquitaire dans de nombreux tissus et n'‘ont donc
aucune valeur dans notre stratégie. Les 12 437 genes restants sont exprimes
de maniére prédominante dans un seul ou un nombre restreint de tissus,
c’est-a-dire la lignée germinale, les cellules souches embryonnaires (cellules
ES), le placenta, un tissu somatique (non germinal) adulte, avec peu ou pas
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d'expression dans la plupart des tissus somatiques adultes. Sur la base de nos
travaux précédents et des données de la littérature sur la contribution
spécifigue des génes normalement exprimés dans les cellules embryonnaires
souches, le placenta et les cellules germinales males dans l'oncogenese
(Rousseaux et al. 2013a; Rousseaux et al. 2013b), nous avons décidé de ne
considérer que les géenes exprimés de maniere prédominante dans ces types
cellulaires particuliers (n=10 471). Parmi ces genes, ceux que I'on a identifiés
comme sporadiguement exprimés dans la moelle osseuse adulte normale ont
été éliminés, laissant une liste de 7 244 genes, que nous avons considérés
comme normalement silencieux dans la moelle osseuse saine, et qui ont été

utilisés pour les analyses ultérieures.

La deuxieme étape a consisté en la recherche de l'activation ectopique des
genes de cette liste dans les échantillons de LAL. Pour ce faire, un seuil entre
la non-expression et I'expression des genes a di étre établi. En suivant une
approche similaire a celle que nous avions développée pour la recherche des
expressions ectopiques dans le cancer du poumon (Rousseaux et al. 2013a),
nous avons considéré qu’un gene était exprimé lorsque la valeur du signal
correspondant était au-dessus d'un seuil égal a la moyenne + 3 écarts-types
des valeurs d'expression obtenues dans un panel de 112 tissus adultes
normaux. Nous avons criblé les données transcriptomiques des enfants
atteints de LAL (de I'étude référencée dans GEO GSE11877 (Harvey et al.
2010; Kang et al. 2009)). Nous avons normalisées ces données
simultanément avec les données transcriptomiques de tissus normaux
obtenues dans la méme technologie Affymetrix. Ceci nous a permis de définir
la valeur seuil pour I'expression de chacun des 7 244 génes normalement non
exprimés dans la moelle osseuse, puis de rechercher systématiquement leur
expression aberrante dans les LAL. Au total, 5195 génes ont été trouves
exprimés de maniere aberrante dans les lymphoblastes provenant de sang ou
de moelle osseuse d'au moins 5 % des cas pédiatriques de LAL dans cette
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population de patients (Fig. 18 étape 2).
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Figure 18. Identification des 8 genes dont I'expres  sion ectopique dans la moelle
osseuse des LAL pédiatriques est associée au pronos  tic

1* étape : identification des génes normalement silenc ieux dans la moelle
osseuse ; la prédominance de I'expression a été définie en fonction de la distribution
des expressions dans un grand nombre de tissus humains normaux (qui se trouvent
sur le site GEO : http://www.ncbi.nlm.nih.qov/geo/) : références GSE3526 pour les
tissus adultes, GSE7434, 9994 et 18809 pour le placenta, GSE11350 pour les
cellules souches embryonnaires (cellules ES) et les cellules germinales males). Un
gene est considéré exprimé de maniére prédominante dans un tissu lorsque son
niveau d'expression dans ce tissu est au-dessus de I'expression moyenne dans tous
les tissus + 3 écarts-types. Utilisant 73 échantillons de moelle osseuse
non-leucémiques (GSE13204), les génes présentant une expression dans certains
échantillons de moelle osseuse non-leucémiques ont été éliminés (gris) ; 2°™ étape :
sélection des génes exprimés dans >5 % des LAL de | ’enfant (selon I'‘étude
publiée par (Kang et al. 2009), référence GEO GSE11877) ; 3°™ étape : sélection de
génes associés au pronostic, en utilisant des données transcriptomiques
disponibles pour les LAL pédiatriques associées aux données de survie (GSE11877
et GSE7440 ; (Bhojwani et al. 2008)).

Dans les LAL de l'enfant, I'expression ectopique de 8 génes est

significativement associée au pronostic

Nous avons ensuite exploré la signification clinique potentielle de ces genes
activés de maniére ectopique. Dans ce but, nous avons utilisé les données de
suivi disponibles dans deux séries de LAL de I'enfant. Pour chacun des genes
exprimés dans plus de 5 % des cas d'enfants atteints de LAL dans la premiére
série (GSE11877), nous avons compareé les probabilités de survie entre les
patients dont les lymphoblastes exprimaient le gene et les patients dont les
lymphoblastes ne I'exprimaient pas. Considérant cette premiére série de
patients, nous avons trouvé une association significative entre l'expression
ectopique de 91 genes avec pronostic favorable alors que l'expression d'un
autre groupe de 130 génes était significativement associée a une probabilité
de survie plus courte (Fig. 18 étape 3). Toutefois, seuls les genes pour

lesquels la méme association avec le pronostic a été confirmée avec
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significativité statistique dans une deuxieme série de patients atteints de LAL
(a partir de GSE7440 ; (Bhojwani et al. 2008)) ont été retenus. Finalement
8 genes satisfaisant ces criteres ont été sélectionnés (Fig. 19). Ceux-Ci
comprennent 4 genes dont l'activation aberrante est significativement
associée a une probabilité de survie a long terme plus élevée et 4 autres
genes dont I'expression est associée a une survie significativement réduite

(Tableau S3).
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Fig. 19
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Figure 19. L'expression ectopique de 8 genes spécif  iques de tissus (de la lignée
germinale ou cellules ES ou placenta) est associée au pronostic des enfants
atteints de LAL de deux études (GSE11877 & GSE7440) , avec une survie globale
significativement plus longue (A) ou plus courte (B ).

Pour chaque géne, I'estimation cumulée de la survie globale selon Kaplan Meyer (axe
des ordonnées) est représentée en fonction du temps sur cing ans (en mois ; axe des
abscisses). Les probabilités de survie sont comparées entre les patients classés en
deux groupes selon I'expression ectopique du géne dans le sang ou la moelle
osseuse (géne non exprimé: courbe bleue; géne exprimé: courbe noire).
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Les combinaisons de génes dont I'expression ectopiq ue est associée a
des différences significatives en termes de probabi lités de survie ont
conduit a la mise en place d'un outil de classifica  tion de pronostic pour

les LAL de I'enfance

Les 8 génes sélectionnés ont ensuite été utilisés en combinaisons
successivement dans les deux séries de patients atteints de LAL de I'enfance

(GSE11877 et GSE7440).

Nous avons d'abord classé les patients en fonction du nombre total
d’expressions parmi les 4 génes dont I'expression ectopique (détectée dans
les lymphoblastes de la moelle osseuse ou du sang périphérique) est associée
a un pronostic favorable et comparé les probabilités de survie. La Fig. 20A
(panneau de gauche) montre clairement une augmentation de la probabilité de
survie en fonction du nombre croissant de genes exprimés. Les patients ont
été classés en deux sous-groupes définis en fonction de I'expression de ces
4 génes qui affectent positivement leur pronostic (Fig. 20A: panneau de
droite) : les patients exprimant 2 ou plus des 4 genes ont été assignés au
groupe « A pos », avec le pronostic le plus favorable, alors que les patients
n'exprimant aucun ou un seul de ces génes (groupe « B pos ») ont une
probabilité de survie réduite.

Une approche similaire utilisant les 4 génes dont I'expression ectopique est
associée a un mauvais pronostic a montré que les patients n‘exprimant aucun
des 4 génes avaient une probabilité de survie plus élevée que les patients
exprimant un ou plusieurs de ces génes (Fig. 20B : panneau de gauche). Les
patients ont également été classés en deux sous-groupes définis en fonction
de I'expression de ces 4 génes qui affectent négativement leur pronostic (Fig.
20B : panneau de droite) : les patients dont les lymphoblastes n’expriment

aucun de ces 4 genes, avec le meilleur pronostic, ont été assignés au groupe
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« A neg », et ceux dont les lymphoblastes expriment au moins un des quatre
genes ont été assignés au groupe « B neg » de pronostic défavorable.

Les patients ont enfin été classés en utilisant les deux combinaisons de 4 et
4 génes, associés respectivement au bon et au faible taux de survie, et les
probabilités de survie des quatre différents groupes ont été comparées (Fig.
20C: panneau de gauche). Comme attendu, les patients dont les
lymphoblastes expriment 2 ou plus des 4 genes positivement associés a une
bonne survie et aucun des génes associés a un mauvais pronostic, ont une
durée moyenne de survie longue (« AA» ou groupe « P1 »). A l'opposé, les
68 patients exprimant au moins un des génes de mauvais pronostic et
exprimant également aucun ou un seul des génes de bon pronostic (« BB »)
ont une survie moyenne nettement plus courte que les autres patients,
suggérant que leur LAL est agressive et ne répond pas favorablement au
traitement. Ces patients ont été assignés au groupe mauvais pronostic « P3 ».
Les 46 patients restants dans le groupe intermédiaire, « P2 » (englobant les
patients « AB » et « BA »), présentent une probabilité de survie peu différente
de celle des patients P1 et par conséquent les patients P1 et P2 ont tous été

finalement assignés a un groupe « P1&2 » de pronostic favorable.
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Fig. 20

A: GSE11877 : 4 genes Pc+ : ectopic expression associated with good prognosis
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Fig 20 (foll)

D:GSE7440 : 4 genes Pc+ : ectopic expression associated with good prognosis
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Figure 20. Définition d'une méthode de classificati  on pour la prédiction du

pronostic chez les enfants atteints de LAL utilisan t les expressions ectopiques

de diverses combinaisons des 8 génes , positivement ou négativement corrélés
avec la probabilité de survie, et identification d'un sous-groupes de LAL agressives
(AC: GSE11877, DF: GSE7440) ; A et D: estimation cumulée de la survie globale
selon Kaplan Meyer comparant les groupes de patients classés selon le nombre
d'expressions ectopiques des 4 genes associés a un « bon » pronostic (panneau de
gauche), ou en deux groupes, " A pos" (au moins 2 genes exprimés , courbe grise) ou
"B pos" (un seul ou aucun gene exprimé, courbe rouge), B et E : estimation cumulée
de la survie globale selon Kaplan Meyer comparant les groupes de patients classés
selon le nombre d'expressions ectopiques des 4 génes associés a un « mauvais »
pronostic (panneau de gauche), ou en deux groupes, " A neg " (pas d’expression,
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courbe grise ) ou " B neg " ( au moins un gene exprimé, courbe rouge ), le groupe A
correspond aux patients ayant des probabilités de survie les plus élevées, et le
groupe B aux patients ayant la plus faible probabilité de survie. C et F: estimation
cumulée de la survie globale selon Kaplan Meyer comparant les groupes de patients
classés en quatre groupes (a gauche), trois groupes (au centre) et deux groupes
(panneau de droite) selon les expressions ectopiques des deux sous-ensembles de 4
géenes respectivement associés au bon ou au mauvais pronostic.

Cette approche a conduit a la définition d'un groupe de 8 genes que nous
avons utilisé pour une classification pronostique des patients atteints de LAL
de l'enfance, et a lidentification de 68 cas (32 %) de LAL de cette 1°® série
(GSE11877) ayant une probabilité de survie significativement réduite (Figure
21). Le méme algorithme utilisant les 8 genes a été utilisé pour classer les
patients d’'une 2°™ population d’enfants atteints de LAL (GSE7440), ce qui a
confirmé le potentiel de cette combinaison de genes pour identifier les LAL
agressives, correspondant & 17 cas (28 %) dans cette 2°™ série de patients

(Fig. 20 D-F).
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Fig 21
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Figure 21. Estimations de la survie cumulée globale par Kaplan Meyer,
comparant les patients LAL de GSE11877 (panneau de  gauche) et de GSE7440
(a droite) apres classification finale utilisant I algorithme des 8 génes. Les

patients P3 sont ceux dont les lymphoblastes expriment au moins un des quatre
genes corrélés négativement avec le pronostic et aucun ou un seul des geéenes
associés positivement au pronostic. Tous les autres patients ont été regroupés dans
le groupe pronostique P1&2.

Notre outil de classification a 8genes apporte une précision
supplémentaire a celle des facteurs connus pour étr e associés au

pronostic des LAL

En comparant la distribution de nos groupes pronostic avec les données
cliniques et de laboratoire des enfants atteints de LAL de la série GSE11877,
nous avons constaté que les LAL agressives (P3) sont enrichies en certaines,
mais pas toutes, les catégories de LAL a haut risque. Plusieurs des facteurs
qui ont été décrits précédemment comme étant associés a un mauvais
pronostic chez les patients atteints de LAL, incluant la présence de
lymphoblastes dans le systeme nerveux central, le sexe, I'age >10 ans ou des
globules blancs >50 G au moment du diagnostic, ne sont pas associés a une

survie plus courte dans cette série particuliere de patients (Fig. 22).
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Fig 22

Molecular/clinical classes not affecting prognosis in this series of childhood ALL patients (GSE11877)
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Figure 22. Classes moléculaires / cliniques  sans incidence sur le pronostic des
enfants atteints de LAL de cette série (GSE11877).

Cependant, d'autres parametres cliniques et biologiques connus pour étre
associés a un mauvais pronostic, incluant la présence d'une translocation MLL
(Fig. 23A), une maladie résiduelle minimale (MRD) positive au 29°™ du
traitement d’induction (Fig. 23B), ou une surexpression du géne de CRLF2
(Fig. 23C), sont associés a une durée de survie moyenne plus courte dans
cette étude (Fig 23A, B et C : panneaux en bas a gauche). De plus les cas de
translocation MLL positive et de MRD positive sont enrichies en formes que
nous avons classées « P3 », mais pas la surexpression de CRLF2 (Fig. 23A,
B et C : histogrammes dans les panneaux en haut a gauche).

Dans une analyse univariée, nous avons évalué la valeur pronostique de notre

nouvel algorithme de classification a 8 génes par rapport a celui de ces autres
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facteurs. Considérant chacun de ces facteurs (translocation MLL, MRD au
jour 29 et surexpression de CRLF2), nous avons trouvé qu'au sein de chaque
sous-groupe de patients pouvant étre défini par 'un de ces parametres, notre
outil de classification a 8 genes peut également séparer les patients en deux
classes de pronostic significativement différent, et permet donc d'affiner le
pronostic (Fig. 23 A, B et C : panneaux de droite). Par exemple, dans la série
de patients GSE11877, le niveau d'expression de CRLF2 permet de séparer
deux groupes de patients avec des probabilités de survie significativement
différentes (Fig. 23C ; panneau en bas a gauche). Toutefois, chez les patients
exprimant faiblement CRLF2 (n=160), nos génes de classification permet
d'isoler un sous-groupe de 51 patients avec une durée de survie moyenne
significativement réduite, alors que chez les patients exprimant fortement
CRLF2 (n=47), nos genes permettent de distinguer deux groupes ayant des
survies différentes (n=30 et n=17, respectivement) (Fig. 23C ; panneaux a
droite). De plus, la délétion ou une mutation du gene IKZF1, un facteur
également associé a un mauvais pronostic dans de nombreuses études, a
déja éte identifiee chez 59 patients de la cohorte GSE11877 (Supp. Tableau
S8 dans (Mullighan et al. 2009)). En classant ces 59 patients dans les groupes
de pronostic utilisant nos 8 génes, nous avons pu clairement isoler un groupe
de patients avec un bon pronostic (32 patients, tous en vie aprés 5 ans), alors
gue moins de 40 % des 27 patients P3 ont survécu plus de 5 ans (Fig. 23D).
Prises ensemble, ces données montrent que notre outil de classification a
8 genes enrichit notre capacité de prévision pronostique. Cette observation est
renforcée par une analyse multivariée du pronostic prenant en compte tous
ces parametres et notre systeme de classification a 8 genes (Tableau S4), et

illustrée par le « forest plot » présenté Fig. 23E.
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Fig 23
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Figure 23. Groupes de pronostic et données bioclini ques chez les enfants

atteints de LAL (GSE11877) : A. Statut MLL ; B. Maladie résiduelle minimale au

29éme jour; C. Expression de CRLF2; D. Délétion ou mutation du gene
IKAROS ; en A, B et C, I'hnistogramme (en haut a gauche) montre les proportions
respectives des trois groupes pronostiques P1, P2 et P3 chez les patients atteints de
LAL positive ou négative pour la caractéristique moléculaire indiquée ; les courbes de
survie de Kaplan-Meier comparent les probabilités de survie entre les patients en
fonction de leur diagnostic moléculaire (panneau en bas a gauche), ou entre les trois
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groupes de pronostic au sein des patients dont la LAL est négative (panneau en haut
a droite) ou positive (panneau en bas a droite) pour la caractéristique moléculaire. E
« Forest plots » montrantdes « hazard ratios » (HR) (P3 versusP1&2 sur échelle
logarithmique) pour le risquede déces a 5 ans.La ligne horizontale indique l'intervalle
de confiance a 95 % pour les ratios ;la double fleche verticale en pointillé correspond
aun HR de 1.

L'algorithme basé sur les 8 genes permet de prédire la réponse au

traitement inducteur des LAL chez l'adulte

Nous nous sommes demandé si cet algorithme de classification basé sur
8 genes pouvait également étre appliqué pour prévoir I'évolution de la LAL

chez les patients adultes.

A laide d'une grande série de données transcriptomiques provenant de
patients adultes atteints de LAL (disponible sur GEO : référence GSE13204)
obtenues en utilisant la méme technologie, le méme algorithme basé sur les
mémes 8 genes a été utilisé pour classer ces patients dans les groupes P1&2
d’'une part et P3 d’autre part. Aucune donnée de survie n'est disponible pour
cette série de LAL adultes, mais des informations utiles ont été fournies au
sujet de leurs sous-types moléculaires. Nous avons mesuré I'enrichissement
des différents sous-groupes moléculaires de ces cas de LAL adultes dans nos
deux groupes pronostic, P1&2 et P3 respectivement, obtenus avec nos
8 génes. Or nous savons, du fait d’études antérieures (Chen et al. 2012; Mi et
al. 2012a; Mi et al. 2012b), que ces sous-groupes moléculaires de LAL sont
associés a des séveérités et pronostics différents. Comme le montre la Fig. 24A,
la distribution des patients dans les groupes P1&2 et P3 montre une bonne
co-ségrégation des groupes P3 avec les sous-types de LAL dites « a haut
risque » (dont le pronostic est plus pessimiste ; voir aussi Tableau S5). En effet,
les patients présentant un risque élevé de LAL, comme ceux avec MLL ou

translocation t(9;22), ont été préférentiellement assignés a notre groupe
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« P3» défini par les 8 géenes, tandis que les patients avec des formes
moléculaires de LAL de pronostic plus favorable (LAL standard ou a faible
risque), tels que les LAL avec ETV6/RUNX1 ou un caryotype hyperdiploide,

sont le plus souvent classés « P1&2 ».

Ensuite, utilisant la RT-PCR quantitative pour détecter I'expression aberrante
des 8 génes au moment du diagnostic chez 31 patients adultes atteints de LAL
nous avons testé I'outil pronostic dans le cadre d’une analyse prospective. Ce
travail a confirmé que nos 8 génes peuvent aider a prédire la réponse au
traitement d'induction conventionnel
(vincristine / daunorubicine / cyclophosphamide / prednisone / L-asparaginase
administrée sur une période de 4 semaines) dans cette série de 31 adultes
atteints de LAL (données cliniques détaillées dans le Tableau S1). L'ARN a été
préparé a partir des cellules de moelle osseuse de ces patients au moment du
diagnostic et I'expression des 8 génes pronostic a été détectée par RT-PCR
guantitative (amorces listées dans le Tableau S2). Suivant exactement le
méme algorithme, ces patients ont été assignés aux groupes P1&2 ou P3
(Tableau S1). La réponse au traitement d'induction a été évaluée par la
guantification des lymphoblastes leucémiques dans la moelle osseuse et la
maladie résiduelle minimale (MRD), quantifiée au 29°™ jour de traitement par
cytométrie en flux a huit couleurs. Tous sauf un des 17 patients qui n'ont pas
répondu au traitement ont été correctement assignés au groupe P3, alors que
7 des 14 patients présentant une rémission complete apres induction ont été
assignés au groupe pronostique P1&2 (Fig 24B). Les 7 autres patients
répondeurs ont cependant été assignés au groupe des LAL agressives P3.
Parmi ces derniers, 3 sont des LAL-T, une forme particulierement agressive de
LAL, tandis que les 4 autres sont des LAL-B sans translocation BCR-ABL. Les
données de survie a long terme de ces patients n'étant pas encore disponibles

(voir discussions pour plus de détails), nous n'avons pas pu évaluer la
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corrélation entre nos groupes pronostic et la survie a long terme.

Fig 24
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Figure 24. L'expression ectopique de ces mémes 8ge nes peut également
établir un pronostic chez les LAL chez l'adulte ; A . Le groupe « P3 » groupe de
LAL chez I'adulte correspond également aux sous-typ es moléculaires agressifs
connus de LAL chez l'adulte.B. La détection par RT- PCR quantitative de
I'expression aberrante des 8 génes aide a prédire | a réponse a un protocole
d'induction chez patients adultes atteints de LAL ; Heatmap illustrant la
classification des patients atteints de LAL (axe des abscisses) dans les groupes P1&2
ou P3, al'aide de notre test de RT-PCR quantitative, détectant I'expression ectopique
dans la moelle osseuse des 8 génes (axe des ordonnées), comprenant les 4 genes
associés au bon pronostic (durée de survie plus longue) et les 4 génes associés au
mauvais pronostic (durée de survie réduite). La réponse du patient a la thérapie
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d'induction est indiquée en dessous de la « heatmap ». L'échec d'induction (aucune
réponse) a été défini comme la persistance de lymphoblastes leucémiques dans la
moelle osseuse (moelle osseuse avec >= 5 % de lymphoblastes) ou la présence de
lymphoblastes leucémiques dans un site extramédullaire a la fin de la thérapie
d'induction. La rémission compléte a été définie par <5 % de lymphoblastes dans la
moelle osseuse, et une moelle osseuse normale contenant les trois lignées
hématopoiétiques.

Le profil d’expression de genes des LAL agressives de I'enfant recouvre

partiellement celui des LAL classées P3 chez I'adul  te

Notre capacité a prédire précisément lissue de la LAL de [I'enfance,
indépendamment des autres parametres pronostiques (dans GSE11877),
nous a permis d'effectuer une analyse transcriptomique supervisée et ainsi
d’identifier les genes exprimés de maniere différentielle entre les 68 cas de
LAL associés a un pronostic défavorable (P3) et les autres cas de LAL ayant
un meilleur pronostic (P1&2). Cette analyse, qui prend en compte tous les
géenes humains représentés sur la puce Affymetrix 54K, a montré que
1 414 genes ont une expression augmentée et 234 une expression diminuée
dans les LAL agressives (classées P3) par rapport aux LAL de bon pronostic
(classées P1&2) (Mann-Withney non apparié p <0.05; amplitude absolue des
variations (« fold change ») >1.2). Ce profil d'expression caractéristique des
formes P3 de LAL est représenté Fig. 25A. Toutefois, un sous-ensemble de
patients P1&2 présente un profil d'expression génique tres similaire a celui des
LAL P3 (Fig. 25A : rectangle rouge). Fait intéressant, la probabilité de survie
des patients du groupe correspondant a ce profil « type P3 » est proche de
celle des patients P1&2 (Fig. 25B), démontrant en premier lieu que ces
patients ont été correctement assignés au bon groupe de pronostic par notre
algorithme de classification a 8 genes et, en deuxieme lieu, que le profil
d'expression genique P3 ne suffit pas pour définir I'agressivité de la LAL.

Bien que les LAL pédiatriques et celles de I'adulte soient considérées comme

des entités difféerentes (Chen et al. 2012), nous avons observé que le profil
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transcriptomique global (c’est-a-dire les 1 414 et 234 genes respectivement
régulés a la hausse a la baisse dans les LAL P3 par rapport aux P1&2),
caractéristique des LAL agressives chez I'enfant, chevauche partiellement le
profil transcriptomique global correspondant aux LAL chez I'adulte, classés

« P3 » al'aide de la méme combinaison de 8 génes (Fig. 25C).

Afin d'approfondir notre compréhension de la signification biologique de ces
résultats et de mettre en évidence les caractéristiques spécifigues du
sous-groupe de LAL agressives identifié ici, nous avons exploré les données
fonctionnelles, y compris les fonctions ontologiques des génes enrichis ou
appauvris, et les chevauchements avec des profils d'expression génique
rencontrés dans des situations physiologiques ou d'autres conditions
pathologiques. Nous avons effectué une analyse par la méthode « Gene Set
Enrichment Analysis » (GSEA) sur les collections de sets de genes mis a
disposition par le Broad Institute. De cette analyse, nous avons constaté que
les formes de LAL avec un mauvais pronostic, que nous avons identifiees
comme « P3 » chez I'enfant et chez I'adulte, activent un groupe de génes qui
chevauchent de maniere significative le profil d'expression génique des
cellules souches hématopoiétiques (cellules CD133+, (Jaatinen et al. 2006)),
alors que la plupart des genes impliqués dans la prolifération et les fonctions
relatives au cycle cellulaire, notamment ceux associés a la capacité de
prolifération des cellules souches embryonnaires, étaient régulés a la baisse
(Ben-Porath et al. 2008; Wong et al. 2008), comme illustré en Fig. 25D. Ces
LAL agressives pourraient donc avoir acquis des propriétés de cellules

semblables aux cellules souches pluripotentes qui ne se divisent pas.
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Fig 25
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Figure 25. Le profii dexpression génique et lanal yse fonctionnelle
caractérisant le groupe « P3 » des LAL agressives ¢ hez les enfants (GSE11877),
chevauche celui des LAL de l'adulte; A. Heatmap montrant les génes dont
I'expression est significativement diminuée (partie supérieure de la heatmap) ou
augmentée (partie inférieure de la heatmap) dans les lymphoblastes des LAL P3,
comparé aux LAL P1&2 chez I'enfant. Les faibles et hauts niveaux d'expression sont
représentés sur une échelle allant du vert au rouge. B. Pronostic des LAL
« P3-Like» par rapport aux autres LAL P1&P2 et P3. C. Chevauchements entre les

100



profils d’expression génique des LAL de l'enfant et de l'adulte (de GSE13204)
assignées a la catégorie agressive P3 en utilisant le méme algorithme de
classification a 8 génes. D. Gene Sets Enrichment Analysis (GSEA) du profil
d’expression génique des LAL agressives chez les enfants (GSE11877) et chez les
patients adultes (GSE13204) montrant un chevauchement tres significatif entre les
génes surexprimés dans les LAL P3 agressives et les cellules souches
hématopoiétiques (CD133+) (panneaux en haut ;(Jaatinen et al. 2006))mais une
diminution de I'expression de plusieurs génes, caractérisation des cellules souches
embryonnaires (CSE) (panneaux au centre ; (Wong et al. 2008)) y compris les génes
associés au cycle et a la prolifération cellulaire (illustrés dans les panneaux inférieurs ;
(Ben-Porath et al. 2008)).

101



Tableaux S1 a S5

Table S1

o
ALL3
ALL2
ALL 63
ALL6
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ALL 25
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ALL 20
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ALL 65
ALL 32
ALL 50
ALL 64
ALL 62
ALL9n
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ALL 58
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31,5 B-ALL negative 0,916 positive, 0.22% CR P
3,8 B-ALL negative 0,944 negative,<0.01% CR P2
61,9 B-ALL negative 0,963 negative,<0.01% CR P2
41,2 B-ALL negative 0,843 negative,<0.01% CR P2
62,7 B-ALL positive 0,938 positive, 0.74% CR P2
15,3 B-ALL negative 0,87 negative,<0.01% CR P2
98,1 T-ALL  negative 0,866 negative,<0.01% CR P2
151 B-ALL positive 0,959 positive, 51.8% NR P2
379 B-ALL negative 0,971 negative,<0.01% CR P8
29 T-ALL  negative 0,866 negative,<0.01% CR P3
6,4 B-ALL negative 0,86 negative,<0.01% CR P3
25 T-ALL negative 0,981 positive,0.18% CR P8
50,2 B-ALL negative 0,8 negative,<0.01% CR P3
6,8 B-ALL negative 0,955 negative,<0.01% CR P3
371 T-ALL  negative 0,898 negative,<0.01% CR P3
67,1 B-ALL positive 0,523 positive,31.4% dead P3
14,4 T-ALL negative 0,922 dead dead P3
460 T-ALL  negative 0,978 dead dead P3
84 B-ALL positive 0,948 positive, 26% NR P3
258 B-ALL positive 0,895 positive, 27.6% NR  P3
249 B-ALL  positive 0,895 positive, 12.6% NR P3
493 B-ALL negative 0,769 positive, 27% NR P3
25,7 B-ALL negative 0,875 positive, 0.46% NR  P3
16,7 B-ALL negative 0,936 positive, 19.8% NR  P3
52,8 B-ALL positive 0,889 positive, 81.1% NR  P3
793 T-ALL  negative 0,974 positive, 58.2% NR  P3
48,1 T-ALL  negative 0,559 positive, 58.2% NR P3
144 T-ALL  negative 0,942 positive, 33.2% NR  P3
9 B-ALL negative 0,899 positive, 51.9% NR P3
52,6 T-ALL  negative 0,913 positive, 58.1% NR P3
59,5 T-ALL  negative 0,965 positive, 88% NR  P3
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Tableau S1. Les données cliniques et biologiques de nos 31 patients tous, et les
résultats détaillés de notre test de détection basé sur la RT-gPCR des 8 geénes

associés au pronostic
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Table S2

Gene
AK022211
ENSG00000245479
STARD4
FASTKD1
PCDH15
CAMSAP1
PCGF6
SH3RF3
U6

Beta ACTIN
RELA
AUP1

Forward primer
acaggcttcttttcccecag
tggtgtgtagtctgactggc
agaagggcttttatcttgtgga
aagaattaacttttctgcatttcca
acgcttcacacaggaggaata
ccggaagaacctgaatacctc
gaggacatgagtcacttctcgtt
gcccateggtgttctgte
ctcgcttcggcageaca
catgtacgttgctatccaggce

cgggatggcttctatgagg
tgcactccgtgtacaacage

Reverse primer
cacgcaccccttagaactgt
tcgctctgacaccacgattt
ccaaccacagggatggttat
cagaacagacacctcagttggt
gtccctttggtggcaagtt
tggcaataaaggatgggatg
tggggtcagctcagagagat
ggagcccactcttcttctettt
aacgcttcacgaatttgcgt
ctccttaatgtcacgcacgat
ctccaggtcccgcttett
tttgtcgcttcatgtgetct

Tableau S2. Liste des amorces utilisées pour le test de détection des 8 genes basé

sur RT- gPCR
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Table S3

Gene ID 4 genes associated with poor prognosis in ALL
AK022211 Homo sapiens cDNA FLJ12149 fis, clone MAMMA1000421.

BC038778 Gene: RP11-387D10.3 ENSG00000245479
STARD4 StAR-related lipid transfer (START) domain containing 4

FASTKD1 FAST kinase domains 1

4 genes associated with favorable prognosis in ALL
PCDH15 protocadherin-related 15
CAMSAP1 calmodulin regulated spectrin-associated protein 1
PCGF6 polycomb group ring finger 6
SH3RF3 SH3 domain containing ring finger 3

Tableau S3. Liste des 8 génes dont I'expression est associée a un pronostic dans les
LAL de I'enfant
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Table S4

Covariate (reference value)
Gender (Female)

Male
Age (>=10)

<10
WBC (<50G)

>=50G
CNS (positive)

negative
MLL (negative)

positive
MRD (Negative)

Positive

Unknown
CRLF2 (Off)

On
Prognostic groups (P1&2)

P3

coef

0,131

-0,251

0,135

-0,12

0,404

0,749
0,46

0,72

1,895

IR(exp(coef’

1,14

0,78

1,15

0,89

1,50

2,12
1,58

2,06

6,65

95%Cl

0.54-2.39

0.37-1.62

0.54-2.42

0.40-1.96

0.56 -4.02

1.02-4.36
0.44-5.71

0.99-4.24

3.04 -14.57

p-value

0,730

0,503

0,723

0,767

0,423

0,043
0,482

0,051

2,16E-06

%k % %k

Tableau S4. Hazard ratios selon le modéle de régression de Cox testant I'association
au pronostic de notre algorithme de 8 génes classificateurs dans une analyse
multivariée, avec d'autres parametres cliniques et biologiques
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Table S5

ALL 112 22 134
with hypert 38 2 40
with t(1;19 30 6 36
with t(12;2 44 14 58

c-ALL/Pre-B-A 204 155 359
with t(9;22 62 60 122
wo t(9;22) 142 95 237

mature B-ALL 5 8 13

Pro-B-ALL 27 43 70

T-ALL 60 114 174

Tableau S5. Répartition des sous-types moléculaires des LAL chez I'adulte dans les
groupes P1 & 2 et P3 définis par notre algorithme de 8 genes
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DISCUSSION

Le travail présenté ici supporte notre précédent travail montrant que
I'expression ectopique de génes clés contribue a des formes agressives de
cancer et a la réponse au traitement. Dans une étude précédente, nous avons
montré tout d'abord que les tumeurs de toutes origines activent un grand
nombre de genes spécifiques des tissus, et, en deuxieme lieu, que dans les
cancers du poumon, l'activation d'un sous-ensemble de ces génes pourrait
identifier les tumeurs tres agressives (Rousseaux et al. 2013a). Dans cet
article, nous proposons que dans les cancers malins hématopoiétiques,
comme dans les tumeurs solides, l'expression ectopique de genes pourrait
également étre un facteur déterminant de la progression du cancer et que, la
encore, la réponse des cellules malignes a la thérapie pourrait devenir
dépendante de l'expression « hors contexte » d'un sous-ensemble de genes
critiqgues. En effet, nous avons trouvé que chez les patients pédiatriques et
adultes atteints de LAL, un groupe de 8 génes identifie efficacement les
patients susceptibles de répondre au traitement. Comme ces 8 genes ont été
initialement identifiés sur la base de leur étroite association avec la survie chez
les enfants et qu'un profil spécifique pour leur activation était biaisé vers des
formes moléculaires agressives de LAL chez les patients adultes, nous avons
fait I'nypothése que leur statut d'expression peut également étre associé a la
réponse des patients adultes aux traitements actuels.

Dans une étude prospective, nous avons développé un test basé sur la
RT-PCR gquantitative pour détecter I'expression des 8 génes et démontré notre
capacité a prédire leurs réponses pour répondre a une chimiothérapie
d'induction du CALGB modifiée (thérapie VDLCP), qui est aujourdhui le
traitement conventionnel de la LAL chez l'adulte (Larson et al. 1995; Mi et al.
2012a; Mi et al. 2012b).

Manifestement, dans notre série de 31 patients, le taux de RC était seulement
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de 45 %, nettement inférieur au taux de rémission que nous avons rapporté
précédemment pour une série plus importante (74,6 %, (Mi et al. 2012b)). En
effet, dans cette série de patients, 3 des 31 patients atteints de LAL sont
décédés au cours de la thérapie d'induction, et seulement 14 ont atteint la
rémission parmi les 28 autres patients. Afin de comprendre la raison de ce
faible taux de rémission, nous avons soigneusement examiné les informations
cliniques correspondant aux patients qui sont décédés ou n'ont pas atteint la
rémission. Parmi les trois patients décédés, un avait une LAL-T avec un
nombre de globules blancs de 460 x 10%/L et est décédé d'une hémorragie
cérébrale, un avait une LAL-B Ph-positive avec un nombre de globules blancs
de 67,1 x 10%/L et est décédé d'une infection pulmonaire, et 'autre avait une
LAL-T et est décédé d'une infection pulmonaire. Des facteurs pronostiques
négatifs ont été associés a tous a I'exception d'un des 14 patients qui n‘avaient
pas atteint une rémission ; 5 étaient Ph positif, 5 étaient du sous-type a
lymphocytes T, 2 avaient un caryotype complexe et un avait une LAL-B avec
un nombre de globules blancs de 49,3 x 10%/L. Par conséquent, dans cette
population, le pourcentage de patients présentant des facteurs de mauvais
pronostic était particulierement élevé. Fait intéressant, dans notre série de
31 patients, en utilisant notre outil de classement a 8 genes, seuls 8 patients,
1/4 du nombre total de patients, ont été assignés au groupe P1&2, alors que
3/4 des patients (n=23) étaient dans le groupe P3 . En revanche, chez les
750 patients atteints de LAL de I'étude GSE13204 (Haferlach et al. 2010), le
groupe P1&2 représentait 54 % de la population (Fig. 24A, diagramme en

secteurs a gauche).

Néanmoins, les résultats obtenus appuient fortement la robustesse de notre
meéthode de classification et surtout le réle particulierement important de nos
genes de classement. Utilisant la RT-PCR quantitative, les 8 patients qui
avaient été affectés au groupe a bon pronostic P1&2, a I'exception d'un patient
Ph-positif, ont répondu au protocole d'induction, et 16 des 17 non-répondeurs,
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incluant trois patients décédés, avaient tous été correctement assignés au
groupe P3 de LAL, ce qui démontre la capacité de notre méthode de
classification pronostique pour détecter les patients qui ne répondront pas au
protocole d'induction. Sept des 14 patients qui ont obtenu une réponse
complete a 'induction ont été assignés au groupe P1&2, mais les 7 autres ont
été classés parmi les LAL P3 agressives. Fait intéressant, 3 patients de ce
dernier groupe avaient une LAL-T connue pour étre potentiellement agressive
et 2 autres patients avaient une LAL-B Ph négative et une leucocytose
supérieure & 30 x 10%L au moment du diagnostic, ce qui est considéré comme
un facteur de risque élevé en LAL-B, avec 52 x10%L et 370 x 10%/L,
respectivement. Actuellement, les issues des deux autres patients atteints de
LAL-B sont encore inconnues. Toutefois, le suivi de ces « bons répondeurs »
nous dira si ce groupe aura en effet une probabilité de survie plus faible que
les autres répondeurs précoces affectés au groupe P1&2. Actuellement, la
Maladie Reésiduelle Minimale (MRD) est considérée comme l'un des
indicateurs les plus puissants pour I'‘évaluation du pronostic des LAL, méme
chez les patients ayant des caracteéristiques a faible risque a leur premiere

visite, surtout quand il s'avere étre positif (Inaba et al. 2013).

Fait intéressant, nous observons ici que 15 patients MRD-positifs (cellules
leucémiques = 0,01 %) sur 18 sont dans le groupe P3. Cependant, il est
également remarquable que nous soyons en mesure d'identifier plus de
nouveaux patients a haut risque au sein des patients MRD-négatifs (n = 6)
(Tableau S1). En outre, il est également vrai que pour environ 20 % des
patients, aucun profil défini de MRD n'est disponible pour diverses raisons,
principalement techniques (Bassan and Hoelzer 2011). Dans cette situation,
notre méthode de classification serait critique pour la prise de décision
clinique.

Une recherche de la littérature sur les données existantes sur les 8 génes
trouveés ici associés au pronostic de LAL a démontré qu'ils sont probablement
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impliqués dans des mécanismes oncogeniques encore inconnus, car les
données sur leur fonction dans le cancer sont rares. Au sein des genes
associés individuellement a un mauvais pronostic, seul AK022211 avait déja
été trouvé spécifiquement et fortement régulé vers le haut dans la population
de cellules souches hématopoiétiques a la fois du sang de cordon et du sang
périphérique (Toren et al. 2005). Par conséquent, il est possible que
I'expression ectopique de ce facteur non caractérisé fonctionnellement puisse

participer a l'acquisition de caractéristiques de cellules souches par les

cellules.

Etonnamment, parmi les génes activés de maniére ectopique, nous avons
aussi trouvé des genes associés individuellement avec une issue clinique
favorable. Le premier, IGFBP5-IP (SH3RF3) est une protéine identifiee comme
un partenaire de la protéine 5 de liaison au facteur de croissance analogue a
l'insuline et est connue pour étre nécessaire a la stimulation de la prolifération
des ostéoblastes (Amaar et al. 2006). On peut supposer que ce facteur
pourrait avoir un réle similaire dans les lymphoblastes et donc étre impliqués
dans la sensibilisation des cellules envers des traitements préliminaires
affectant les lymphoblastes proliférants. Un autre de ces génes, PCGF6, est
un membre du groupe Polycomb, qui a été trouvé dans un complexe avec la
déméthylase de la lysine 4 de I'histone H3, JARID1d, et donc se comporte
comme un puissant répresseur transcriptionnel (Lee et al. 2007). Le méme
facteur a été trouvé dans un complexe avec E2F6, liant l'activité de E2F6 a la
fonction répressive de PCGF6 (Trojer et al. 2011). Fait intéressant, plusieurs
études ont montré que E2F6 est un facteur critique dans le silencage des
genes spécifiques de lignée germinale dans les tissus somatiques (Kehoe et al.
2008; Spivak et al. 1992; Velasco et al. 2010). En outre, il a été montré que la
surexpression d'E2F6 éteint I'expression ectopiqgue du gene de la lignée

germinale (Kehoe et al. 2008). Tenant compte de toutes ces données, on
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pourrait spéculer que la régulation positive de PCGF6 peut aider E2F6 aux
« re-silencage » des génes qui avaient été exprimés de maniere ectopique,
privant ainsi les cellules cancéreuses de la contribution des facteurs
correspondants, dont elles ont besoin pour leur survie et la progression du

cancer (Rousseaux et al. 2013b).

Le fait que nous avons pu identifier tous les sous-groupes de LAL associés a
un mauvais pronostic chez les enfants et chez les adultes nous a permis de
dévoiler leur profil moléculaire caractéristique. Fait intéressant, lI'approche
GSEA a montré que, dans les deux cas, un programme d'expression géenique
caractérisant les cellules souches embryonnaires est régulé a la baisse, alors
gue les génes qui définissent les cellules souches hématopoiétiques sont
surexprimés. Une inspection minutieuse de ces génes suggere que, bien que
ces tumeurs agressives conservent un profil de type cellule souche
hématopoiétique, ils éteignent la nature proliférative des cellules souches

embryonnaires (voir Figure 25D et sa légende pour plus de détails).

Les formes moins sensibles de LAL pourraient effectivement étre celles avec
moins de prolifération et, par conséquent, moins susceptibles de répondre aux
agents qui ciblent le cycle cellulaire. Cependant, malgré I'utilisation de G-CSF
pour sensibiliser la LAM aux agents cytotoxiques, la capacité du G-CSF a
stimuler toutes les LAL-B reste incertaine (Tafuri and Andreeff 1990; Wei et al.
2011; Xue et al. 2013).

Ici, nous avons démontré la puissance d'une approche basée sur les
activations ectopiques de génes pour trouver de nouveaux facteurs
pronostiques, améliorant ainsi notre systéme pronostique existant, de sorte
gue les patients a haut risque, en particulier ceux qui sont actuellement cachés
au sein des groupes a faible risque, puissent étre identifiés dés que possible,

afin de permettre 'augmentation de la thérapie.
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Résumé

Les mécanismes épigénétiques, tels que la méthylation et les modifications d’histones, sont
impliqués dans le contrdle a grande échelle de I'expression du géndme et contribuent a la mise
en place des profils d’expression des génes spécifiques de tissus et de types cellulaires. Dans
les cellules en cours ou en fin de différenciation, ces mécanismes sont aussi impliqués dans la
mise en place et le maintien de la repression d’un grand nombre de génes. La transformation
oncogénique est presque toujours associée a des anomalies de la signalisation épigénétique
cellulaire, dont certaines, comme les méthylations aberrantes de génes suppresseurs de
tumeur, sont considérées comme des événements oncogénes. Un aspect beaucoup moins
étudié de ces dérégulations épigénétiques est I'activation aberrante de génes tissu-spécifiques
dans des cellules pré-cancéreuses et transformées. De nombreuses études rapportent
Iactivation « hors contexte » de génes spécifiques du testicule dans plusieurs cancers
somatiques. Ces génes sont décrits sous le nom de génes « cancer testis » ou C/T. Il a été
suggeéré que ces expressions illégitimes pourraient étre de bons indicateurs des cancers, et
fournir de nouvelles cibles pour une immunothérapie anticancéreuse.

Au cours de cette thése, nous avons développé une approche basée sur ce concept d'activation ectopique
de génes pour identifier les génes exprimés de maniere aberrante dans les lymphoblastes des patients
atteints de leucémies lymphoblastiques aigues (LAL). Nous avons ensuite évalué leur intérét pour une
utilisation comme marqueurs pronostics et de prédiction de la réponse au traitement.

Nous avons ainsi identifié une signature de huit genes spécifiques de la lignée germinale / cellules souches
embryonnaires, exprimés de maniére aberrante dans les LAL pédiatriques et adultes : 4 génes prédictifs de
mauvais pronostic et 4 génes associés a une issue favorable.

Nous avons par la suite montré qu’une combinaison de I'expression de ces 8 génes peut identifier les formes
agressives de LAL chez les enfants ainsi que chez les adultes.

Une étude prospective clinique a mis en évidence que notre systéme de détection des 8 génes, basé sur un
test RT- qPCR, pourrait aider a prédire la réponse précoce a un traitement (induction) dans un groupe de 31
patients adultes nouvellement recrutés, atteints de LAL.

Enfin, en exploitant notre méthode de classification, nous avons découvert des traits biologiques communs
entre les formes agressives de LAL chez les enfants et chez les adultes. Nos données montrent que les
formes les plus agressives de LAL présentent les caractéristiques de cellules souches hématopoiétiques au
repos. Cette information pourrait étre utilisée pour adapter les approches thérapeutiques.

Enfin, en plus de I'amélioration de la détection et du suivi des patients LAL, ce travail a un fort potentiel dans
la définition de nouvelles stratégies thérapeutiques ainsi que d’ors et déja dans les choix thérapeutiques les
plus appropriés pour les patients porteurs des formes les plus agressives.
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Abstract

Epigenetic mechanisms such as methylation and histone modifications are involved in large-scale control of
the expression of the genome and contribute to the development of specific gene expression profiles of
tissues and cell types. In cells, during and after differentiation, these mechanisms are also involved in the
establishment and maintenance of the repression of many genes. Oncogenic transformation is almost
always associated with abnormalities of cellular epigenetic signalling, some of which, such as aberrant
methylation of tumour suppressor genes, are considered as oncogenic events. One much less studied
aspect epigenetic deregulations, is the aberrant activation of tissue-specific genes in pre-cancerous and
transformed cells. Many studies have reported the “out of context” activation of specific testicular genes in
several somatic cancers. These genes are described as the "cancer / testis" genes or C/T. It has been
suggested that these illegitimate expressions could be good indicators of cancer and provide new targets for
cancer immunotherapy.

In this thesis, based on the concept of ectopic activation of genes, we have identified genes aberrantly
expressed in lymphoblasts of patients with acute lymphoblastic leukemia (ALL). We have then assessed
their potential for a use as markers for prognosis and prediction of treatment response.

We have identified a signature of eight genes specific of germline/embryonic stem cells, aberrantly
expressed in adult and paediatric ALL. The ectopic activation of four genes was predictive of poor prognosis
and the expression of four other genes was associated with a favourable outcome.

We have subsequently shown that the combination of the expression of these eight genes can identify
aggressive forms of ALL in children and adults.

A prospective clinical study showed that a test based on the detection of these 8 genes, by RT- gPCR could
help predicting an early response to treatment (induction) in a group of 31 newly recruited ALL adult patients.
Finally, using our classification method, we discovered common biological traits between aggressive forms of
ALL in children and adults. Our data show that the most aggressive forms of ALL have characteristics of
dormant hematopoietic stem cells. This information could be used to refine therapeutic approaches.

Finally, in addition to improving the detection and monitoring of ALL patients, this work has great potentials in
the definition of new therapeutic strategies as well as in the choice of the most appropriate therapeutic
approaches for patients with aggressive forms of ALL.
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Germline cell differentiation is controlled by a specific set of genes whose expression is tightly locked into the
repressed state in somatic cells. Large-scale epigenome alterations, now evidenced in nearly all cancers, lead
to aberrant activation of these normally silenced genes, as attested by the many reports describing the
expression of testis-specific factors, known as cancer-testis genes, in various cancer cells. Here, based on the
literature, we argue that off-context activity of some of the testis-specific epigenome regulators can
reprogram the somatic cell epigenome toward a malignant state by favoring self-renewal and sustaining cell
proliferation under stressful conditions, thereby constituting a major oncogenic mechanism.

© 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

A multistep genome reprogramming process marks the generation
and maturation of male germ cells [ 1-3]. A genome-wide demethylation
and remethylation characterizes the first steps of the male genome
programming when gene promoters and regulatory elements acquire
their male-specific profile of methylation as well as chromatin
modifications [1]. It is however the haploid post-meiotic genome that
undergoes the most dramatic reprogramming characterized by an
almost genome-wide displacement of histones and successive assembly
of transition proteins and protamines [4]. Indeed, during this process the
universal mode of genome packing in eukaryotes, based on nucleo-
somes, is drastically altered by transition to a new form of DNA
compaction using small basic proteins, called protamines. Although
these post-meiotic changes are of key importance for procreation and
constitute an essential step in the life cycle, most of the mechanisms
controlling the establishment of the male gamete genome remain
obscure [5]. Taking into account the published investigations, it is
however possible to highlight two essential events in male genome
reprogramming which both aim at inducing large-scale destabilization
of the “somatic type” genome organization. First, considerable amounts
of testis-specific histone variants are synthesized and incorporated in

* Corresponding author. Tel.: +33 4 76 54 95 83; fax: +33 4 76 54 95 95.
E-mail address: khochbin@ujf-grenoble.fr (S. Khochbin).
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meiotic and post-meiotic stages. Most of these histones have been
shown to induce nucleosome instability. Additionally, just before
replacement, a massive histone hyperacetylation also occurs that
contributes to chromatin relaxation [4]. Finally, these events as well as
the subsequent chromatin disassembly and genome repackaging are
hypothesized to be controlled by a variety of testis-specific factors.
Although some of them are in the course of identification, many remain
to be discovered and functionally characterized [5].

Drastic and genome-wide alterations of the epigenome have now
been shown to occur almost without exception in cancer cells [6].
General loss of DNA methylation, as well as of specific histone marks
associated with aberrant gain of methylation of some of the CpG
islands, appear now as universal hallmarks of oncogenesis [7]. These
modifications are expected to profoundly impact gene expression
leading to unscheduled gene repression and activation. The oncogenic
consequences of aberrant methylation of critical genes such as tumor
suppressors have been under intense investigations by many
laboratories [8]. In contrast, little attention has been paid to
unprogrammed gene activation in cancer cells. Over the last twenty
years, investigators looking for tumor specific antigens, have noticed
in cancer cells, the abnormal expression of a group of genes which are
normally expressed in male germ cells [9]. Some investigations
showed that epigenetic mechanisms control their repression in
normal somatic cells and concluded hence that their activation
reflects the alteration of these mechanisms in somatic cells [10-12].
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Despite increasing reports in the literature of testis-specific genes de-
repression in many different types of cancers, little is known on the
impact of their off-context activity on malignant cell transformation
[12].

Since some of these testis-specific genes encode potent epigenetic
regulators that play a critical role in the male genome reprogramming
[5], we would like to propose that aberrant activation of these factors
in the course of somatic cell transformation could target the cell
epigenome for abnormal re-programming events that would drive the
emergence of fully transformed cancer cell clones.

2. Germ cell epigenetic regulators activated in somatic cancer cells

Although current research is far from providing a comprehensive
picture of the epigenetic regulators that mediate the establishment of
the germ cell epigenome, some of the determinant factors have been
already identified [5] and all of these have been shown to be
aberrantly activated in cancer cells [12]. Among these factors, Dnmt3L,
a catalytically inactive member of DNA methyltransferases, can be
mentioned. Dnmt3L interacts with de novo DNA methyltransferases
Dnmt3a/3b and by stimulating their catalytic activities, plays an
important role in the establishment of DNA methylation on retro-
poson and that of germ cell-specific genomic loci [13].

Dnmt3L has been shown to be aberrantly activated in a variety of
cancers, where due to its ability to enhance the activity of the de novo
DNA methyltransferases, it could contribute to CpG island methyla-
tion and pathological gene silencing [14].

Besides factors involved in DNA methylation, germ cells also express
specific histone code readers. Brdt, a double bromodomain-containing
protein, is one such factor that is strictly expressed in male germ cells
[15]. The protein is capable of specifically acting on hyperacetylated
chromatin and mediates a histone acetylation-dependent chromatin
compaction [16]. Interestingly, a recent investigation showed that Bdf1,
the Brdt ortholog in yeast, is also required for a histone acetylation-
dependent genome compaction during the post-meiotic phases of
sporulation [17], confirming therefore the particular role for Brdt/Bdf1
in acetylation-dependent chromatin remodeling. Here again, the
unscheduled activation of BRDT in somatic cells [18] could lead to a
large-scale alteration of acetylated chromatin in cancer cells.

Additionally, functional characterizations of several testis-specific
factors expressed off-context in somatic cancer cells suggested that
they also could function as epigenome regulators in their physiolog-
ical setting, in the germ cells. One of these factors is NUT (nuclear
protein in testis), encoded by a testis-specific gene, aberrantly
activated in a subset of very aggressive carcinoma, known as NUT-
Midline Carcinoma (NMC) affecting children and adults of different
ages [19]. In this cancer, a chromosomal translocation fuses the double
bromodomain protein encoded by the ubiquitous gene, BRD4, to
almost the complete reading frame of NUT and hence taking control of
its expression. Recent investigations showed that NUT strongly
interacts with histone acetyltransferases (HATs) p300 and consider-
ably stimulates its catalytic activity [20]. These findings also suggested
that the normal function of NUT in spermatogenic cells could be the
enhancement of the HAT activity of p300/CBP, or other HATs, to
contribute to the wave of post-meiotic histone hyperacetylation
leading to chromatin relaxation and histone replacement. In NMC
cells, BRD4-NUT creates a histone super-acetylator, inducing the
formation of hyperacetylated chromatin domains due to a combined
action of BRD4's bromodomains and the NUT-mediated stimulation of
p300 activity, through a feed-forward mechanism completely affect-
ing the epigenetic landscape of the affected cells [20].

Another factor predominantly expressed in testis and capable of
acting on chromatin is ATAD2. The protein harbors an AAA ATPase
domain responsible for its multimerization and chromatin binding, as
well as a bromodomain. This bromodomain, at least in a testis-specific
splice variant, has been shown to specifically bind histone H4 bearing

acetyl-K5. ATAD2 appears to control chromatin dynamics and could
also play an important role in male genome reprogramming in post-
meiotic stages, when it is abundantly expressed [21]. Surprisingly,
ATAD? is activated in a great number of unrelated somatic cancers and
in several cases its over-expression has been shown to correlate with
a rapidly fatal outcome [21-23].

Finally, BORIS, a testis-specific paralog of CTCF, has been recently
shown to be a critical regulator of other testis-specific genes required
for normal spermatogenesis [24]. The illegitimate activation of BORIS
affects somatic cell gene expression programs and in some cases could
turn on several normally silenced testis-specific genes [25-29].

There are very probably many other important germ cell-specific
epigenetic regulators activated in cancer cells but in the absence of
more functional insights into the nature of factors involved in male
genome reprogramming, they are at the present not identifiable.

3. Cancer-testis factors as mediators of critical transcriptional
regulatory circuits in somatic cells

The off-context activity of the above-mentioned factors has the
potential to profoundly and globally affect the cell epigenome but
there are also several recent investigations reporting the ability of
cancer-testis factors to alter the activity of critical cellular transcrip-
tion factors and hence a specific downstream regulatory pathway. The
majority of data on this aspect concerns proteins encoded by the
MAGE family of cancer-testis genes as regulators of p53 activity. Early
works showed that several members of the MAGE family can suppress
p53-dependent apoptosis in melanoma cell lines [30]. Detailed
investigations unraveled the capacity of a specific member, MAGE-
A2, to recruit HDAC3 and to mediate p53 deacetylation and
inactivation after a genotoxic treatment [31]. Additionally, a newly
discovered function of MAGE family members is the stimulation of
RING E3 ubiquitin ligases, which could be responsible for proteasomal
degradation of a variety of critical cellular factors. With this respect,
the MAGE-C2-TRIM28 complex has been shown to induce ubiquitina-
tion and degradation of p53 [32].

In addition to modulating p53 activity, MAGE family members can
also affect several unrelated transcriptional regulatory circuits such as
those controlled by the androgen receptor (AR). Indeed, MAGE-11,
another member of the MAGE family, has the ability to stimulate the
transcriptional activity of this receptor [33]. A master transcription
factor also controlled by MAGE members is Hif1-oe. MAGE-11, as well
as a closely related member, MAGE-9, interact with the major Hif1-a
hydroxylating enzyme, PHD2, and reduce its catalytic activity. Prolyl-
hydroxylases mediate site-specific hydroxylation of Hifl-a and
induce its degradation by proteasome. The aberrant expression of
MAGE-11/9 in tumors therefore leads to the stabilization of Hif1-oc and
the subsequent stimulation of angiogenesis and glycolytic switch [34].
Finally, MAGE-A1 through the recruitment of HDAC1 can turn a
transcriptional activator, SKIP, into a repressor and hence modify the
state of cancer cell gene expression [35].

The p53 gene appears however as a major target of the off-context
activity of the C/T factors. Indeed, another member of C/T factors,
CAGE has been recently shown to use HDAC2 to repress p53 gene
expression in melanoma cell lines and thus confers resistance to drug-
induced apoptosis [36]. The off-context activity of NUT, in fusion with
BRD4 also affects p53 functions through the sequestration of CBP/
p300 into BRD4-NUT foci, which hinders the activation of p53 in
response to genotoxic treatments [20].

Like MAGE members, both NUT and CAGE also control critical
transcriptional circuits. A recent work showed that a matrix
metalloproteinase, MMP-2 could be induced through the action of
CAGE on the NF-«B and AP1 transcriptional pathways [37]. NUT in
fusion with BRD4 titers out CBP/p300 and has the potential to affect
the expression of numerous genes controlled by these HATs [20].
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Cancer-testis factors could also turn on a cell proliferation program.
Indeed, the C/T factor CAGE, has been reported to use AP-1 and E2F-1
transcription factors to activate D1 and E-type cyclins, thus enhancing
G1 to S phase progression [38]. Interestingly, ATAD2 also turns on a
proliferation program in cancer cells upon its aberrant activation.
ATAD?2 activity as a master regulator of cell proliferation is two fold: it
cooperates with critical factors such as Myc [22] and E2F-1 [39] and it
specifically or globally affects gene expression by modifying the
expression of MLL and EZH2 histone methyltransferases.

Finally, the aberrant activation of testis-specific small RNA systems
in cancer cells also represents an important mechanism for global or
specific alterations of gene expression in transformed cells. For
instance, PIWIL2, a member of PIWI/AGO gene family, specifically
expressed in testis, has been shown to be ectopically expressed in a
variety of cancers [40-42]. Interestingly, PiwiL2 behaves as a potent
oncogene and its ectopic expression alone is sufficient to induce the
transformation of fibroblasts using a mechanism involving the anti-
apoptotic factor Bcl-X(L) and Stat3 transcription factor [41,43].

3.1. Ectopic expression of testis-specific genes derives a
soma-to-germline transformation

As discussed in this review, several key transcriptional regulators
such as ATAD2, CAGE and PIWIL2 could activate a cell proliferation-
related gene expression program, but taking into account the
properties of some the testis-specific epigenetic factors activated in
cancer cells, one can hypothesize that their action could also turn on a
specific developmental program. This hypothesis has very recently
received important support from a work describing the ectopic
expression of germline genes in malignant brain tumors generated in
drosophila [44]. Indeed, a detailed analysis of cancer-related gene
expression in drosophila brain tumors induced after the inactivation
of tumor suppressor gene, [(3)mbt, showed that about 25% of the
activated genes belong to the germ cell transcript repertoire. Several
of these genes encode proteins involved in piRNA pathways and
probably account for the ectopic expression of small RNAs, which are

normally present in ovaries, in these brain tumors. Interestingly, vasa,
a component of a germ cell RNA-processing organelle, nuage, is among
the ectopically expressed genes. This is highly relevant to the
activation of germ cell gene expression, since it has recently been
shown that the ectopic expression of the chicken vasa homolog, Cvh,
mediates the reprogramming of chicken embryonic stem cells to germ
cell fate [45]. This action of Cvh was strongly stimulated when a testis-
specific microRNA, miR-34c, was co-expressed with Cvh. Additionally,
miR-34c seems to be sufficient to turn on a germline gene expression
program when expressed alone in HeLa cells [46].

Here again, as in the case of the C/T factors discussed above, several
of these germ cell genes ectopically expressed in the drosophila brain
tumors, have been shown to be responsible for the tumor growth,
indicating that in addition to the germline genes they can also turn on
a proliferation program.

Although it appears beyond doubt that the ectopic expression of C/T
factors contributes to the cancer-specific pattern of gene expression, it
has not been clearly established how and why the germline gene
expression program becomes activated in cancer cells. In the case of
drosophila[44] as well as C. elegans [47,48], the retinoblastoma pathway
seems be important in the repression of germline genes in somatic cells.
In vertebrates, the epigenetic landscape, mainly DNA methylation and
histone H3 K9 methylation appear important in the repression of these
genes [6,12,49]. Germline-specific gene promoter methylation could
however be dependent on the activity of a particular transcription
factor, E2F6, an Rb-independent transcriptional repressor, which has
been shown to be critical in the restriction of testis-specific genes in
somatic cells [50] through recognition of a motif common to germline
genes and induction of DNA methylation through the action of Dnmt3b
[51]. Post-translational SUMO modification of a particular transcription
factor, Sp3, has also been shown to be responsible for the repression of
spermatocyte-specific genes in somatic cells, which somehow also
controls the methylation of these genes [52].

These data suggest that in addition to global epigenetic alterations,
the deregulated function of a group of specific factors could lead to the
activation of a significant number of germline genes in somatic cells.
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Fig. 1. Somatic cell genome reprogramming to the malignant state by aberrant activation of testis-specific factors. Under transformation-prone conditions, very limited or subtle
alterations of gene silencing due to abnormal epigenetic signaling or deregulated activity of specific factors could activate one or several cancer-testis (C/T) gene members whose
expression is normally tightly locked into a silenced state in somatic cells. Off-context activity of these factors on critical regulatory circuits would activate anti-apoptotic and
proliferative gene expression programs. De-repression of testis-specific epigenome regulators within the C/Ts gene family could further extend epigenetic deregulations in these
cells and initiate an amplification process leading to activation of more C/Ts and accentuation of epigenetic alterations leading to complete reprogramming of the affected cell
epigenome, toward the malignant state. For an overview of all the known C/T genes and insight into their function, please refer to: http://www.cta.Incc.br/index.php.
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3.2. Concluding remarks

A direct consequence of large-scale epigenetic alterations now
reported in almost all cancers, is the induction of an “identity crisis” in
the affected cells due to inappropriate activation of tissue-restricted
genes. Analysis of the literature indicates however that there is a
tendency toward the activation of the germ cell genetic program in
malignant cells [44]. Based on this observation, it can be suggested
that germline-specific genes confer a selective advantage in the
process of oncogenic transformation. The fact that a subset of testis-
specific factors constitutes very potent epigenome regulators, could at
least in part explain why the ectopic expression of testis-specific
genes could confer a selective advantage.

Indeed, the expression of factors such as testis-specific histone
variants, which almost systematically induce nucleosome instability
[4], could trigger secondary alterations, globally affecting genome
organization and the state of epigenome. This is also true for
numerous other factors controlling male germ cell genome methyl-
ation and chromatin remodeling. An amplification loop mechanism
could be hypothesized postulating that limited initial alterations in
gene expression leading to the derepression of potent testis-specific
epigenome regulators could initiate a cascade of aberrant gene
activations due to successive waves of gene activation/repression
and epigenome alteration cycles (Fig. 1). The germline program could
then become a preferential target for activation, since most of the
corresponding genes present a very distinct epigenetic status in
somatic cells [53], and would thus constitute a pool of genes that
would be particularly sensitive to global epigenetic alterations.

Additionally, some of the testis-specific factors could act as master
regulators controlling the expression of other germline genes. An
example is the ectopic activation of miR-34c and vasa, which in turn
could activate many other spermatogenic genes [45,46]. The primary
deregulation of such genes could therefore also account for the
turning on of a spermatogenic program, which in the context of
somatic cells, would confer considerable growth advantages partic-
ularly under highly unfavorable or stressful conditions.
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The acquisition of at least 8 new biologi-
cal capabilities by cells characterizes the
transformation from normal to malignant
states.! Accordingly, cancer cells need to
reprogram their genome to express these
new biological properties. The question is
therefore how could such a de novo and
coherent gene expression program become
active and operational?

A loss of the control of genetic stability
leading to mutations as well as to minor
and major genome rearrangements is very
often considered as an essential element in
the establishment of the diversity required
to set up new functions driving cell trans-
formation. Profound alterations of the
cancer cell epigenome also systematically
accompany oncogenic transformations
and clearly contribute to the establish-
ment of the indispensable cancer gene
expression profile and its relative stabil-
ity over time.” Recent investigations are
now demonstrating that cancer cells also
largely use their reservoir of normal silent
genes to acquire these new biological capa-
bilities by activating a variety of unsched-
uled gene expression programs. The genes
ectopically activated during the process
of malignant cell transformation, due to
genetic or epigenetic upheavals, have the
potential to provide the cells with de novo
molecular pathways required to develop
new capabilities.’ One could postulate
that many genes sustaining cancer hall-
marks could simply be normal silent genes,
present in the genome of all cells, but
whose expression is normally restricted to
a given cell type or a specific developmen-
tal stage. Recently, we demonstrated that
male germ cells express the largest number

of tissue-restricted genes, and that many
of them become ectopically reactivated
in almost any cancer.* Therefore, cells in
the course of malignant transformation
have the possibility to “open” their male-
specific genes “reservoir” to take various
building blocks required to achieve new
functions. Important questions would
then be why do male germ cells use such
a large number of specific genes? Why are
these genes strictly “locked” in a repressed
state in all somatic cells? How could the
“out of context” functions of these genes
help malignant transformation?

Male germ cells are unique in the
whole organism not only because they
undergo genome-wide meiotic genes and
chromosomes shuffling, but also because
they activate a highly specialized genetic
program leading to the generation of the
only cells capable of leaving their pro-
duction site to “travel” into the hostile
environment of another organism. The
acquisition of these extraordinary func-
tions relies on specific genes, among
which some are specialized to act on the
genome and profoundly alter its organiza-
tion. In particular, after meiosis, there are
specific factors directing a genome-wide
histone hyperacetylation, followed by
genome-wide histone removal and assem-
bly of new DNA-packaging structures.
Most of the underlying drivers are them-
selves testis-specific, such as Brdt,® and
can be aberrantly activated in cancers.*
It is hence foreseeable that, among other
actions, the ectopic activation of these fac-
tors could create a ground for a sustained
alteration of the genome/epigenome and a
subsequent stably modified state of gene

*Correspondence to: Saadi Khochbin; Email: khochbin@ujf-grenoble.fr

Submitted: 06/24/2013; Accepted: 06/25/2013
http://dx.doi.org/10.4161/cc.25545

expression. The use of an elegant model
of inducible tumorigenesis recently pro-
vided us with a solid basis for this hypoth-
esis. Indeed, in an inducible brain tumor
model in Drosophila, malignant trans-
formation was not only associated with,
but also highly dependent on, the ectopic
activation of a variety of germline-specific
genes.” In the case of human lung cancers,
we observed that, among several hundreds
of ectopically activated male and placental
specific genes, 26 were tightly associated
with the most aggressive and metastasis-
prone tumors.” It is not known whether
the activation of these genes is actually
required to sustain tumor aggressiveness,
but it clearly identified tumors presenting
striking common features, despite being
of various histopathological origins. These
aggressive tumors show highly increased
expression levels of genes encoding nuclear
factors fueling cell proliferation while
downregulating genes encoding mem-
brane and signaling factors, many involved
in the immune response. This “aggressive”
gene expression profile can support at least
two of the acquired properties of cancers,
i.e., avoiding immune destruction and
pushing cell proliferation. It can be there-
fore predicted that these newly acquired
properties directly depend on the underly-
ing ectopically activated genes. Following
the hypothesis that cancer cells use the
ectopic gene expression to establish new
functions, it can be proposed that lung
cancer cells become “addicted” to these
factors. The situation would be some-
how similar to Drosophila brain tumors,
where cell proliferation becomes depen-
dent on some of the ectopically activated
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Figure 1. The observation of a large-scale activation of normally silent tissue-specific genes and
the demonstration of their critical contribution to the characteristics of malignant cells is at the
basis of a working hypothesis, which postulates that the “out of context” activity of various nor-
mally silent genes, is essential to support the acquired capabilities of cancer cells. The figure was

germline genes.” The extinction of ectopic
gene activations, which very likely help all
cancer cells to maintain their malignant
states, could therefore be a very prom-
ising therapeutic approach. Our very
recent work brings a proof of principle

for this hypothesis in diffuse large B cell
lymphoma (DLBCL). Indeed, we found
that the overexpression of a specific gene,
CYCLON, which is normally predomi-
nantly expressed in testis, is associated
with a poor response to chemotherapy in

Cell Cycle

combination with the monoclonal thera-
peutic antibody Rituximab, the current
standard treatment for this malignancy.
Most, importantly the downregulation
of CYCLON by pharmacological means
restored sensitivity of the tumor cells to
Rituximab.® Therefore, a promising field
of research would be the understanding of
the mechanisms underlying ectopic gene
activations in cancer and the determina-
tion of critical elements allowing their
extinction. (Fig. 1)
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Purpose of review

Systematic genetic and epigenetic alterations occurring in almost all cancer cells result in the ectopic
expression of a variety of tissue-specific potent regulatory factors. This review sheds light on a new aspect
of cancer based on the integration of the ‘out of context’ activity of tissue-restricted genes into the biology

of cancer cells.

Recent findings

A systematic screen for the ectopic activation of tissue-restricted genes in a variety of cancers has revealed
that many normally silent genes are expressed in tumours of all origins. This aberrant gene activation not
only could be used as a source of biomarkers, but also, in several cases, reveals clear oncogenic
mechanisms associated with the corresponding ectopically expressed factors.

Summary

The characteristic of all cancer cells, which systematically reprogram tissue-specific gene expression and
activate silent genes, can be exploited to develop new anticancer strategies aiming at the detection of
malignant states, the prediction of their evolution and drug sensitivity and the discovery of new therapeutic

approaches.
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Malignant cell transformation profoundly disrupts
many of the regulatory networks that are respon-
sible for characteristic cell-type gene expression
patterns. Dramatic genome alterations, including
amplifications, deletions and numerous mutations
affecting various genes, have now been reported
that surely sustain tumour growth and progression.
In addition to these genetic variations, global modi-
fications of epigenetic marks accompany all cancers
[1]. Within this frame, most of the investigations
so far have focused either on the loss of expression of
a specific category of genes, recognized as ‘tumour
suppressor’ genes, due to genetic and/or epigenetic
abnormalities, or, in contrast, on the activating
mutations, amplification and functional con-
sequences of the upregulation of genes encoding
cancer drivers [2]. However, much less attention has
been paid on the ectopic activation of normally
silent genes. Indeed, in many cases, the expression
of tissue-specific factors out of their normal and
physiological context has remained unnoticed. In
order to detect the aberrant expression of normally
silent cell-type-specific genes in cancer cells, not

1040-8746 © 2013 Wolters Kluwer Health | Lippincott Williams & Wilkins

only a prior definition of physiological gene expres-
sion patterns needs to be considered, but also
specific criteria should be established to define a
threshold for the ‘ON/OFF’ state of gene expression
in a given cancer transcriptome. In many studies,
these two parameters have not been taken into
account, and therefore ectopic gene activation has
remained undetected. Accordingly, the analysis of
the literature shows that unprogrammed gene
activation has mostly been described sporadically.
However, in a few cases, functional investigations
were carried out and demonstrated the obvious
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KEY POINTS

o Ectopic activation of normally silent tissue-specific genes
occurs at a large scale in all cancers.

o Cancer cells ‘fish” in their ectopically activated genes
reservoir to acquire the required new properties of
malignant cells.

o Cancer cells become ‘addicted’, and hence highly
dependent on some of the ectopically activated genes,
which could hence be considered as their Achilles heel.

contribution of this ectopic gene expression to
oncogenesis, tumour progression and survival
[3,4]. Additionally, when the ectopic expression of
tissue-restricted genes was systematically investi-
gated, aberrant gene activation was found to occur
at a large scale in almost any cancer [5"].

Here, following several examples, we will high-
light the concept that the ectopic activity of tissue-
specific genes could be determinant in oncogenesis,
that they represent a universal source of biomarkers
and could guide the development of new thera-
peutic strategies.

Research aiming at the identification of tumour-
specific antigens constituted a turning point in
revealing the occurrence of the ectopic activation
of normal tissue-specific genes in cancers. Indeed,
early works in this direction showed that the
supposedly tumour antigens were in fact simply
normal male germ cell-specific genes that were
wrongly expressed in the investigated cancer cells.
These observations fired dedicated research pro-
grams on their use as biomarkers and immuno-
therapeutic strategies [3]. Although the search for
ectopic activation of additional testis-specific genes
in cancers continued, other groups reported the
unprogrammed expression of genes, in different
cancer types, that are normally expressed in
embryos and during development [6] or in a variety
of adult and differentiated cells, ranging from
neurons [5%7] to megakaryocytes/platelets [8].
Taken together, these observations suggest that can-
cer cells face a severe loss of identity by expressing a
variety of normally silent tissue-specific genes.
Although the initial gene activation occurring
during malignant transformation as a result of the
inability of cancer cells to efficiently maintain
gene silencing could be stochastic, at later stages
of tumour progression, the stable ectopic expression
of these genes could reflect a selection of those
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helping oncogenesis. Indeed, cancer cells need to
acquire many new capabilities to face the numerous
challenges associated with changes in cell meta-
bolism, the need to migrate out of the original tissue
and to nest and survive in new environments and
so on... [2].

The hypothesis postulating that the product of
some of the ectopically activated genes could
become indispensable to ensure the new require-
ments of cancer cells, implies that there must be a
relationship between the ectopic activation of each
of these genes and tumour aggressiveness. Interest-
ingly, the use of an inducible brain tumour model
system in drosophila brought an unquestionable
support to this hypothesis. It showed that 25% of
the cancer-related upregulated genes are in fact
normal germline genes ectopically activated and
that tumour cell growth becomes highly dependent
on the out of context activity of these genes [9]. In
addition, focusing on the specific case of human
lung cancer, we demonstrated that 26 male germ-
line and placenta-specific genes can predict very
aggressive metastasis-prone tumours [57]. Although
this latter work did not show how cancer cells
become dependent on this ectopic gene expression,
our ability to identify such a homogeneous group of
aggressive cancers, independently from the other
clinical, pathological or molecular characteristics,
allowed us to discover their most prominent
molecular features. These include their embryonic
stem cell/germline nature, a high proliferation
ability and a loss of genes ensuring immune
response, cell interactions and signalling capabili-
ties. The examples discussed below strongly suggest
that, among the ectopically activated genes, several
should be playing pivotal roles in the establishment
and maintenance of the malignant state.

The consideration of published work in fact strongly
supports this hypothesis and shows how, in the few
studied cases, the out of context activity of a factor
can be essential in promoting oncogenesis. The
important point that emerges is that each of these
ectopically activated genes could contribute to
oncogenesis depending on its intrinsic molecular
characteristics, that is enzymatic activity, structural
function and so on... In most studies, however,
the precise impact of the out of context activity of
these germline genes has not been identified. For
instance, in the drosophila tumour system discussed
above [9], although the ectopically activated germ-
line genes have been shown to fuel cell proliferation,
the underlying molecular basis of their action
remains obscure. In a few reports, molecular
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investigations have revealed possible oncogenic
mechanisms for the ectopically activated genes.
Most of the data concern the MAGE family of can-
cer/testis antigens, which have been shown to con-
trol P53 pathways as well as hypoxia-inducible
factor 1-a stability [4]. It is, therefore, important
to continue the basic research on the functional
characterization of all the germline-specific regula-
tors in order to better apprehend their contribution
to malignant transformation upon their ectopic
activation. Indeed, with the advent of a new gener-
ation of epigenetic drugs, namely inhibitors of the
bromodomain and extra-terminal (BET) family, it is
possible to counteract their oncogenic activities
[10]. The testis-specific member of this family,
bromodomain testis-specific (BRDT), drives specific
meiotic and postmeiotic gene expression programs
[11]. The molecular investigation of BRDT’s func-
tions in its physiological setting could help us to
better understand its oncogenic potentials when
ectopically activated [3,4], and hence give an indica-
tion for the use of BET inhibitors as a therapeutic
strategy. With this regard, an example is the deter-
minant contribution of a testis-specific factor, NUT,
to the oncogenic activity of the BRD4-NUT fusion
protein following a t(15;19)(q13;p13) chromosomal
translocation. BRD4-NUT is responsible for a deadly
cancer affecting children and adults known as NUT
midline carcinoma (NMC) [12]. A molecular dissec-
tion of BRD4-NUT activity revealed a cooperation
between the bromodomain of BRD4 (a nontissue
restricted member of the BET family) and NUT in
creating hyperacetylated transcriptionally inactive
chromatin domains (Fig. 1). BRD4-NUT, upon its
binding to acetylated chromatin, recruits CREB-
binding protein (CBP/p300), stimulates their enzy-
matic histone acetyltransferase activity, and hence
initiates a cycle of feed-forward histone acetylation
and BRD4-NUT recruitment leading to the creation
of hyperacetylated chromatin foci. These foci trap
many critical cellular factors, including CBP and
p300, required for proper cell response to various
stimuli, which are indispensable for cell differen-
tiation or to induce apoptosis following genotoxic
treatments [13]. The identification of these mole-
cular mechanisms provides, therefore, a rationale
for the design of efficient therapeutic approaches
based on the use of either a bromodomain inhibitor
or histone-deacetylase (HDAC) inhibitors [14,135].
Indeed, the creation of BRD4-NUT foci was shown
to require BRD4 bromodomains as a mutation in
a BRD4 bromodomain abolished the formation of
foci [13]. Additionally, HDAC inhibitors, by induc-
ing a genome-wide hyperacetylation, mediate the
dispersion of BRD4-NUT foci and a nontargeted
binding of BRD4-NUT all over the genome [13]. In
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Oncogenesis through the out of context activity
of a testis-specific factor. A chromosomal translocation fuses
the testis-specific gene NUT to the ubiquitously-expressed
gene BRD4. The resulting protein BRD4-NUT acts as a
histone ‘hyperacetylator’ due to the ability of NUT to recruit
CBP/p300 and to highly stimulate their histone acetyl-
transferase activity, and due to the bromodomains of BRD4
that target this activity to the initially acetylated chromatin
regions. The fusion protein initiates a loop of feed-forward
chromatin acetylation whose propagation is stopped by
cellular HDACs. The discovery of this molecular mechanism
indicates that both the inhibition of HDACs and the inhibition
of BRD4 bromodomains should lead to the dispersion of
BRD4-NUT and the restoration of cell response to various
stimuli. HDACs, histone-deacetylases.

both cases, the dispersion of BRD4-NUT releases the
trapped regulatory factors and restores cell differen-
tiation or stress response.

Another factor normally predominantly expres-
sed in male germ cells that becomes almost system-
atically activated in a large variety of cancer types is
ATAD2, which bears a bromodomain and an AAA
ATPase domain [16]. ATAD2 over-expression is
clearly associated with poor prognosis in both lung
and breast cancer. Although ATADZ2’s role has not
been precisely unravelled, the protein is shown to
cooperate with critical transcription factors such as
Myc, E2F and androgen and estrogen receptors in
controlling target gene activity and cell prolifer-
ation. Because of the fact that ATAD2 is found
over-expressed in many cancers, it can be proposed
that ATAD2 out of context activity, whatever its
function is, constitutes an essential element in the
malignant reprogramming of the affected cells. On
the basis of these data, ATAD2 could be considered
as an attractive target as its two functional domains,

www.co-oncology.com 75



Cancer biology

a bromodomain and an AAA ATPase domain, could
potentially be blocked by small molecule inhibitors
[16].

Following these examples, it is clear that the out
of context activity of germline genes is a significant
event in malignant cell transformation.

The investigations from our laboratory and the few
reported examples from the literature mentioned
above, led us to propose that the ectopic gene acti-
vation occurring in almost all cancers [5®] should
contribute to all types of malignant transformation.
A recent example highly strengthens this hypoth-
esis. We designed a transcriptome-powered targeted
proteomics screen to find abundant ectopically
expressed proteins in B-cell lymphoma, which led
to the identification of CYCLON, a nuclear factor of
unknown function that is normally predominantly
expressed in testis. This work demonstrated that
CYCLON is critical in sustaining aggressive diffuse
large B-cell lymphoma (DLBCL) proliferation [177].
The state-of-care treatment of DLBCL combines rit-
uximab, an anti-CD20 therapeutic antibody, with a
cytotoxic chemotherapy, but resistance to this treat-
ment exists and is responsible for the failure in the
expected clinical response in a number of patients
[18]. Our work [17"] showed that CYCLON is a factor
conferring resistance to this therapeutic protocol.
Interestingly, as in certain lymphoma, CYCLON is
activated by MYC, the downregulation of the latter
by the small molecule inhibitor of BET bromodo-
main factors, JQ1, also downregulated CYCLON and
restored cell sensitivity to rituximab [17"]. These
findings now open the way for a strategy to increase
the efficiency of the response to a rituximab treat-
ment. Additionally, another BET bromodomain
inhibitor, named iBET, is now in clinical trial for
NMC [19].

The use of ectopically activated genes as markers
could also lead to new therapeutic strategies.
Indeed, a recent work from our laboratory demon-
strated that the ectopic activation of a subset of 26
testis and placenta-specific genes identifies a group
of highly aggressive lung tumours independently
from all histo-pathological and clinical parameters.
A supervised comparison of their transcriptomic
profile with that of less aggressive lung tumours
showed a very characteristic state of gene expression
associated with these highly aggressive tumours.
Exploring the corresponding gene set enrichment
data (gene set enrichment analysis) showed that
the upregulated genes encode for nuclear factors,
normally expressed in embryonic stem and germ
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cells that are drivers of cell proliferation [5]. The
most interesting aspect of these analyses is that they
also show that specific drugs can potentially coun-
teract this state of expression. Therefore, new strat-
egies could be proposed based on the ability of drugs
to shift the aggressive gene expression profile
towards a normal-like situation. Our work high-
lighted examples in which the treatments of lung
cancer cell lines with the ras inhibitor Salirasib or
with Aplidin could potentially attenuate the aggres-
sive gene expression profile [57].

Hence, elucidating the molecular functions of
ectopically active genes, either in their physiological
context or in cancer cells, should pave the way for
innovative therapeutic strategies and approaches.

The integration of the concept of systematic ectopic
activation of tissue-restricted genes in the biology of
cancer opens a door not only to a better understand-
ing of cancer, but also to innovative and more
efficient therapeutic strategies. Indeed, beyond an
interest in these genes as potential biomarkers, they
also could be used as targets in anticancer appro-
aches. Any druggable enzymatic activity or specific
domain present in these ectopically activated genes
could provide ideal targets as specific small molecule
inhibitors would only affect germ cells and cancer
cells. Additionally, the understanding of the epige-
netic mechanisms responsible for their silencing
could also provide additional strategies to restore
thesilencing of the ectopically activated genes, hence
depriving cancer cells from their crutches, and
severely crippling their acquired abilities.
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HDACS6, a major cytoplasmic deacetylase, is
shown here to fine-tune the kinetics of plate-
let activation, a process that must be pre-
cisely regulated to ensure hemostasis after
blood vessel injury while preventing patho-
logic thrombus formation. The discoid shape
of resting platelets in the circulation is main-
tained by several highly acetylated microtu-
bules organized in a marginal band. During

platelet activation, microtubules undergo
major reorganizations, which contribute to
the shape change of activating platelets. We
show that, during these activation-induced
shape changes, a dramatic HDAC6-mediated
tubulin deacetylation takes place, followed
by microtubule reacetylation in spread plate-
lets. In addition, although HDAC6-controlled
tubulin deacetylation is not required for

platelet activation, the capacity of HDAC6 to
prevent tubulin hyperacetylation influences
the speed of platelet spreading. These re-
sults are particularly important in view of
HDACS6 inhibitors being currently used in
clinical trials and represent the first example
of cell signaling by lysine acetylation in
platelet biology. (Blood. 2012;120(20):
4215-4218)

Introduction

Acetylation of internal lysine residues within proteins is a posttransla-
tional modification catalyzed by acetyltransferases and removed by
deacetylases.! Because of its reversible character acetylation is used to
regulate cellular processes.* This has been extensively studied for
nuclear processes, but there is still little knowledge concerning processes
in the cytoplasm.> Here we used blood platelets to study lysine
acetylation in a strictly cytoplasmic context. Platelets are anucleated cell
fragments generated by fragmentation of megakaryocytes.® They circu-
late in the bloodstream as discoid particles with a diameter of 2-4 pm.
On blood vessel injury, platelets become activated to ensure hemostasis.
Platelet activation is composed of several consecutive and overlapping
events, including adhesion to the extracellular matrix, cytoskeleton—
induced shape changes, exocytosis of granules, and platelet aggrega-
tion.” These processes must be precisely regulated to arrest bleeding in
case of injury and prevent pathologic thrombus formation.®® When
platelets are activated in vitro, they respond collectively within seconds.
This rapid and synchronous response facilitates the detection of regula-
tory protein modifications, including acetylation.

Here we focused on the acetylation status of microtubules, which are
implicated in the shape change during platelet activation. Indeed,
platelets have no microtubule organizing center, yet microtubules are
highly organized in resting platelets. Several tightly bundled microtu-
bules form a ring structure, called marginal band, which is essential to
maintain the discoid shape of resting platelets.'®!! Although it was
shown previously that the marginal band of resting platelets is highly
acetylated, the tubulin acetylation status during platelet activation had
not been studied.'”

‘We show that tubulin is deacetylated within minutes during platelet
activation. Reacetylation of microtubules is observed later on in spread
platelets. Taking advantage of histone deacetylase 6 knock-out (HDAC6
KO) mice,'? we demonstrate that HDACS is responsible for tubulin
deacetylation in platelets and that tubulin deacetylation is not necessary
for platelet spreading. Furthermore, we show that, in terms of platelet
spreading, HDAC6 KO platelets, with hyperacetylated marginal bands,
have a kinetic advantage over their wild-type (WT) counterparts.

Methods

Preparation of human PRP

Nontherapeutic buffy coats were diluted with an equal volume of PBS,
centrifuged 10 minutes, 400g at room temperature, and the upper phase
corresponding to the platelet-rich plasma (PRP) was collected.

Preparation of mouse PRP

Blood was collected into 100 wL 3.2% Na-citrate from anesthetized mice by
cardiac puncture. Na-citrate volumes were adjusted according to recovered blood
volumes. Blood with identical HDAC6 genotypes'? was pooled, centrifuged
15 minutes, 200g at room temperature to obtain the PRP.

Spreading assay

The 24-well plates with coverslips and 1 X 10° platelets/400 wL/well were
centrifuged 3 minutes, 600g at room temperature. Platelets were fixed in
4% neutral formalin after different spreading times. For 0 minute time
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points, resting platelets were centrifuged onto glass coverslips through
fixation solution.

HDACS6 activity assay

HDAC6 and control IgG immunoprecipitated complexes were incubated
with an acetylated tubulin peptide (Ac-L-E-H-G-I-Q-P-D-G-Q-M-P-S-D-
K(Ac)-MCA, MW 1893) in reaction buffer (20mM Tris, 150mM NaCl, pH
8) for 2 hours at 37°C. Peptide mass was analyzed by matrix-assisted laser
desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry.

Results and discussion
Variations of tubulin acetylation in activated platelets

Platelets can be activated in vitro through various activation
pathways, either by adding specific agonists to platelets in suspen-
sion or by letting them spread on a glass surface. To compare
tubulin acetylation levels in resting and activated platelets, we
performed a time course experiment of platelets spreading on glass
(Figure 1A). Platelets fixed before touching the glass surface
display the characteristic discoid shape of resting platelets and
marginal band microtubules are highly acetylated (Figure 1A,
0 minutes). After 5 minutes of spreading, a dramatic shape change
and an important decrease of acetylated tubulin are observed
(Figure 1A, 5 minutes). Tubulin acetylation completely disappears
after 30-60 minutes when maximal spreading is reached. Unexpect-
edly, microtubules become reacetylated after 2-4 hours when
microtubule asters, bundles, and imperfect marginal bands reform
and platelets start to retract (Figure 1A, 4 hours, ON). This process
of tubulin deacetylation and reacetylation was confirmed by
Western blot using platelets lysed after different incubation times
on glass (Figure 1D). We next tested whether deacetylation is also
induced after platelet spreading on more physiologic substrates.
Like on uncoated glass, complete tubulin deacetylation is observed
on spreading on fibronectin, fibrinogen, and collagen followed by
reacetylation of microtubules in spread platelets (Figure 1B). In
contrast, platelets are unable to spread on poly-L-lysine—coated
surfaces and disc shape and microtubule acetylation remain
unchanged (Figure 1B). To test whether tubulin deacetylation also
occurs during platelet activation in suspension, we compared
lysates of resting and aggregated platelets. Again, tubulin deacety-
lation is observed on platelet activation triggered by different
agonists (Figure 1C). Thus, tubulin deacetylation is observed under
all activation conditions tested, suggesting that deacetylation
always accompanies the activation process regardless of the
activation pathway.

Hence, a deacetylase either gets activated or gains access to its
substrate during platelet activation. The latter appears to be the case
because deacetylation occurs even in resting platelets as soon as
microtubules are depolymerized by nocodazole or incubation at
4°C, whereas acetylation is maintained during platelet spreading
when microtubules are stabilized with taxol (Figure 1E-F).

The progressive reacetylation of microtubules in spread plate-
lets necessitates a tubulin acetyltransferase and consumes acetyl-
CoA, the cofactor of the acetylation reaction. The fact that platelets
are equipped with all players to produce these dynamic changes of
tubulin acetylation points to a regulatory role of this posttransla-
tional modification for cytoskeletal reorganizations.

HDAC6 mediates tubulin deacetylation in platelets

To characterize the deacetylase, spreading experiments on glass
surfaces were performed in the presence of different deacetylase
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inhibitors. Trichostatin A (inhibiting class I/Il deacetylases)!? but
not Na-butyrate (inhibiting class I/II deacetylases, except HDAC6
and HDACI10)'*15 or nicotinamide (inhibiting class III deacety-
lases),'® inhibits tubulin deacetylation during platelet spreading
(Figure 2A). This suggested that HDAC6 or HDACIO is the
enzyme responsible for tubulin deacetylation. By Western blot, we
could show that HDACG6 is present in platelets (Figure 2B).
Furthermore, HDAC6 immunoprecipitated from resting platelets is
active in an in vitro deacetylation assay (Figure 2C). The presence
of active HDACH in resting platelets and its known preference for
tubulin dimers rather than microtubules'> corresponds to the
requirements of the deacetylation mechanism described in Figure
1E and F. We therefore compared platelets from HDAC6 WT and
KO mice.'? Marginal bands in resting HDAC6 KO platelets are
hyperacetylated compared with WT platelets (Figure 2D). Notewor-
thy is that, even though spreading of mouse platelets on glass
surfaces takes longer than for human platelets, rapid tubulin
deacetylation parallels spreading of WT platelets similar to human
platelets. During spreading of HDACG6-deficient platelets, the level
of acetylated tubulin is maintained (Figure 2D), as for human
platelets treated with TSA (Figure 2A). HDAC6-deficient platelets
spread faster than WT platelets as observed by the larger size of
KO versus WT platelets after 60 minutes of spreading (Figure
2D-E). This difference, however, was transient because WT and
KO platelets occupy a similar surface area when fully spread after
90 minutes of incubation (Figure 2D).

These results confirm that HDAC6 is required for tubulin
deacetylation during platelet activation and show that SIRT2,
which deacetylates tubulin in other cells,!” cannot compensate for
HDACS6 deficiency in KO platelets. Our results also demonstrate
that tubulin deacetylation is not necessary for platelet spreading
and show that the fine-tuning of cytoskeletal reorganizations is
regulated by acetylation because the kinetics of platelet activation
differ between HDAC6 WT and KO platelets. A challenging task
will be now to find out which molecular interactions are directly
modulated by the acetylation status of microtubules in platelets.
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Figure 1. Dynamic changes of tubulin acetylation in activated platel (A) Human platelets were fixed after different spreading periods (as indicated, ON indicates overnight) on

glass surfaces and stained using an antiacetylated tubulin antibody (clone 6-11B-1, Sigma-Aldrich, T6793; green, top panels) or an antitubulin antibody (clone B-5-1-2, Sigma-Aldrich,
T5168; green, bottom panels) detected with AlexaFluor-488 goat anti-mouse IgGs (Invitrogen; A11029). Colabeling of the actin cytoskeleton with phalloidin-rhodamine (Sigma-Aldrich,
P1951; red) served as an indicator for the extent of platelet spreading. Fluorescent images were acquired using an upright microscope (Olympus BX41) equipped with a color camera
DP70 using a 100X oil immersion objective and the software analySIS. (B) Human platelets were incubated for 40 minutes (left panels) or 9 hours (right panels) on glass cover slips coated
with 20 wg/mL collagen (Col), fibrinogen (Fg), fibronectin (Fn), or poly-L-lysine (PLL) and blocked with 3% BSA. Platelets were then fixed and stained using an antiacetylated tubulin
antibody and phalloidin-rhodamine for the actin cytoskeleton. (C) Platelets in human PRP were induced or not (no) to aggregate with 1.5mM arachidonic acid (AA), 10p.M adenosine
diphosphate (ADP), or 10 g/mL collagen (Col). Aggregation was followed using an APACT 4004/LABiTec aggregometer. The PRP was then centrifuged and the platelet pellet lysed and
analyzed by Western blot using an acetylated tubulin and an antitubulin antibody (inset). (D) Human platelets were allowed to spread on glass Petri dishes (6 X 107/10 mL/dish) for the
indicated periods of time and then scrapped and analyzed by Western blot using an acetylated tubulin antibody. The same membrane was stained with Coomassie as a loading control. (E)
Human PRP was incubated for 20 minutes on ice or at room temperature and then centrifuged. The platelet pellet was lysed and analyzed by Western blot using an acetylated tubulin and
an antitubulin antibody. (F) Human platelets were incubated for 30 minutes at room temperature with 15 p.g/mL nocodazole, 25.M taxol, or without drug and then either fixed in suspension
(top panel) or allowed to spread on glass coverslips for 60 minutes (bottom panel). Platelets were then stained with the mouse monoclonal antiacetylated tubulin antibody and a monoclonal
rabbit antitubulin antibody (clone EP1332Y, Millipore, 04-1117) detected with AlexaFluor-546 goat antirabbit IgGs (Invitrogen; A11035) as indicated. Scale bars represent 10 um.
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Figure 2. HDAC6 mediates tubulin deacetylation during platelet activation. (A) Human platelets were fixed after 30 minutes of spreading in the absence or presence of
100 ng/mL TSA, 10mM Na-butyrate, or 5mM nicotinamide and stained using an antiacetylated tubulin antibody and phalloidin-rhodamine for the actin cytoskeleton.
(B) Western blot of a human platelet lysate and a lysate of the human lung carcinoma cell line A549 (cultured in RPMI 1640/10% FCS; 70 pg/lane) revealed with an anti-HDAC6
antibody (Santa Cruz Biotechnology; sc-11420), followed by Coomassie staining of the transfer membrane. (C) Anti-HDACS6 antibodies were used forimmunoprecipitation from
a human platelet lysate, and unspecific IgGs were used as control. Immune complexes were incubated with an acetylated tubulin peptide (MW 1893), which was then analyzed
by mass spectrometry for loss of acetylation (loss of 42 Da). Incubations with control IgGs resulted in 0% deacetylation versus 55.1% = 2.9% deacetylation for incubations with
HDAC6 immune complexes (n = 3). (D) HDAC6 WT and KO platelets in the resting state or spread for 60 and 90 minutes on glass surfaces were fixed and stained with
phalloidin-rhodamine and an acetylated tubulin antibody as indicated. (E) Quantification of the surface area occupied by the actin cytoskeleton using images taken as in Figure
2D for phalloidin-rhodamine stainings after 60 minutes of spreading. The histogram represents the percentage of platelets present in different size categories as indicated on
the x-axis; ~ 150 platelets were counted for each condition of a typical experiment repeated 4 times. Scale bars represent 10 pum.
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Abstract

Platelets float in the blood as discoid particles. Their shape is maintained by microtubules
organized in a ring structure in the periphery of resting platelets, the so-called marginal
band (MB). Platelets are activated after vessel injury and undergo a major shape change
known as disc-to-sphere transition. It has been suggested that acto-myosin tension induces
the contraction of the MB to a smaller ring. Here we show that antagonistic microtubule
motors keep the MB in its resting state. During platelet activation dynein slides
microtubules apart, leading to MB extension rather than contraction. The limited available
space forces the MB to coil, which in turn induces the spherical shape of activating platelets.
Newly polymerizing microtubules within the coiled MB will then take a new path to form, in
concerted action with acto-myosin tension, the smaller microtubule ring. These results
completely change the current view of the platelet activation mechanism and reveal

principal mechanistic features underlying cellular shape changes.



Introduction

Mammalian platelets are small cell fragments with neither nucleus nor microtubule
organizing centre. They circulate in the blood stream to survey vascular integrity. In their
quiescent state they have a flat, discoid morphology due to a microtubular ring structure,
called marginal band (MB), in the periphery of resting platelets (White and Rao, 1998).
Endothelial damage will induce platelet activation, which is composed of several successive
events (Hartwig, 2006). Within seconds they adopt a three-dimensional, sphere shaped
morphology, extend filopodia, secrete the content of their granules and spread on the
subendothelial layer or aggregate with surrounding platelets to form a haemostatic plug. In
the activated platelet a smaller microtubule ring structure is observed and it has been
suggested that acto-myosin tension leads to the spherical shape and induces the centripetal
contraction of the MB (Johnson et al., 2007; White and Burris, 1984). So far microtubule
motor proteins have not been implicated in the maintenance of the resting MB, the shape
change or the MB reorganization during platelet activation (Hartwig, 2006; Patel et al,,

2005).

MB microtubules in resting platelets are heavily acetylated (Patel-Hett et al., 2008) and
tubulin is rapidly deacetylated during platelet activation (Sadoul et al., 2012). In general,
prominent microtubule acetylation is observed when microtubule motor actions are
important either for cellular transport processes (Dompierre et al., 2007; Reed et al., 2006)
or for microtubule movements as for instance in mitotic spindles, primary cilia or flagella
(Piperno et al., 1987; Schatten et al.,, 1988). We therefore hypothesized that microtubule

motor proteins might be functionally important in platelets.



Results and Discussion

Microtubule motor actions in platelets

To investigate whether microtubule motors could play a functional role in platelets we
first performed Western blots to test for their presence in platelet lysates using pan anti-
kinesin heavy chain and dynein intermediate chain antibodies. Kinesin heavy chains of 68
and 72 kD as well as the dynein intermediate chain of 74 kD were detected in platelet
lysates (Fig. 1A) as described previously (Patel et al., 2005; Rothwell and Calvert, 1997).
We then treated resting platelets with the dynein inhibitor erythro-9-[3-2-
(hydroxynonyl)]adenine (EHNA) (Penningroth et al, 1982) and either fixed them in
suspension (resting state) or centrifuged them onto glass coverslips to let them spread for
10 min at 37°C as a test for their activation capacity. No obvious alteration of resting
platelets is observed after dynein inhibition, while spreading is almost completely
prevented. Surprisingly, use of the kinesin inhibitor aurintricarboxylic acid (ATA) (Duhl and
Renhowe, 2005) in the same assay, results in a smaller microtubule ring in resting platelets,
but platelets are still able to spread on a glass surface and do so with a more round

morphology (Fig. 1B, Fig. s1A, B for quantification).

These inhibitor studies suggested that both microtubule motors have a functional role in
platelets. To confirm these results we introduced the kinesin and dynein antibodies,
previously shown to be function-blocking (Grabham et al., 2007; Theiss et al., 2005), into
resting platelets using the chariot kit. Dynein antibodies inhibited platelet spreading,
resulting in the appearance of a majority of star-shaped platelets, similar to EHNA

treatments. After introduction of kinesin antibodies platelets were able to spread and a



higher number of fully, round spread platelets was observed, again similar to treatments

with ATA (Fig. 1C, Fig. s1B for quantification).

MBs coil during platelet activation

Activated platelets have smaller microtubule rings than non-activated platelets and it has
been suggested that this is due to MB contraction (White and Burris, 1984). Since kinesin
inhibition leads to a smaller microtubule ring (Fig. 1B, upper panel), we wondered whether
kinesin inhibition could trigger MB contraction. Thus platelets were treated with ATA for a
shorter time period (3 min), fixed in suspension and stained for tubulin (not shown) or
acetylated tubulin (Fig. 1D). Half of the platelets (48.4 = 6.1%) still had the characteristic
flat MB of resting platelets and 22.8 + 5.5% had a smaller ring. To our surprise we observed
in the remaining 28.8 + 8.3% a three-dimensional twist of the MB (4 independent
experiments). Platelets with coiled MBs had lost their disc shape and were more spherical.
Thus MB coiling induced by kinesin inhibition results in a disc-to-sphere transition and
ultimately in a smaller microtubule ring structure, two hallmarks of activating platelets. We
thus wondered whether MB coiling is the molecular mechanism leading to sphere shape
during platelet activation. If so, it should be possible to detect MB coiling under

physiological conditions.

Immediately after venipuncture platelets are in a reversible activated state as a
consequence of the mechanical stress (Lippi et al.,, 2013). In platelet populations prepared
directly after blood sampling and stained for tubulin and acetylated tubulin (Fig. 2A,
B+videos), only 32 = 12.6 % were in the resting state while the majority had a spherical

shape with twisted MBs (68.2 + 12.6 %, 7 independent experiments using blood from 3



different donors) reinforcing the idea that MB coiling induces sphere shape. After a
recovery period of about 2h at RT, platelets had regained their flat disc shape and a normal
MB (Fig. 2B+video). MB coiling was also observed when resting platelets in suspension
were activated for 60 seconds with low concentrations of different agonists (Fig. 2B+video),
while concentrations used in standard aggregation assays resulted in the smaller

microtubule ring (not shown).

Furthermore MB coiling is also observed during spreading of living microtubule tracker
stained platelets on a glass surface (Fig. 2C+video). The fluorescent image of the time-lapse
video shows that the MB started to coil (at time point 9'50") when the transmission image
shows the beginning of disc-to-sphere transition (at 10'20" sphere shape is reached). We
also used time-lapse video microscopy to follow platelet activation in suspension triggered
with different agonists and observed MB coiling under all conditions tested (Fig. 2D,

E+videos).

Thus MB coiling induces sphere shape and is part of the sequence of events leading to
platelet activation. While it has long been recognized that the MB is essential to keep the
discoid shape of resting platelets (White and Rao, 1998), this is the first description of MB
coiling inducing the rapid disc-to-sphere transition of activating platelets, first described in
1965 (Bull and Zucker, 1965). Interestingly, highly similar microtubule coils have been
described in limulus amoebocytes and nucleated thrombocytes of non-mammalian
vertebrates indicating that this process is evolutionary conserved (Conrad et al., 2004; Lee

et al., 2004).



Space constraints lead to MB coiling

One possible explanation for MB coiling could be the limited available space either after
acto-myosin contraction or after MB extension. In favor of the latter hypothesis is the
finding that MB length measurements after 3D-reconstructions of confocal image stacks
show that coiling MBs in freshly prepared platelets are statistically longer compared to flat
MBs in resting platelets (Fig. 3A). MB extension could be due to dynein induced sliding
apart of microtubules similar to the dynein mediated microtubule sliding process
responsible for proplatelet extension in megacaryocytes (Patel et al, 2005). Such a
mechanism is supported by our observation that transiently activated platelets with coiled
MBs present in freshly drawn blood rapidly get back to their resting discoid shape upon
dynein inhibition (27.3 = 10.7 % resting platelets in control versus 67.2 = 13 % in EHNA
treated populations, Fig. 3B; 5 independent experiments, p<0.01). Furthermore we
observed that EHNA treatment inhibits MB coiling induced by platelet activation with ADP

(Fig. s2A).

However, while MB extension may be sufficient to induce MB coiling it is not essential.
Coiling is also observed when microtubule motor actions are bypassed by directly
activating acto-myosin contraction with calyculin (Fig. s2B+video). MB length
measurements using the tracker films also show that MBs can coil without significantly
elongating (Fig. s3). This may be attributed to the tracker stain in this case, since it has an
unexpected effect on platelets. Platelets stained with the taxol-based tracker kit have
enhanced activation responses to ADP while taxol treated platelets have reduced responses

(Fig. s2A). One possible explanation for this result could be that the surfactant component



of the tracker stain destabilises acto-myosin/microtubule connections, which may facilitate

acto-myosin contraction and bypass microtubule motor actions.

While our results demonstrate that MBs coil during platelet activation, they do not

explain how the smaller ring structure observed in activated platelets might form.

Newly polymerizing microtubules form the smaller ring after acto-myosin

contraction

To investigate the formation of the smaller ring structure we based our strategy on the
pioneering work by Patel-Hett et al (Patel-Hett et al., 2008). They have shown that the MB is
composed of stable and several actively polymerizing microtubules and that it can be
stained with antibodies against acetylated and tyrosinated a-tubulin. Tyrosinated a-tubulin
constitutes the pool of free tubulin subunits used by newly polymerizing microtubules
(Janke and Bulinski, 2011). To visualize simultaneously stable/acetylated, newly
formed/tyrosinated and total microtubules we acquired confocal images of triple stained
platelets with MBs at different coiling stages. 3D reconstructions of individual stainings and
merges are shown and to better appreciate co-localizations, images were thresholded and
MBs skeletonized. All three stainings colocalize in resting platelets and in platelets with
slightly coiled MBs (Fig. 4A, B, C, +video). In contrast, in platelets with strongly coiled MBs
newly formed microtubules take a new path by switching to the proximal part of the
microtubule bundle which leads to the formation of a smaller ring (Fig. 4D, E, F, +video).
The coiling stage when microtubules just start to use a new path (Fig.4C) reaching for the
opposite side of the coiled bundle is also illustrated in the video associated to Fig. 2E

(arrow).



The more the coiled MB appears compressed, the smaller is the new ring and acto-
myosin contraction may come into play at this point. To test this we treated resting
platelets with the myosin inhibitor blebbistatin, shown previously to block acto-myosin
contraction in platelets (Calaminus et al., 2007; Johnson et al., 2007) or used cytochalasin D
to depolymerise the actin cytoskeleton. As expected, blebbistatin and cytochalasin D had no
influence on the resting MB and platelet activation by ADP leads to the smaller microtubule
ring in control platelets. This process requires an intact actin cortex since pre-treatment
with cytochalasin D prevents the smaller ring formation. At a blebbistatin concentration of
25 uM the smaller ring appears slightly larger compared to the control. Similar results using
blebbistatin and cytochalasin pre-treatment before thrombin-induced platelet activation
have been obtained previously (Severin et al, 2013). This has been interpreted as a
requirement of acto-myosin actions for the centripetal contraction of the MB to a smaller
ring. However, careful examination of confocal image stacks reveals the presence of several
platelets with coiled MBs, which is more evident when a blebbistatin concentration of 50
uM was used (Fig. 5A). Thus acto-myosin contraction is required to compress the coiled MB
and its efficiency may decide about the fate of activating platelets. In case of sustained acto-
myosin contraction platelets may proceed to full, irreversible activation and microtubules,
polymerising along the coiled, compressed MB will form the smaller ring structure. In
transiently activated platelets acto-myosin contraction is not maintained and the new path
taken by actively polymerizing microtubules will attain the size of a resting MB, which leads
to platelets having simultaneously a coiled/elongated and a flat/resting MB (Fig. 4D). Such
platelets have been described previously by Behnke and Forer (Behnke and Forer, 1998).

They can be found sporadically in populations of resting platelets (1-5%, not shown) and



more importantly in platelet populations prepared from freshly drawn blood after dynein
inhibition, when they come back to the resting state (Fig. 3B, arrows). The flat newly
polymerised MB may be progressively reacetylated while the coiled, acetylated bundle, no
longer used by newly polymerizing microtubules, might be rapidly depolymerised and
deacetylated. This could explain the high degree of heterogeneity of MB acetylation in
resting platelets. A low acetylation level may be indicative of a recent transient activation
event. The rapid tubulin deacetylation observed during platelet activation (Sadoul et al.,
2012) may also depend on the depolymerisation of the coiled part of the MB to give the
deacetylase HDAC6 access to its preferred substrate, unpolymerized tubulin (Matsuyama et
al., 2002). Dynein induced MB coiling takes place when microtubules are acetylated (Fig.
1D, 2A). Like for dynein mediated cargo transport (Dompierre et al., 2007), acetylation may
enhance dynein actions, which could speed up coiling and explain the faster spreading

capacity of platelets with hyperacetylated MBs (Sadoul et al., 2012).

The combined results allow to deduce a putative model (Fig. 5B) to explain the cross-talk
between the actin and tubulin part of the cytoskeleton, previously shown to be also
important for platelet size determination (Thon et al, 2012). Similar to nucleated cells
(Laan et al., 2012; Tolic-Norrelykke, 2008), dynein may be anchored to the actin cortex and
slide microtubules apart once an activation signal reduces kinesin counteractions.
Elongation of the MB may lead to its coiling generating force on and maybe rupture of
microtubule/cortex interactions, which may serve as a signal for acto-myosin to contract

leading to irreversible activation.



In conclusion, this study sheds a completely new light on the events leading to platelet
activation. The information that microtubule motor actions play a role in platelet
physiology and are possibly regulated by microtubule acetylation highlights new directions
for the development of therapeutic strategies able to modify platelet function. Furthermore
this study investigates cytoskeletal elements in a physiological cellular context in the
absence of nucleus and centrosomes. It reveals a tight interplay between the acto-myosin

and the microtubule part of the cytoskeleton governing rapid cell shape changes.



Materials and Methods

Reagents and antibodies

The following antibodies were used: mouse anti-acetylated tubulin (clone 6-11B-1, Sigma,
T6793); mouse anti-a-tubulin (clone B-5-1-2, Sigma, T5168); monoclonal rabbit anti-a-
tubulin (clone EP1332Y, Millipore, 04-1117); monoclonal rat anti-tyrosinated a-tubulin
(generous gift of Annie Andrieux); rabbit anti-kinesin heavy chain (Cytoskeleton, AKINO1);
mouse anti-dynein intermediate chain (clone 74.1, Millipore, MAB1618); non-immune
rabbit IgGs (Sigma, 15006); Alexa Fluor 488 goat anti-mouse IgG (Invitrogen, A11029);
Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit IgG (Invitrogen, A11034); Alexa Fluor 546 goat anti-mouse
IgG (Invitrogen, A11030); Alexa Fluor 546 goat anti-rabbit IgG (Invitrogen, A11035); Alexa
Fluor 546 goat anti-rat IgG (Invitrogen, A11081); Alexa Fluor 647 goat anti-rabbit IgG
(Invitrogen, A21245); HRP goat anti-rabbit IgG (Dako, P0448); HRP goat anti-mouse IgG

(Dako, P0447).

The following reagents were used: phalloidin-rhodamine (Sigma, P1951); tubulin tracker
(Invitrogen, T34075); cytochalasin D (Sigma, C8273); poly-D-lysine (Sigma, P7280);
thrombin (Sigma, T4648); arachidonic acid (Helena Biosciences, 5364); ADP (Helena

Biosciences, 5366).

Cell culture

The human lung carcinoma cell line A549 and the human megakaryocytic cell line CHRF-

288-11 were cultured in RPMI 1640/10%FCS.



Preparation of human platelet rich plasma (PRP)

Non-therapeutical buffy coats were diluted with an equal volume of PBS, centrifuged 10
min, 400 g, RT and the upper phase corresponding to the PRP was collected. Alternatively
PRP from freshly drawn citrated blood (needle Becton Dickinson, 368608; vacutainer

Becton Dickinson, 367714) is prepared identically but without prior PBS dilution.

Spreading assay

Platelets are diluted in PBS and pipetted into 24 well plates with coverslips (1x10¢/400
ul/well). Plates are then centrifuged 3 min, 600 g, RT to assure simultaneous platelet
contact with glass surfaces allowing synchronized spreading. Platelets are fixed in 4%
neutral formalin after indicated spreading times. For the resting state, platelets are first
fixed and then pipetted into 24 well plates with glass coverslips (coated with 0.02 mg/ml

poly-D-lysine for 1 h at RT) and centrifuged for 5 min, 600 g, RT.

Motor inhibitor treatments

For kinesin inhibition platelets were diluted in PBS to a concentration of 2.5x10¢/ml and
then incubated with freshly prepared aurintricarboxylic acid (ATA, Sigma, A1895) at a final
concentration of 10 uM for initial experiments and at 40 uM for quantification experiments
to account for different plasma concentrations due to varying platelet counts of individual
donors and potential absorption of the drug by plasma proteins. For dynein inhibition
platelets were incubated with 1 mM erythro-9-[3-2-(hydroxynonyl)]adenine (EHNA, Sigma,
E114). For myosin II inhibition we used (-)-blebbistatin (Calbiochem, 203391), which was

prepared as a 25 mM stock solution in DMSO and then diluted under vigorous agitation into



PBS preheated to 45°C to avoid precipitation as described (Swift et al., 2012). The solution

was then centrifuged before addition of platelets.

Immunofluorescence

Fixed platelets on coverslips were permeabilized with PBS/0.2% Triton-X-100 for 15 min at
RT and then incubated with blocking buffer (3% BSA, 10% goat serum in PBS) for 1 h at RT.
Coverslips were then incubated with primary antibodies diluted in blocking buffer for 2 h,
then washed 2x PBS and 1x PBS/0.2% Triton-X-100 and incubated with secondary
antibodies diluted in blocking buffer for 2 h at RT. After 3 washing steps coverslips were
mounted on glass slides using Mowiol. Fluorescent images were acquired using an upright
microscope (Olympus BX41) equipped with a color camera DP70 using a 100x oil
immersion objective. For z-stack images an inverted confocal microscope LSM710 (Zeiss)
equipped with 100x/1.4 plan-apo objective was used. 3D reconstructions of z-stack images

were done using the Metamorph or Image] software.

3D marginal band length measurements

After acquisition of confocal z-stacks, the stacks were first interpolated using the processing
software Image] to obtain isotropic voxels (Abramoff et al., 2004). Then a band-pass filter
was applied using the Difference of two Gaussian filters (DoG). With the first filter the
original stack was smoothed by convolving with a three-dimensional Gaussian kernel of
standard deviation s1. Using a second filter the original stack was smoothed with a
Gaussian kernel of standard deviation s2 with s2<s1 (here we used s1=7 and s2=2). The
DoG stack was computed from the difference of the two smoothed stacks. After

thresholding the platelet skeleton was obtained and measured with the Image] plugin



“Analyze Skeleton”, which allows pruning and loop closing in a user defined manner for

each platelet (Arganda-Carreras et al., 2010).

Delivery of antibodies into living platelets

Antibodies were introduced into platelets using the chariot protein delivery kit (Actif Motif,
30025). Briefly, 2 ug of antibodies in 50 ul PBS were incubated with 2 ul of Chariot in 50 ul
H>0 for 30 min at RT. 1x10°¢ platelets in 100 ul PBS are then added to the antibody/chariot
mix and incubated for 1 h at RT to allow antibody internalization before being used in the

spreading assay.

Marginal band staining of living platelets

For the spreading assay, PRP (2 ml prepared from buffy coats) is centrifuged 10 min, 900 g,
RT. The platelet pellet is resuspended in 1 ml PBS containing the Tubulin Tracker reagent
(taxol based compound coupled to a fluorochrom; Invitrogen, T34075) at a final
concentration of 500 nM and incubated for 30 min at 37°C before time-lapse video
microscopy. For suspension activations, platelets are diluted in PBS (1.6x107/ml) and 1 ul
tracker reagent is added per ml of platelet suspension. After 30-60 min of incubation at RT,
the suspension is diluted with an equal volume of PBS and 500 ul are pipetted into 4 well
labteks. Platelets are imaged at RT and activated by addition of 1 drop (36 ul) of agonist

solution to obtain final concentrations as indicated.

Video microscopy

Imaging of spreading platelets by fluorescence and differential interference contrast was

performed using the inverted confocal microscope LSM510 (Zeiss) equipped with 100x/1.4



plan-apo objective. The pinhole was adjusted to 2 AU and the confocal plane positioned
slightly above the glass surface. The fluorescence excitation at 488 nm was attenuated to
0.2% AOTF transmission. Platelets were allowed to sediment on Lab-tek chambered

coverslips (Nunc) at room temperature. Images were acquired every 5 seconds.

3D confocal videomicroscopy was performed in single photon detection mode with
LSM710-Confocor3 confocal microscope, 63x/1.4 plan-apo objective, LP 505 emission filter
and single photon avalanche photo-diode detector. The 488 nm excitation power at the
objective output was only 30 nW (0.005% AOTF transmission) ensuring no fluorescence
photobleaching throughout the whole time-lapse acquisition and no laser induced platelet
activation as compared with the non-irradiated zones at the end of the experiment. The
pinhole was closed to 1AU and the voxel size was set to 66x66x500 nm with a pixel dwell
time of 6.3 ps. Six planes spaced by 0.5 pym were imaged in each Z-stack. The image

treatment and colour depth coding were made with home written Image] macros.

Quantification

For all platelet quantification data more than 50 platelets were analyzed per experiment
after confocal z-stack acquisitions. Data are expressed in percent as mean + standard error

of the mean obtained from several individual experiments as indicated.
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Figure legends

Figure 1: Presence of microtubule motors in platelets and motor inhibitor treatments

(A) Western blot of 5 ug of lysates of the cell line A549 (A), the megakaryocyte precursor
line CHRF-288-11 (M) and of 1x107 platelets (P) revealed with a pan anti-kinesin heavy
chain and an anti-dynein intermediate chain antibody.

(B) Resting platelets in PRP from buffy coats were diluted in PBS (2.5x106/ml) and
incubated with 1 mM EHNA or 10 uM ATA for 30 min at RT and then either fixed (upper
panels, 30" inhibitors / 0' spreading) or allowed to spread on a glass surface for 10 min
(lower panels, 30" inhibitors / 10" spreading) before fixation and a-tubulin staining; bar, 10
um.

(C) Control rabbit IgGs as well as mouse-anti-dynein and rabbit-anti-kinesin function
blocking antibodies were introduced into living platelets using the chariot kit. Platelets
were then allowed to spread on glass coverslips for 10 min, fixed and stained using a
monoclonal rabbit anti a-tubulin antibody for the anti-dynein chariot and a mouse anti a-
tubulin antibody for the control and the anti-kinesin chariot conditions (in green) as well as
secondary antibodies recognising the introduced antibodies (anti-mouse for the dynein
chariot and anti-rabbit for the control and the kinesin chariot conditions, in red); bar, 10
um.

(D) 3D-projection of a confocal z-stack of platelets treated as in Fig. 1B upper panel with 10
uM ATA but for only 3 min, fixed and stained for acetylated tubulin; bar, 5 um. Associated
video

Figure 2: MB coiling in activating platelets

(A) 3D reconstruction of confocal z-stacks of three representative examples of transiently
activated platelets present in PRP prepared from freshly drawn blood, fixed and stained for
acetylated tubulin; bar, 2 um. Associated video.

(B) Left panels show transiently activated platelets present in PRP prepared from freshly
drawn blood; either single platelets or platelets forming a small aggregate or platelets of the
same PRP, which have regained the resting state after a recovery period (120 min, RT).
Right panels show platelets present in PRP prepared from buffy coats activated for 60
seconds with the following agonists: arachidonic acid (6.25 uM), ADP (25 nM), thrombin
(0.01 U/ml). Platelets are stained for a-tubulin; bar, 2 um. Associated video.

(C) Time-lapse video of a microtubule tracker stained platelet spreading on a glass surface.
Transmission (left) and fluorescence (right) images are taken simultaneously every 5
seconds; bar, 2 um. Three time points of the activation sequence are shown: disc shape with



resting MB, sphere shape with coiled MB, spread platelet with small microtubule ring.
Associated video.

(D) Two time points of time-lapse videos of 3D reconstructions of confocal stacks of
microtubule tracker stained platelets activated with Thrombin (0.017 U/ml final), ADP (135
nM final) or treated with ATA (6.7 uM final). 3D projections are depth-color coded as
indicated. Associated video

(E) Two time points of a time-lapse video of 3D reconstructions of confocal stacks of
microtubule tracker stained platelets activated with ADP (270 nM final). 3D projections are
depth-color coded as indicated. Shown are two different view angles to observe
microtubules short-cutting the coiled bundle (arrow). Associated video

Figure 3: Dynein-mediated MB extension induces its coiling

(A) The MB length of resting platelets (PRP prepared from freshly drawn blood after a
recovery period) and transiently activated platelets, present in PRP prepared from freshly
drawn blood, was measured as described in the methods section. Platelets were grouped in
five categories according to different coiling stages (stage 1, resting platelets, n=66; stage 2,
start of coiling, n=31; stage 3, slightly coiled, n=32; stage 4, more coiled, n=33; stage 5,
maximum coiled, n=16; data are presented as mean +/- SEM; *p<0.017, **p<0.38,
**%p<0.033, ****p<0.0009).

(B) Platelets prepared from freshly drawn blood with coiling MBs were diluted in PBS
(2.5x10%/ml) and incubated with or without EHNA (1 mM final) for 10 min at RT, fixed and
stained for a-tubulin. Arrows indicate platelets having simultaneously coiled and resting
MBs; bar 2 um. Associated video

Figure 4: Newly polymerising microtubules form a smaller microtubule ring in
activated platelets

Platelets with MBs at different coiling stages were triple-immunostained for acetylated a-
tubulin (green), tyrosinated ca-tubulin (red) and total a-tubulin (magenta). Individual
stainings as well as merges of 3D reconstructions of confocal z-stacks are shown in upper
panels. The lower panels are generated from the different stainings after thresholding and
skeletonising of the MBs. Associated videos

(A) resting platelet (stage 1), MB 9.1 um
(B) platelet after ATA (10 uM) treatment for 3 min, beginning of coiling (stage 3), MB 9 um
(C) platelet in PRP from freshly drawn blood, coiled MB (stage 4), 13.4 um

(D) platelet after ADP (5 uM) activation for 10 sec, strongly coiled MB (stage 5), coiled MB
13.3 wm, smaller ring 10.4 um



(E) platelet after ADP (5 uM) activation for 10 sec, strongly coiled MB (stage 5), coiled MB
13.6 um, smaller ring 9 um

(F) platelet after ADP (5 uM) activation for 10 sec, strongly coiled MB (stage 5), coiled MB
13.4 um, smaller ring 7.8 um

Figure 5: Acto-myosin contraction compresses the coiled MB

(A) Platelets were diluted in PBS (2.5x10¢/ml) and pretreated without or with 25 uM or 50
uM blebbistatin or 1 ug/ml cytochalasin D for 30 min at RT. Platelets were then either
activated with ADP (2.5 uM final) for 10 min at RT (lower) or not (upper panels), fixed and
stained for a-tubulin; bar 2 um.

(B) Putative sequence of events leading to platelet activation (to simplify only 2
microtubules are shown in disc shaped platelets).



Supplementary Figure legends
Figure s1: Quantification of microtubule motor inhibitor treatments

(A) Platelets shown in figure 1B, upper panel had been double stained for tubulin and
phalloidin-rhodamine. Platelet size has been estimated using the phalloidin staining. The
histogram depicts the percent of platelets present in different size categories as indicated
on the x-axis. 200 platelets were counted for each condition of a typical experiment
repeated four times.

(B) Quantification of platelet spreading assays after EHNA and ATA inhibition (as shown in
figure 1B, lower panels) as well as after introduction of function blocking dynein and
kinesin antibodies (as shown in figure 1C).

Figure s2: Characterisation of MB coiling conditions

(A) Resting platelets in PRP from buffy coats were diluted in PBS (16x10%/ml) and
preincubated without or with EHNA (1 mM final) or Tracker stain (1 ul/ml) or Taxol (25
uM final) for 45 min at RT before platelet activation for 60 sec with ADP at 25, 50 and 100
nM final concentrations. Platelets are then fixed and stained for a-tubulin; bar, 5 um.

(B) Time-lapse videos of 3D reconstructions of confocal stacks of microtubule tracker
stained platelets. MB coiling is induced by activation of acto-myosin contraction using
calyculin (17 nM final). Shown are time points for resting and coiled MBs. 3D projections
are depth-color coded as indicated. See also associated video.

Figure s3: MB length measurements

The MB length of four platelets shown in videos associated with figure 2D and E was
measured at successive time points of the time-lapse videos (um, blue curve) and compared
to the degree of coiling (stages 1-5, red curve).



Video legends
Fig 1D video1:

Resting platelets in PRP from buffy coats were diluted in PBS (2.5x10¢/ml) and incubated in
suspension with 10 uM ATA (kinesin inhibitor) for 3 min at RT, then fixed in suspension,
centrifuged onto glass coverslips and stained with an anti acetylated tubulin antibody.
Shown is a 3D-reconstruction of confocal z-stack images (bar, 5 um).

Fig 2A video2:

Transiently activated platelets present in PRP prepared from freshly drawn blood, fixed and
stained with an anti acetylated tubulin antibody. Three representative examples of platelets
are shown after 3D-reconstruction of confocal z-stack images (bar, 2 um).

Fig 2B video3:

Left panels show transiently activated platelets present in PRP prepared from freshly
drawn blood; either single platelets or platelets forming a rarely observed small aggregate
or platelets of the same PRP, which have regained the resting state after a recovery period
(120 min at RT with gentle agitation). Right panels show platelets present in PRP prepared
from buffy coats activated for 60 seconds with the following agonists: arachidonic acid
(6.25 uM), ADP (25 nM), thrombin (0.01 U/ml). Please note that in order to be able to
observe marginal band coiling, agonist concentrations have to be adjusted for each
experiment because of inter-donor variations and depending on the PRP preparation
(resting platelets present in PRP prepared from buffy coats are less reactive compared to
resting platelets prepared from freshly drawn blood after a recovery period). Platelets were
fixed in suspension and stained with the mouse monoclonal anti a-tubulin antibody. Shown
are 3D reconstructions of confocal z-stack images (bar, 2 um).

Fig 2C video4:

Time-lapse video microscopy of a microtubule tracker stained human platelet spreading on
a glass surface. Transmission (left) and fluorescence (right) images are taken
simultaneously every 5 seconds (bar, 2 um).

Fig 2D video5:

Time-lapse videos of 3D reconstructions of confocal stacks of microtubule tracker stained
platelets activated with Thrombin (0.017 U/ml final), ADP (135 nM final) or treated with
ATA (6.7 mM final). 3D projections are depth-color coded as indicated.



Fig 2E video6:

Time-lapse video of 3D reconstructions of confocal stacks of microtubule tracker stained
platelets activated with ADP (270 nM final). 3D projections are depth-color coded as
indicated. Shown are two different view angles to observe microtubules short-cutting the
coiled bundle.

Fig 3B video7:

Platelets prepared from freshly drawn blood with coiling marginal bands were diluted in
PBS (2.5x10¢/ml) and incubated without inhibitor or with the dynein inhibitor EHNA (1
mM final) for 10 min at RT. Platelets were then fixed and stained with the monoclonal
mouse anti a-tubulin antibody. Shown are 3D reconstructions of confocal z-stack images
(bar, 2 um).

Fig 4ABC video8:

Shown are 3D-reconstructions of confocal z-stack images of platelets triple-immunostained
with antibodies against acetylated a-tubulin (green), tyrosinated a-tubulin (red) and total
a-tubulin (magenta). Individual stainings as well as merges are shown in the upper panels
(bar, 2 um). The lower panels are generated from the different stainings after thresholding
and skeletonizing of the marginal band.

(A) Resting platelet (stage 1; marginal band 9.1 um)

(B) Platelet after ATA (kinesin inhibitor, 10 uM) treatment for 3 min (beginning of coiling,
stage 3; marginal band 9 um)

(C) Platelet present in PRP from freshly drawn blood (coiled marginal band, stage 4;
marginal band 13,4 um)

Fig 4DEF video9:

Shown are 3D-reconstructions of confocal z-stack images of platelets triple-immunostained
with antibodies against acetylated a-tubulin (green), tyrosinated a-tubulin (red) and total
a-tubulin (magenta). Individual stainings as well as merges are shown in the upper panels
(bar, 2 um). The lower panels are generated from the different stainings after thresholding
and skeletonizing of the marginal band.

(D) Platelet after ADP (5 uM) activation for 10 sec (strongly coiled marginal band, stage 5;
coiled marginal band 13.3 um, smaller ring 10.4 um)



(E) Platelet after ADP (5 uM) activation for 10 sec (strongly coiled marginal band, stage 5;
coiled marginal band 13.6 um, smaller ring 9 um)

(F) Platelet after ADP (5 uM) activation for 10 sec (strongly coiled marginal band, stage 5;
coiled marginal band 13.4 um, smaller ring 7.8 um)

Please note that there may be two reasons for the absence or faint staining of microtubule
subpopulations by the general anti-a-tubulin antibody. First, antibodies directed against
acetylated and tyrosinated tubulin have a very high affinity for the individual modification
and will give a strong signal even when only very few microtubules are present, while a
higher number of microtubules may be necessary to obtain a strong signal with the general
tubulin antibody. Second, there might also be an effect of steric hindrance between the
mouse monoclonal anti-acetylated tubulin and the rabbit monoclonal anti-a-tubulin
antibody since their epitopes are in relative close proximity.

Fig s2B video10:

Time-lapse videos of 3D reconstructions of confocal stacks of microtubule tracker stained
platelets. MB coiling is induced by addition of calyculin (17 nM final). 3D projections are
depth-color coded as indicated.
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