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Les leucémies aigués myéloides (LAM) sont des hémopathies malignes hétérogenes
déclenchées, dans la plupart des cas, par des anomalies génétiques (mutations, translocations
ou inversions). Elles se caractérisent par un blocage de la différenciation de certains
progéniteurs ou précurseurs hématopoiétiques (blastes) et leur prolifération clonale
incontrolée provoquant leur accumulation dans la moelle osseuse. Le traitement actuel de ces
patients repose essentiellement sur l'utilisation d’agents de chimiothérapie (cytarabine
associée a une anthracycline) permettant d’éliminer les cellules leucémiques et d’obtenir une
rémission compléte (RC) (définie morphologiquement comme une moelle osseuse normale
avec moins de 5% de blastes). Cette RC est obtenue chez une majorité des patients mais plus
d’'un patient sur deux va rechuter quelques mois apres l'arrét du traitement. Ces rechutes
attestent de la persistance de cellules leucémiques résiduelles apres le traitement, que I'on
appelle maladie résiduelle mesurable (MRD). Celle-ci a été mise en évidence grace au
développement de technologies performantes et sensibles tels que la cytométrie en flux multi-
paramétrique et la PCR en temps réel (qPCR) permettant ainsi la détection de profils
d’expression ou d’anomalies génétiques associés aux LAM. A ce jour, plusieurs mécanismes ont
été décrits pour expliquer la présence de cette MRD. Celle-ci peut étre causée par une résistance
au traitement de certains sous-clones leucémiques (anomalies génétiques intrinseques leur
conférant une résistance ou un phénotype quiescent) ou par la présence de cellules souches
leucémiques (naturellement quiescentes). Le systeme immunitaire pourrait également jouer
un role en induisant la quiescence de certaines cellules les rendant résistantes aux
chimiothérapies conventionnelles, ou en contrélant leur croissance tumorale par
’établissement d'un état d’équilibre entre leur prolifération et leur lyse. Les modéles murins de
LAM actuellement utilisés permettent d’étudier la leucémogenese et I'efficacité thérapeutique
de certains composés mais font abstraction du role de la réponse immunitaire dans ces
processus du fait de leur immunodéficience. De plus, aucun modele murin de MRD leucémique
n'existe pour étudier les causes de la persistance cancéreuse apres traitement par

chimiothérapie.

Ainsi, le but de cette thése a été de développer un modele murin syngénique et
immunocompétent de MRD leucémique sur-exprimant ou non le géne Wilms’ Tumor 1 (WT1).
WT1 est un des rares antigenes décrits dans les LAM et une réponse lymphocytaire cellulaire

et humorale dirigée contre cette protéine a été décrite chez ces patients. La création de ce
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modele sur-exprimant ou non WT1 permettra ainsi d’étudier le role de la réponse immunitaire

spécifique de celui-ci dans la persistance leucémique.

Pour développer ce modele nous avons, dans un premier temps, caractérisé phénotypiquement
et génotypiquement des sous-clones isolés de lalignée leucémique C1498 capable d'induire une
LAM de type myélo-monocytaire chez des souris immunocompétentes C57BL/6]. Dans un
deuxiéme temps, certains sous-clones ont été sélectionnés pour leur sensibilité a la cytarabine
et transfectés de manieére a exprimer stablement une protéine fluorescente (ZsGreen) en
association ou non avec la protéine WT1. Enfin, ce modele de MRD leucémique a été obtenu en
modulant la quantité de cellules leucémiques injectée ainsi que la cinétique et la dose
d’injection de la cytarabine. La MRD a été suivie par cytométrie en flux (expression ZsGreen) et
par qPCR (expression ZsGreen et/ou de Wtl) dans le sang et la moelle osseuse des souris

survivantes grace au traitement.

Nous avons ainsi générer un modele murin syngénique et immunocompétent de MRD
leucémique qui pourra permettre d’étudier les mécanismes immunologiques impliqués dans la
persistance leucémique apres traitement et d’envisager de nouvelles stratégies (immuno)-

thérapeutiques capables d’éliminer ces cellules résiduelles.

Mots clés :
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Development of a syngeneic and immune mouse model of acute
myeloid leukemia and measurable residual disease expressing or not
Wilms’ Tumor 1 gene

Acute myeloid leukemia (AML) is a genetic disorder leading to a blockade of differentiation and
a clonal expansion of hematopoietic progenitors or precursors (called blasts) which accumulate
in the bone marrow and then invade the blood stream. Conventional treatment relies on the
use of chemotherapy agents (cytarabine in combination with an anthracycline) to eliminate
leukemia cells and achieve complete remission (defined as normal bone marrow morphology
with less than 5% blasts). This complete remission is achieved in a majority of patients but
more than 50% of them will relapse several months after the treatment. These relapses indicate
the presence of residual leukemic cells after treatment, known as measurable residual disease
(MRD). It has been highlighted by the development of efficient and sensitive molecular biology
technologies such as multi-parameter flow cytometry and real-time PCR allowing the detection
of AML-associated expression patterns and genetic abnormalities. Several mechanisms have
been described that can explain the presence of this MRD. It may be caused by the resistance to
treatment of certain leukemic sub-clones (resistance-conferring mutations or quiescent
phenotype) or the presence of leukemic stem cells. Finally, the immune system could also
induce the quiescence of certain leukemic cells rendering them resistant to conventional
chemotherapies, or control their growth leading to a state of equilibrium between their
proliferation and lysis. Several AML mouse models allow the study of leukemogenesis and the
testing of new therapeutic agents for leukemic cells eradication. However, they are mostly
based on the transfer of human leukemic cells in immune-deficient mice and do not provide
information about the role of the immune system in the leukemic cell survival, sub-clonal
expansion or persistence. Moreover, there is still no available leukemia MRD mouse model

allowing the study of leukemic cell persistence after chemotherapy treatment.

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

syngeneic and immune-competent leukemia MRD mouse model overexpressing or not this
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antigen will allow determining the role of this specific immune response in the cancer cell

persistence.

To set up this model, we first phenotyped and genotyped sub-clones isolated from the murine
C1498 leukemic cell line able to induce a myelo-monocytic AML in immune-competent
C57BL/6] mice. In a second step, certain sub-clones were selected for their sensitivity to
cytarabine treatment and transfected to stably express the fluorescent ZsGreen protein with or
without the WT1 antigen. Lastly, the MRD mouse model was obtained after modulation of
various parameters such as the amount of leukemic cells administered, the kinetics and
injection doses of chemotherapy. The leukemia MRD was monitored by flow cytometry
(expression of the ZsGreen protein) and by real-time PCR (expression of the ZsGreen and/or

Wt1 genes) in the peripheral blood and the bone marrow of treated and surviving mice.

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

to test new (immune)-therapeutic strategies targeting these residual cells.

Keywords :

Acute myéloid leukemia, Mesurable residual disease, Mouse model, Wilms’ tumor 1
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ABL1 : Abelson 1

ADN : Acide Désoxyribonucléique
AGM : Aorte Gonades Mésonéphros
AML1 : Acute myeloid leukemia 1
ANBE : Alpha-Naphthyl Butyrate Esterase
ARNm : Acide Ribonucléique messager
ASXL1 : Additional sex combs-like 1
BCL-2 : B cell lymphoma 2

BSA : Bovine serum albumine

CAE : Naphtol AS-D Chloroacétate

CAR : Chimeric antigen receptor

CEBPA : CCAAT enhancer binding protein
alpha

CBF : Core binding factor
CD : Cluster de différenciation

CFSE : Carboxyfluorescein succinimidyl
ester

CSH : Cellule souche hématopoiétique

CSL : Cellule souche leucémique

CTE : Constitutive transport element

CTL : Cytotoxic T lymphocyte

CTLA4 : CTL associated antigen 4

Del : Délétion

DfN : Different from normal

DNMT3A : DNA methyltransférase 3 alpha
EGR : Early growth response

ELN : European Leukemia Net

EOPS : Exempt d'organisme pathogene
spécifique

EPO : Erythropoiétine

EpoR: Récepteur a I'érythropoiétine
ETO : Eight Twenty one gene

EZH2 : Enhancer of zeste homolog 2
FLT3 : Fms-like tyrosine kinase 3

G-CSF: Granulocyte- colony stimulating
factor

GM-CSF: Granulocyte macrophage - colony
stimulating factor

GTP: Guanosine triphosphate
HLA: Human leucocyte antigen
HOX: Homeobox gene

IDH: Isocitrate Déshydrogénase (gene 1 :
IDH1 et géne 2 : IDH2)

IGF II : Insulin-like growth factor 2
[gG : Immunoglobuline G

IL-2 : Interleukine-2

INF-y : Interférony

Inv: Inversion

IRF8: Interferon regulatory factor 8
ITD: Internal tandem duplication
kDa: Kilodalton

Kb: Kilobase

LA : Leucémie aigué

LAIP : Immunophénotypes associés aux
leucémies
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LAM : Leucémie aiglie myéloide
LAP : Leucémie aigiie promyélocytaire
LIC : Cellule initiatrice de la leucémie

M-CSF : Macrophage - colony stimulating
factor

MDR1 : Multidrug resistance 1
MEG-3 : Maternally expressed gene 3
MEIS1 : Meis homeobox 1

MGG : May grinwald giemsa

MLL : Mixed lineage leukemia

MO : Moelle osseuse

MPO : Myélopéroxydase

MRD : Mesurable residual disease

MTT : 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide

NPM1 : Nucleophosmin 1

NSE : Estérases non spécifiques
PBS : Phosphate buffer saline 1X
PCR : Polymerase chain reaction
PML : Promyelocytic leukemia
PR-3: Protéinase 3

PRAME : Preferentially expressed antigen
of melanoma

qPCR: PCR quantitative
RAR : Retinoic acid receptor

RBM4 : RNA binding protein 4

RNP : Ribonucléoprotéines

Rpm : Rotation par minute

RRM : RNA recognition motif

SCF : Stem cell factor

SEM : Standard error of the mean
SMD : Syndrome myélodysplasique
SMP: Syndrome myéloprolifératif
Sox 9 : Sry box-9

Sry: Sex determining Region of Y
chromosome

T: Translocation

TA: Température ambiante

TCR: T cell receptor

TET2: Ten-eleven translocation gene 2
TGF-B: Transforming growth factor 3
TKD: Tyrosine kinase domain

TNF-o: Tumor necrosis factor o

UZ2AF65: U2 small nuclear RNA auxiliary
factor 2 (U2AF2)

WAGR: Wilms’ tumor predisposition,
Aniridia, Genitourinary abnormalities, and
Mental retardation

WT1: Wilm’s Tumor 1
WTAP: WT1 associating protein
ZF: Zinc finger

ZsGreen : Zoanthus green fluorescent
protein
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L. LES LEUCEMIES AIGUES MYELOIDES, UNE HEMATOPOIESE
BOULEVERSEE

L’hématopoiese est le terme regroupant les différentes étapes permettant le maintien de
I’homéostasie sanguine en assurant en continu la production et le renouvellement controlés de
toutes les cellules sanguines (érythrocytes, leucocytes et thrombocytes). En effet, ces éléments
figurés du sang sont éphémeres, avec une durée de vie plus ou moins longue allant de quelques
heures pour les leucocytes a environ 120 jours pour les hématies, c’est pourquoi il est

nécessaire de renouveler en permanence les différentes lignées sanguines.!

Chez 'Homme, ce processus débute des les premiers mois de la gestation, ou la production des
cellules hématopoiétiques se fait au sein de structures particulieres du sac vitellin appelées
« ilots sanguins ». A ce stade du développement sont uniquement produits des érythrocytes
nucléés produisant de 'hémoglobine extra-embryonnaire, on parle d’hématopoiese primitive.
Afin de remplacer cette hématopoiese primitive, les premiéres cellules avec des propriétés
souches vont se développer au sein d’'une région intra-embryonnaire appelée AGM pour Aorte-
Gonades et Mésonéphros. A partir du troisieme mois de grossesse, le site de I'hématopoiese va
a nouveau changer. En effet, les cellules a caractére souche vont migrer vers le foie foetal et la
rate en empruntant les voies sanguines, et ces organes vont assurer le relais jusqu’a ce que la

moelle osseuse (MO) soit apte a produire les différentes lignées cellulaires hématopoiétiques.2

Apres la naissance, 'hématopoiese se déroule au sein des organes hématopoiétiques dits
primaires que sont la moelle osseuse et le thymus. En effet, la production et la maturation de la
plupart des cellules sanguines vont étre assurées par la moelle osseuse des os du fémur, du
sternum, des cotes, des vertebres ou encore du bassin. Le thymus va assurer spécifiquement la
différenciation et la prolifération des lymphocytes T. Les lymphocytes B naifs vont, quant a eux,
migrer de la moelle osseuse vers les organes lymphoides secondaires tel que la rate, sites
permettant leur activation en cas de reconnaissance de l'antigene mais aussi leur
différenciation en plasmocytes ou lymphocytes B mémoires. De plus, la rate et le foie peuvent
étre des sites assurant ’hématopoiese extramédullaire en condition de stress, lors d'une

infection ou d’un cancer.3

Il existe une hiérarchie cellulaire précise au sein de la moelle osseuse puisqu’un seul type
cellulaire est a I'origine de toutes les autres cellules, la cellule souche hématopoiétique (CSH).

Cette CSH possede comme I'’ensemble des cellules souches des capacités d’auto-renouvellement
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et de différenciation permettant ainsi la production de I'’ensemble des lignées sanguines et le
maintien d’'une réserve de CSH. La différenciation va se faire en plusieurs étapes puisque les
CSH vont donner naissance aux progéniteurs multipotents ayant des capacités d’auto-
renouvellement restreintes qui vont se différencier en cellules progénitrices engagées dans une
lignée sanguine. On retrouve ainsi les progéniteurs communs lymphoides, les progéniteurs
communs myéloides et les progéniteurs de la lignée érythroide et mégacaryoblastique. Ces
différents progéniteurs vont continuer a se différencier pour donner les précurseurs qui eux-
mémes vont terminer cette différenciation afin de constituer toutes les lignées sanguines
matures (Figure 1). Ces cellules hématopoiétiques matures vont, une fois produites, passer
dans la circulation sanguine pour assurer leur fonction. Cette hiérarchie de '’hématopoiése est
en constante évolution, surtout concernant les étapes de différenciation et de maturation des

progéniteurs communs.L4

L’homéostasie hématopoiétique repose sur le maintien constant des différents types
cellulaires. Pour cela, il existe une régulation importante du devenir des cellules
hématopoiétiques. Doivent-elles entrer en quiescence ou proliférer ? Faut-il privilégier 'auto-
renouvellement des CSH et des progéniteurs ou la différenciation en cellules matures ? La
réponse a ces questions est rendue possible grace au microenvironnement de la niche
hématopoiétique composée d’'une matrice extracellulaire et de divers types cellulaires (cellules
sanguines, ostéocytes, mésenchymateuses, endothéliales, ...) qui vont induire de nombreux
mécanismes de contréle. Cela va de I'interaction directe entre cellules, a des signaux solubles
(cytokines) en passant par l'intervention de facteurs de transcription activant ou réprimant de
maniere spécifique des genes cibles. Cela permet ainsi de déclencher la réponse cellulaire
adéquate. Il faut retenir que le microenvironnement de la niche est un systéme complexe qui
n'est pas figé, il permet la maintenance et la régulation de I'hématopoiése mais la
communication se fait également dans 'autre sens puisque les cellules hématopoiétiques vont
influencer la niche. Un défaut dans ces mécanismes extrinseque ou intrinseque a la cellule va
impacter I'homéostasie et peut mener a des désordres de I'hématopoiese, c’est le cas des
leucémies aigués myéloides (LAM). Il est aujourd’hui admis que les cellules leucémiques
peuvent comme les cellules saines moduler la niche hématopoiétique a leur avantage afin que

celle-ci devienne favorable au développement de I'hémopathie maligne.>¢
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[. B. 1. LES PREMIERES DESCRIPTIONS DE LEUCEMIES

Des le début du 19¢ siecle, plusieurs écrits relatent de cas pouvant correspondre a des patients
atteints de leucémie. A cette époque, les médecins font essentiellement des descriptions
cliniques et la présence d'une leucocytose sanguine était toujours diagnostiquée comme étant
la cause d’une infection. En 1811, le chirurgien Cullen décrit le cas d’un patient dont le « sérum
du sang était blanc, exactement la couleur et la consistance du lait » et le sang présentait un
dépot blanc « formant comme un nuage a la surface ».” Quelques années plus tard, en 1825, le
francais Alfred Velpeau décrit chez son patient des fiévres, une asthénie et un sang épais se
demandant « s’il ne s’agissait pas plus de pue que de sang » (traité d’anatomie chirurgicale).
Plus tardivement, en 1845, John Bennett décrit de maniere plus précise un cas de leucémie a
Edimbourg caractérisé par un sang anormal comme précédemment décrit, associé a «un
élargissement massif du foie, de la rate et des ganglions lymphatiques » constaté lors de
I'autopsie.8 Avec le développement du microscope, les scientifiques ont pu constater le
déséquilibre entre leucocytes et hématies. C'est d’ailleurs a cette période que le scientifique
Allemand, Virchow, emploiera pour la premiére fois le terme de « weisses blut » pour sang blanc
et en 1847, il proposa le mot « leukdmie » pour nommer cette maladie sanguine. Le professeur
Neumann fit le lien entre les changements de la moelle osseuse leucémique et l'infiltration
sanguine dans les années 1870. En 1878, il ajoutera d’ailleurs a la classification des maladies de

types lymphatiques et spléniques, les leucémies myéloides.?

I. B. 2. GENERALITES
Le terme « leucémie » signifie donc le « sang blanc », cela étant due a une infiltration massive
du sang par des cellules hématopoiétiques immatures, qu'on appelle blastes. Tous les types de
lignées sanguines peuvent étre touchés, ainsi, on retrouve des leucémies lymphoide ou
myéloide selon le progéniteur ou précurseur atteint. De plus, selon la rapidité d’évolution de la
maladie, on va utiliser les qualificatifs d’aigué ou de chronique. La leucémie aigué va se
développer rapidement et le fort pourcentage de cellules immatures envahissant la moelle
osseuse et le sang va tres vite empécher la moelle osseuse d’accomplir sa fonction
hématopoiétique tandis que lors du développement d’'une leucémie chronique, un pourcentage

de cellules matures peut subsister et assurer un certain nombre des fonctions physiologiques.8

Cet encombrement et ce dysfonctionnement de la moelle osseuse vont étre révélés par
différents signes et symptomes chez les patients. Les principaux signes observés sont une

fatigue durable et une diminution de l'état général de santé. La fatigue, les faiblesses
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musculaires sont le reflet de I'anémie di au défaut de I'érythropoiese. L’altération de la
myélopoiese quant a elle, entraine une leucopénie qui est source de fragilités face aux
infections.10 La thrombopénie peut entrainer des saignements excessifs pouvant aller jusqu’aux
hémorragies notamment au niveau nasal et gingival. L”infiltration de différents organes par les
cellules leucémiques est un phénomeéne pouvant étre observé et est appelé leucostase. Ces
blastes peuvent envahir 'ensemble des organes, cependant dans certains cas le systéme
nerveux central et les poumons peuvent étre touchés. Ce sont des cas d’urgence vitale a traiter
en priorité car les symptomes sont des hémorragies cérébrales ou encore des détresses

respiratoires.!!

Les LAM sont des hémopathies malignes hétérogenes caractérisées par une prolifération
incontrollée de progéniteurs ou précurseurs myéloides (blastes) associée a un blocage de la
différenciation de ces blastes. Le développement des LAM est un processus complexe et multi-
étapes aucours duquel des anomalies génétiques successives vont conférer des avantages
compétitifs vis-a-vis des autres cellules hématopoiétiques. Les nouvelles techniques de
séquencage ont permis de mettre en évidence 'hétérogénéité de ces LAM avec la présence de
différents sous-clones leucémiques chez un méme patient.!? De plus, des analyses de
phylogénie des leucémies ont permis de montrer une évolution de ces clones durant la maladie
et au cours du traitement.13 Cette hétérogénéité cellulaire et cette évolution clonale rendent le
traitement de ces patients complexes et participent a la persistance de certains sous-clones

responsables des rechutes.

a. Epidémiologie
L’incidence des LAM, c’est-a-dire le nombre de nouveaux cas par an pour 100 000 habitants est
de 2,6 pour les hommes et de 2,3 pour les femmes en France, avec un total de 2791 cas en 2012
d’apres les données du réseau FRANCIM.14 Cette incidence est similaire aux données
européennes. Cette hémopathie est considérée comme un cancer plutot rare d’apres le projet
RARECARE mettant le seuil a 6 nouveaux cas par an pour 100 000 habitants.1> L’age médian de

survenue de la maladie est de 71 ans, ceci indépendamment du sexe.

En effet, le risque de développer une LAM augmente excessivement avec I'dge. Une étude
rétrospective entre 1980 et 2012 a montré un taux d'incidence grimpant jusqu’a 19 et 30
cas/100 000 habitants/an pour les femmes et les hommes de plus de 85 ans, respectivement

(Figure 2). Il s’agit d’'une hémopathie de la personne agée dans la plupart des cas.
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FIGURE 2 - INCIDENCE DES LAM DANS LA POPULATION FRANCAISE EN FONCTION DE L’AGE ET
DU SEXE. Tiré de |’ « Estimation nationale de I'incidence des cancers en France entre 1980 et 2012 ».14

Récemment, des études ont décrit la présence d’'une hématopoiese clonale liée a I'age ches des
individus sans désordres hématopoiétiques. Celle-ci est caractérisée par I’expansion d'un clone
hématopoiétique possédant des anomalies génétiques particulieres et pouvant prédisposer au
développement de maladies cardiovasculaires mais aussi d’hémopathies malignes, ce qui est en

corrélation avec I'age médian de développement des LAM.16

Le nombre de cas par an a quasiment triplé en 30 ans, il est passé de 531 casen 1980 a 1381 en
2012. Ceci s’explique en partie par le vieillissement de la population francaise. Il est évident
également que la survie nette a 5 ans décroit en fonction de 1'dge des patients au diagnostic
puisque pour les personnes de moins de 45 ans, la survie a 5 ans est de 60% tandis que pour

les personnes de plus de 65 ans, la survie est de moins de 20% (Figure 3).
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FIGURE 3 - SURVIE NETTE A 5 ANS SELON L'AGE DU PATIENT. Tiré du rapport sur la « Survie des

personnes atteintes de cancer en France métropolitaine, 1989-2013. Partie 2 - Hémopathies malignes ».
17

b. Les facteurs de risque
Il existe des facteurs de risque pouvant étre associés a la maladie. Il s’agit de facteurs
génétiques, de facteurs environnementaux capables d’induire des modifications génétiques
pouvant augmenter le risque de développer une leucémie, ou encore I'évolution d’'une autre

hémopathie en leucémie aigué.

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

développement de LAM et concernent surtout celles de 'enfant.18 Parmi ces défauts génétiques,

on retrouve :

- Des syndromes associés a une anomalie impactant les mécanismes de réparation de
'acide désoxyribonucléique (ADN) telle que I'anémie de Fanconi;

- Des anomalies touchant des genes suppresseurs de tumeur comme le syndrome de Li-
Fraumeni ou la neurofibromatose;

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

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

développer une LAM mais peu d’études montrent le lien entre I'exposition et le développement
de ’'hémopathie maligne. Cependant, des études ont validé certains facteurs de risque, c’est le

cas de:

- L’exposition aux rayons ionisants, dont la premiere relation cause a effet a été posée
apres les bombes nucléaires de Nagasaki et Hiroshima en 1945 ou l'incidence des
hémopathies malignes a nettement augmentée. Ceci a été corroboré par différentes
études qui s’'intéressaient notamment a des employés travaillant dans le domaine
nucléaire et montraient un risque accru de développer une LAM.1? L’augmentation du
risque est proportionnelle a la dose de radiation regue par I'individu.

- L’exposition aux benzenes est également mise en cause dans le développement des LAM.
Plusieurs études se sont intéressées aux travailleurs exposés a différentes doses de
benzeéne et il en est ressorti un risque augmenté de développer une LAM influencé par
la dose d’exposition.20

- L'’utilisation d’un traitement cytotoxique pour un premier cancer, souvent une tumeur
solide, peutinduire le développement de LAM. Ce type de LAM induites concerne jusqu’a
10 a 15% des cas.10 La plupart du temps, ces patients ont recu un agent alkylant et la
leucémie se développe dansles 5 a 10 ans qui suivent le traitement du premier cancer.
Pour une plus faible proportion de patients, ils ont recu un agent ciblant la
topoisomérase Il comme notamment la doxorubicine qui entraine des réarrangements
de I'’ADN pouvant rapidement déclencher le développement d’'une LAM (dansles 1a 5
ans post-traitement).

- Il existe aussi des LAM dites secondaires, ce sont des patients qui vont développer une
LAM a la suite du traitement d’'une premiere hémopathie telle qu'une anémie aplasique,
ou une neutropénie congénitale sévere. Les patients ayant développés un syndrome
myéloprolifératif ou myélodysplasique peuvent également voir leur maladie progresser
et se transformer en LAM.21

- Enfin, I'un des risques de développer ce type de leucémie est une augmentation de l'age.
En effet, on observe une hausse de la fréquence d’anomalies chromosomiques avec'age,

qui vont participer au développement de cette hémopathie maligne.1622
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[. B. 3. LA LEUCEMOGENESE

A I'image de 'hématopoiese physiologique, processus hautement organisé aboutissant a la
production des cellules hématopoiétiques matures, on retrouve une hiérarchie au sein des
cellules leucémiques. En effet, différentes études ont montré I'existence d’une cellule initiatrice
de la leucémie (LIC). Celle-ci peut étre une CSH ayant subi des modifications génétiques
induisant sa transformation en cellule souche leucémique (CSL) ou un progéniteur/précurseur

modifié ayant récupéré des propriétés souches.23.24

Le développement leucémique est un processus complexe et multi-étapes au cours duquel une
cellule hématopoiétique (CSH, progéniteurs ou précurseurs) va acquérir une anomalie
génétique lui conférant un avantage compétitif. Certains chercheurs parlent dune
hématopoiese clonale pré-leucémique prédisposant a développer une hémopathie maligne.
L’accumulation de nouvelles anomalies génétiques vont, ensuite, déclencher le développement
de la maladie. Ces altérations génétiques modifient des genes impliqués dans de nombreuses

fonctions telles que la régulation épigénétique, la différenciation et la prolifération cellulaire

a. Les anomalies et aberrations impliquées dans la leucémie
Depuis quelques années, les techniques de séquencage se sont fortement développées et ont
permis d’améliorer nos connaissances sur les anomalies moléculaires des LAM. Les
réarrangements chromosomiques et les anomalies moléculaires identifiées dans les différents
sous-clones de ces patients sont des facteurs pronostics importants et font partie des analyses

réalisées au diagnostic.

Une ancienne classification de ces modifications génétiques selon le modele « two-hits »,
considérait que le développement de la maladie reposait sur la collaboration de deux groupes
d’anomalies. Les anomalies de classe I accordant un avantage prolifératif et de survie aux
cellules hématopoiétiques par la mutation de genes impliqués dans des voies de signalisation
cellulaire déclenchant la prolifération des cellules et une résistance a 'apoptose. Les anomalies
de classe II, quant a elles, impactant des génes impliqués dans la différenciation et I'auto-
renouvellement des cellules, tels que des facteurs de transcription ou des co-facteurs.z5
Cependant, les récentes études de séquencage du génome et de I'exome des LAM ont montré
d’autres mutations récurrentes touchant notamment des régulateurs épigénétiques rendant les

LAM plus complexes que le modele « two-hits » proposé précedemment.26

A I'heure actuelle, plus de 2000 mutations différentes ont été détectées dans une cohorte de

200 patients atteints de LAM avec une récurrence importante de la mutation de 23 génes dont
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DNMT3A, FLT3, NPM1, IDH1 et IDHZ ou encore WT1I. Les anomalies génétiques sont regroupées
en 9 catégories qui sont les facteurs de transcription fusionnées, les genes suppresseurs de
tumeurs, les genes participant a la méthylation de ’ADN, le gene NPM1, les activateurs de voie
de signalisation, les agents épigénétiques modifiant la chromatine, les facteurs de transcription,

les génes du complexe de la cohésine et de I'épissage.?”

En regle générale, les associations de mutations sont variables mais certaines d’entre-elles sont
spécifiques et suggerent une collaboration fonctionnelle, notamment la mutation GATAZ est
toujours retrouvée associée a une mutation du géne CEBPA. Al'inverse, les mutations des genes
TET2, IDH1 ou IDHZ sont mutuellement exclusives, sans doute entrainent-elles des

conséquences fonctionnelles convergentes (Figure 4).
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FIGURE 4 - ANOMALIES GENETIQUES ET COOPERATIONS FREQUEMMENT RETROUVEES
INDUISANT LE DEVELOPPEMENT LEUCEMIQUE. Les grandes classes d’anomalies sont couramment
associées a des mutations de génes indiquées dans les tableaux associés, ainsi que la fréquence de ces
anomalies. Tiré de Dohner et al, 2017. 27

(1) Anomalies activatrices de la prolifération

De nombreuses voies de signalisation controlant la prolifération et la survie des cellules
hématopoiétiques sont dérégulées dans les LAM. On retrouve notamment des récepteurs a
domaine tyrosine kinase, et des membres de la famille RAS. L’altération de ces voies passe par

des mutations, des surexpressions de genes tels que les récepteurs FLT3 ou KIT.

(a) Mutations du géne FLT3
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FLT3 (FMS-like tyrosine kinase 3) est un récepteur a tyrosine kinase exprimé de maniere
physiologique par les cellules souches et progéniteurs hématopoiétiques et son expression
diminue au cours de la différenciation. La liaison de son ligand déclenche des voies de
signalisation impliquées dans la prolifération et la survie cellulaire. La surexpression dans les
échantillons de LAM de FLT3 a été confirmé au niveau ARN et protéines.28 De plus, il s’agit d'un
des génes les plus fréquemment muté dans les LAM avec environ 1/3 des patients touchés par
deux types de mutations. On retrouve des mutations faux-sens au niveau du domaine
d’activation (TKD) et des duplications internes en tandem (ITD) touchant la région juxta-
membranaire mais conservant le cadre de lecture normal. Le premier type de mutation est
retrouvé chez 5 a 10% des patients et le second concerne 25 a 35% des LAM de I'adulte.2230 ]|
est rare qu'un patient présente la double mutation FLT3-ITD et FLT3-TKD. Ces mutations
induisent une phosphorylation constitutive de ce récepteur et par conséquent une activation
des voies de signalisation en aval (PI3K/AKT, RAS/MAPK et JAK2/STAT5). La mutation
touchant le domaine juxta-membranaire entraine un défaut dans l'autorégulation de
I'activation de ce récepteur a tyrosine kinase.3132 Ces mutations sont plus couramment
associées aux LAM de novo et sont tres instables au cours de I’évolution de la maladie
puisqu’une étude a montré que les patients perdaient la mutation FLT3-ITD entre le diagnostic
et la rechute.33 Ces constatations laissent supposer que ces mutations sont des évenements
secondaires de la leucémogenéese sachant qu’elles ne peuvent a elles seules induire une
leucémie. La présence de la mutation FLT3-ITD est de trés mauvais pronostic pour ces

patients.34

(b) Mutations du géne KIT

Le géne KIT code pour un récepteur transmembranaire dont la fixation de son ligand, le SCF
(Stem Cell Factor) entraine une dimérisation, une phosphorylation de celui-ci et 'activation des
voies de signalisation induisant la prolifération, la survie, la migration et la différenciation
cellulaire. Son expression physiologique décroit au cours de la différenciation des cellules
souches et progéniteurs hématopoiétiques.3> A I'identique des mutations de FLT3, celles-ci vont
entrainer une activation constitutive du récepteur c-KIT. On retrouve des mutations touchant
la partie extracellulaire, juxta-membranaire et également le domaine tyrosine kinase
cytosolique du récepteur. Les mutations du gene KIT sont peu fréquentes dans les LAM et
concernent majoritairement les patients donc les genes du facteur de transcription CBF (Core
Binding Factor) sont altérés (inv16 ou t(16;16)(p13q22)) ou les LAM présentant une trisomie

du chromosome 4. 36
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(c) Mutation des génes RAS

La famille des oncogénes RAS peuvent se lier aux guanines et également a de nombreux
récepteurs membranaires tels que c-KIT et FLT3 et participent ainsi aux différents processus
mis en jeu par ces récepteurs tels que la prolifération ou la survie. Il existe trois genes RAS dont
deux d’entre-eux sont retrouvés mutés dans environ 10% des LAM de I'adulte pour N-RAS et
5% pour le gene K-RAS.37 Ces mutations faux-sens entrainent une inactivation de 'activité
enzymatique des GTPases (hydrolyse des guanosines triphosphates) de ces oncogenes et par
conséquent induisent une activation constitutive de RAS et des signalisations en aval entrainant
une prolifération accrue et une apoptose diminuée. L’activité aberrante de RAS est aussi induite

par les mutations des récepteurs FLT3 et c-KIT en amont.38

(2) Anomalies entrainant un blocage de la différenciation

En plus d’altérations de la prolifération, les LAM sont caractérisées par une accumulation de
cellules immatures attestant d’'un blocage de la différenciation. Celle-ci est impactée soit par la
présence de mutations de génes ou de protéines de fusion interférant dans l'activité de ces
genes. Les acteurs de la différenciation hématopoiétique couramment touchés sont CEBPA

(CCAAT enhancer binding protein alpha), PU-1 et RUNX1.

(a) Altérations du géne CEBPA

CEBPA est un facteur de transcription ayant un role essentiel a jouer dans la différenciation
puisqu'’il est retrouvé faiblement exprimé dans les CSH mais dont |'expression augmente au
cours de la différenciation myéloide. La présence de deux sites d’initiation de la traduction
donne lieu a la formation de deux isoformes protéiques, I'une de 42 kDa (kilodaltons) (isoforme
p42) et une seconde tronquée en partie N-terminale au niveau du domaine de transactivation
de 30 kDa (p30) ayant un effet dominant négatif. Ce géne est muté chez environ 5 a 10% des
patients leucémiques dont la plupart présentent une LAM a cytogénétique normale.3? Deux
types de mutations existent, la premiere touche la partie N-terminale entrainant l'arrét
prématuré de la traduction protéique et n’affectant pas la forme p30, celle-ci est associée a une
prolifération augmentée et une altération de la différenciation. La seconde mutation altere les
capacités de liaison a ’'ADN et la dimérisation puisqu’elle a lieu en partie C-terminale. Dans la
majorité des cas, les patients présentent les deux types de mutations, chacune sur un allele du

gene suggérant un role coopératif de ces mutations au cours de la LAM.40

D’autres mécanismes amenent a I'inactivation ou l'inhibition de I'expression du gene CEBPA,

notamment une hyperméthylation de son promoteur qui est principalement retrouvé dans les
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LAM a inversion 16 et a translocation t(15;17) ou encore la répression de la protéine CEBPA

par la protéine de fusion AML1-ETO.41.42

(b) Anomalies du gene AML1 (RUNX1)

Le géne AML1 (également connu comme RUNX1, CBFA2) code pour une des sous-unités du
complexe CBF qui intervient dans ’hématopoiese. Des phénomeénes d’épissage alternatif
menent a la formation de 3 isoformes RUNX1a a RUNX1c possédant tous le domaine d’hétéro-
dimérisation avec CBF3 mais des régions C-terminales différentes impliquant des fonctions
cellulaires variées. Des expériences sur des souris AML /- ont montré son réle indispensable
puisque ces souris ne développent pas de systéme hématopoiétique et meurent rapidement in
utero.*3 Quant aux souris AML1+~, elles montrent une prolifération clonale des CSH et une
diminution de la différenciation de 'ensemble des lignées hématopoiétiques. En effet, le facteur
de transcription AML1 régule l'expression d'une grande palette de genes tels que la
myélopéroxydase, le GM-CSF (Granulocyte Macrophage-Colony Stimulating Factor) ou encore
les chaines du TCR (T Cell Receptor, chaines a, 3, y et §) via la coopération de facteurs de

transcription (CEBPA, PU.1, c-MYB). 44

Les anomalies de ce géne le plus fréquemment retrouvées sont des translocations chez les
patients atteints de LAM de novo ou développées apres traitement, mais il existe également des
mutations ou des amplifications de AMLI1. La translocation la plus courante est la
t(8;21)(q22;q22) retrouvée dans 5 a 10% des LAM amenant a la synthése d’'une protéine de
fusion composée en N-terminale d’'une partie du géne ETO et en C-terminale de AML1.27 Cette
protéine de fusion interfére avec la protéine AML1 et inhibe son activité. De plus, elle est
capable d’'inhiber I'expression de genes normalement activés par le facteur de transcription
AML1 et peut également réguler 'expression d’autres genes tels que BCL-2 qui est surexprimé

inhibant ainsi I'apoptose.4445

(c) Altérations du géne PU.1

PU.1 est un facteur de transcription important dans le développement des lignées myéloides
et lymphoides. Notamment, il régule 'expression de nombreux genes tels que le CD11b et le
récepteur au M-CSF (Macrophage-Colony Stimulating Factor). Les souris PU.1/- ont un défaut
de 'hématopoiese avec une absence totale de macrophages et de lymphocytes B et la
différenciation des cellules myéloides est bloquée précocement.4¢ Des mutations du gene PU.1
sont retrouvées dans 7% des cas de LAM et cela induit une inhibition des interactions
protéiques avec AML1 ou JUN et par conséquent diminue I'activation de genes cibles. De plus,

son activité est inactivée par la présence de protéines de fusion que sont AML1-ETO et PML-
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RARa juxtaposant le gene PML (promyelocytic leukemia) et le gene RARa (récepteur a I'acide

rétinoique).47-49

(3) Anomalies de genes participant au cycle cellulaire et a 'apoptose

Comme nous l'avons vu précédemment, certains geénes régulant la prolifération ou la
différenciation peuvent avoir des partenaires impliqués dans I'apoptose. C’est notamment le
cas de la protéine de fusion AML1-ETO qui peut inhiber I'apoptose en régulant I'expression de
BCL-2 (B Cell Lymphoma 2). Nous avons également vu les protéines RAS pouvant étre mutées
et donc constitutivement actives, ceci entrainant une prolifération accrue et une apoptose
diminuée. D’autres génes peuvent présenter des anomalies et entrainer des modifications du
cycle cellulaire ou altérer les mécanismes apoptotiques, tels que le gene suppresseur de tumeur

p53 etle géne NPM1.

(a) Altérations du géne p53

p53 est un facteur de transcription qui intervient dans la réponse au stress cellulaire en
inhibant ou activant des genes cibles impliqués dans I'arrét du cycle cellulaire, les mécanismes
de réparation de 'ADN et/ou de l'apoptose.”® Comme de nombreux autres cancers, des
délétions et des mutations sont retrouvées dans environ 10% des LAM secondaires ou induites
aprés un traitement.>! Elles sont souvent associées a des caryotypes complexes, ou des
monosomies et sont de trés mauvais pronostiques. Ces altérations entrainent une perte de
fonctions de ce géne et notamment son role d'inducteur de 'apoptose en cas de dommages a

’ADN.52

(b) Mutations du gene NPM1

Le gene NPM1 (Nucleophosmin 1) code pour une protéine chaperonne exprimée de maniere
ubiquitaire et qui navigue entre le noyau et le cytoplasme. Celle-ci intervient dans la formation
et I'assemblage des ribosomes, dans le transport protéique principalement du cytoplasme vers
le nucléole en condition physiologique. De plus, NPM1 est également impliqué dans la
régulation de I'apoptose dépendant de p53. En effet, en condition basale, NPM1 est lié a ARF
dans le nucléole permettant a MDM2 de cibler p53 et ainsi permettre sa dégradation par le
protéasome. En revanche, en cas de stress cellulaire tel qu'un dommage a ’ADN, il y a une
dissociation du dimere NPM1-ARF et une relocalisation vers le noyau ou ils vont séquestrer
MDM?2 laissant ainsi p53 libre d’induire les génes impliqués dans I'arrét du cycle cellulaire, la

réparation de 'ADN et/ou I'apoptose.>3
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Des mutations du gene NPM1 sont retrouvées chez environ 30% des patients atteints de LAM
au diagnostic.2? Celles-ci entrainent un changement dans le motif du signal d’export nucléaire,
qui mene a une délocalisation de la protéine vers le cytoplasme, lui empéchant ainsi d’exercer
son role nucléaire.>* De plus, sa présence cytoplasmique lui permet notamment d’inhiber

I'apoptose en liant spécifiquement les caspases 6 et 8.5>

(4) Anomalies touchant la régulation épigénétique
En plus des différentes voies de signalisation accordant un avantage prolifératif, une résistance
al'apoptose ou encore bloquant la maturation, on retrouve des aberrations épigénétiques chez
les patients atteints de LAM. Celles-ci peuvent étre des mutations de genes régulant la
méthylation de '’ADN (TETZ, IDH1, IDH2 ou DNMT3A) ou d’autres processus gérant la structure
de la chromatine ou des histones (mutations des genes ASXL1, EZHZ ou des genes de fusion

impliquant MLL).

(a) Mutations régulant la méthylation de ’ADN

La méthylation de 'ADN est réalisée et maintenue par des ADN méthyltransférases, que sont
DNMT3A et DNMT3B. Ces dernieres participent ainsi au controle de 'expression des genes. En
effet, une délétion de DNMT3A favorise 'auto-renouvellement des CSH au détriment de leur
différenciation.>® Un autre acteur régulant la méthylation de '’ADN est 'enzyme TET2 qui

participe a la premiére étape du processus de déméthylation actif.57

(i) Mutation du géne DNMT3A
Le géne DNMT3A (DNA méthyltransférase 3A) code pour une enzyme qui participe au maintien
du statut de méthylation de 'ADN en catalysant la conversion d'une cytosine en 5’-
méthylcytosine en formant un homo- ou hétéro-tétramere avec la protéine DNMT3L (Figure 5).
Des mutations hétérozygotes récurrentes de DNMT3A sont retrouvées chez environ 20% des
patients atteints de LAM et touchent principalement le domaine d’interaction avec 'ADN et le
domaine catalytique, ceci entrainant une diminution de I'activité de '’enzyme.>8 Le pourcentage
de patients mutés pour ce gene augmente en fonction de 1'age du patient puisqu’elle est
rarement retrouvée dans les LAM de I'enfant mais est plus élevée chez les personnes agées. Des
études récentes montrent une corrélation entre les cellules leucémiques mutées DNMT3A et
une hypométhylation des régions des genes HOX (Homeobox), génes essentiels a la régulation
de I'hématopoiése dont I'expression diminue au cours de la différenciation cellulaire.5® Une
étude a notamment montré une réactivation du gene MEIS1 (Myeloid ecotropic virus insertion
site 1) via I'hypométhylation induite par les mutations de DNMT3A en faveur de la

leucémogenese. En effet, MEIS1 est un facteur de transcription impliqué dans I'hématopoiese
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et un co-facteur de génes HOX.%0 Les études de I'apparition des mutations par séquencage ont
montré que les mutations de ce gene sont des évenements précoces de la leucémogenese

puisqu’elles sont retrouvées des le stade pré-leucémique.

(ii) Mutation de TET2
TET2 (Ten eleven translocation 2) est une enzyme ajoutant un groupement hydroxyle au
carbone 5 d'une 5-méthylcytosine (5-mc), ceci est également réalisé par les enzymes TET1 et
TET3. Cette premiere étape du processus de déméthylation aboutira apres plusieurs étapes
intermédiaires au remplacement de 5-hmc en une cytosine non-méthylée. Des mutations de ce
gene sont détectées dans 7 a 23% des cas de LAM selon les études conduisant a une inhibition
de son activité catalytique. Ces patients présente une diminution du taux de 5-hmc (Figure 5)
et plusieurs études in vivo ont montré qu’une altération du gene (délétion ou ARN interférence)
était inductrice de la leucémogeneése via I'augmentation de la prolifération et la maintenance de
I'auto-renouvellement des cellules hématopoiétiques.t1-63 Ces mutations sont considérées
comme des événements précoces dans le processus leucémique, notamment parce qu’elles sont
retrouvées chez 10 a 20% des cas de MDS/MPN et qu’il a été montré 'apparition de celles-ci au
cours de la transformation en LAM.%* De plus, ces mutations sont également retrouvées chez
des patients présentant une hématopoiese clonale pré-leucémique.®> Le role pronostic de ces
mutations n’est pas prouvé et les études s’étant penché sur cette question ont obtenu des

résultats tres hétérogenes.66.67

(iii) Mutation des génes IDH1/2
Les enzymes isocitrates déshydrogénases 1 et 2 sont des acteurs du métabolisme permettant
la conversion oxydative de l'isocitrate en a-cétoglutarate (a-KG) nécessaire a la production de
NAPDH pour la synthese des lipides et des nucléotides. Ces genes sont fréquemment mutés
dans les LAM atteignant les 20-30% et surviennent spécifiquement au niveau des arginines
R132 pour IDH1, et R140, R172 pour IDH2. Ces mutations entrainent une diminution de la
formation de a-KG et un gain de fonction permettant la conversion de I’ a-cétoglutarate en 2-
hydroxyglutarate (2-HG) (Figure 5). L’accumulation de cet oncométabolite est détectable dans
le sérum des patients mutés pour I'un de ces deux genes faisant de lui un biomarqueur des
LAM.%8 Ces mutations inhibent l'activité enzymatique de TETZ et également les histones
déméthylases entrainant une hyperméthylation de '’ADN et des histones.®® Ces mutations ont
pour conséquence un défaut de différenciation des cellules hématopoiétiques et une
augmentation des cellules souches et/ou progéniteurs hématopoiétiques signent d’un effet pro-

leucémique.%2 Le rdle pronostic de ces mutations reste controversé puisqu’il semble exister une
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variabilité dépendant de la présence concomitante d’autres mutations telles que celles touchant

les génes FLT3 ou NPM1, de I'dge ou encore du site mutationnel.”0.71

DNMT3A

Cytosine

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

muté

FIGURE 5 - MECANISME PHYSIOLOGIQUE OU LEUCEMIQUE DE LA METHYLATION DE L'ADN. Les
enzymes DNMT3A et TET2 participent a la conversion de la cytosine en 5-méthylcytosine (5-mc) puis
en 5-hydroxyméthylcytosine (5-hmc). La mutation d’un de ces deux genes comme dans les LAM entraine
une altération du statut de méthylation de I’ADN. De plus, les enzymes IDH1/2 catalysent la conversion
de l'isocitrate en a-cétoglutarate (a-KG). Cependant, une mutation de I'une de ces enzymes entraine
I'acquisition d’'une nouvelle fonction permettant la transformation de a-KG en 2-hydroxyglutarate,
composé pouvant inhiber 'activité de TET2 et par conséquent la déméthylation. Inspiré de Eriksson et
al, 2015.72

(b) Mutations de genes régulant la structure de la chromatine et
des histones

(i) Anomalies du géne MLL
MLL (Mixed lineage leukemia) est une histone méthyltransférase agissant sur la lysine 4 de
I'histone 3 (H3K4) et ceci lors de I'embryogenése et de 'hématopoiese. En effet, I'un des roles
majeurs du gene MLL est le maintien de l'expression des geénes HOX essentiels a la
différenciation des cellules hématopoiétiques.’? Deux types d’anomalies de ce geéne sont
retrouvés chez les patients atteints de LAM. Tout d’abord, des translocations qui concernent
environ 10% des patients, dont les partenaires de la fusion les plus fréquents sont les genes
AF4,AF9,ENL, AF10 et AF6 (roles activateurs de la transcription).’4 Le second type d’anomalies
correspond a des duplications en tandem partielles (MLL-PTD) qui conservent les domaines
fonctionnels de la protéine contrairement aux translocations et ne touchent qu’environ 5% des
patients. Ces duplications entraineraient une hyperméthylation des histones et une répression

transcriptionnelle de génes suppresseurs de tumeur participant ainsi a la leucémogeneése.

(ii) Mutations du géne ASXL1
ASXL1 pour Additional sex combs-like est un gene qui agit comme répresseur des genes HOX.
Son role a été mis en évidence dans des souris knock-out pour ce gene puisqu’elles présentaient
des altérations modérées de ’hématopoiese, touchant principalement la différenciation des
progéniteurs myéloides ou lymphoides.”> Le role de ce gene chez 'Homme reste encore

inconnu mais il est retrouvé muté dans 10% des LAM avec une fréquence qui augmente avec
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I’age. Ces mutations peuvent étre des mutations non-sens, faux-sens ou entrainant un décalage

du cadre de lecture et la formation d’'une protéine tronquée en C-terminale.”6

b. La cellule initiatrice de la leucémie
L’existence d’'une cellule qui serait a I'origine du développement leucémique a émergé au début
des années 1990 grace aux études des équipes de Bonnet et Dick, et de Blair et ses
collaborateurs. Celles-ci ont montré que seule une faible fraction de cellules leucémiques issues
de patients prolifére et est capable de s'implanter durablement dans la moelle osseuse des
souris immunodéficientes (NOD/SCID). Ces cellules leucémiques CD34+*CD38- issues de
patients sont capables de maintenir la leucémie in vivo aprés des greffes sériées grace a leur
aptitude a proliférer et a s’auto-renouveler.’7.78 Etant donné que ces cellules initiatrices de la
leucémie partagent de nombreuses caractéristiques des CSH, il a été proposé que ces cellules
aient été modifiées suite a des altérations génétiques amenant a la transformation en CSL. Cette
étude montre également que ces cellules peuvent se différencier in vivo en progéniteurs
incapables de maintenir la leucémie chez les souris greffées mais conservant un phénotype
aberrant identique aux CSL.7° Ceci remettant en question le blocage total de la différenciation
des blastes leucémiques de patients, et amenant I'idée d’'une hiérarchie au sein de ces cellules

avec des CSL et des blastes leucémiques plus différenciés (Figure 6).

Cependant, il est également possible que l'origine de la leucémie soit une cellule plus
différenciée (progéniteur ou précurseur) qui serait de nouveau parvenue a s’auto-renouveler
par la réactivation de certaines voies et par 'acquisition de mutations supplémentaires serait
devenue leucémogene. Notamment, les patients atteints d’'une leucémie aigué promyélocytaire
(LAP, ou FAB 3) présentent des blastes leucémiques en partie différenciés qui sont les
promyélocytes. De plus, une étude a montré que les cellules leucémiques présentant le transcrit
de fusion PML-RAR«a issues de ces patients ne font pas partie de la population CD34+*CD38- mais
de celle CD34-CD38*, attestant d'une cellule initiatrice leucémique non-souche dans ce sous-
type de LAM.80 Plus récemment, il a été montré une faible représentation des cellules CD34+
chez les patients pour lequel le gene NPM1 est muté. En effet, ils ont identifié la présence de ces
LIC majoritairement dans la population CD34- prouvant a nouveau que les cellules initiant la
leucémie peuvent étre des progéniteurs engagés dans une lignée et exprimant certains genes

propres aux CSH tels que 28 facteurs de transcription. 81,82
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FIGURE 6 - LES CELLULES INITIATRICES DE LA LEUCEMIE: DES CSL OU DES
PROGENITEURS/PRECURSEURS PRESENTANT DES PROPRIETES DE CSH. Ces cellules initiatrices de
la leucémie peuvent étre des CSL qui vont acquérir un avantage prolifératif et une altération de la
différenciation, des progéniteurs ou des précurseurs leucémiques qui eux vont réacquérir des
propriétés d’auto-renouvellement par la présence d’anomalies génétiques. Inspiré de Passegué et al,
2013.83

Que la leucémie ait pris naissance a partir de I'altération d'une CSH ou d'un
progéniteur/précurseur déja engagé dans la différenciation, cette cellule initiatrice présentera
des modifications génétiques lui ayant apporté des capacités de prolifération et d’auto-
renouvelement conférant un avantage compétitif vis-a-vis des autres cellules

hématopoiétiques.

c. Stade pré-leucémique, hétérogénéité et évolution clonale
Des mutations somatiques peuvent survenir lors de la division cellulaire des cellules souches
ou progéniteurs hématopoiétiques. Celles-ci apportant un avantage compétitif vis-a-vis des
autres lignées hématopoiétiques amenant a I'expansion clonale de ces cellules modifiées.
L’apparition de mutations somatiques associées a une hématopoiéese clonale augmente avec

I'age et atteint les 5 a 10% chez les personnes dgées de plus de 70 ans.16:84

Des études ont évalué par séquencage la présence de mutations somatiques de genes impliqués
dans ’'hématopoiese dans une cohorte de personnes ne présentant pas d’hémopathies malignes
et ont renouvelé 'analyse apres plusieurs mois ou années, chez ces mémes volontaires. Celles-
ci ont révélé un risque augmenté d’évolution en hémopathie maligne lorsque les personnes
présentaient des mutations lors de la premiere analyse. Les genes concernés par ces mutations

somatiques sont TP53, IDH1, IDHZ, les génes du spliceosome (SRSF2, SF3B1 et U2AF1), TETZ et
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DNMT3A.8586 Ces mutations caractérisent un stade pré-leucémique de ces cellules mais sont
insuffisantes a elles seules pour entrainer le développement de la LAM puisqu’elles n’entrainent
qu’'un avantage compétitif permettant 'expansion clonale. L’évolution de cet hématopoiése
clonale pré-leucémique en LAM n’est pas systématique et survient apres l'acquisition

d’anomalies génétiques supplémentaires (Figure 7).

Mutations initiales pré-leucémiques Mutations tardives coopératives
(DNMT3A, IDH1/2, TET2,...) (FLT3, NPMT, KRAS,...)

*
° &)
S5 °

Treatment

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

Y¢ Founder mutation /M € Acquired mutations

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

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

FIGURE 7 - EVOLUTION D'UN CLONE PRE-LEUCEMIQUE EN LAM. Une cellule hématopoiétique (CSH
ou progéniteur) va acquérir une mutation initiatrice conférant un avantage compétitif entrainant
I'expansion du clone pré-leucémique puis d’autres mutations coopératives vont s’ajouter au fil du temps
jusqu’au développement du clone leucémique fondateur. D’autres mutations vont étre acquises par
certaines cellules entrainant I'existence de sous-clones. Tiré et modifié de Li et al.,, 2016.87

L’étude des fréquences de variants des mutations a révélé la présence simultanée de différents
sous-clones leucémiques au diagnostic chez les patients atteints de LAM. Ces sous-clones
leucémiques possedent des anomalies génétiques identiques reflétant 'origine clonale, c’est-a-
dire le clone fondateur et des altérations spécifiques amenant a la présence de sous-clones
variés. Ceci implique que les différents sous-clones leucémiques vont étre présents
simultanément au sein de la moelle osseuse des patients créant une composition cellulaire
hétérogene tant sur le plan morphologique, phénotypique ou encore fonctionnel et

moléculaire.88

Certaines études se sontintéressées al'ordre d’apparition de ces anomalies génétiques au cours
de la progression leucémique et ont montré la présence de mutation initiale touchant les genes
impliqués dans la régulation épigénétique (hématopoiese clonale pré-leucémique), suivie par
des mutations additionnelles. Les derniéres mutations acquises n’étant pas présentes dans les
cellules pré-leucémiques suggerent que celles-ci sont des évenements plus tardifs permettant
le déclenchement de la leucémie. Ces évenements tardifs impliquent notamment la mutation

des genes FLT3 ou NPM1 (Figure 7).12.33:89
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Des études se sont interessées a l'évolution de ces sous-clones en comparant, par des
techniques de séquencage a haut débit, des échantillons de patients atteints de LAM au
diagnostic et en rechute. Ils ont ainsi montré l'existence d’'une évolution clonale apres
traitement. En effet, soit le clone fondateur, soit un sous-clone sera responsable de la rechute
leucémique apres l'acquisition de nouvelles mutations et I'expansion clonale achevée.l3
D’autres auteurs ont montré que le sous-clone a I'origine de la rechute peut étre un sous-clone
minoritaire qui serait resistant a la chimiothérapie et aurait ensuite proliféré induisant la

rechute.?0

I. B. 4. DIAGNOSTIC
L’identification et la caractérisation des LAM se fait a I'aide d’analyses morphologiques,
phénotypiques et génétiques. De plus, la recherche d’éventuels antécédents familiaux
d’hémopathie ou d’hémorragies pouvant attester d'une prédisposition génétique est

importante.

a. Caractérisation morphologique
Le diagnostic des LAM se fait en premier lieu par 'analyse morphologique de la moelle osseuse
et du sang des patients. Pour cela, un myélogramme dénombrant 500 leucocytes et un
hémogramme comptant 200 leucocytes sont réalisés. Le diagnostic est posé lorsque le sang ou
la moélle osseuse du patient présente au minimum 20% de blastes, a I'exception des LAM
présentant les translocations t(8;21) ; t(15;17), t(16;16) ou 'inversion 16 ou le pourcentage
d’infiltration blastique peut étre moindre (10%). Le dénombrement des blastes prend en
compte la quasi-totalité des lignées myéloides, c’est-a-dire les myéloblastes, les monoblastes et
les mégacaryoblastes ainsi que les promonocytes en cas de LAM a différenciation
myélomonocytaire ou monocytaire pure mais fait exception des érythroblastes.?” La
numération formule sanguine permet de compléter le diagnostic et de mettre en évidence des
cytopénies, une éventuelle hyperleucocytose, une différenciation monocytaire, tout cela

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

b. Caractérisation phénotypique par cytométrie en flux
En plus d’'une hétérogénéité morphologique avec différentes lignées myéloides et stades de
maturation touchés dans les LAM, ces blastes peuvent présenter des immunophénotypes variés
(marqueurs membranaires et cytoplasmiques). Ces marqueurs peuvent aider au diagnostic de
certaines LAM présentant une cytologie complexe et insuffisante pour poser le diagnostic telles
que les LAMO, LAM6 et LAM7 (classification FAB). De plus, certaines anomalies génétiques tels

que la translocation t(8;21) ou l'inversion 16 présentent des profils immunophénotypiques
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particuliers.? Le panel d’anticorps utilisé pour l'immunophénotypage doit également
permettre de distinguer les leucémies aigués de phénotype mixte mais aussi des
immunophénotypes aberrants associés aux leucémies (LAIP) en vue d’un suivi de la maladie
résiduelle mesurable du patient par cytométrie en flux.?2 Le tableau suivant référence les
marqueurs membranaires et cytoplasmiques recommandés par I'European LeukemiaNet

(ELN) pour le diagnostic des LAM et leucémies aigués de phénotype mixte (Tableau 1).

Précurseurs CD34,CD117,CD33,CD13, HLA-DR

Lignée granulocytaire CD65, myeloperoxydase (MPO)

Lignée monocytaire CD14, CD36, CD64

Lignée mégacaryocytaire CD41 (glycoprotein IIb/Illa), CD61 (glycoprotein Illa)
Lignée erythrocytaire CD235a (glycophorin A), CD36

MPO ou différenciation monocytaire (au minimum deux
Lignée myéloide critéres suivants: cytochimie positive des estérases non-
spécifiques, CD11c, CD14, CD64, lysozyme)

Expression membranaire ou cytoplasmique CD3

Lignée lymphocytaire T (anticorps CD3¢)
Expression élevée CD19 et au moins un autre marqueur
exprimé : CD79a (cytoplasmique), CD22 (cytoplasmique)
Lignée lymphocytaire B ouCh10

Expression faible CD19 avec au moins deux marqueurs
fortement exprimés : CD79a, CD22 (cytoplasmique) or
CD10

TABLEAU 1 - MARQUEURS MEMBRANAIRES ET CYTOPLASMIQUES RECOMMANDES PAR ELN
POUR LE DIAGNOSTIC DES LAM ET DES LEUCEMIES AIGUES DE PHENOTYPE MIXTE. Tiré de Déhner
etal.,2017.27

c. Caryotype et cytogénétique moléculaire
La cytogénétique conventionnelle est une analyse indispensable lors du suspission d’'une LAM.
Un peu moins d'un patient sur deux va présenter un caryotype aberrant tel que la présence de
chromosomes surnumeéraires ou de monosomies, I’existence de translocations, de délétions ou
d’insertions. Certaines de ces anomalies servent a la détection et au suivi de la maladie, mais
ont également un réle pronostic et une influence sur le choix thérapeutique. En effet, huit de
ces aberrations génétiques furent intégrées a la classification OMS 2008 des LAM. La détection

de certains de ces réarrangements est suffisante pour poser le diagnostic de LAM secondaire a

-42 -



un syndrome myélodysplasique si le myélogramme ou I'hémogramme révele une infiltration
supérieur ou égale a 20%.%3 Si la cytogénétique n’est pas concluante, il est possible d’effectuer
une hybridation in situ en fluorescence pour identifier certains réarrangements (AML1-ETO,

CBFB-MYH11, perte chromosome 5gq, ...).27

d. Génétiques moléculaires pour la recherche de mutations
Comme nous l'avons vu précédemment, les patients peuvent présenter de nombreuses
combinaisons de mutations. Il est indispensable de rechercher ces mutations génétiques au
diagnostic. Parmi ces nombreuses mutations, on retrouve les mutations du gene NPM1, CEBPA
ou AML1 définissant des catégories spécifiques de LAM. Les mutations du gene FLT3 (TKD et
ITD) doivent également étre recherchées puisqu’elles ont un réle pronostic et peuvent
permettre aux patients de bénéficier de thérapies ciblées a I'aide d’inhibiteurs. Enfin, certaines
mutations somatiques doivent étre recherchées pour leur réle pronostic, c’est le cas des
mutations des genes ASXLI ou TP53 qui sont associées a un mauvais pronostic. 27,94 Certains
centres utilisent un panel d'un plus grand nombre de genes détectés par séquencage nouvelle
génération, notamment en vue d’'une utilisation comme marqueur de la maladie résiduelle
mesurable ( transcrits de fusion, NPM1, WT1, ...) mais aussi un panel de genes attestant de

prédisposition familiale aux hémopathies myéloides (CEBPA, DDX41, ETV6, GATA2, RUNX1, ...).

I. B. 5. CLASSIFICATION DES LEUCEMIES AIGUES MYELOIDES

a. Classification Franco-Américano-Britannique (FAB)
Historiquement, en 1976, un groupe de 7 hématologistes Francais, Américains et Britanniques
ont établi une classification des leucémies aigues lymphoides et myéloides afin d’'uniformiser
le diagnostic de ces patients. Ils ont différencié les leucémies aigués (LA) lymphoides des LA
myéloides avec respectivement 3 sous-groupes (L1 a L3) et 7 sous-groupes (M0 a M7) (Tableau
2). La classification des LAM prend en compte la lignée hématopoiétique impactée par la
maladie, le niveau d’'immaturité de ces cellules et des critéres cytochimiques reposant sur
I'étude de l'activité enzymatique de la myélopéroxydase et des estérases (estérases non-

spécifiques et une enzyme spécifique dégradant le Naphthol AS-D chloroacétate (CAE)).%>

LAM avec Myéloblastes indifférenciés sans <3% =
différenciation granulations
minimale
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LAM sans maturation Myéloblastes avec >3% =
morphologique différenciation minime (<10%
différenciation granulocytaire)
LAM différenciée Myéloblastes avec maturation 23% =
morphologique, 210% de

promyélocytes ou plus matures

LA promyélocytaire Promyélocytes anormaux, +++ -
(LAP) présence de corps d’Auer
Leucémie aigué Blastes d’origine myéloide et 23% 220%
myélo-monocytaire monocytaire, Monocytose
sanguine
LA monoblastique Monocytose médullaire : +/- +++
- LAM 5a (indifférenciée) : (>80%)
monoblastes

- LAM 5b (différencié):

promonocytes ou

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

mégacaryoblastes

TABLEAU 2 - CLASSIFICATION FAB DES LEUCEMIES AIGUES MYELOIDES. Inspiré de Bennett et al,
Neame et al, et de I'atlas de poche d’hématologie. 95-97

Cette classification reste utilisée couramment en pratique clinique mais une autre classification
se basant sur des anomalies génétiques et selon leur caractére secondaire a un syndrome
myélodysplasique a ajouté une valeur pronostic a cette classification FAB, il s’agit de la

classification OMS.

b. Classification OMS
Cette classification plus récente, a été possible grace au développement de technologies
innovantes de séquencage distinguant un plus grand nombre de LAM sur la base d’anomalies
moléculaires et/ou cytogénétiques, ainsi que la prise en compte de la présence d'une
myélodysplasie ou d’un traitement par chimiothérapie (Tableau 3). Pour définir la présence
d’'une LAM, la moelle osseuse doit comporter au moins 20% de blastes sauf en cas de certaines

aberrations comme par exemple la translocation AML1-ETO.27
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LAM de novo
présentant des
anomalies
cytogénétiques

récurrentes

LAM faisant suite a
un syndrome

myélodysplasique

Hémopathies
secondaires a un

traitement

LAM de novo sans
autre distinction
(cytogénétique

normale)

= {(8;21)(q22;922.1) : AML1-ETO (Leucémie a composante monocytaire)
= t(9;11)(p21.3;923.3) : MLLT3-MLL
=  t(6;9)(p23;q34.1) : DEK-NUP214
»  {(1;22)(p13.3;q13.3) : RBM15-MKL1 (Leucémies rares
mégacaryoblastiques, surtout de I’enfant associées a un syndrome de Down)
= inv(16)(p13.1;q22) ; CBFB-MYH11 (Leucémie érythroide)
= inv(3)(q21.3926.2)ou t(3;3)(q21.3;926.2) : GATAZ, EVI1
=  PML-RARA (Leucémie aigué promyélocytaire)
=  BCR-ABL1 (Leucémie aigué a phénotype mixte)
= LAM présentant une mutation NPM1
= LAM présentant une mutation biallélique CEBPA
*» LAM présentant une mutation AML1
» Leucémies aigués indifférenciées consécutives a un syndrome
myélodysplasique (SMD) ou myéloprolifératif (SMP)
= Leucémies associées a une (des) anomalie(s) cytogénétique(s) de

SMD

Incluant les néoplasmes myéloides faisant suite a un traitement dont les

LAM-t (LAM associées a une thérapie)

» LA avec différenciation minimale
= LA sans différenciation
= LA avec maturation
* LA myélo-monocytaire
* LA mégacaryoblastique

» LA myéloblastique a composante basophile

TABLEAU 3 - CLASSIFICATION OMS 2018 DES LAM. Inspiré de Déhner et al, 2017.27

[. B. 6. FACTEURS PRONOSTIC

Le développement des LAM est particulierement hétérogene, cela dépend de nombreux

facteurs notamment des parametres liés au patient lui-méme et d’autres dépendants des

caractéristiques cellulaires et moléculaires de la leucémie. En regle générale, les

caractéristiques attribuables au patient vont avoir une importance quant a la mortalité liée au

traitement (TRM) alors que les facteurs de la leucémie vont intervenir plutdt dans la réponse a

celui-ci (sensibilité ou résistance). Ces différents facteurs sont pris en compte lors du choix

thérapeutique.
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a. Les facteurs liés au patient
(1) L'age
L’age du patient va intervenir dans le pronostic du patient et dans la réponse au traitement sur
différents points. En effet, plusieurs études montrent un pronostic plus défavorable pour les
patients agés de plus de 56 ans (Figure 8). En réalité, cela s’explique par une plus importante
résistance aux traitements des LAM des patients agés, ils présentent plus souvent des
aberrations chromosomiques associées a un mauvais pronostique tels que les délétions
touchant le chromosome 5 ou 7 ou une cytogénétique défavorable. De plus, il est constaté un
risque de mortalité plus élevée pour les patients agés en cas d’utilisation de chimiothérapies

intensives.2294.98

100
90
80+ 35 39 39

51

60 [JUnfavorable
50— M Intermediate
40+ [ Favorable

30 —
20
10+ 17

% of Patients

<56 56-65 66-75 >75

8/26/2005 Age Categories

FIGURE 8 - RISQUE PRONOSTIC EN FONCTION DE L’AGE DU PATIENT. Le pronostic de la
maladie est en corrélation avec I'age du patient. Tiré de Appelbaum et al, 2006 22

(2) L’état global de santé du patient et les facteurs de comorbidités

Le choix du traitement intensif va également se faire en fonction de I'état du patient (indice de
performance) et de la présence ou non de facteurs de comorbidités. Les comorbidités sont les
autres maladies qui vont coexister avec la leucémie et vont influencer le choix thérapeutique,
la réponse au traitement et la survie du patient tels que des anomalies cardiaques, hépatiques
ou rénales. Plusieurs systemes ont été mis en place pour calculer un score de comorbidités
et/ou de mortalité suite au traitement (TRM) permettant d’évaluer si le patient va pouvoir

recevoir une chimiothérapie intensive ou non. %°

b. Les facteurs liés a la leucémie

Une hyperleucocytose (leucocytes >50 et <100G/L) est un facteur
Leucocytose initiale de mauvais pronostic pour la réponse thérapeutique et la survie

globale. Une hyperleucocytose dépassant les 100 G/L est associée a
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Caractere
secondaire de la
leucémie

Leucémie induite
par un traitement

Dysplasie multi-
lignées (DML)

Phénotype multi-
résistants aux
thérapies (MDR)

des risques de leucostases, c’est-a-dire une adhérence des cellules
leucémiques aux parois vasculaires entrainant des symptdomes
pulmonaires (dyspnée, désaturation, détresse respiratoire),
neurologiques (confusion, fievre) et/ou cardiaques.

Une LAM secondaire fait suite a un syndrome myélodysplasique
(SMD) ou a un syndrome myéloprolifératif (SMP). Elles sont
généralement de plus mauvais pronostic car souvent associées a des
anomalies génétiques défavorables et des survies globales plus
courtes.

Un patient développant une LAM a la suite d'un traitement (souvent
le traitement d'un autre cancer par chimiothérapie ou
radiothérapie) a un pronostic plus défavorable par rapport a une
LAM de novo.

Cela correspond a la présence de plus de 50% de cellules anormales
(dysmyélopoiese) et touchant au moins 2 des lignées
hématopoiétiques. Une DML est souvent retrouvée chez des
patients agés et/ou des leucémies a caractere secondaire.

Les cellules leucémiques expriment a leurs surfaces la protéine
assurant l'efflux des xénobiotiques, la P-glycoprotéine (P-gp) dont

notamment les anthracyclines.

TABLEAU 4 - FACTEURS DE RISQUE LIES A LA LEUCEMIE AIGUE MYELOIDE. Tiré de Déhner et al,

2017.27

A ces facteurs s’ajoute les anomalies génétiques retrouvées chez ces patients qui ont un réle

pronostic et qui sont classées selon 3 groupes: favorable, intermédiaire et défavorable

(Tableau 5).

Favorable

Intermédiaire

- t(8;21)(q22;q922); AMLI1-ETO

- inv(16)(p13.1q22) ; CBFB-MYH11

- NPM1 muté (FLT3-ITD négatif ou faible)

- Mutation biallélique de CEBPA

- NPM1 muté associé a FLT3-ITD fortement exprimé
- NPM1 sauvage (FLT3-ITD négatif ou faible)

- t(9;17)(p21.3;23.3) ; MLLT3-KMTZ2A
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- Autres anomalies n’appartenant ni a la classe favorable, niala
classe défavorable

Défavorable - t(6;19)(p23;q34.1) ; DEK-NUP214

- réarrangements KMT2A

- t(9;22)(q34;11.2) ; BCR-ABL1

- inv(3)(q21.3q26.2) ; GATA2-EVI1

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

- Caryotypes complexes, monosomie

- NPM]1 sauvage et FLT3-ITD fortement exprimé

- Mutations de AML1 ou ASXL1 ou TP53

TABLEAU 5 - LES TROIS CLASSES PRONOSTICS ET LES ANOMALIES ASSOCIEES. Inspiré de Déhner
etal, 2017.27

En réalité, le plus grand facteur pronostique permettant d’estimer la réponse au traitement est
I’évaluation précoce de la maladie résiduelle une fois la phase de chimiothérapie d’induction
terminée. Une absence de MRD détectable est plutoét de bon pronostic et inversement. La

maladie résiduelle mesurable/minimale sera expliquée par la suite (8§. II, p-56-).

[. B. 7. LES TRAITEMENTS

Le traitement conventionnel des LAM n’a pas fortement changé depuis ces 40 dernieres années

et comporte deux principales étapes utilisant essentiellement la chimiothérapie.

Tout d’abord, une phase d’'induction intensive afin d’obtenir la rémission compléte puis un
traitement post-rémission (Figure 9). Pour ce traitement post-rémission, plusieurs choix
peuvent étre envisagés : la chimiothérapie de consolidation et I'intensification, I'allogreffe ou
I'autogreffe de CSH. Depuis quelques années, de nouvelles thérapies ont vu le jour. Ce sont des
thérapies ciblant certaines anomalies récurrentes des LAM, des composés agissant sur les
désordres métaboliques ou épigénétiques, ou encore I'immunothérapie qui permet de stimuler

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

REFRACTAIRE

RECHUTE

nd induction afin
d’obtenir la RC

COMPLETE
(RC)
L' 3 MALADIE RESIDUELLE MESURABLE
INDUCTION CONSOLIDATION INTENSIFICATION
Anthracycline 1-4 cycles de - Greffe de CSH
+ cytarabine Cytarabine - Cycles de cytarabine

(doses +/- élevées)

FIGURE 9 - SCHEMA THERAPEUTIQUE DES LAM. La plupart des patients diagnostiqués pour une LAM
seront traités par une chimiothérapie d’induction intensive suivie d’'une étape de consolidation et
d’intensification afin d’obtenir une rémission compléte. Certains patients a risque pourront subir une
greffe de cellules souches hématopoiétiques. Pour les patients réfractaires au traitement, une seconde
phase d’induction pourra étre réalisée en vue d’obtenir la rémission compléte et de passer a la phase de
consolidation.

a. La phase d’'induction intensive
Cette premiere phase du traitement se fait généralement sur 10 jours avec I'association de 3
jours de traitement avec une anthracycline (daunorubicine 3 60mg/m?/jour) et de 7 jours de
cytarabine (100-200mg/m?/jour, Ara-C). L’objectif est d’obtenir la rémission compléte et celle-
ci est obtenue pour environ 60 a 80% des jeunes adultes et pour 40-60% pour les personnes

agés de plus de 60 ans.27.100

Le patient est considéré en rémission complete deés lors que les criteres cyto-morphologiques

suivant sont atteints10? :

- Présence d’'une quantité de granulocytes neutrophiles circulants supérieure ou égale a
1500 millions/L et une quantité de plaquettes supérieure a 100 000 millions/L.

- Absence de blastes dans la circulation sanguine

- Présence d’au minimum 20% de cellules matures dans la moelle osseuse et ceci pour les
différentes lignées hématopoiétiques. De plus, celle-ci doit présenter moins de 5% de
blastes et une absence de corps d’Auer.
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- Enfin, aucune infiltration extramédullaire ne doit étre observée telle qu'une atteinte du

systéme nerveux central ou des tissus mous.

Cependant, cette définition de la rémission complete est ancienne et inexacte puisqu’'une
grande majorité de ces patients vont rechuter a plus ou moins long terme. Ceci est dii a la
présence de cellules résiduelles non détectables par la méthode de détection
cytomorphologique. De plus, on parle de rémission partielle lorsque le patient présente
I'ensemble des critéres de la rémission compléte mais conserve un pourcentage de blastes

meédullaires compris entre 5 et 25%.

b. La phase de consolidation
La phase d’induction est toujours suivie d’'une phase dite de consolidation afin de conserver le

patient en rémission complete.

Il existe plusieurs stratégies pour cette phase de traitement en fonction des facteurs de risque
génétiques. Le traitement de consolidation emploie généralement des doses importantes de
cytarabine et celui-ci est préconisé pour les groupes a risque favorable ou intermédiaire.

Concernant les patients a pronostic intermédiaire ou défavorable, une greffe de cellules

souches hématopoiétiques peut leur étre proposée.

(1) Traitement de consolidation

La consolidation classique consiste en 2 a 4 cycles de hautes doses de chimiothérapie
(cytarabine ou des agents similaires). Cependant, différentes études ont montré que des doses
intermédiaires de chimiothérapie avaient des effets similaires remettant en cause l'intérét des
hautes doses utilisées.102103 [a détection des cellules leucémiques persistantes permet
maintenant d’adapter le traitement et éventuellement de proposer au patient une greffe de

cellules souches hématopoiétiques si cela est possible.

I n'a pas été montré un avantage thérapeutique a la greffe de cellules souches
hématopoiétiques par rapport a la chimiothérapie de consolidation mais celle-ci peut étre une
alternative pour certains patients a risque (patients présentant un risque de rechute élevé ou

ceux ayant une leucémie réfractaire au traitement).2”

(2) La greffe de cellules souches hématopoiétiques

Deux types de greffe de cellules souches hématopoiétiques sont possibles : 'autogreffe et
I'allogreffe. Celles-ci ont deux objectifs, premierement restaurer I’hématopoiese et
deuxiémement provoquer le développement d'une réponse immunitaire des -cellules

allogreffées contre les cellules leucémiques.
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Tout d’abord, I'autogreffe se faisant a partir des cellules souches isolées du patient lui-méme
apres un cycle intensif de consolidation ayant éliminé les cellules résiduelles et créé une
déplétion de la moelle osseuse pour favoriser la prise de greffe. Cette greffe autologue est
employée pour les patients jeunes a risque intermédiaire en premiere rémission complete, et
dans le cas ou un donneur possédant un HLA (Human leucocyte antigen) compatible n’a pas été

trouvé.104

Concernant l'allogreffe, elle sera réalisée si le bénéfice est supérieur au risque. Les cellules
souches hématopoiétiques proviennent d’'un donneur sain ayant un HLA compatible. Au
préalable de la greffe, deux possibilités existent, un traitement myéloablatif ou une
chimiothérapie a des doses réduites. Cette derniére est principalement utilisée pour traiter les
patients agés ou pour les jeunes avec des comorbidités graves. Il est préconisé d’utiliser le

traitement myéloablatif pour les jeunes adultes pouvant tolérer le traitement.2”

La greffe est le seul choix thérapeutique pour les patients réfractaires au traitement et peut
aussi étre préconisée pour les patients avec un risque de rechute élevée (risque supérieur a 35-

40%).

Apres greffe, un suivi de la prise ou, au contraire, de la non-prise de greffe est effectuée par une
analyse du chimérisme a partir du sang ou de la MO des patients. Cette analyse permet de
discerner et de quantifier les populations hématopoiétiques provenant du donneur et du

receveur a l'aide de marqueurs génétiques identifiés en amont de la greffe.

c. Adaptation du traitement selon le patient
Comme nous avons pu le voir précédemment, le choix thérapeutique s’appuie sur les facteurs
pronostics afin de réduire la mortalité liée au traitement tout en permettant d’éliminer les

cellules leucémiques.

En regle générale, le traitement d’induction sera le méme pour I'ensemble des patients, sauf
pour des patients ne pouvant supporter celui-ci. Dans ce cas, le patient s'il est éligible pourra
étre inclus dans un essai clinique ou recevoir des doses plus faibles de cytarabine. La stratégie
de consolidation est beaucoup plus variable et doit étre adaptée a chaque patient en prenant en

compte les facteurs de risque liés au patient lui-méme mais surtout ceux liés a la leucémie.

(1) Traitement de I'adulte jeune (moins de 60 ans)

Une consolidation de plusieurs cycles de hautes doses de cytarabine sera privilégiée pour les

patients en bon état général apres le traitement d’induction et présentant des anomalies
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considérées comme a risque favorable ou intermédiaire. Pour les autres, c’est-a-dire avec des
risques de comorbidités élevés ou appartenant a la classification défavorable, ils pourront

bénéficier d’'une allogreffe de CSH.

(2) Traitement du sujet agé

L’age de 60-65 ans est généralement la tranche d’age utilisé pour définir le sujet 4gé. Comme
vu précédemment, la moyenne d’age au diagnostic est de 71 ans, les sujets agés sont donc une
majorité des patients a traiter. Il n’existe pas de consensus quant a la procédure thérapeutique
a entreprendre, cependant, les sujets considérés en bon état général (pas de comorbidités, bon
statut de performance, ...) peuvent recevoir la phase d’induction et de consolidation classique
bien que des doses de cytarabine intermédiaires sont souvent l'option employée pour la

consolidation.

Pour les patients présentant des risques cytogénétiques intermédiaires ou défavorables, il
n’existe pas de consensus quant a la procédure thérapeutique a entreprendre. Il est conseillé
de penser a l'allogreffe pour les patients sans comorbidités élevées ou se diriger vers des

thérapies plus spécifiques.27.100

d. Les thérapies ciblées
Une majorité de ces nouvelles thérapies sont évaluées chez les patients réfractaires au
traitement ou en rechute leucémique. Ces nouveaux traitements sont des composés ciblant des
genes impliqués dans le métabolisme, la régulation épigénétique, le cycle cellulaire ; des
inhibiteurs de protéines kinases ; des immunothérapies cellulaires ou des anticorps bloquants ;

et également des thérapies ciblant le microenvironnement leucémique.

(1) Inhibiteurs de protéines kinases

Il existe des inhibiteurs de protéines kinases et d’autres protéines impliquées dans des voies de
signalisation modifiées dans les LAM tels que les inhibiteurs ciblant FLT3 et/ou c-KIT. Une
majorité des inhibiteurs de premiere génération ne sont pas spécifiques d’'une protéine mais
d’'un ensemble de protéines kinases et ont été utilisés en premier lieu dans d’autres

hémopathies malignes.

Actuellement, plusieurs générations d’inhibiteurs de FLT3 sont en cours d’essai clinique a
différents stades de développement. C’est le cas d'un inhibiteur de premiére génération
(midostaurin) qui a fait I'objet d’'un essai clinique de phase IIl en association avec la
chimiothérapie standard chez des patients jeunes mutés pour le gene FLT3 et a montré une

amélioration de la survie globale.195 Les autres inhibiteurs de premiére génération ne semblent
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pas augmenter la survie de ces patients. De plus, une étude récente semble montrer des
résistances a un inhibiteur FLT3 de seconde génération, le quizartinib chez certains patients

leucémiques.106

(2) Ciblage de modulateurs épigénétiques

Suite a la découverte de modifications épigénétiques récurrentes chez les patients atteints de
LAM, le développement de traitements ciblant ces modulateurs a rapidement suivi. En effet,
plusieurs inhibiteurs sont en cours d’essai clinique tels que des inhibiteurs d'IDH1 et IDH2
muté, ou des inhibiteurs de protéines appartenant a la famille BET (bromodomain and extra-
terminal).197 Notamment, un inhibiteur d’IDH2 muté, 'enasidenib, a montré une amélioration
de la survie globale associée a une différenciation des myéloblastes leucémiques semblant
participer aux effets bénéfiques de la thérapie.198 Cependant, une étude a révélé une résistance
acquise a cet inhibiteur chez deux patients qui ont vu leur maladie progresser associé a une
augmentation du taux de 2-HG sanguins. Cette résistance semble due a 'émergence d’une
seconde mutation d’IDH2 chez ces patients.199 De méme, un inhibiteur d’IDH1 muté est en cours
d’essai clinique et semble montrer une amélioration de la survie de ces patients avec un taux
d’effets secondaires tels que le syndrome de différenciation aigu assez faible (environ 2%).110
Une autre étude a montré que la restauration de la différenciation par ce traitement était
variable selon les patients et dépendait des clones leucémiques (selon le stade ancestral a
terminal). De plus, les auteurs ont démontré que le blocage de la différenciation et les rechutes
leucémiques ne sont pas la conséquence d'une nouvelle mutation IDH2 mais de mécanismes de

sélection et d’évolution clonale.111

(3) L'immunothérapie cellulaire et humorale

Le systeme immunitaire est, en condition physiologique, capable d’éliminer les éléments
étrangers, notamment il assure la surveillance et la dégradation des cellules transformées de
I'organisme avant le développement tumoral. Cependant, différents mécanismes sont employés
par les cellules cancéreuses pour échapper au systeme immunitaire. Parmi ces derniers, on
retrouve une diminution ou une perte d’expression d’antigenes leucémiques, 1'expression
aberrante de ligands inhibiteurs des lymphocytes T (PD-L1), [l'expression de cytokines
immunosuppressives (TGF-3, IDO) ou encore le recrutement de cellules immunosuppressives
tels que les lymphocytes T régulateurs ou les cellules myéloides immunosuppressives par les

cellules leucémiques.112

C’est pourquoi, les thérapies s’intéressant a rétablir et/ou stimuler le systeme immunitaire sont

en développement depuis ces dernieres années. Notamment, il existe des anticorps
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monoclonaux couplés a des agents cytotoxiques et ciblant des antigenes présents a la surface
des cellules leucémiques. C’est le cas de I'anti-CD33 (Gemtuzumab ozogamicine) qui apreés avoir
été commercialisé puis retiré du marché en 2010 pour des complications sévéres a été
réintroduit en 2017 aux Etats-Unis a des doses beaucoup plus faibles et en association avec la
chimiothérapie conventionnelle. L’antigene CD123, le récepteur a I'interleukine 3 est exprimé
par les progéniteurs et les blastes leucémiques. Un anticorps spécifique de ce dernier a fait
'objet d’un essai clinique de phase [ mais semble montrer peu de bénéfices.113 Plus récemment,
cet anticorps bloquant couplé a un agent cytotoxique a été évalué in vitro sur des échantillons
de patients et in vivo sur des modeles de xénogreffes et a montré une forte efficacité

antitumorale.114

L’'immunothérapie s’est également intéressée aux inhibiteurs des « checkpoints » immunitaires
régulant négativement la fonctionnalité des lymphocytes T. On retrouve notamment les
anticorps monoclonaux ciblant la protéine PD1 (Program cell-death protein) présente sur les
lymphocytes T ou son ligand, PDL1 exprimé par les cellules tumorales et également les anti-
CTLA4 (Cytotoxic T-lymphocyte-associated-protein 4). L'utilisation de ces anticorps bloquant
permet de lever l'inactivation des lymphocytes T via linteraction avec les cellules
cancéreuses.115 Un essai clinique de phase Il chez des patients leucémiques en rémission et
traités par une chimiothérapie conventionnelle combinée au nivolumab (anti-PD1) est en cours

d’étude.

Une autre stratégie repose sur la vaccination utilisant soit des peptides antigéniques tels que
les antigenes WT1, PR-3 (Protéinase 3) ou PRAME (Preferentially expressed antigen of
melanoma) directement; soit des cellules dendritiques qui vont présenter l'antigene

leucémique et qui sera ainsi reconnue par les lymphocytes T.116

Ces derniéres années, la génération de cellules CAR-T (Chimeric Antigen Receptor) a émergé
afin d’éduquer les lymphocytes T du patient pour qu’ils reconnaissent et lysent les cellules
leucémiques. Les CAR sont des récepteurs membranaires de synthése liant un antigene tumoral
exprimé a la surface des cellules cancéreuses. In vitro, les lymphocytes T du patient sont
modifiés génétiquement afin qu’ils expriment le CAR. Cela permet d’'induire la réponse
lymphocytaire de maniere indépendante de la liaison au HLA, pouvant étre sous-exprimé par
les cellules leucémiques.117 Les antigenes CD33 et CD123 sont exprimés seul ou en combinaison
chez la quasi-totalité des patients atteints de LAM faisant de ces marqueurs des cibles
intéressantes. Cependant, ces antigénes sont également exprimés par les cellules myéloides

saines rendant l'utilisation de cette thérapie complexe et aspécifique. Une étude préclinique a
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évalué l'efficacité des CAR-T ciblant le CD33 in vitro et in vivo dans des modeles de xénogreffes
et a montré une action cytotoxique vis-a-vis des blastes leucémiques et une amélioration de la
survie mais également une cytopénie et une diminution des progéniteurs myéloides sains
suggérant une toxicité au long terme.11® L’antigene CD123 a donné des résultats similaires
concernant I'impact sur les cellules saines. Une récente étude a testé 'action des cellules CAR-
T (CD4* et CD8*) anti-FLT3 et a également montré son efficacité in vitro et in vivo ainsi qu'une
synergie lors de l'utilisation avec un inhibiteur de FLT3. Dans le but d’améliorer leur efficacité,
Cartellieri et ses collaborateurs ont développé un systeme « on» /«off» permettant de
controler de maniere rapide et réversible l'activité des CAR-T afin de réduire les effets

indésirables.119

(4) Thérapies ciblant le microenvironnement leucémique
Les CSL modifient leur microenvironnement pour favoriser leur développement notamment
par l'utilisation d’'un signal de «homing» vers la niche hématopoiétique nécessitant
I'interaction CXCR4-CXCL12. Des inhibiteurs de CXCR4 sont en cours d’étude clinique (phase
[/11) en vue de bloquer ce signal et ainsi obliger les cellules leucémiques a retourner dans la
circulation sanguine afin d’augmenter leur sensibilité aux traitements. Une étude incluant des
patients réfractaires au traitement ou en rechute ont recu une chimiothérapie conventionnelle
en association avec un antagoniste de CXCR4, le plérixafor, les résultats de cette étude ont

montré une faible amélioration du taux de rémission complete. 120

Grace a I'ensemble de ces thérapies (conventionnelles ou ciblées), la rémission complete est
obtenue pour la plupart des patients adultes jeunes et pour 40 a 60% des patients ayant plus
de 60 ans. Cependant, la majorité d’entre eux vont voir leur maladie réapparaitre des mois voire
des années apres la fin du traitement et seulement 30 a 40% des jeunes adultes et moins de

20% des patients agés survivront sur le long terme.?4121
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I1. LA MALADIE RESIDUELLE MESURABLE /MINIMALE

Le concept de maladie résiduelle mesurable ou anciennement appelée maladie résiduelle
minimale (MRD) est a I'origine employé pour les hémopathies malignes méme si ce terme est
également utilisé dans les cancers solides.?2 La maladie résiduelle est le mot générique pour
parler de la présence de cellules cancéreuses persistant en faible quantité apres le traitement.
Comme vu précédemment, un patient présentant moins de 5% de blastes dans la moelle
osseuse et une absence de cellules leucémiques circulantes est considéré en rémission
complete. Ce seuil de 5% correspond en réalité a la limite de détection de l'analyse cyto-
morphologique, permettant de détecter jusqu’a une cellule leucémique sur 20 cellules

hématopoiétique.123

La présence de patients rechutant parfois des années apres la rémission compléte a soulevé
'idée de la persistance de cellules résiduelles chez ces patients, cellules qui étaient jusqu’alors
indétectables par 'analyse cyto-morphologique en place a cette époque.l?* En 1988, les
premiéres études réalisées a I'aide des nouvelles techniques de biologie moléculaire ont mis en
évidence le transcrit de fusion BCR-ABL chez des patients considérés en rémission complete et

ont permis la détection de cette MRD.12>

En effet, la majeure partie des cellules leucémiques est éliminée par la chimiothérapie
d’induction permettant d’obtenir la rémission complete des patients. Cependant, une faible
quantité peut échapper a cette élimination, persister dans différents organes tels que la moelle
osseuse et étre responsable des rechutes apres un laps de temps plus ou moins important, c’est

le cas d’environ 50% des patients adultes jeunes atteints de LAM.121

Détecter cette maladie résiduelle fut donc un centre d’intérét important afin de répondre a
différents objectifs. Le but premier de cette détection était de mieux considérer les patients en
rémission ou non en améliorant la sensibilité des méthodes utilisées pour déceler les cellules
leucémiques et ainsi adapter le traitement. Le deuxieme objectif était d’'améliorer la prédiction
des rechutes et ainsi de prendre en charge plus précocement ces patients. Enfin, la détection de
ces cellules tout au long du traitement permet d’évaluer l'efficacité de celui-ci afin de
déterminer si le patient est répondeur ou réfractaire et ainsi moduler ou non la prise en charge

et le traitement.
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Le développement des techniques d’analyses ont permis de mettre en évidence des marqueurs
génétiques et phénotypiques pouvant permettre le suivi d’'une maniére la plus sensible, la plus

reproductible et la plus spécifique possible ces cellules résiduelles.

Depuis les années 2000, il existe deux principales méthodes qui permettent de suivre la MRD
chez les patients atteints de LAM durant et apres le traitement. La premiere méthode est une
approche cellulaire qui détecte des marqueurs phénotypiques aberrants (LAIP ou DfN)
exprimés par les cellules leucémiques par cytométrie en flux. La seconde méthode estla PCR en
temps réel (qPCR) pour suivre I'expression des anomalies cytogénétiques ou des mutations de
genes exprimés par les blastes leucémiques. De nouvelles méthodes d’analyse incluant la PCR
digitale et la technique NGS (séquencage de nouvelles générations) sont en cours de
développement afin d’'améliorer la sensibilité de ce suivi, cependant ces dernieres restent des

techniques couteuses et donc difficilement applicables a la détection en routine.123

La limite de détection de la maladie résiduelle leucémique varie selon les méthodes employées.
En effet, la cytométrie en flux permet d’identifier au mieux une cellule sur 10000 cellules.
Tandis que les techniques de qPCR et NGS peuvent descendre jusqu’a la différenciation d’'une
cellule anormale sur 1 million de cellules. De plus, l1a détection n’est pas seulement dépendante
de la méthode utilisée mais également du type d’échantillon et du marqueur permettant le suivi
de la maladie du patient. Par exemple, la limite de détection par qPCR d'un géne surexprimé est
d’environ 10-# tandis que celle d’'un géne muté ou d’'un gene de fusion peut descendre jusque
10-6.126127 Ces techniques ont permis d’améliorer le suivi des patients et leurs prises en charge
puisque certains marqueurs sont de tres bons indicateurs de la MRD et permettent ainsi de
prédire les rechutes chez ces patients bien avant les signes et symptomes de la maladie. Cela
permet ainsi de mettre en place une nouvelle ligne de traitement plus précocement. De
nombreuses études indiquent qu'une MRD positive a une valeur pronostique forte puisqu’elle
est associée a un risque de rechute augmenté et une survie globale plus courte que les patients
MRD négatifs (Figure 10).128129 Le terme de rémission moléculaire est utilisé quand un patient
suivi par I'expression d'un marqueur moléculaire spécifique ne présente plus cette expression.
Dés la réapparition de la MRD par cytométrie en flux ou RT-qPCR, le patient est considéré en

rechute moléculaire.2?

-57-



m 1 Détection microscopique Analyse
g (100%) des cellules leucémiques cytomorphologique
o
E 107
s RCEFD\N-~~""T"FT"""""""""""">>>~-"~""="=—=—=——-— i
=
25 107
3 .% - | Analyse par CMF
2 T 103 T -~ " - ——— et/ou PCR*
D QO B @ T
0o ] ol
gL 4 3 Détection de la maladie résiduelle .
10 ) ’ > : M
— TN * *
= - e _ - . @ | Analyse par PCR
g 10 S AT S e Traitement des et/ou NGS
g rechutes moléculaires
o 106 L
107 s e

Absence de détection de la maladie résiduelle leucémique

1 1

INDUCTION CONSOLIDATION INTENSIFICATION

FIGURE 10 - METHODES ET LIMITES DE DETECTION DE LA MALADIE RESIDUELLE LEUCEMIQUE.
L’analyse cytomorphologique est réalisée par un anatomopathologiste qui pourra au mieux détecter 1
cellule leucémique sur 20. La cytométrie en flux peut, elle détecter une cellule anormale parmi 10000
cellules. Les techniques de PCR et de NGS peuvent descendre jusqu’une sensibilité de 10-6 selon le type
de marqueurs. En effet, la limite de détection pour une surexpression de génes ne pourra pas étre
supérieure a 10 (#) tandis que des génes de fusion, ou des mutations (*) pourront permettre
d’identifier une cellule sur un million. CMF : cytométrie en flux, PCR: réaction de polymérisation en
chaine, NGS : séquengage de nouvelles générations, RC : rémission compléte. Inspiré de Hourigan et al.,
2013.127

L’identification des marqueurs pouvant servir au suivi de la MRD de chaque patient est réalisée
au diagnostic a partir du sang et/ou de la moelle osseuse par les deux principales méthodes de
détection. La sensibilité de détection semble étre corrélée selon ces deux types de prélevement
avec en général une sensibilité supérieure pour la détection dans la moelle osseuse par
cytométrie en flux. D’autres études ont observé des résultats similaires concernant la détection
par qPCR, notamment lors de l'utilisation du marqueur CBF et la surexpression du gene

WT1.92.130,131

La détection et le suivi de cette MRD est rendu difficile par I'hétérogénéité de cette maladie. En
effet, un patient peut présenter des le diagnostic, différents sous-clones leucémiques avec des
aberrations, des phénotypes différents. Ces sous-clones présents au diagnostic ne seront pas
forcément retrouvés apres le traitement et les aberrations les caractérisant auront disparu avec
eux.13 La difficulté est donc d’avoir un marqueur stable au cours de la maladie et du traitement

mais aussi de sélectionner le marqueur représentatif de la maladie c’est-a-dire celui associé a
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la cellule ayant le potentiel leucémogéene et donc pouvant induire les rechutes.126 La plupart des
études récentes s’accordent a dire qu'’il est nécessaire de combiner différentes techniques pour
le suivi de la MRD afin d’avoir des résultats concordants et également de combiner un maximum

de marqueurs afin de pallier aux problemes de I'hétérogénéité et de I'évolution clonale.132

Dans les années 70, plusieurs études abordaient la possibilité de modifications phénotypiques
des cellules leucémiques par la mise en évidence de réponses anticorps contre ces cellules et
une absence de réponse vis-a-vis des cellules saines attestant d’antigenes spécifiques aux
cellules cancéreuses. Suite a cela de nombreuses études décrivirent I'expression anormale

d’antigenes leucémiques.133134

Théoriquement, 'immunophénotypage peut étre appliqué au suivi de la maladie résiduelle de
I'ensemble des patients atteints de leucémie. Cependant, la sensibilité de cette technique est
plus faible que les analyses par biologie moléculaire et peut atteindre un seuil maximal de 10-4

(Figure 10).127

II. B. 1. LES DEUX APPROCHES DE DETECTION DES LAIP

Ce suivi peut se faire selon deux approches. La premiere approche associe un grand nombre
d’anticorps dirigés contre des antigenes membranaires ou cytoplasmiques permettant de
déterminer la présence ou non de phénotypes aberrants (LAIP) au diagnostic. Ces phénotypes
aberrants sont ensuite détectés pour le suivi de la MRD, évaluer I'efficacité du traitement de
facon précoce et prévenir une éventuelle rechute. Chaque immunophénotype est spécifique du

patient, et il est primordial de I'identifier précisément au moment du diagnostic.13>

Ces immunophénotypes aberrants associés a la leucémie sont classés en quatre groupes,
I'expression d’antigénes asynchrones, c’est-a-dire l'expression d’antigénes myéloides de
différents stades de maturation comme par exemple des antigénes de cellules immatures (CD34
ou CD117) associés a des antigénes de maturité tels que le CD11b ou le CD65; I'expression
d’antigenes de plusieurs lignées cellulaires par exemple des marqueurs lymphoides sur des
myéloblastes, et la perte ou la surexpression d’antigenes souvent des antigénes d'immaturité

(CD117, HLA-DR). 136

La seconde approche identifie les phénotypes différents des cellules normales (phénotypage de
la moelle osseuse lors de la régénération médullaire post-traitement), c’est la méthode DfN
(Different from Normal). Cette seconde méthode est moins utilisée, souvent pour les patients

dont le phénotypage au diagnostic n’a pas été réalisé ou alors en cas d’apparition de nouveaux
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phénotypes aberrants différents du diagnostic et révélateurs d’'une évolution de la leucémie
(moins de 10% des patients). Cette évolution peut étre expliquée par une instabilité
antigénique du clone leucémique, d’'une sélection clonale par le traitement avec I'émergence
d’'un sous clone minoritaire, ou encore d’'une totale évolution clonale avec I'apparition d'un
nouveau clone leucémique associé a un changement du phénotype. Le changement d’au moins
un antigéne (LAIP) entre le diagnostic et le suivi est retrouvé chez 91% des patients atteints de
LAM et correspondant en grande majorité a une surexpression d’antigénes myéloides et/ou de
cellules souches.137 Cependant, il est important de noter que la surexpression d’antigenes peut
étre visible dans les précurseurs myéloides sains, notamment lors de la reconstitution de la MO
apres une greffe de CSH ou un traitement par chimiothérapie. C’'est pourquoi la seconde

approche (DfN) peut éviter ces limitations.

Dans la majorité des cas, les deux méthodes apportent un résultat identique, cependant il est
préconisé par I'ELN (European Leukemia Net) de combiner les deux approches afin de détecter
au mieux une éventuelle évolution de la leucémie et d'un changement phénotypique au cours
du traitement ou lors du suivi.123 Cependant, il n’existe pour le moment pas de méthode

standardisée de détection.

De nombreuses études s’intéressent a améliorer la détection de la MRD par cytométrie en flux.
Notamment, une étude de Zeijlemaker et ses collaborateurs a mis en place un
immunophénotypage des CSL a partir d’'un seul tube identifiant ces cellules a I'aide de 13
marqueurs fluorescents permettant ainsi de pallier a la faible quantité de cellules récupérées
parfois dans la moelle osseuse des patients notamment lors du traitement qui entraine une

immunodéplétion de la moelle osseuse.?2

[I. B. 2. VALEUR PRONOSTIQUE ET PREDICTIVE DES RECHUTES DE CETTE METHODE
DE DETECTION DES LAIP

Plusieurs études se sont intéressées au role pronostique de cette détection par cytométrie en
flux en fonction du moment thérapeutique. En effet, il a été montré I'importance de cette
détection précoce des cellules leucémiques résiduelles que ce soit chez des patients jeunes ou
ayant plus de 65 ans puisqu’elle permet de savoir si le patient est répondeur au traitement.138
Une étude de la maladie résiduelle de patients en rémission complete, apres chimiothérapie
d’induction ou de consolidation a été effectuée par I'’équipe de Kern et a pu détecter au moins
un phénotype aberrant pour chaque patient. Une réduction du ratio des cellules LAIP positives
entre le diagnostic et la rémission compléte (apres induction et consolidation) est associée a

une amélioration significative de la survie sans rechute de ces patients.13?
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La MRD a également été évaluée dans la moelle osseuse des patients atteints de LAM puis traités
par plusieurs cycles de chimiothérapie ou aprés une greffe de CSH autologues et a montré une
corrélation entre la survie sans rechute de ces patients et le pourcentage de cellules résiduelles

détectées par immunophénotypage.13¢

Ces différentes études montrent donc la valeur pronostic de ce suivi a différents temps du
traitement (post-induction, post-consolidation ou apres greffe). Cela permet d’évaluer la
réponse au traitement mais également d’apporter une information sur une éventuelle rechute

ou une rémission compléete a long terme.

Le nombre de marqueurs moléculaires identifiés est en constante augmentation avec les
nouvelles techniques de séquencage, cependant, le pourcentage de patients dont la MRD peut
étre suivie al'aide d’'un de ces marqueurs moléculaires par qPCR n’atteint que les 40-50%. Pour
ces patients, le suivi de la maladie résiduelle sera réalisé par des approches de PCR en temps
réel et de PCR digitale qui sont les techniques les plus sensibles de détection puisqu’elles

permettent une détection entre 10-# et 10-6 (Figure 10).132

Il existe des marqueurs moléculaires de plusieurs types, il peut s’agir de genes mutés (NPM1),
de transcrits de fusion (AML1-ETO, PML-RAR), ou de surexpression de genes tels que WT1 que

nous développerons plus précisément par la suite (voir §lII, -p60-) (Figure 11).

0-15 15-60 =60 W15 7 PMERARA

| {821 )/ RUNXT-RUNXTTT
m inv{1 8 CBFB-MYHTT
W1 1q23/0LL fusions

m {69 DER-CAN

B ANUPEs-NSDT

O CBrAZT3-GLIS2

58%

B Other rare fusions

496 O NPT mutant

2% B Mo recurring leukermia-
specific marker

FIGURE 11 - MARQUEURS DE LA MALADIE RESIDUELLE ET PROPORTION DE DETECTION SELON
L'AGE DU PATIENT PAR LES TECHNIQUES DE QPCR. Ne sont représentés ici que les marqueurs
considérés comme de bons indicateurs de la maladie résiduelle et la proportion des patients présentant
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ces différentes anomalies. Indifféremment de I'dge environ la moitié des patients ne peuvent étre suivi
al'aide d’'un marqueur spécifique par qPCR. Tiré de Ravandi et al, 2018.126

Chaque marqueur n’offre pas les mémes renseignements, certains pourront étre détecté de
maniere tres sensible et auront un role prédictif des rechutes par leur stabilité d’expression

(NPM1) et d’autres auront plutot une valeur pronostique (FLT3-ITD).

II. C. 1. DETECTION DES GENES DE FUSION POUR LE SUIVI DE LA MRD

Les techniques de RT-qPCR ont été développées au départ pour le suivi de transcrits de fusion
tels que CBF3-MYH11, AML1-ETO ou PML-RARw. En effet, 1a persistance de |'expression de ces
transcrits apres traitement d’induction et/ou de consolidation est indicatrice d'un risque de

rechute élevé.

Une étude réalisée sur 278 patients a suivi I'expression des transcrits de fusion impliquant le
gene CBF. Plus précisément, la maladie résiduelle de ces patients présentant la translocation
t(8;21) ou l'inversion 16 fut suivie par I'expression du gene de fusion AMLI-ETO et CBF[-
MYH11, respectivement. Apres la chimiothérapie d’induction, les patients considérés en
rémission complete et présentant une diminution de I'expression de AMLI1-ETO dans la moelle
osseuse supérieure a 3 logarithmes (log) avaient un risque de rechute nettement diminué (4%).
Des résultats similaires ont été observés pour le suivi de I'aberration CBF-MYH11 avec un
risque de rechute de 21% pour les patients présentant une expression du transcrit inférieure a
10 copies. Ces observations sont identiques apres les différents cycles de consolidation et

montrent que le suivi de ces marqueurs est un bon indicateur de la réponse au traitement.140

Une autre étude ayant classé les patients en deux groupes a faible ou fort risque de rechute, a
ainsi entrepris une greffe allogénique de CSH pour les patients a haut risque de rechute. Les
résultats indiquent une survie sans maladie prolongée pour 61% de ces patients contrairement
aux patients non-greffés a haut risque (19,6%).14! Cela suggere un réle informatif de la MRD

pour moduler la prise en charge thérapeutique du patient non-répondeur.

II. C. 2. LES MUTATIONS DE GENES COMME MARQUEUR DE LA MRD

Comme nous avons pu le voir précédemment, certains genes sont mutés de maniere précoce
avant le développement leucémique. Ce processus d’hématopoiese pré-leucémique concerne
notamment les genes DNMT3A, TETZ et ASXL1. Cependant, il est nécessaire de prendre en
considération que ces mutations sont également retrouvées chez des patients sains qui ne sont
pas atteints d’hémopathies malignes. La plupart du temps I'expression de ces marqueurs est

stable et persiste méme apres l'obtention de la rémission complete pendant plusieurs
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années.1*2 Une étude par NGS a analysé I'évolution de ces mutations (DNMT3A, TETZ, ...) apres
traitement, chez des patients présentant au moins I'une de ces mutations pré-leucémiques au
diagnostic. Cette analyse a révélé la persistance de ces mutations chez plus de la moitié des
patients en rémission compléte et les auteurs n’ont pas montré un risque de rechute augmenté
associé a cette persistance. Il pose d’ailleurs I'hypothése que ces anomalies génétiques
persistent dans des clones pré-leucémiques qui reconstituent la moelle osseuse apres le
traitement d’induction.129 Cette persistance ne semble donc pas étre associée a un risque de
rechute augmenté, cependant, la disparition de ces mutations précoces associées a la
disparition des autres mutations plus tardives devraient normalement signifier de I’élimination

du clone pré-leucémique et des cellules leucémiques.

De méme, les mutations de certains genes sont instables au cours du traitement et rendent leur
utilisation pour le suivi non fiable, c’est le cas des mutations du géne FLT3 (ITD et TKD), des
genes RAS ou des genes IDH1/2.90123 Cependant, certains d’entre eux peuvent tout de méme
étre utilisés en association avec un autre marqueur car ils peuvent avoir un réle pronostique

(Tableau 4).123

La mutation récurrente du géne NPM1 touchant 20 a 30% des patients a fait 'objet de plusieurs
études. L’ensemble de ces études ont révélé une sensibilité élevée de détection de ce transcrit
entre 10-> et 10-° dans le sang et la moelle osseuse.23 Notamment, une étude rétrospective sur
245 patients atteints de LAM et présentant des mutations sur le gene NPM1 a été réalisée. Celle-
ci a évalué l'expression de ce gene aux différents cycles du traitement (induction et
consolidations) et il a été montré qu'une MRD négative est associée a une incidence de rechute
faible et une survie globale nettement améliorée apres l'induction et la consolidation.143 De
plus, ce transcrit est exprimé chez 69 patients sur 70 au moment de la rechute contrairement a
d’autres geénes étudiés témoignant de sa stabilité au cours de I'évolution clonale et donc de sa

fiabilité pour le suivi de la maladie résiduelle.144

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

apres traitement est la surexpression du géne WT1 dans plus de 90% des LAM.
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Chapitre 2 : Le gene et la protéine
Wilms’ Tumor 1
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Le gene WT1 porte le nom de la pathologie cancéreuse pédiatrique pour laquelle il a été identifié
comme gene prédisposant a cette maladie en 1990. Cette tumeur de Wilms est un cancer rénal
touchant environ 1 enfant sur 10 000. Celle-ci peut étre associée a différents syndromes tels
que le syndrome WAGR (Wilms tumor predisposition, Aniridia, Genitourinary abnormalities
and Mental retardation), de Denys-Drash ou encore le syndrome de Frasier ou des mutations
germinales de WT1 sont retrouvées. Dans environ 10% des cas de tumeurs de Wilms’, on
retrouve une délétion ou une mutation somatique du gene WTI1, considérée comme un

évenement précoce dans les formes sporadiques de la maladie.14>146

Ce gene WT1 a pu étre décrit suite a l'identification et la caractérisation d’'une délétion
constitutionnelle sur le chromosome 11p13 d’enfants atteints du syndrome WAGR.147.148 Deux
études de Call et Haber ont montré une expression tissulaire spécifique de ce géne,
principalement par les cellules rénales et gonadiques, ainsi que certaines cellules
hématopoiétiques. Ils ont également fourni une description plus précise de la séquence du géne
avec notamment l'identification de 4 structures en doigt de zinc et d'une séquence riche en
proline/glutamine attestant d’'un probable réle de facteur de transcription. Peu de temps
auparavant en 1971, Alfred Knudson proposait I’hypothese du double évenement (Two-hit
hypothesis) pour expliquer les différences entre les formes sporadiques et héréditaires du
rétinoblastome de I’enfant. Dans les formes familiales du rétinoblastome, I'hypothese est qu'un
premier événement est germinal et a celui-ci s’ajoute au minimum un événement somatique
tandis que pour les formes sporadiques il s’agit d’au moins deux événements somatiques.149150
Les enfants présentant le syndrome WAGR ont au moins une copie délétée du gene dans
I'ensemble des cellules analysées. Cependant lors de I'analyse des tumeurs, 'autre copie du
gene est retrouvée mutée ou délétée. C'est pourquoi WTI a été classé comme un gene

suppresseur de tumeur.151.152

Des études plus récentes ont mis en évidence une surexpression de WT1 dans de nombreux
cancers de l'adulte incluant les leucémies, suggérant un réle oncogénique du géne.153-157
Cependant, dans le cadre des leucémies aigués myéloides, le gene WT1 est muté chez environ

10% des patients laissant plutot a penser a nouveau a un role suppresseur de tumeur.158159

Ces contradictions quant a la fonction oncogénique ou suppressive de tumeur de WT1 peuvent
s’expliquer par l'existence de nombreuses isoformes de la protéine ayant des fonctions

biologiques variées.
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L. GENERALITES - STRUCTURE DU GENE ET DE LA PROTEINE

Le gene WT1 est localisé sur le bras court du chromosome 11 (11p13) chez 'Homme et sur le
chromosome 2 de la souris. Ce gene couvre une séquence génomique d’environ 50 kilobases
(kb) comprenant 10 exons qui génerent un ARN messager (ARNm) d’environ 3,2kb. Plusieurs
mécanismes mis en jeu sur cet ARNm vont conduire a 'existence d’au moins 36 isoformes

connues de WT1.

Tout d’abord, plusieurs codons d’initiation de la traduction ont été identifiés. Le premier codon
d’initiation ATG fut décrit en 1991 par Haber et ses collaborateurs ainsi qu'une description de
la structure génomique de WT1 (annoté +1 sur la figure 16).160 Quelques années plus tard, deux
autres équipes ont mis en évidence deux sites d’initiation supplémentaires, un ATG en position
+378 par rapport a la premiere méthionine décrite et une leucine (codon CTG), 219 paires de
bases avant 'ATG +1.161162 En 2004, un quatriéme site d’initiation a été décrit par Dallosso et
ses collaborateurs, mettant en évidence I'existence d'un exon 1 alternatif muni de son propre
promoteur (promoteur 1a) se situant dans l'intron 1 du gene. Ce transcrit AWTI (aussi connu
sous la dénomination sWT1) ainsi formé conserve les exons 2 a 10 restants mais est dépourvu
des 147 premiers acides aminés (Figure 12). Ce promoteur la est soumis a I'empreinte
génétique dans certaines pathologies comme les tumeurs rénales ou son expression est
silencieuse sur l'allele maternel par méthylation. Ceci n’a pas été confirmé dans le cadre des

LAM et des tissus hématopoiétiques.163

Suite a cela, 'ARNm peut subir deux types d’épissages alternatifs. Le premier épissage est
localisé dans I'exon 5 (ex5) avec l'excision de 17 acides aminés dont les isoformes sont
référencées par +/- ex5. Celui-ci n’est présent que chez les mammiferes. Le second coupe 3
acides aminés (une lysine, une thréonine et une sérine, KTS) liant la troisieme et la quatrieme
structure en doigt de zinc dont I'isoforme est symbolisé par +/-KTS.160 Ce second épissage
alternatif a été conservé au cours de I’évolution et est présent chez I'ensemble des vertébrés,
attestant de son importance fonctionnelle.164 Ceci conduit a la formation de 4 isoformes de taille
allant de 36 a 62 kDa et celles-ci sont nommées A (-/-), B (+/-), C (-/+) et D (+/+) avec

respectivement la présence (+) ou I'absence (-) de 'exon5/ la séquence KTS.

Ces 4 isoformes peuvent présenter les 4 sites d’initiation amenant donc a un total de 16

isoformes possibles. L’'abondance protéique des 4 isoformes principales semblent étre
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conservée au cours du développement. En effet, les différentes études effectuées sur des tissus
ou lignées cellulaires sain(e)s ou pathologiques humain(e)s ou murin(e)s montrent que
I'isoforme majoritaire est I'isoforme D (+/+), suivi par les isoformes C et B dont ’'abondance
semble équivalente et enfin I'isoforme A est exprimée a un plus faible niveau.160.165166 Ce ratio
d’expression est retrouvé dans les différents tissus étudiés tels que la moelle osseuse, les reins,

les ovaires, les testicules ou l'utérus.

En 2015, une nouvelle forme de WT1, désignée comme l'isoforme Ex4a(+), a été décrite
présentant des effets antagonistes aux isoformes principales. Il s’agit d’'une protéine tronquée
en partie C-terminale par un phénomene d’épissage alternatif et ne possédant pas le domaine
en doigt de zinc de liaison a ’ADN. Cette protéine est exprimée plus faiblement que les autres
isoformes dans des lignées cellulaires de leucémies myéloides (K562, Kasumi-1 ou HL-60) mais

aussi dans des lignées de cancers solides (poumons, fibrosarcomes, ...).167

Un premier phénomene d’édition de ’ARNm a été décrit par I'équipe de Sharma en 1994, ou le
changement d’un nucléotide en position 839 situé dans I’exon 6 induisait la transformation
d’une leucine (CTC) en une proline (CCC) en position 280. Ceci a été décrit chez le rat mais est
également retrouvé chez I'Homme. Les auteurs ont également montré, dans des cellules
pulmonaires et rénales que ce mécanisme d’édition était impliqué dans le développement
puisque le raton présentait majoritairement la forme de WT1 possédant la leucine tandis qu’a
'age adulte les deux formes sont exprimées dans ces tissus.168 Ainsi, la présence de ces sites
d’initiation de la traduction, des épissages alternatifs et d’édition font monter a 36 le nombre

d’isoformes de WT1 identifiées jusqu’a aujourd’hui.

Les isoformes de WT1 peuvent subir des modifications post-traductionnelles comme des
phosphorylations au niveau du domaine de liaison a ’ADN (doigt de zinc 2 et 3) ou encore des
sumoylations dans le domaine répresseur.1¢® Aucun effet de la sumoylation sur l'activité de
WT1 n’a encore été décrit. Cependant, un blocage de la capacité a lier ’ADN ainsi qu'une

rétention de la protéine dans le cytoplasme a été montré pour la protéine phosphorylée.170171

L’exon 1 a 6 constitue la partie N-terminale du gene WT1 et comporte une région riche en
proline et glutamine jouant un role dans la régulation transcriptionnelle. Les résidus 84 a 179
codent pour un domaine répresseur de la transcription et a la suite un domaine d’activation
s’étendant jusqu’au résidu 294. Ces deux domaines peuvent fonctionner de maniére

indépendante. L'isoforme AWT1 démarre apres le domaine répresseur, pouvant expliquer des
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fonctions opposées aux autres isoformes. 172173 Cette partie N-terminale comporte également
un domaine d’homodimérisation (résidus 1-182), pouvant étre une explication de l'effet
dominant négatif de sa forme mutée dans les syndromes de Denys-Drash.174-176 La partie C-
terminale qui s’étend de I'exon 7 a 10 est composée d'un domaine de liaison aux acides
nucléiques (ADN et ARN) ainsi qu’aux protéines avec 4 structures en doigts de zinc de type

Cystéine 2-Histidine 2 (Figure 12). 177

Trois des quatre doigts de zinc de cette protéine (ZF2-4) présentent environ 65% d’homologie
de séquence protéique avec le facteur de transcription EGR-1 et est capable de reconnaitre la
séquence consensus de celui-ci.1’8 Jusqu’a aujourd’hui, la premiere structure en doigt de zinc
(ZF1) était considérée comme participant pas ou peu a la liaison des ADN et son role n’était pas
connu. Cependant, des études récentes ont montré que ZF1 jouait un role dans la stabilité et
I’affinité de liaison aux acides nucléiques. De plus, il serait capable de changer de conformation
selon 'acide nucléique lié par les autres domaines en doigt de zinc mais ne participerait pas a
la spécificité de 'ADN fixé179.180 Le ZF1 aurait plus particulierement un réle a jouer dans la

liaison des ARN.181

Structure du géne WT1

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

Epissage Epissage
17 a.a (Ex5) KTS

Structure de |la protéine WT1

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

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

FIGURE 12 - SCHEMA DE LA STRUCTURE DU GENE ET DE LA PROTEINE WT1. Le géne WT1 est
constitué de 10 exons et possede 4 sites d’initiation de la traduction (indiqué par une fleche noire
accompagné de la position). L'isoforme AWT1 démarre a partir d'un ATG alternatif se trouvant dans la
partie intronique séparant I'exon 1 et 2 (1a). Une fois ce géne transcrit, il va subir plusieurs épissages
alternatifs (symbolisés par les fleches orange) dont I'épissage des 17 acides aminés (a.a) dans I'exon 5
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et des 3 acides aminés (KTS) entre I'exon 9 et 10 vont produire les 4 isoformes principales. La protéine
WT1 possede plusieurs domaines. En partie C terminale, on retrouve les quatre structures en doigt de
zinc (ZF1-4) permettant la liaison a’ADN et également le signal de localisation nucléaire se trouvant au
niveau du premier et entre le deuxieme et troisieme doigt de zinc. En partie N-terminale de la protéine
se trouve les domaines d’association aux partenaires de WT1 et permettant aussi son homodimérisation
ainsi qu'un domaine activateur, un domaine répresseur et un domaine de reconnaissance des ARN.
Inspiré de Yang et al.,, 2007.182

Une localisation nucléaire de la protéine WT1, en concordance avec son role de facteur de
transcription a été mise en évidence.183 Des expériences de colocalisation ont montré que les
isoformes +KTS de WT1 se situait dans des compartiments nucléaires (corps de Cajal et
speckles) impliqués dans I'épissage des ARN pré-messagers tandis que les isoformes -KTS
étaient retrouvées principalement co-exprimées a d’autres facteurs de transcription et a des
séquences d’ADN spécifiques.18l De plus, des traitements a la RNAse altérent uniquement la
localisation nucléaire des isoformes +KTS suggérant un role post-transcriptionnel de ces
isoformes.184 Des expériences de résonance magnétique nucléaire ont confirmé la formation
d’une structure plus stable des isoformes -KTS en présence d'un ADN cible par rapport aux
isoformes comprenant les trois acides aminés KTS. Les auteurs expliquent que cette perte de
stabilité est due a l'insertion de ces acides aminés diminuant les interactions entre les deux
structures en doigt de zinc.18> L’intégration ou non de I'exon 5 ne semble pas impacter sa

localisation.

Des auteurs ont identifié a I'aide de mutants spécifiques, I'existence de deux signaux de
localisation nucléaire (NLS) sur la séquence de WT1 se trouvant entre la position 291 et 350,
plus précisément au niveau de la premiere structure et entre la deuxiéme et troisieme structure

en doigt de zinc (figure 12).186

Ceslocalisations différentes des isoformes +/- KTS attestent de réles spécifiques a chacune, ceci
étant certainement lié a la modification de la liaison des acides nucléiques par la présence ou
I'absence de cet épissage de 3 acides aminés influengant la liaison du domaine en doigt de zinc.
La localisation de ces isoformes ainsi que sa structure laisse penser a un role transcriptionnel

et post-transcriptionnel de WT1.
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I1. REGULATEUR TRANSCRIPTIONNEL ET POST-TRANSCRIPTIONNEL

De par son domaine de liaison des acides nucléiques avec ses structures en doigt de zinc, WT1
peut réguler la transcription de genes cibles. Selon le type cellulaire, les isoformes de WT1 et le
taux d’expression de celles-ci, il pourra agir comme activateur ou répresseur de la transcription.
Plusieurs motifs d’ADN reconnus par WT1 ont été référencés, le premier a été le motif reconnu
par EGR-1 grace a 'homologie entre le domaine en doigt de zinc de ces deux génes.187 Deux
autres motifs dérivant du motif EGR-1 ont été décrits par la suite par Hamilton et ses
collaborateurs ainsi que Nakagama et son équipe avec le motif WTE. 188189 Par la suite, lors de
'identification de nouvelles cibles de WT1, d’autres séquences ont été décrites tels que le motif
(TCC)n, ou le motif WKE.190.191 [,3 plupart de ces motifs de liaison reconnus par WT1 concorde

avec la séquence décrite par des études de cristallographie.180

De nombreuses cibles de WT1 ou de certaines de ses isoformes ont été décrites et celles-ci sont
des genes impliqués dans de nombreuses fonctions cellulaires. On retrouve des genes régulant
le développement de certains organes tels que les reins et les gonades, la régulation de genes
participant au métabolisme ou au cycle cellulaire, a la prolifération, la différenciation ou encore

a l'apoptose (Tableau 6).

Role dans la croissance et/ou le développement

RAR-a (retinoic acid receptor- o) Répression WT1 total 192
TGF- B (transforming growth factor-f) | Répression WT1 -KTS (+/-Ex5) 193
EPO (érythropoiétine) Activation WT1 -KTS (+/-Ex5) 194

EGFR (early growth factor receptor) Répression | WT1 +/-KTS (+/-Ex5) 195

Activation/ | WT1-KTS (activation)
Répression | WT1+KTS (repression)

IGF-II (insulin growth factor-II) 173,196,197

Role dans la différenciation

CSF-1 (colony stimulating factor 1) Répression WT1 total 198
HOXA10 (Homeobox A10) Répression WT1 total 199
P21 Activation WT1 -KTS (+/-Ex5) 200
c-Myb Répression WT1 total 201
Role dans I'apoptose
BCL2 Activation WT1 -KTS (+/-Ex5) 202
c-MYC Activation WT1 +/-KTS (+/-Ex5) 203,204
A1/BFL1 Activation WT1 -KTS (+/-Ex5) 205
Régulation épigénétique
DNMT3A \ Activation \ WT1 total \ 206
Autres cibles
MDR-1 (multidrug resistance 1) Répression WT1 total 207
MMP9 (matrix metalloproteinase-9) Répression | WT1 +/-KTS (+/-Ex5) 208

TABLEAU 6 - LISTES NON EXHAUSTIVES DE CERTAINES CIBLES TRANSCRIPTIONNELLES DE WT1.

Ces différentes études ont été réalisées sur des lignées ou tissus sain(e)s ou cancéreux (ses) de
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reins, de gonades, et hématopoiétiques. Pour chaque géne, il est précisé si WT1 a un role
activateur ou répresseur et également si 'effet a été étudié sur la protéine totale ou si cela est
induit par une ou plusieurs isoformes particulieres. Inspiré de Toska et al., 2014.164

En 1995, il a été mis en évidence une localisation nucléaire différentielle des isoformes de WT1
dans la lignée cellulaire mésonéphrique foetale M15.184 Les isoformes -KTS étaient colocalisées
avec le facteur de transcription Sp1 et présentaient une liaison des ADN cibles avec les ZF3-4
tandis que les isoformes +KTS étaient retrouvées localisées au méme niveau que I'antigéne Sm
détectant les protéines Sm qui sont I'un des constituants du spliceosome. De plus, ces isoformes
+KTS présentaient une modification de la conformation des 2 derniers doigts de zinc
augmentant la flexibilité de la structure et une diminution de la stabilité impactant les
interactions entre I’ADN cible et le ZF4.185209 Cette localisation des isoformes +KTS a ensuite
été confirmée par une étude réalisée sur les ovocytes de Xenopus ou les transcrits en formation,

les snurposomes (3 et les nucléoles étaient colocalisés avec les isoformes +KTS.181

Ces différentes études ont amené I'idée d’un role post-transcriptionnel de cette protéine et plus
tard, il a été mis en évidence son implication dans I'épissage des pré-ARN messagers, et son

association avec des facteurs d’épissage tels que U2AF65 ou WTAP ou avec d’autres protéines.

[I. B. 1. WT1 ET SA LIAISON AUX ARN MESSAGERS

Caricasole et ses collaborateurs furent les premiers a décrire la liaison spécifique d’une
séquence d’ARN Igf2 dépendant du domaine en doigt de zinc de WT1 (+/-KTS) et plus
particulierement du ZF1210, ceci fut confirmé dans des expériences in vivo sur des ovocytes de
Xénopus.181 Une autre étude a montré la liaison d'une séquence d’ARNm de I'actinine-a 1
(ACTNI) par le domaine en doigt de zinc de WT1 et une autre équipe a mis en évidence un site
de reconnaissance des ARN (RRM, RNA recognition motif) se trouvant en partie N-terminale de
la protéine en amont du domaine répresseur.211.212 WT1 se lie préférentiellement aux régions

3’'UTR des ARNm afin d’augmenter leur stabilité et d’éviter leur dégradation.213214

II. B. 2. WT1 ET LES FACTEURS D’EPISSAGE

La protéine WT1 (isoformes +KTS) étant décrite comme associée a des composants du
spliceosome, différentes études ont tenté d’approfondir les analyses et de mettre en évidence
son implication dans les phénomeénes d’épissage. Ces études ont montré l'association des
isoformes +KTS a des facteurs d’épissage tels que les protéines U2AF65 (facteur auxiliaire U2
participant a un complexe fixant I’ARN), WTAP (WT1 associated protein) et RBM4 (RNA

binding protein 4). Pour cette derniere, WT1 inhibe son activité d’épissage in vivo.215-218
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Puisque WT1 possede un domaine d’homodimérisation, les auteurs ont proposé I'hypothese
d’'une coopération entre les isoformes de WT1 (+KTS et -KTS) s’assurant de la synthese mais

également de I'épissage correct de ces ARNm.215

II. B. 3. WT1, UN EVENTUEL ROLE DANS LA TRADUCTION

La protéine WT1 serait impliquée dans la migration du noyau vers le cytoplasme. En effet, les
auteurs ont montré dans deux lignées cellulaires murines de mésothélium (AC29) ou
meésonéphrique feetale (M15), un pourcentage non négligeable (10-50%) de la protéine WT1
(isoformes +/-KTS) était retrouvé dans la portion cytoplasmique dont une majeure partie
associée a des ribonucléoprotéines (RNPs) suggérant un réle dans le métabolisme des ARN. IIs
ont également montré I'association de WT1 a des polysomes suggérant ici une implication dans
la traduction protéique.21° Bor et son équipe ont montré que WT1 augmentait I'expression
d’ARN non épissés contenant un signal CTE (constitutive transport element), permettait leur

export nucléaire et leur association a des polyribosomes afin d’induire leur traduction.220

Ces différentes études attestent d'un role transcriptionnel des isoformes -KTS pouvant se lier
de maniere spécifique a des séquences d’ADN et d'un réle post-transcriptionnel pour les
isoformes +KTS. Cependant, les fonctions précises de ces différentes isoformes restent encore

a étre approfondies.

II. B. 4. WT1 ET SES PARTENAIRES

WT1 posséde de nombreux partenaires tels que d’autres facteurs de transcription, des
protéines régulatrices, qui vont participer a son role dans le développement, la croissance, la
différenciation ou encore l'apoptose. Le tableau suivant énumere un certain nombre de

protéines avec lesquelles cette protéine va collaborer (Tableau 6).

- STAT3
- WT1 (homodimérisation, effet dominant
Facteurs de transcription négatif)

- Hsp70

Co-régulateurs
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- Actine
Facteurs intervenant dans la

- RBM4
production et le métabolisme des

- WTAP
ARN

- U2AF65

- DNMT1
Facteurs épigénétiques - DNMT3A

- TET2

TABLEAU 7 - PARTENAIRES DE WT1 (LISTE NON EXHAUSTIVE). Ce tableau présente quelques
protéines qui vont soit réguler I'expression de WT1, soit participer a son action physiologique et/ou
pathologique. Inspiré de Toska et Roberts, 2014.164

III. EXPRESSIONS ET FONCTIONS PHYSIOLOGIQUES DE WT1
L’expression de WT1 est, contrairement a de nombreux facteurs de transcription, restreinte a
certains tissus et types cellulaires. De plus son expression varie selon des périodes de

développement ou des stades de différenciation particuliers.

L’expression du gene WT1 est hautement régulée lors de 'embryogenese. Son réle de facteur
de transcription va cibler de nombreux genes impliqués dans le développement tissulaire, la
croissance, ou encore la différenciation cellulaire et 'apoptose. WT1 est retrouvé exprimé dans
de nombreux tissus composés de mésothélium et dérivés du mésoderme. En effet, des
expériences d’hybridation in situ chez la souris ont permis de détecter WT1 dans le ccelome
(cavité embryonnaire), le tissu cardiaque, les intestins, le foie, les poumons et la créte
urogénitale qui donnera les gonades, 'appareil urinaire mais aussi les ligaments du diaphragme

et inguinaux.221

III. A. 1. DEVELOPPEMENT DES REINS ET DES GONADES

Les fonctions de WT1 dans le développement des organes uro-génitaux ont été mises en
évidence a partir de l'identification des anomalies présentes chez les patients atteints du

syndrome de Denys-Drash.

Au niveau rénal, WT1 est exprimé au cours du développement embryonnaire puis restreint
ensuite aux podocytes des glomérules. Kreidberg et ses collaborateurs, dans I'optique d’étudier
le role de WT1 dans le développement urogénital, ont établi un modele murin déficient pour ce

gene chez des souris C57BL/6]. Les souris déficientes et homozygotes (WT1-/-), mouraient in
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utero entre le 13¢ et le 15¢ jour de gestation a cause d’'une apoptose cellulaire massive des
cellules mésenchymateuses du métanéphros empéchantla formation du bourgeon urétéral. Les
auteurs ont également observé l'absence de développement des gonades, une atrophie
cardiaque et pulmonaire, ainsi qu'un diaphragme discontinu.222223 Un autre role important de
WT1 est qu'il participe a la transition mésenchymato-épithéliale a I'origine de la formation des
vésicules rénales a partir du mésenchyme métanéphrique en augmentant l'expression de
Wnt4.224 Apres la naissance, WTI reste exprimé dans les podocytes des glomérules rénaux
murins pour maintenir ’homéostasie rénale en régulant I'expression de certains génes tels que

Pax2 ou la néphrine. 225226

Les souris déficientes pour WT1 ont montré en plus d'un défaut de développement rénal, une
altération dans la formation des gonades attestant également du role primordial de ce géne. A
I'aide de deux souris déficientes pour les isoformes +KTS ou -KTS, il a été mis en évidence un
défaut du déterminisme sexuel en absence de l'isoforme +KTS qui apparait essentiel pour
maintenir un taux élevé du gene Sry (Sex determining Region of Y chromosome) et induire la
signalisation via Sox9 (Sry box-9) et le développement des gonades males chez la souris.227.228
Le role essentiel de WT1 dans la survie et la maintenance des cellules germinales et de Sertoli
a été prouvé par l'utilisation des ARN interférences.?2? Les gonades femmes expriment aussi
WT1 durant le développement des ovaires mais aussi au cours de chaque cycle a I’age adulte au
niveau des cellules de la granulosa des follicules primordiaux, primaires et secondaires,

attestant de son role dans la folliculogénese.230

III. A. 2. DEVELOPPEMENT D’AUTRES TYPES DE TISSUS

WT1 est également impliqué, dans de moindres mesures, dans le développement d’autres tissus
de l'organisme. Notamment, il est associé au développement de I'épicarde en régulant des genes
d’adhésion, la TEM et la migration, et la formation des coronaires irriguant le cceur. 231232 On le
retrouve exprimé au niveau de la capsule de la rate (site de 'hématopoiese embryonnaire)?233,
au niveau du systéme nerveux23* et des cellules ganglionnaires rétiniennes?3> ou encore dans
les cellules mésothéliales des bourgeons pulmonaires?3¢ et du foie adulte ou en

développement.221.237

Le role de WT1 dans ’hématopoiese physiologique est encore mal connu, la plupart des études
s’étant intéressées a son role dans les désordres hématopoiétiques. De plus, les différentes

études existantes présentent des résultats plus ou moins discordants qui peuvent s’expliquer
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notamment par la variété de modeles étudiés et la prise en compte ou non des différentes

isoformes de WT1.

Cependant, lors de 'embryogenese, les sites assurant I'hématopoiése tels que la rate, le thymus
et le foie feetal expriment Wt1, suggérant un role de ce géne dans ’hématopoiese.234238 De plus,
la sous-population CD34+ de la moelle osseuse (humaine et murine) ainsi que le sang feetal de
cordon présente une expression élevée de Wt1 renforcant I'idée d'une éventuelle implication
de ce gene.239240 Une étude de l'expression de Wtl au cours de la différenciation
hématopoiétique murine a été réalisée et a montré que celle-ci était spécifique a des sous-types
cellulaires. En effet, les cellules souches hématopoiétiques n’expriment pas Wtl1, et une tres
faible quantité (moins de 1%) des cellules progénitrices multipotentes 'expriment. Les mémes
auteurs ont montré que l'expression la plus forte était retrouvée dans les progéniteurs
myéloides communs (CMP), les progéniteurs granulocytes-monocytes (GMP) et les
progéniteurs érythroides-mégacaryocytes (MEP) a raison d’environ 4%, 1% et 17%
respectivement. Puis, ils ont observé une diminution de l'expression au cours de la
différenciation des précurseurs et une tres faible expression dans certains sous-types de

cellules matures (Figure 13).241

Diminution croissante
lors de la maturation

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

v

Progéniteﬁ?s primitifs

WT1 exogene

quiescents
(CD34'CD38)
> I WT1 exogéne /
? \ ’,/'7_\.@ /
=y i \:l_j‘ !
Précurseurs engagés Progéniteurs communs Cellules myéloides
proliférants myéloides matures
(CD34*CD38Y) (1-17% selon le progéniteur:

GMP, CMP ou MEP)
WT1 ectopique

Perte de WT1

FIGURE 13 - EXPRESSION DE WT1 AU COURS DE L'HEMATOPOIESE. WT1 est retrouvé exprimé dans
une faible proportion de cellules CD34+ CD38- (quiescentes ou proliférantes), puis cette expression
augmente dans les progéniteurs communs myéloides pour diminuer ensuite lors de la maturation des
précurseurs. Inspiré de Huff et al,, 2011.241.242

En accord avec ces données, Menssen et ses collaborateurs ont montré que des progéniteurs

isolés du sang feetal de cordon exprimant fortement WT1 et remis en culture avec des facteurs
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de croissance voyaient leur expression diminuer jusqu’a disparaitre au cours de la
différenciation.240 Ceci a été confirmé par des études sur les lignées leucémiques K562 et HL60,
ou WTI était sous-exprimé lors de [linduction de la différenciation
érythrocytaire/mégacaryocytaire ou monocytaire/granulocytaire, respectivement.243244 De
maniere contradictoire, I'isoforme A de WT1 (-Ex5/-KTS) a été décrite comme induisant la
différenciation granulocytaire d'une lignée de progéniteur myéloide.24> Une étude distinguant
le réle de la partie N-terminale et C-terminale de la protéine WT1 a montré que la premieére
était suffisante pour inhiber la croissance des cellules myéloides et induire la différenciation
tandis que la seconde partie correspondant au domaine en doigt de zinc était requise pour
réduire la prolifération érythrocytaire et inhiber leur différenciation. Cela implique que
I'altération de la prolifération myéloide ne passe pas par le domaine en doigt de zinc mais plutét

par l'interaction avec d’autres facteurs en partie N-terminale. 246

Des modeles de surexpression de WT1 ont montré une augmentation de la prolifération des
progéniteurs hématopoiétiques associée a un blocage de la différenciation dépendant de la
signalisation G-CSF (Granulocyte- Colony Stimulating Factor)247.248 A |'inverse, une autre étude
a montré que la transduction de WT1 dans des progéniteurs CD34+* isolés de cordon, entrainait
une inhibition de la prolifération de ces cellules (formation de colonies érythrocytaires et
myéloides).249 Ellissen propose que les fonctions de WT1 varient en fonction du stade de
maturation de la cellule hématopoiétique. En effet, la différenciation serait induite dans les
précurseurs déja engagés dans une lignée précise tandis qu'une quiescence des cellules

primitives serait modulée par les isoformes +KTS de WT1.250

Une étude de King-Underwood n’a pas retrouvé d’expression de Wt1 dans la moelle osseuse
adulte, le foie fcetal ou la région AGM chez la souris. De plus, le transfert adoptif de cellules
provenant du foie feetal permet de reconstituer une souris préalablement irradiée. Cela
implique que Wt1 doit avoir un role mineur dans l'induction de I'hématopoiese murine et doit
certainement participer a la régulation de I'expression de génes des voies de signalisation

hématopoiétique.251.252

Quelques études se sont focalisées sur les génes impliqués dans ’hématopoiese et pouvant étre
régulés par WT1. Parmi ces genes, on retrouve le récepteur a I'érythropoiétine (EpoR) dont
WT1 active la transcription ou le gene IRF8 (Interferon regulatory factor 8) dont sa

transcription serait inhibée, tous deux par liaison de WT1 aux promoteurs de ces génes. 253,254
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Cependant, le role de WT1 dans ’hématopoiese physiologique reste encore peu connu ainsi que

son implication dans les leucémies.

IV. WT1ET LES LEUCEMIES

Dans le cadre des cancers, il existe différents exemples attestant de son rdle de geéne
suppresseur de tumeur comme dans les cancers rénaux de l'enfant. A l'inverse, d’autres
observations orientent sur des propriétés oncogéniques notamment la présence quasi
systématique d’'une surexpression du gene au diagnostic des LAM. Cette surexpression n’est
pas véritablement expliquée puisque cela n’est pas seulement dépendant de I'immaturité des
cellules leucémiques. En effet, le niveau d’expression de WTI au diagnostic est nettement
supérieur a celui des progéniteurs hématopoiétiques sains chez les patients leucémiques. De
plus, une autre différence significative est que les CSL des patients leucémiques (CD34-)

surexpriment WT1 contrairement aux CSH de donneurs sains.131.255.256

IV. A. 1. MUTATIONS DU GENE WT1 DANS LES LEUCEMIES

La premiere évidence supportant le role suppresseur de tumeur de WT1 est la présence de
mutations chez 5 a 15% des échantillons de moelle osseuse de patients atteints de LAM de
novo.257.258 Ces mutations touchent principalement les exons 7 a 9, et sont des insertions ou des
délétions entrainant un décalage du cadre de lecture mais peuvent plus rarement se retrouver
dans la partie N-terminale (Figure 14). Cela conduit a la formation de protéines tronquées
entrainant une diminution des capacités de liaison a ’ADN voire a une perte totale des fonctions
de WT1. Une étude in vitro a montré une augmentation de la prolifération et l'induction de
genes impliqués dans la division cellulaire et la différenciation érythrocytaire dans des cellules

CD34+* exprimant une protéine WT1 tronquée ayant perdue son domaine de liaison a ’ADN.259

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

i1 | L |

FIGURE 14 - PRINCIPAUX SITES DE MUTATION DE WT1 RETROUVEES DANS LES LAM. Le schéma
présente les 10 exons du géne WT1 et les sites de mutation indiqués par des fleches rouge pour les
mutations de type délétion ou insertion et décalage du cadre de lecture, et en orange les mutations faux-
sens. Les principales mutations se trouvant dans les exons 7 et 9, avec la présence de mutations faux-
sens décrites dans ce dernier. La largeur des fleches est dépendante du nombre de mutations décrites.
Inspiré de Huff et al,, 2011. 242

-77 -



A T'heure actuelle, la présence de ces mutations n’a pas été corrélée avec l'induction de la
leucémie et les conséquences sur les fonctions cellulaires n’ont pas encore été décrites. Ces
mutations sont plus souvent retrouvées chez les patients jeunes avec une cytogénétique
normale ou présentant des mutations des génes FLT3, CEBPA ou PML-RAR.260261 [’impact
clinique de ces mutations sur la survie des patients n’est pas précisément connu. En effet, les
études donnent des résultats conflictuels puisque certaines attestent d'une survie globale et
d’'une survie sans rechute plus défavorable lorsque WT1 est muté258262 tandis que d’autres
n’ont pas démontré de corrélation entre la survie et le statut mutationnel de WT1 chez ces
patients.260 Une étude a mis en évidence un risque de résistance a la chimiothérapie augmentée

chez les patients possédant des mutations de WT1.263

IV. A. 2. AUTRES PROPRIETES DE SUPPRESSEUR DE TUMEURS

Hormis la présence de ces mutations, des études sont en faveur de son réle de suppresseur de
tumeur. Notamment |'étude de Smith et ses collaborateurs a mis en évidence, dans un modéle
murin, son réle dans la différenciation monocytaire de 'isoforme +KTS accompagné d’une
régression du développement tumoral sur une lignée de LA myéloblastique.264265 De plus,
I'isoforme -KTS a montré un effet antiprolifératif dans ce modele caractérisé par un arrét du

cycle cellulaire en phase G1 et I'induction de I'apoptose.266

Une autre étude a mis en évidence l'interaction fonctionnelle directe des protéines WT1 et
TET2. Ainsi, TET2 est recruté par la protéine WT1 au niveau de sites spécifiques du génome
pour réguler I'expression de geénes cibles spécifiques de celui-ci. De plus, les auteurs ont montré
qu’il s’agissait d’'une liaison fonctionnelle puisque ce recrutement est associé a une
augmentation des 5hmc et d’'une diminution concommitante des 5mc. Cette interaction
entraine notamment une inhibition de la prolifération des cellules leucémiques. Ceci est en
corrélation avec les mutations récurrentes et exclusives de ces deux genes dans les LAM. Ces
mutations convergent vers les mémes effets que ceux provoqués par les mutations des genes

IDH1 ou IDHZ (Figure 15).267

-78 -



Normal
HSC AML

IDH1/2 TET2 WT1

Widype mutated mutated mutated

woiz) QY o) | (owiz)
l l | 1
o-KG 2HG a-KG a-KG
| | : *
<> o

Normal progenitor
cell proliferation

Altered proliferation & tumorigenesis

® 5mC ® 5hmC

FIGURE 15 - MUTATIONS EXCLUSIVES DES GENES WT1, TET2, IDH1 ET IDH2 AINSI QUE LA
SIGNALISATION MISE EN JEU. Les auteurs ont analysé le résultat de séquencage de ces genes sur 1056
patients atteints de LAM (6 études différentes) et dont 303 patients présentaient au moins un des genes
mutés. [Is ont ainsi montré le caractére mutuellement exclusif de survenue de ces mutations. Les auteurs
ont proposé une voie physiologique d’action de ces génes pouvant étre impactée lors de mutation de
I'un de ces génes dans le cadre des LAM. Tiré de Wang et al., 2015.267

Un autre mécanisme pouvant étre touché lors de la leucémie et confirmant un réle suppresseur
de tumeur a WT1 est la signalisation WT1-MEG3 (Maternally expressed gene 3). Les auteurs
montrent que cet ARN non codant inhibe la croissance tumorale en activant la voie p53. De plus,
WT1 et son co-facteur TET2 viennent activer la transcription du gene MEG3 favorisant ainsi son

effet antiprolifératif. 268

Cependant, de nombreuses études attestent également d’un réle oncogénique de WT1 dans les

leucémies.

IV. B. 1. SUREXPRESSION DU GENE DANS LES HEMOPATHIES

Le principal indicateur d’un réle oncogénique de WT1 est sa surexpression dans de nombreux
cancers incluant les leucémies aigués. Dans le cadre des LAM, plusieurs études ont montré la
surexpression de ce gene dans la moelle osseuse et le sang des patients au diagnostic laissant
supposer un role favorisant le développement de ces hémopathies. Cette surexpression est
aussi observée dans les échantillons sanguins et médullaires des patients atteints de syndromes
myélodysplasiques avec une augmentation de l'expression du geéne observée lors de la
progression vers une LAM.2%° De plus, un haut niveau d’expression du géne WT1 au diagnostic

est associé a un plus mauvais pronostic et une survie a long terme plus courte.270 Cette
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surexpression semble étre indépendante de I'age, du type de LAM ou des antécédents de MDS

chez les patients.270

IV. B. 2. ACTEUR A FONCTIONS ONCOGENIQUES

Un modele murin a montré une coopération entre la protéine chimérique AML1-ETO et la
surexpression de WT1 dans la moelle osseuse de ces souris. Ces souris exprimant ce gene de
fusion développent rapidement un syndrome de type myélodysplasique. Les auteurs montrent
qu’'avec la surexpression de WT1 (isoforme D), les souris développent une LAM de type
myéloblastique, avec une expansion des progéniteurs myéloides et un blocage de leur

différenciation.271

Des études in vitro, sur des lignées cellulaires leucémiques humaines (K562, HL60, U937, ...) ou
des échantillons de moelle osseuse de patients au diagnostic, ont également montré un role
oncogénique de WT1 via l'utilisation d’oligonucléotides anti-sens ou par l'utilisation d’ARN
interférent. Ces études ont montré que l'inhibition de WT1 par ces techniques induisait une
diminution de la prolifération cellulaire. De plus, 'un des auteurs a montré une diminution de

la viabilité avec une augmentation du nombre de cellules apoptotiques.z72-275

Plusieurs études se sont intéressées a son réle dans la régulation de 'apoptose, cependant les
résultats sont conflictuels. En effet, nous avons vu précédemment que WT1 peut induire
I'apoptose dans certains cas. D’autres études ont, quant a elles, révélé un role anti-apoptotique
de ce gene intervenant donc dans la leucémogenese. Par exemple, Ito et ses collaborateurs ont
montré que les isoformes +exon5 inhibaient les génes impliqués dans 'apoptose tels que Bax,
Bak ou les caspases 3 et 9 dans des lignées leucémiques (K562,HL-60 et Kasumi-1).276 Un autre
mécanisme pouvant étre mis en jeu est 'activation de la transcription du gene A1/BFL1 par
I'isoforme WT1/- entrainant une différenciation des cellules myéloides (lignée cellulaire 32D)

et une résistance a I'apoptose induite par des agents chimiothérapeutiques.205

D’autres études sur les lignées leucémiques myéloides (HL-60 et U937) montrent que WT1
empéche la différenciation de ces cellules en présence d’agents différenciants, ce qui est

concordant avec un role oncogénique.277.278

V. MARQUEUR DE LA MALADIE RESIDUELLE MESURABLE LEUCEMIQUE

Lors du diagnostic d’'une LAM, 70 a 90% des patients vont présenter une forte expression de
WT1 que ce soit au niveau médullaire ou sanguin, avec une expression en général plus élevée

dans la moelle osseuse.131.270.279 De plus, le transcrit est tres faiblement exprimé a 1'état basal
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dans ces deux compartiments faisant de lui une cible intéressante pour le suivi de la maladie
résiduelle afin d’évaluer I'efficacité du traitement et prévenir une éventuelle rechute (Figure

16).280
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FIGURE 16 - EXPRESSION DE WT1 AU DIAGNOSTIC CHEZ LES PATIENTS ATTEINTS DE LAM.
Expression de WT1 de donneurs sains avec une moyenne de 19 copies dans la moelle osseuse et de 0,01
copies WT1/10% copies d’ABL1 dans le sang. Tandis que I'expression de WT1 au diagnostic de patients
atteints de LAM est en moyenne de 2505 copies pour la moelle osseuse et 3107 copies WT1 /104 copies
d’ABL1 dans le sang. Tiré de Cilloni et al,, 2009.131

La premiere équipe qui proposa ce gene comme marqueur de la MRD fut celle d’Inoue en 1994,
ouils analysérent 'expression par RT-PCR de WT1 dans une grande cohorte de patients atteints
d’hémopathies malignes (LAM, LAL, CML et lymphomes non-hodgkiniens). Ils comparérent
I'expression sanguine et médullaire au diagnostic des LAM a celle de la lignée leucémique
humaine K562 et montrerent qu’elles étaient similaires. De plus, ils observerent une
augmentation de l'expression du gene dans le cas d'une progression d'un syndrome
myélodysplasique vers une LAM. A cela, ils montrerent une corrélation entre le niveau
d’expression du gene au diagnostic et le pronostic des LAM. En effet, les patients exprimant plus
faiblement le géne WT1 présentent une meilleure chance d’atteindre la rémission compléte et
une survie globale supérieure tandis que les patients avec un niveau élevé (supérieur a celui
des K562) n’atteignent pas la rémission complete.?81 Cependant, la valeur pronostique de
I'expression médullaire ou sanguine de WT1 au diagnostic ne semble pas étre confirmée par les

études récentes utilisant des techniques plus sensibles et spécifiques de détection.131.282

Des études ont confirmé la légitimité d’utiliser le gene WT1 comme marqueur de la MRD en

suivant I'expression de ce géne en parallele de la détection d’un transcrit de fusion tels que
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PML-RARa, CBFf3-MYH11 ou AML1-ET0.279.283 ]] fut mis en évidence que I’expression dans la
moelle osseuse et le sang de WT1 chute rapidement lors du traitement d’'induction comparé aux
genes de fusion et, de maniére similaire augmente rapidement et plus précocement a la rechute,
faisant de lui un bon marqueur de la MRD et des rechutes.?280 De méme, une excellente
concordance a été obtenue lors d'une étude comparant le suivi de la maladie résiduelle via

I'expression médullaire de WT1 par RT-qPCR et la détection des LAIP par cytométrie en flux.283

Alonso-Dominguez a montré une corrélation entre 'expression de WT1 etle nombre de cellules
leucémiques infiltrant la moelle osseuse des patients apres analyse par cytométrie en flux.
Cependant, les auteurs suggerent que la mesure de la maladie résiduelle par I'expression de
WT1 apres le traitement d’induction peut étre biaisé par I'expression de ce géne dans les
cellules saines reconstituant la moelle osseuse du patient et préconise d’utiliser un autre

marqueur moléculaire quand cela est possible au moins a ce temps précis du traitement.284

ATheure actuelle, WT1 est utilisé comme marqueur de la MRD et est détecté par des techniques
de RT-qPCR en routine pour les patients ne possédant pas d’autres marqueurs moléculaires
plus spécifiques (transcrits de fusion ou mutations de NPM1). Jusqu’alors, les différentes études
avaient des méthodes de quantification et de normalisation qui leur étaient propres, tels que
des normalisations en fonction d'un géne de référence (ABL, Abelson) ou d'une lignée
leucémique humaine surexprimant WT1 (K562). Chaque étude déterminait donc un seuil de
positivité ou de négativité. De plus, les amorces n’étaient pas les mémes, notamment les études
les plus anciennes utilisaient des amorces se trouvant au niveau des exons 6-7, principaux sites
mutationnels de ce géne pouvant entrainer des faux-négatifs. Toutes ces variables ont eu pour
conséquence de modifier la spécificité et la sensibilité de détection de 'expression de WT1
entrainant des discordances entre les études quant au role pronostic de ce gene. C'est pourquoi
en 2009, un consortium de 11 laboratoires européens a travaillé sur I'uniformisation de la
détection et de la normalisation de I'expression de WT1, réalisé auparavant pour les génes de
fusion.131.285 [’optimisation de la détection de I'expression du géne par RT-qPCR se fait a I'aide
d’amorces se situant dans I'exon 1-2 évitant ainsi I'absence de détection chez des patients
pouvant présenter une mutation du gene. La normalisation de l'expression médullaire et
sanguine se fait maintenant selon un nombre de copies du géene WT1 pour 104 copies du gene

ABLI.
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La plupart des études considerent qu'une augmentation de I'expression de WT1 dans le sang
ou la moelle osseuse des patients lors du traitement ou au cours du suivi de la MRD est associée
a un pronostic moins favorable et une survie globale plus courte, et cela pour les LAM

pédiatriques ou de I'adulte.286-289

Dans ce sens, des auteurs ont montré qu'une diminution de I'’expression équivalente a 2
logarithmes apres la chimiothérapie d’induction était de meilleur pronostic pour les patients
puisqu’ils présentaient un risque de rechute plus faible (Figure 17).131 L’intérét de cette
détection rapidement apres la chimiothérapie d’induction est de pouvoir adapter le traitement

de consolidation en fonction de la MRD.
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FIGURE 17 - LE RISQUE DE RECHUTE SEMBLE DEPENDANT DU TAUX DE DIMINUTION DE
L’EXPRESSION DU GENE WT1 APRES TRAITEMENT D’INDUCTION. Les patients présentant une
diminution supérieure ou égale a 2 logarithmes par rapport a I'expression de WT1 au diagnostic ont un
risque de rechute inférieur aux patients dont la diminution est inférieure a ce seuil. Tiré de Cilloni et al,
2009.131

Une large étude rétrospective sur les échantillons médullaires de 584 cas de LAM a été réalisée
afin de quantifier 'expression du gene WT1 au diagnostic, en post-induction et en post-
intensification. Au diagnostic, les auteurs suggerent qu’'une expression supérieure a 5000
copies WT1/10% copies d’ABL1 est de mauvais pronostic pour le patient surtout si elle est
associée a une leucocytose. Apres le traitement d’'induction, les auteurs montrent que le groupe
de patients exprimant plus de 170 copies de WT1 correspond soit a des patients en échec
thérapeutique, soit avec un risque de rechute élevé. Enfin, en post-intensification, les patients
présentant une expression de WT1 inférieure a 10 sont ceux pour lequel le traitement a été

efficace et dont le pronostic est favorable.288
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En 2003, une étude s’est focalisée sur l'utilité de détecter l'expression de WT1 apres la
réalisation d’allogreffes de CSH chez des patients atteints de LA, ceci en vue de prédire des
rechutes. Depuis, plusieurs études ont porté sur le suivi de la MRD chez ces patients et
I'expresion de WT1 parait étre un bon indicateur de la MRD. Notamment, I'une des études
montrent que la détection de WT1 dans la moelle osseuse et le sang de ces patients leucémiques
par RT-qPCR permet de prédire la rechute avant les techniques de cytométrie en flux ou de
chimérisme qui détectent la réapparition des cellules leucémiques plus tardivement. De plus, il
semble que la détection de la MRD via I'expression de WT1 soit plus sensible et spécifique que

ces deux autres techniques.290-294

VI. WT1, UN ANTIGENE LEUCEMIQUE ET CIBLE DE L'IMMUNOTHERAPIE

La surexpression de WT1 dans les LAM mais aussi dans de nombreux cancers a laissé penser
aux chercheurs qu'’il pouvait étre un antigéne associé a ces cancers. En effet, les cellules
cancéreuses présentent a leur surface une grande variété d’antigénes issus de la dégradation
de protéines de fusion (AML1-ETO), mutées (FLT3-ITD), ou surexprimées (WT1).295> Une étude
du National Cancer Institute a réalisé un classement des antigénes tumoraux en fonction de
différents criteres tels que leur immunogénicité, leurs fonctions thérapeutiques ou leur
expression afin d’évaluer les meilleurs antigénes pouvant étre la cible d’immunothérapie

vaccinale et WT1 se trouve au premier rang du classement.2%¢

Une étude de Gaiger et ses collaborateurs a étudié la réponse immunitaire vis-a-vis de
I'antigene WT1 chez la souris et chez 'Homme. IIs ont réalisé I'immunisation de souris avec un
vaccin contenant 3 peptides en partie N-terminale de la protéine WT1. Les souris immunisées
étaient capables de développer une réponse cytotoxique spécifique contre ces 3 peptides et de
lyser des lignées cellulaires leucémiques exprimant I'antigene WT1 sans affecter
I’'hématopoiese normale. De plus, ces souris immunisées produisent également des anticorps

anti-WT1 comme retrouvé dans le sérum de certains patients atteints de LAM.297,298

Par la suite, plusieurs études se sont intéressées a la réponse immunitaire développée vis-a-vis
de WT1 chez les patients atteints de LAM. Notamment, la présence de lymphocytes T CD8+*

capables de reconnaitre quatre épitopes de WT1 (restreints a la molécule HLA-A*0201, HLA de
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classe I fréquent dans la population caucasienne) a été détectée chez certains patients atteints

de LAM (Figure 18).299,300

A 1500

Copies IFN-y /104
copies CD8

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

HD CML AML ALL

FIGURE 18 - REPONSE CYTOTOXIQUE VIS A VIS DE QUATRE EPITOPES DE WT1 CHEZ DES
PATIENTS ATTEINTS D'HEMOPATHIES MALIGNES DONT LES LAM. La réponse cytotoxique des
lymphocytes T CD8* issus de patients atteints d’hémopathies malignes (CML : leucémie myéloide
chronique, AML :leucémie aigué myéloide et ALL : leucémie aigué lymphoide) et de donneurs sains (HD)
a été évaluée via I'expression d'IFN-y par RT-qPCR aprés stimulation avec quatre peptides: WT37
(VLDFAPPGA), WT126 (RMFPNAPYL), WT187 (SGLEQQYSV) et WT235 (CMTWNQMNL). Chaque point
correspond a la réponse retrouvée chez un patient. Tiré de Rezvani et al,, 2005.300

Une étude s’est intéressée a cette réponse lymphocytaire T apres traitement par chimiothérapie
ou greffe de CSH et a montré que les patients avec une survie globale prolongée présentaient
une fréquence plus importante de lymphocytes T cytotoxiques (CTL) spécifiques de WT1 en
comparaison des patients ayant rechuté. Cela suggére que cette réponse cytotoxique anti-WT1
pourrait participer au maintien de la rémission complete chez les patients leucémiques faisant

de cette protéine une cible thérapeutique intéressante.301

Dans ce sens, une étude de vaccination a été menée chez des souris C57BL/6] par injection par
voie intramusculaire d’'un plasmide codant pour la protéine WT1. Ces souris ont développé des
CTL spécifiques de cet antigene et étant capables de protéger les souris du développement

d’'une LAM exprimant WT1.302

Les études précédentes ont révélé le potentiel de la vaccination anti-WT1 dans le cadre des
LAM. C’est pourquoi de nombreux groupes ont travaillé sur cette vaccination, en évaluant ses
effets sur I'évolution de la maladie et également sur les modifications pouvant améliorer

I'immunogénicité des peptides.

Notamment, I'équipe de Tsuboi et ses collaborateurs a montré que le changement d’un acide
aminé en position 2 du peptide CMTWNQMNL augmente sa liaison au HLA-A*2402 et amplifie

la réponse lymphocytaire cytotoxique par rapport au peptide naturel.303
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Une équipe a évalué les effets d’'une vaccination combinant 4 peptides de WT1, induisant plutot
une réponse lymphocytaire de type CD8* (HLA-A*2402) ou de type CD4* (HLA-DR.B1) ou les
deux. Ceci a été réalisé chez des patients en rémission complete d’'une LAM mais présentant une
MRD positive pour le marqueur moléculaire WT1. Ces patients ont regu 6 vaccinations durant
2 semaines en association d’adjuvants. Une réponse T de type CD4+ a été observée chez tous les
patients sauf un qui a rechuté a I'arrét du traitement. Une réponse T de type CD8* a également
été détectée (production d’IFN-y et lyse cytotoxique) chez les patients. La survie sans rechute
de ces patients a été éstimée supérieure a 35 mois, donc nettement améliorée par rapport a la
survie sans vaccination (10 mois en moyenne).3%4 Par la suite, cette vaccination a été
administrée a un plus grand nombre de patients en rémission compléte et certains ont recu 12
vaccinations. Cette immunothérapie a induit une réponse lymphocytaire T de type CD4* et CD8*

chez ces patients avec une survie globale depuis le diagnostic estimée a 67,6 mois.305

L’utilisation de cellules dendritiques (DC) pour produire des CTL spécifiques de I'antigene WT1
a été développée. En effet, une étude clinique de phase I/II réalisée sur des patients en
rémission partielle ou complete d’'une LAM apres traitement par chimiothérapie a évalué les
effets de 'administration de DC autologues transfectées avec un ARNm de WT1 (DC WT1+). Les
patients en rémission partielle ont atteint la rémission complete apres I'administration des DC
WT1+*. Pour I'ensemble des patients, I'induction d’'une rémission moléculaire a été observée par
le suivi des marqueurs leucémiques aberrants. De plus, une augmentation des lymphocytes T
CD8+* spécifiques de WT1 et produisant de I'l[FN-y ainsi que des cellules NK a été détectée apres
la vaccination. Cette approche thérapeutique post-rémission semble avoir une action
préventive des rechutes en facilitant la présentation de I'antigéne aux lymphocytes T et leur

activation.306

Ces différents résultats présentent des effets immunitaires bénéfiques et une survie nettement
améliorée, plus de 5 ans pour certains patients. Cependant, il reste encore a tester sur des plus

grandes cohortes de patients l'efficacité de cette immunothérapie.
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Chapitre 3 : Objectifs du projet de
recherche
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Plusieurs mécanismes peuvent expliquer la persistance des cellules leucémiques chez les
patients. La premiere cause peut étre une résistance au traitement d’induction et de
consolidation. Nous savons aujourd’hui que les patients présentent une hétérogénéité clonale
des le diagnostic. Il est donc possible que certains de ces sous-clones leucémiques présentent
des anomalies génétiques intrinseques leur conférant une résistance ou un phénotype
quiescent les rendant moins sensibles a la chimiothérapie. Notamment, la mutation FLT3-ITD
induit une résistance a la cytarabine ou l'expression de MDR1 (Multi Drug Resistance 1)
entraine un efflux de différents traitements.307.308 De plus, les analyses de LAM par séquencage
ont montré l'existence de cellules pré-leucémiques qui persistaient réguliérement apres
traitement chez ces patients signifiant que ces cellules possédent des capacités de
chimioresistance et peuvent participer a cette MRD. La seconde explication de cette persistance
pourrait étre liée a I'existence de cellules souches leucémiques naturellement quiescentes au
sein de la niche hématopoiétique leur conférant une résistance aux traitements cytotoxiques
actifs sur les cellules en prolifération. Ceci a été mis en évidence dans un modele de xénogreffes
dans des souris NOD/SCID ou les CSL migraient vers la niche et étaient protégées de I'apoptose
induite par la chimiothérapie via leur quiescence.3%? Enfin, une troisieme cause pouvant étre
évoquée serait I'implication du systeme immunitaire. Il a été montré que celui-ci participe au
contrdle de la croissance tumorale, c’est le concept de 'immuno-édition se déroulant en trois
grandes étapes: l'élimination, la phase d’équilibre et I'échappement. Lors de la phase
d’élimination, les lymphocytes T CD8* cytotoxiques vont éliminer les cellules leucémiques,
cependant certaines cellules peuvent échapper a cette lyse tumorale. Une étude a notamment
montré que certaines cellules étaient résistantes a la mort induite par les granules de granzyme
B produites par les cellules T cytotoxiques.310 D’autre part, une étude a mis en évidence le
maintien d’un état dormant des cellules cancéreuses par les lymphocytes T CD8* dans des sites
particuliers (moelle osseuse et ganglions lymphatiques).31l Dans un modele murin de
lymphome, il a été démontré que la production d'IFN-y par les lymphocytes T cytotoxiques
(CD8*) permettaient I'induction et la maintenance d’'une quiescence des cellules cancéreuses.312
Dans ce sens, une autre étude réalisée dans un modele de sarcome pancréatique a mis en
évidence un arrét de la prolifération tumorale sous l'action simultanée de I'lFN-y et du TNF-a
(tumor necrosis factor a).313 Enfin, le role des lymphocytes T (de type CD4* et CD8*) dans le
controle de la croissance des cellules de sarcome moins immunogénes via la production d’IFN-

Y a été mis en évidence.314

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

leucémogenese, ils ont notamment permis de comprendre la hiérarchie existant au sein des
- 88 -



cellules leucémiques en injectant des cellules de patients a des souris SCID (severe combined
immunodeficient) et ont montré que seule une faible proportion de ces cellules sont capables
de proliférer chez ces souris.”’” De maniere similaire, en utilisant le systéme Cre-lox, un modele
murin de translocation MLL-ENL a été mis en place et a montré que cette translocation induisait
un phénotype leucémique chez ces souris.31> D’autres modeles de souris « Knock-out » et de
« Knock-in » ont mis en évidence I'implication des voies RAS et des mutations génétiques tels
que NPM1 et FLT3 dans le processus leucémique.316:317 Ces modeles ont aussi servi a évaluer la
réponse thérapeutique telle que I'efficacité de la chimiothérapie conventionnelle pour les

patients atteints de LAM et présentant la mutation du géne FLT3-ITD.318

Ces modeles murins permettent donc I'étude du développement et de la persistance
leucémique sur le plan cellulaire, phénotypique et moléculaire. Cependant, ils ne peuvent
répondre aux questions expliquant la persistance sur le plan immunitaire telles que: « La
réponse lymphocytaire participe t-elle a la persistance leucémique ? Quels sont les mécanismes
mis en jeu par le systéme immunitaire dans la maintenance de cette MRD et également ceux

responsables des rechutes leucémiques ? »

Afin de pouvoir étudier certains mécanismes immunitaires mis en jeu lors de cette persistance
leucémique, mon projet de thése a porté sur le développement d’'un modele murin syngénique
etimmun de LAM et de MRD se rapprochant au mieux de la pathologie humaine. L’objectif final
étant de pouvoir étudier 'implication de la réponse immunitaire dans le contexte de MRD mais
aussi éventuellement de pouvoir évaluer l'efficacité de certains traitements (notamment les
immunothérapies) a éliminer les cellules résiduelles. C’'est pourquoi, nous avons décidé de
développer un modele murin syngénique surexprimant ou non le gene Wt1, marqueur de la
MRD chez les patients mais aussi considéré comme un antigene associé aux LAM. De plus, la

protéine WT1 murine présente 96% d’homologies de séquence avec la protéine humaine.31°

Pour réaliser ce projet, des souris immunocompétentes C57BL/6] ont été injectées par voie
intraveineuse avec des sous-clones leucémiques isolés a partir de la lignée leucémique C1498
et surexprimant ou non le gene Wt1. Puis dans un second temps, ces souris ont été traitées par
une chimiothérapie conventionnelle, la cytarabine, par voie intrapéritonéale en vue d’éliminer
une majorité des cellules leucémiques et d’obtenir la persistance d'une faible quantité de

cellules leucémiques (Figure 19).
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FIGURE 19 - ETAPES CLES DANS LE DEVELOPPEMENT DE CE MODELE DE LAM ET DE MRD. Les
souris immunocompétentes C57BL/6] sont injectées par voie intraveineuse avec des sous-clones
syngéniques isolées a partir de la lignée leucémique C1498. Ces souris développant la leucémie vont
recevoir la cytarabine par voie intrapéritonéale afin d’'induire une élimination de la plupart des cellules
leucémiques en vue d’obtenir le modéle murin de MRD.

Les objectifs de ce projet de thése étaient :

1) En premier lieu de caractériser la lignée leucémique murine C1498 ainsi que la leucémie
induite in vivo chez les souris suite a son injection ;

2) Dans un second temps, de caractériser phénotypiquement et génotypiquement les sous-
clones isolés a partir de la lignée leucémique et de leur faire surexprimer de maniere
stable WT1 ;

3) Enfin, de développer le modele murin syngénique de maladie résiduelle mesurable

surexprimant ou non le gene Wt1
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MATERIELS ET
METHODES



L. LIGNEE CELLULAIRE ET SOUS-CLONES

La lignée cellulaire murine C1498 est issue d'une souris C57BL/6] (CD45.2+) ayant développée
de maniére spontanée une leucémie aigiie myélo-monocytaire.320 Les cellules leucémiques ont
ainsi été isolées en 1941321 et sont commercialisées par ATCC (TIB-49™, American Type Culture

Collection, Molsheim, France).

Précédemment au sein de I’équipe, une transfection stable de la lignée C1498 a été réalisée avec
le plasmide pVitrol.2.ZsGreen par électroporation et une dilution limite en milieu
complémenté en blasticidine a permis l'isolement de différents sous-clones exprimant de
maniere stable la protéine fluorescente ZsGreen (Zoanthus green fluorescent protein) afin de
faciliter leur détection et leur suivi in vivo. Les 6 sous-clones utilisés pour ce projet ont été

nommeés ainsi : B11, C5,E2, E7, F1 et G10.

Cette lignée leucémique, ainsi que les sous-clones qui en sont issus ont été cultivés dans du
milieu RPMI complémenté avec 10% de sérum de veau feetal, 2mM de glutamine, 100U/mL de
pénicilline, 100pg/mL de streptomycine, 50uM de 3-mercaptoéthanol, 10mM d’HEPES, 1mM
d’acides aminés non-essentiels et 1mM de pyruvate de sodium (Gibco, Thermo Fisher, Saint-

Aubin, France).

La lignée EL4 (TIB-39™, ATCC) est une lignée murine isolée a partir d’'un lymphome induit chez
des souris C57BL/6] qui a été cultivée en milieu RPMI dont la composition était identique a celle

utilisée pour la lignée et les sous-clones C1498.

L’ensemble des lignées cellulaires et des sous-clones ont été cultivés dans un incubateur a 37°C,
sous atmosphére humide (90% d’humidité et 5% COz) et maintenus a une concentration

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

II. INJECTION DES SOURIS ET SUIVI DE LA MALADIE
Plusieurs souches de souris ont été utilisées pour cette étude. Ce sont principalement des souris
femelles syngéniques de la souche C57BL/6] obtenues de I'élevage Charles River (L’Arbresle,
France) a I'age de 4 semaines qui ont été utilisées. Pour la caractérisation de la lignée

leucémique C1498, il a été utilisé des souris C57BL/6] présentant un fond génétique CD45.1.

Lors de I'étude des différents sous-clones isolés a partir de la lignée leucémique C1498, il a été
utilisé des souris NOD-SCID (NOD.CB17-Prkdcscid)provenant également de I'élevage Charles

River. Les souris sont élevées dans une animalerie exempte de pathogénes.
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L’élevage et I'ensemble des procédures expérimentales ont été approuvées par le comité

d’éthique et de protection des animaux (Numéro d’agrément 512012).

Les souris ont été injectées a 'age de 6 semaines par voie intraveineuse dans la veine de la
queue ou par voie intrapéritonéale avec la lignée C1498 ou les différents sous-clones issus de

cette lignée.

Pour se faire, le milieu des cellules en culture était renouvelé le jour précédant l'injection. Le
jour de l'injection, les cellules en culture étaient au préalable lavées, comptées sur cellule de
Thoma et reprises dans du PBS (phosphate buffer saline 1X) a la concentration adaptée pour
réaliser I'injection d'un volume de 100 pL. Le nombre de cellules injectées a varié lors de la mise

en place de ce modele entre 104 et 5x10°¢ cellules par souris.

La chimiothérapie qui a été utilisée pour le développement de ce modele de maladie résiduelle
estla cytarabine (AraC) (Abcam, Paris, France). Cette chimiothérapie fut administrée aux souris
par voie intrapéritonéale a la dose de 100 ou 200mg/kg/souris et ceci durant 3 a 5 jours
successifs ou 4 injections successives par semaine durant 2 semaines (correspondant a 8

injections au total).

III. PRELEVEMENTS DU SANG ET DES ORGANES MURINS

[II. A. 1. PRELEVEMENTS SANGUINS

Le suivi de la leucémie ou de la maladie résiduelle a été réalisé par un prélevement sanguin en
submandibulaire au maximum une fois par semaine. Ce type de prélévement nous a permis en

général d’obtenir un volume de 100 pL de sang.

Des échantillons de sang ont également été prélevés au moment du sacrifice des souris. Afin
d’obtenir un volume sanguin supérieur, le prélevement a été réalisé par ponction en

intracardiaque permettant ainsi la récupération d’'un volume maximal de 1 mL.

Nous avions a disposition au laboratoire, un hémocytometre qui nous a permis de quantifier les

différentes lignées composant le sang des souris de cette étude (Sysmex, Roissy, France).
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[II. A. 2. ISOLEMENT DES CELLULES LEUCEMIQUES

Afin de détecter par cytométrie en flux ou par qPCR les cellules leucémiques, une lyse des
globules rouges étaient réalisée en utilisant un tampon de lyse « maison ». Celui-ci est composé
d’'un mélange du réactif A et du réactif B a volume équivalent auquel est ajouté 3 volumes d’eau
stérile. Le réactif A est composé de 1,55 mol/L de NH4Cl etde 0,37 g/L. de NA2EDTA dans 100mL

d’eau stérile. Le réactif B est une solution de KHCO3 a 0,1 mol/L.

Le tampon de lyse devait étre laissé en contact avec I’échantillon sanguin durant 1 a 2 minutes
puis dilué directement dans du PBS avant d’effectuer une centrifugation pour culotter les

cellules et éliminer les hématies lysées.

En cas d’utilisation pour une analyse d’expression par RT-qPCR, le culot cellulaire était

conservé en RNAlater® (Qiagen, Courtaboeuf, France) pour éviter la dégradation des ARN.

Si I'analyse se faisait par cytométrie en flux, le marquage était réalisé apres cette étape de lyse
des globules rouges en veillant a effectuer un lavage supplémentaire en PBS avant de débuter

I'immunomarquage.

I11. A. 3. ISOLEMENT DES CELLULES MONONUCLEEES DU SANG (PBMC)

Les cellules sanguines mononucléées murines ont été isolées par centrifugation sur un gradient

de Pancoll®, polymeére de glucide ramifié de densité 1,086 g/mL (Dutscher, Brumath, France).

Pour se faire, le volume sanguin prélevé des souris était ajusté a 500 pL avec du PBS et déposé
délicatement sur un volume équivalent de Pancoll®, en évitant tout mélange des deux
solutions. La séparation était effectuée par centrifugation a 800 g durant 20 minutes a
température ambiante (TA). Les cellules mononucléées étaient ainsi séparées des autres
éléments sanguins et nettement visualisables par la présence d’'un anneau blanchatre, qu'’il

suffisait de prélever et laver avec du PBS avant toutes analyses.

Les souris leucémiques qui présentaient des signes du développement de la leucémie tels
qu’'une piloérection, un isolement de ’animal par rapport aux autres animaux présents, ou une
diminution des déplacements étaient sacrifiées par dislocation cervicale. Les souris controles
injectées avec du PBS ont également été euthanasiées par cette technique en parallele des

souris leucémiques.

-94 -



Le prélévement des organes a été réalisé a I'aide d’outils stériles et une fois prélevés, ils étaient

conservés dans du PBS et dans la glace.

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

récupérer la moelle osseuse contenue dans les diaphyses et épiphyses de ces os.

Les cellules des différents organes ont été isolées par broyage mécanique, filtrées et les globules
rouges ont été éliminés a l'aide d’'un tampon de lyse particulier (BD Pharm Lyse™, BD
Biosciences, Le Pont de Claix, France) qui n’a pas d’activité sur la lignée et les sous-clones
leucémiques. Un dénombrement cellulaire sur cellule de Thoma a été réalisé avant de
poursuivre les analyses d'immunomarquage par cytométrie en flux ou d’expression des acides
nucléiques par qPCR. En cas d’utilisation de ces cellules pour I'’expression des ARN, des culots

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

IV. MARQUAGE MORPHOLOGIQUE ET PROTEIQUE SUR LAME

Les cellules leucémiques (lignée cellulaire ou sous-clones) ont été au préalable lavées en
tampon MACS froid (Miltenyi Biotec, Paris, France), reprises a 1 M/mL et conservées dans la

glace.

La lame était associée a une chambre a échantillon et une étape d’humidification de la chambre
était réalisée par I'ajout de 100uL. de tampon MACS. Puis, une centrifugation de cette chambre
durant 2 minutes a 200 rotations par minute (rpm) était effectuée sur une cytocentrifugeuse

(Cytospin™ 4 Cytocentrifuge, ThermoFisher Scientific, Saint-Aubin, France).

Ensuite, une suspension de 100 000 cellules était déposée sur la chambre et centrifugée a 200
rpm durant 2 minutes pour les lignées cellulaires ou 800 rpm pendant 10 minutes pour les
cellules de moelle osseuse murine. Les lames étaient ensuite séchées a l'air libre avant

d’effectuer les marquages (MGG, marquage des estérases ou immunomarquage fluorescent).

Le marquage au May-Griinwald Giemsa a été réalisée en utilisant le kit du fournisseur RAL

Diagnostics (Nemours, France).

Pour cela, la premiere étape a consisté en une fixation des cellules avec le colorant May-
Griinwald durant 3 minutes pour les lignées cellulaires ou 5 minutes pour les cellules isolées

de la moelle osseuse de souris.
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La deuxieme étape était réalisée par I'ajout sur ce colorant, d’'une quantité égale d’'un tampon
pH 6,8 provenant du fournisseur, suivi par une étape de mélange permettant de dissocier les
sels contenus dans le May-Griinwald et activer leurs pouvoirs colorants durant 1 minute. Afin
d’obtenir un développement idéal de la coloration, il était nécessaire d’éliminer le colorant sans

effectuer de ringage.

La troisiéme et derniere étape était d’ajouter le colorant Giemsa dilué au 1/30¢ avec le tampon
pH 6,8 durant 10 minutes. Une étape de ringcage des lames aI’eau du robinet durant 10 secondes
était réalisée pour permettre le développement polychromique de la coloration. Les lames
étaient laissées a I'air libre pour I'étape de séchage avant d’effectuer I'association entre lame et

lamelles avec une milieu de montage (Merck, Saint-Quentin Fallavier, France).

[V.C.1. MARQUAGE DE LA MYELOPEROXYDASE (MPQ)

Les cellules préalablement déposées sur lame par cytocentrifugation (§ I[V.A) ont été fixées avec
une solution méthanol : acétone (1 :1) froide durant 2 minutes puis séchées a l'air. Un ringage

a ensuite été effectué avec du PBS froid pendant 10 minutes.

Un tampon contenant du PBS, 3% de sérum d’albumine bovine (BSA) et 10pug/mL d’anticorps

ciblant le CD16 et le CD32 a été ajouté pour bloquer les récepteurs Fc.

Les cellules ont ensuite été incubées sur la nuit, a 4°C en chambre humide avec un anticorps
primaire dirigé contre la myélopéroxydase de souris (Santa Cruz-Clinisciences, Nanterre,

France) dilué au 1/10¢en PBS/BSA 3%.

Les lames ont été lavées avec un tampon PBS/BSA 0,1% froid avant l'incubation avec I’anticorps
secondaire anti-IgG couplé a un fluorochrome, Texas red (Jackson Immunoresearch-Interchim,

Montlucon, France) durant 2 heures a TA, en chambre humide et a I'abri de la lumiere.

Enfin, les cellules ont été lavées deux fois avec une solution PBS/BSA 0,1% froide et un
marquage nucléaire avec le réactif de Hoechst (BD Biosciences, Le Pont de Claix, France) a une
concentration de 1 pg/mL a été réalisé a TA durant 2 minutes. Les lames ont a nouveau été

lavées avant d’effectuer le montage entre lame et lamelles.

IV. C. 2. MARQUAGE DE LA PROTEINE WT1
Le protocole utilisé est similaire au marquage de la myélopéroxydase mais I'anticorps utilisé

était dirigé contre la protéine Myc Tag se trouvant en partie C-terminale de la protéine WT1

exprimée par le plasmide pVitrol.1.WT1.
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L’anticorps primaire anti-Myc Tag (clone 4A6, Sigma Aldrich - Merck, Saint-Quentin Fallavier,
France) dilué au 1/50¢ en PBS/BSA 3% a été incubé sur la nuit a 4°C en chambre humide apreés

I’étape de blocage des récepteurs Fc.

Le lendemain, les lames étaient lavées puis le marquage avec I'anticorps secondaire anti-IgG
couplé a un Alexa Fluor 488 dilué au 1/100¢ (Jackson Immuno Research - Interchim, Montlucon,
France) était réalisé pendant 2 heures a TA, en chambre humide et a 'abri de la lumiere. Un

marquage des noyaux cellulaires a également été réalisée avec le réactif de Hoechst.

[V. C. 3. MARQUAGE CYTOCHIMIQUE DES ESTERASES

L’expression de deux types d’estérases a été recherchée, I'estérase dégradant I'alpha-naphthyl

butyrate (ANBE) et celle catalysant la dégradation du naphthol AS-D chloroacétate (CAE).

Dans un premier temps, ce marquage a été évalué sur deux types cellulaires exprimant ou non
ces estérases afin de valider le protocole du fournisseur. Pour cela, des cellules monocytaires
CD115* et granulocytaires Ly6G* ont été purifiées sur colonne Miltenyi a partir de la moelle
osseuse de souris saines C57BL/6]. Les cellules granulocytaires Ly6G* exprimaient I'estérase
dégradant le CAE mais pas '’ANBE et a I'inverse, les cellules monocytaires CD115* exprimaient

'estérase catalysant I'’ANBE mais pas le CAE.

Le marquage de ces deux types d’estérase a été réalisé selon les recommandations du
fournisseur (a-Naphthyl Butyrate Esterase Kit et Naphthol AS-D chloroacétate Kit, Sigma
Aldrich - Merck, Saint-Quentin Fallavier, France) sur les cellules en culture ou sur les cellules

isolées de la moelle osseuse murine.

Le marquage cytochimique des estérases et les coloration au MGG des cellules ont été observées
sur un microscope inversé a lumiere blanche (Leica Biosystems, Allemagne). Concernant les
immunomarquages fluorescents, ils ont été observés a l'aide d’'un microscope inversé a

fluorescence DMI8 (Leica Biosystems, Allemagne).

V. MARQUAGE IMMUNOPHENOTYPIQUE
Cet immunomarquage a été réalisé soit a partir de cellules en culture dont le milieu a été
préalablement retiré par centrifugation et les cellules lavées en tampon MACS avant le

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

Les immunomarquages ont été réalisés sur 1 million de cellules préalablement incubées avec

un anticorps bloquant les récepteurs Fc (anti-CD16/32 a 10pg/mL).
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Les cellules ont ensuite été incubées durant 30 minutes a 4°C a I'abri de la lumiére avec un ou
des combinaisons d’anticorps directement couplés a un fluorochrome dilués a la concentration
désirée dans du tampon MACS. En paralléle, un marquage de ces cellules était réalisé avec le(s)

isotype(s) controle(s) de ces anticorps au méme concentration.

Pour réaliser le marquage de protéines intracellulaires, une étape supplémentaire de fixation
et perméabilisation durant 30 minutes et a 4°C a été réalisée en suivant les recommandations
du fournisseur du kit (eBioscience, Thermo Fisher, Saint-Aubin, France). Puis, le marquage avec
'anticorps dirigé contre la protéine intracellulaire d’intérét a été effectué dans le tampon de

perméabilisation durant 30 minutes a 4°C et a I’abri de la lumiere.

Une fois I'incubation terminée, les cellules ont été lavées en PBS puis centrifugées avant d’étre
reprises dans 500 pL de PBS et conservées a 4°C. L’analyse des différents marquages a été

réalisée grace au cytometre analyseur Cyan ADP MCL9 (Beckman Coulter, Villepinte, France).

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

projet sont référencés dans le tableau 7 suivant.

Anti-B220 APC (RA3-6B2) Rat IgG2a, k APC 2
Anti-CD11b PE (M1/70) Rat IgG2b, x PE 1
Anti-CD34 eFluor 660 (RAM34) Rat IgG2a, k eFluor 660 10
Anti-Scal PE (D7) Rat IgG2a, x PE 2
Anti-CD117 eFluor 450 (2B8) Rat IgG2b, x eFluor 450 2
Anti-CD150 APC (9D1) Rat IgG1, APC 10
Anti-CD18 FITC (M18/2) Rat IgG2a, k FITC 10
Anti-CD3¢ eFluor 450 (17A2) Rat IgG2b, x eFluor 450 2
Anti-CD3e PE-Cy5 (145-2C11) Armenian hamster IgG PE-Cy5 2
Anti-TCRV FITC (H57-597) Armenian Hamster IgG2, FITC 10
Anti-Mac3 PE (M3/84) Rat IgG1, x PE 5
Anti-CD45.2 FITC (104) Souris IgG2a, k FITC 5
Anti-Ly6C APC (HK1.4) Rat IgG2c, k APC 2
Anti-Ly6G APC (RB6-8C5) Rat IgG2b, x APC 0,4
Anti-CD115 PE (AFS98) Rat IgG2a, k PE 2
Anti-CD19 PE (1D3) Rat IgG2a, k PE 1
Anti-CD4 APC (GK1.5) Rat IgG2b, x APC 0,4
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Anti-CD8 eFluor 450 (53-6.7) Rat IgG2a, k eFluor 450 0,4
Anti-CD16/32 biotin (82) Rat IgG2a, k biotin 1
Streptavidin PeCy5 / 1
Anti-CD21/35 PE (8D9) Rat IgG2a, k PE 4
Anti-panNK PE (DX5) Rat Lewis IgM, k PE 4
Anti-NK1.1 PE (PK136) Souris IgG2a, k PE 4

TABLEAU 8 - ANTICORPS ET ISOTYPES CONTROLES UTILISES POUR CE PROJET. Ce tableau
référence les différents anticorps utilisés pour les immunomarquages, ainsi que les isotypes controles
associés et la concentration a laquelle ont été utilisés ces anticorps. Ces anticorps proviennent des
fournisseurs eBioscience (Thermo Fisher, Saint-Aubin, France) et BD Biosciences (Le Pont de Claix,
France). CD : cluster de différenciation

VI. EVALUATION DE LA SENSIBILITE CELLULAIRE A UN TRAITEMENT

Afin d’évaluer la sensibilité des lignées et sous-clones vis-a-vis du traitement par
chimiothérapie (cytarabine), nous avons effectué un test se basant sur la capacité des cellules
vivantes a dégrader un sel de tétrazolium (MTT, Sigma Aldrich - Merck, Saint-Quentin Fallavier,

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

Pour cela, 40 000 cellules ont été ensemencées dans des puits de plaques 96 puits a fond rond
en milieu RPMI sans rouge de phénol contenant une concentration croissante de cytarabine

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

Ces cellules ont été traitées durant 72h a 37°C et chaque point de concentration a été réalisé en
triplicat. Des puits controles contenant uniquement des cellules sans traitement ont également

été ensemencés pour avoir notre viabilité cellulaire basale.

A la fin des 72h, le MTT a été ajouté dans I’ensemble des puits a une concentration finale de
0,5mg/mL et la réaction a été incubée durant 4h a 37°C a 'abri de la lumiere. La réaction a

ensuite été stoppée en reprenant le précipité de formazan avec une solution d’isopropanol /HCI.

La mesure d’absorbance a été réalisée sur un spectrophotometre a 570 nm (A570, Nanodrop,
Thermo Fisher). Le pourcentage d’inhibition de la croissance cellulaire selon la concentration

de cytarabine utilisée a été calculé grace a la formule suivante :

A570 échantillon a tester

A570 échantillon controle

Pourcentage d'inhibition =
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VII. EVALUATION DE L’ACTIVITE CYTOTOXIQUE DES LYMPHOCYTES T

L’activité cytotoxique des lymphocytes T (CTL) de souris a été évaluée lors de ce projet d’étude.

Pour cela, les splénocytes des souris survivantes a I'injection du sous-clone C5 ont été isolés et
activés in vitro en présence de lysat cellulaire provenant du sous-clone lui-méme, de
I'interleukine-2 (IL-2, Thermo Fischer Scientific, Saint-Aubin, France) a 1 ng/mL et des cellules
spléniques saines déplétées en lymphocytes T comme cellules présentatrices de I'antigene. La
déplétion des splénocytes de souris saines a été réalisée par un traitement préalable durant 20
minutes a 37°Cavec 50 pg/mL de mitomycine C (Sigma Aldrich - Merck, Saint-Quentin Fallavier,

France).

Apres cette stimulation de 5 jours, les cellules activées ont été récupérées et remises en culture
durant 2 jours dans du milieu de culture contenant a nouveau de I'IL-2 a 1 ng/mL. Cette seconde

stimulation a permis la prolifération des lymphocytes T afin de pouvoir réaliser I'analyse CTL.

Pour réaliser 'analyse CTL, les lymphocytes T amplifiés ont été mis en culture durant 4h avec
5 000 cellules cibles (lignée C1498, sous-clone C5 ou lignée EL4). Celles-ci étaient
préalablement marquées avec un marqueur fluorescent, le CFSE (carboxyfluorescein diacetate
succinimidyl ester, Thermo Fisher Scientific, Saint-Aubin, France) a 0,25 pmol/L. Les cellules
cibles ont été dénombrées apres 'incubation en présence des lymphocytes T a 'aide des
microbilles par cytométrie en flux (Flow Absolute Count Beads (BD Biosciences, Le Pont de
Claix, France) permettant ainsi d’évaluer le pourcentage de cellules cibles lysées par les

lymphocytes T.

VIII. SUREXPRESSION D'UN GENE PAR TRANSFECTION STABLE

La technique de fusion (In-Fusion HD Cloning, Ozyme, Montigny-le-Bretonneux, France ) a été

utilisée pour produire un plasmide portant et exprimant le gene d’'intérét Wt1.

Des amorces spécifiques composées de 15 paires de base homologues au plasmide d'insertion
et de 18 a 25 paires de base homologues au gene d’intérét a cloner ont été synthétisées selon

les recommandations du fournisseur. La séquence des amorces synthétisées est la suivante :

- 5’-CAATCCGGAGTATACGGATCCGCCACCCTGGACTTCCTCCTGTCGCAG-3’ pour I'amorce

sens;

-100 -



- 5-GCTCCTAGGCGTACGGGATCCTTAAACCTTATCGTCGTCATCCTTG-3" pour I'amorce

antisens.

Le géne Wt1 a été amplifié a partir du plasmide pCMV6-WT1 (Origene-Clinisciences, Nanterre,
France) par PCR, purifié sur une colonne PCR Clean-up selon les recommandations du
fournisseur (Macherey-Nagel, Hoerdt, France) et la concentration d’ampligéne a été mesurée

par spectrophotométrie a 260 nm (Nanodrop, Thermo Fisher, Saint Aubin, France).

En parallele, le plasmide pVitrol.l.neo.mcs a été linéarisé, purifié sur colonne et dosé par

spectrophotométrie a 260 nm.

Grace aux amorces synthétisées, 100 mg d’ampligene de Wt1 a été fusionné avec 100 ng d’ADN
plasmidique de pVitrol.1.neo.mcs (Invivogen, Toulouse, France) en suivant le protocole du

fournisseur formant ainsi le plasmide pVitro1l.1.WT1.

L’expression du gene Wt1 est sous le controle du promoteur du facteur d’élongation EFla
(rEF1). En partie 3’ de la séquence du géne Wt1, se trouve la séquence Myc-Tag que nous avons
décidé de conserver en vue d'une utilisation lors de la détection de I'’expression de WT1 dans
les cellules transfectées. Son expression est sous la dépendance du méme promoteur (Figure

20).

pVitrol.1.WT1

5972 =

(7954pb)

4325

FIGURE 20 - STRUCTURE DU PLASMIDE PVITRO1.1.WT1 SYNTHETISE PAR LA TECHNIQUE DE
FUSION. rEF1 et mEF1 sont deux promoteurs du facteur d’élongation la de rat ou de souris,
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respectivement. SV40enh et CMVenh permettent 'amplification de I'expression du gene inséré,
provenant respectivement du virus Simien 40 et du cytomégalovirus humain. pBM1 est I'origine de
réplication bactérienne du plasmide. FDMV IRES est un site d’entrée interne du ribosome permettant la
traduction de 'ARNm de Wt1 et du géne de résistance Neo. NeoR estla séquence entrainant la résistance
de la cellule a I'antibiotique G418. EF1 pAn est un signal de polyadénylation permettant d’augmenter la
stabilité des ARNm, de faciliter leur transport nucléo-cytoplasmique et de favoriser leur traduction.

Ce plasmide pVitrol.1.WT1 a été amplifié dans des bactéries de la souche Escherichia coli
compétentes (Zymo research-Ozyme, Saint Quentin En Yvelines, France) qui ont été mises en
culture sur une gélose LB (Luria Bertani, ThermoFischer Scientific, Saint Aubin, France)
contenant 'antibiotique de sélection kanamycine a 25ug/mL durant 24 heures (Sigma Aldrich

- Merck, Saint-Quentin Fallavier, France).

Apres cette incubation, une dizaine de colonies ont été récupérées et amplifiées séparément en
milieu LB liquide complémenté en kanamycine durant 24h. Ces bactéries ont ensuite été lysées
puis une purification sur colonne du plasmide amplifiée par celles-ci a été réalisée en suivant
les recommandations du fournisseur (Plasmid DNA purification, Macherey-Nagel, Hoerdt,

France).

Un dépot sur gel d’agarose a 1% des différentes purifications plasmidiques digérées par
I'enzyme de restriction BamHI (New England Biolabs, Evry, France) ainsi que d’'un marqueur
de poids moléculaire (1Kb DNA ladder, New England Biolabs, Evry, France) a été réalisé afin de
valider et sélectionner le plasmide amplifié exprimant le géne d’intérét Wt1 mesurant 1557pb.

Ce plasmide a ensuite été transfecté aux différents sous-clones leucémiques C1498.

La transfection du plasmide pVitrol.1.WT1 a été réalisée par électroporation a l'aide de
I'automate Nucleofector® Il (Amaxa biosystems-Lonza, Amboise, France) avec le programme

T-030 pour I'’ensemble des sous-clones C1498 a I'’exception du sous-clone G10.

Pour se faire, 5 millions de cellules a été centrifugé, repris dans une solution de nucléofection

et mis en présence de 2,5 pg de plasmide pVitro1l.1.WT1.

Un plasmide controle exprimant la DsRed a été transfecté en parallele permettant d’évaluer
'efficacité de la transfection par cytomeétrie en flux dans les 24 a 72 heures suivant

I’électroporation.
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Les sous-clones leucémiques exprimant le gene Wt1 ont été sélectionnés par technique de
dilution limite en milieu RMPI contenant 400 pg/mL d’antibiotique de sélection (G418, annoté
NeoR sur la figure 26, InvivoGen, Toulouse, France) permettant ainsi d’éliminer les cellules
n’ayant pas intégrées le plasmide. En effet, le promoteur EF-1a permet la transcription d'un

gene de résistance au G418 associée a I'expression du gene d’intérét Wtl.

IX. ANALYSE D’EXPRESSION PROTEIQUE

Les protéines totales sont extraites a partir d'un culot cellulaire de 5 millions en utilisant le
tampon de lyse du kit M-PER (Thermo Fisher Scientific, Saint-Aubin, France) selon les
recommandations du fournisseur, auquel a été ajouté des inhibiteurs de protéases (Sigma
Aldrich - Merck, Saint-Quentin Fallavier, France) et de phosphatases (Cocktail B et C dilués
respectivement au 1/100¢ et 1/50¢, Santa Cruz - Clinisciences, Nanterre, France) afin

d’empécher la dégradation des protéines extraites.

L’extraction protéique a été effectuée dans la glace durant 10 minutes avec le tampon de lyse
et le surnageant contenant les protéines extraites a été récupéré apres une étape de

centrifugation a 14000g durant 15 minutes a 4°C.

Une fois I'extraction réalisée, les protéines sont dosées par une méthode colorimétrique dérivée
de celle de Bradford (Pierce™ BCA Protein Assay, Thermo Fisher, Saint-Aubin, France) a I'aide
d’'une gamme étalon de sérum d’albumine bovine en suivant les recommandations du

fournisseur.

La réaction colorimétrique est analysée sur un spectrophotometre a 562 nm. Les protéines
peuvent étre directement préparées pour effectuer une migration sur gel d’électrophorese ou

alors conservées au congélateur a -20°C pour une utilisation différée.

Une quantité constante de protéines (30ug) a été dénaturée dans un tampon LDS en présence
d’'un agent dénaturant, le sodium dodécyl-sulfate (Invitrogen - Thermo Fisher, Saint-Aubin,

France) a 95°C pendant 10 minutes.

La migration des protéines a été réalisée sur un gel d’électrophorese Bis-Tris 4-12%

(Invitrogen — Thermo Fisher, Saint-Aubin, France) dans un tampon de migration MES adapté
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aux protéines de petites et moyennes tailles (Invitrogen - Thermo Fisher, Saint-Aubin, France)

pendant 45 minutes a 200V.

Les protéines ont ensuite été transférées sur une membrane de nitrocellulose grace al'appareil

iBlot® (Thermo Fisher, Saint-Aubin, France).

Avant d’effectuer le marquage anticorps, une étape de saturation de la membrane a été réalisée
durant 45 minutes, sous agitation, dans un tampon TBS 1X (Tris a 50 mmol/L, NaCl a 150

mmol/L et Tween a 0,2%) contenant 5% de lait.

L’anticorps primaire polyclonal de lapin anti-WT1 (clone H-290, Santa Cruz - Clinisciences,
Nanterre, France) dilué au 1/500¢ dans du TBS 1X - 5% de lait, a été incubé sur la nuit a 4°C,

sous agitation constante.

Le lendemain, la membrane a été rincée en TBS 1X avant d’effectuer l'incubation avec
I'anticorps secondaire conjugué a la peroxydase de Raifort (HRP) (chevre anti-IgG-HRP de
lapin, Santa Cruz - Clinisciences, Nanterre, France) dilué au 1/10000¢ dans du TBS 1X - 5% lait

durant 45 minutes sous agitation et a TA.

La révélation du marquage est réalisée par une réaction de chimiluminescence en incubant la
membrane avec le réactif ECL Prime (Fischer Scientific, lllkirch, France) contenant le substrat
de la peroxydase. Cette réaction est effectuée a I'obscurité durant 5 minutes avant de révéler la

réaction avec le LAS 4000 (GE Healthcare, Buc, France).

Pour s’assurer d’une extraction et d'un dépot quantitativement homogene des protéines, le
marquage des protéines d’actine [3 a été réalisé apres une étape de lavage de la membrane et
de « décrochage » des anticorps précédemment fixés a I'aide d’'un tampon spécifique (Thermo
Fisher, Saint-Aubin, France) sous forte agitation durant 5 minutes et a TA. Il est nécessaire
d’effectuer plusieurs lavages en TBS 1X avant d’effectuer une seconde saturation de la
membrane et une incubation avec ’anticorps primaire anti-actine 8 (clone C4 dilué au 1/2000¢)
et 'anticorps secondaire anti-IgG-HRP (au 1/5000¢)(Santa Cruz - Clinisciences, Nanterre,

France).

X. HYBRIDATION GENOMIQUE COMPARATIVE (CGH)

L’ADN génomique de la lignée C1498 et des différents sous-clones leucémiques a été hybridé
contre 'ADN contréle de lymphocytes T. L’analyse génomique a été réalisée pour la lignée
C1498 sur la puce a ADN Agilent CGH Mouse Genome 1M et pour les sous-clones sur les puces
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Agilent CGH Mouse Genome 4x180K (Agilent Technologies, Santa Clara, CA) en respectant les

recommandations du fournisseur.

Lalecture des puces a ensuite été effectuée sur le systéeme Agilent G2505C Micro-Array Scanner
et 'analyse des images grace au logiciel CGH Analytics V4 avec comme référence le génome
murin mm9. Les données ont été corrigées en utilisant I'algorithme aCGH éliminant ainsi les

aberrations faussement positives.322

XI. ANALYSE D’EXPRESSION D’ACIDES NUCLEIQUES

XI. A. 1. EXTRACTION DES ADN

L’extraction des ADN génomiques (ADNg) des cellules en culture a été réalisée en suivant les
recommandations du fournisseur du kit DNeasy Blood and Tissue (Qiagen, Courtaboeuf,
France). Les ADNg extraits ont été quantifiés sur un spectrophotomeétre a 260 nm et congelés

au -80°C.

XI. A. 2. EXTRACTION DES ARN ET TRANSCRIPTION INVERSE

Les culots cellulaires provenant de cellules en culture ou également de cellules isolées a partir
des organes de souris ont été conservés en RNAlater au congélateur a -80°C afin d’éviter au plus
la dégradation de ceux-ci. Avant d’effectuer les extractions, les culots ont été centrifugés a 4°C

et le surnageant a été retiré.

L’extraction des ARN totaux a été réalisée a I'aide de deux kits distincts selon la quantité
cellulaire de I'échantillon. En effet, I'extraction des ARN issus de cellules sanguines murines a
été réalisée a l'aide du kit Nucleospin RNA XS (Macherey-Nagel, Hoerdt, France) car plus
efficace pour les faibles quantités de cellules. Pour 'ensemble des autres extractions, le kit
Nucleospin RNA standard (Macherey-Nagel, Hoerdt, France) a été employé selon les
recommandations du fournisseur. Une fois I'extraction terminée, la quantité d’ARN extraite a

été évaluée sur un spectrophotometre a 260 nm.

La transcription inverse a ensuite été directement réalisée sur 1 pg d’ARN total selon les
recommandations du fournisseur du kit QuantiTect® Reverse Transcription (Qiagen,
Courtaboeuf, France). Les ADN complémentaires ainsi que les ARN ont été conservés au

congélateur a -80°C avant tout autre analyse.

-105 -



Afin de comparer les expressions du gene Wt1 détectées dans la moelle osseuse et le sang des
différentes souris (controles, leucémiques et présentant une survie prolongée), nous avons mis
en place une méthode de normalisation standardisée de cette expression en fonction d’une
gamme plasmidique exprimant un nombre de copies connu du gene Abelson 1 (Abl1). Cette
normalisation d’expression du gene WT1 par rapporta 104 copies du gene ABL1 est utilisé dans
le cadre du diagnostic et du suivi des patients atteints de LAM.131 ] a été vérifié qu’il n’existait
pas d’amplification ou de délétion de ce gene dans les différents sous-clones C1498 avant de

sélectionner ce gene de référence.

Pour réaliser cette gamme étalon, nous avons dans un premier temps calculé la masse d’une
molécule de plasmide Abl1l (pCMV6-Abl1, Origene-Clinisciences, Nanterre, France) a 'aide de

la formule qui suit.

poids Dalton (8300) x (660) 19
: = =9x1071%
Nombre d'Avogadro 6,022 x 1023

Masse 1 molécule plasmide Abll =

Poids moyen d’une paire de base (pb) = 660
Taille du plasmide pCMV6-Abl1 = 8300pb
Nombre d’Avogadro : constante correspondant au nombre d’entité contenue dans une mole

Nous permettant ainsi de déterminer une masse d’ADN plasmidique correspondant a un

nombre de copies souhaité du géne grace a la formule suivante :

Masse d'ADN plasmidique = Nombre de copies désiré X masse 1 molécule plasmide

Lors de I'étude, cette gamme d’ADN plasmidique était composée de 7 points de dilution du
plasmide Abl1 (s’étendant de 107 copies a 500 copies) et a toujours été réalisée lors de la
mesure d’expression du gene Wt1 ou ZsGreen par qPCR. La figure 21 vous présente un exemple

de gamme d’ADN plasmidique réalisée lors de cette étude.
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FIGURE 21 - EXEMPLE D'UNE GAMME PLASMIDIQUE ABL1 REALISEE LORS DE CETTE ETUDE. La
normalisation des génes d'intérét est effectuée en fonction de 10* copies d’Abl1. Nous réalisons une
gamme de normalisation s’étendant de 107 a 250 copies du gene Abl1. Ces courbes d’amplification vous

présente le nombre de cycles d’amplification nécessaire pour induire un signal fluorescent différent du
bruit de fond (valeur ARn).

L’expression des genes Wt1 et ZsGreen dans les différents échantillons (cellules en culture ou

issues de souris) a été mesurée par deux types de réactions qPCR.

En effet, le gene Wt1 a été évalué en utilisant un kit TagMan™ Universal PCR Master Mix
(ThermoFischer, Saint-Aubin, France) avec des sondes commerciales amplifiant un produit

situé dans I’exon 3 - 4 de ce gene.

Pour le gene de la ZsGreen il a été détecté grace au kit GoTaq® qPCR Master mix selon les
recommandations du fournisseur (Promega, Charbonnieres-les-Bains, France), les amorces ont
été synthétisées par Eurogentec (Angers, France) et se fixent en partie terminale de la séquence
du gene. Les amorces ou les sondes Tagman qui ont été utilisées pour amplifier le gene de

référence Abl1 se situent dans I’exon 8 - 9 du géne (Tableau 8).

Pour les deux techniques, le volume réactionnel était de 50uL et contenait 5uL. d’ADNc et 40

cycles d’amplification étaient réalisés.

Abl1 (Tagman) MmO00802037_m1 ; exon 8-9 62
Wt1 (Tagman) MmO01337051_m1 ; exon 3-4 92
Abl1 (SYBR Green) 5’-ATGGCATGTCACCTTACCCG-3’, 134
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5’-GTTCCACTGCCAACATGCTC-3’; exon 8-9
5’-CCCGTGAAGACCGCAGCGAT-3’,
ZsGreen (SYBR Green) 5’-CGACCGGCGCTCAGTTGGAA-3’ 121

; fin de la séquence ZsGreen

TABLEAU 9 - TABLEAU PRESENTANT LES AMORCES UTILISEES POUR CE PROJET. Pour chaque
géne d'intérét, il est précisé la localisation de ces amorces et la taille de I'amplicon en paires de base

(pb). Pour les sondes Tagman, les séquences précises ne sont pas mentionnées par le fournisseur, le
tableau présente donc la référence des sondes (Applied Biosystems, Thermo Fisher, Saint-Aubin,
France).

XII. GAMME ETALON DETERMINANT LE SEUIL DE DETECTION DU GENE
WT1 ET ZSGREEN
Afin de déterminer le seuil de détection par RT-qPCR des genes Wt1 et de la ZsGreen, il a été

réalisé des gammes étalons des sous-clones surexprimant ces génes dans la moelle osseuse de

souris C57BL/6] saines.

Pour réaliser ces gammes, la moelle osseuse de souris saines a été prélevée, les cellules ont été
isolées et les hématies ont été lysées selon le protocole § III.B (p-85-) avant d’effectuer une

numération cellulaire sur cellule de Thoma.

En parallele, les différents sous-clones d’intérét (E2/WT1, le mélange C5/WT1, B11/WT1 et
E7WT1 ou le mélange C5, B11 et E7) en culture ont été comptés et mélangés selon des quantités
précises a la moelle osseuse contrdle afin de réaliser les différents points de la gamme étalon.
La gamme étalon était constituée d'un point contenant uniquement les cellules (100%
d’expression du gene d’intérét) et un point contenant uniquement les cellules de la moelle

osseuse murine (0%).

Pour réaliser cette gamme, une dilution en série au 10¢ a été réalisée, s’étendant de 10-1(10%)
a 10-5(0,001%) cellules exprimant le gene d’intérét dans les cellules de la moelle osseuse saine.
Chaque point était constitué de 5 millions de cellules totales. Des dilutions intermédiaires (au

1/4¢) ont été réalisées entre 10-3-10-* et 10-4-10-5.

Une fois la gamme étalon réalisée, une extraction et une transcription inverse des ARN étaient

effectuées avant d’analyser I’expression par qPCR des genes d’intérét (Wt1 et ZsGreen).
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I. CARACTERISATION DE LA LIGNEE MURINE LEUCEMIQUE C1498 ET

DE LA LEUCEMIE INDUITE SUITE A SON INJECTION
Afin de valider 'utilisation de la lignée leucémique C1498 et des sous-clones isolées a partir de
celle-ci, le premier objectif de ce projet a été d’étudier les caractéristiques morphologiques et
phénotypiques de cette lignée murine ainsi que les caractéristiques de la leucémie développée
suite a son injection par voie intraveineuse a des souris congéniques C57BL/6] (CD45.1*). En
effet, la littérature a trés peu étudié les caractéristiques de cette lignée et est resté assez confuse
quant au type de leucémie induite puisque certains auteurs attestent d’'une leucémie
granulocytaire, myélo-monocytaire ou plus récemment, une étude a décrit cette leucémie

comme étant de type NKT (natural killer T).321,323,324

Pour cela, nous avons effectué dans un premier temps, une caractérisation phénotypique de la
lignée cellulaire C1498 apres immunomarquage puis analyse par cytométrie en flux et
microscopie afin de déterminer le type de lignée hématopoiétique et I’état de différenciation de

ces cellules.

[. A. 1. IMMUNOPHENOTYPAGE DE LA LIGNEE

Afin de préciser le phénotype cellulaire de cette lignée in vitro, les marqueurs des cellules
hématopoiétiques ont été évalués avec un panel d’anticorps dirigés contre différentes
molécules. L’analyse par cytométrie en flux a révélé une absence d’expression des marqueurs
de cellules souches et progéniteurs hématopoiétiques suivants: CD117 (c-Kit), CD34, Sca-1

(Figure 22) ainsi que les marqueurs CD150, CD16 et CD32 (données non présentées).
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FIGURE 22 - ABSENCE D'EXPRESSION DE MARQUEURS DE CELLULES SOUCHES ET PROGENITEURS
HEMATOPOIETIQUES. Résultats représentatifs des marqueurs de cellules souches et progéniteurs
testés sur la lignée leucémique C1498. Les cellules ont été comptées, lavées puis marquées directement
avec des anticorps dirigés contre le CD34, CD117(c-kit) et Sca-1 ou les isotypes controles associés.

L’analyse des marquages a été réalisée par cytométrie en flux.
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De plus, cette lignée exprime certains marqueurs de différenciation extracellulaire qui sont
Mac-1 (CD11b/CD18) a hauteur de 6% et B220 (supérieur a 25%) tandis que les marqueurs
Ly6G, Ly6C, CD115, CD21/CD35, CD19, CD4, CD8, NK1.1 et panNK ne sont pas exprimés
(données non présentées). D’autres marqueurs de différenciation sont exprimés au niveau
intracellulaire tels que le CD3g, le TCR chaine V(3 et Mac-3. Cette lignée exprime donc des
marqueurs de la lignée myéloide et lymphoide (Figure 23).
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FIGURE 23 - MARQUEURS DE DIFFERENCIATION EXPRIMEES PAR LA LIGNEE C1498 IN VITRO.
Résultats de cytométrie en flux représentatifs des marqueurs membranaires (A) et intracellulaires (B)
exprimés par la lignée C1498. Les cellules ont été lavées puis marquées directement avec des anticorps
dirigés contre le CD18, CD11b et B220 ou les isotypes contrdles associés. Pour les marqueurs
intracellulaires (CD3g, TCRVB et Mac-3), une étape de fixation et de perméabilisation ont été
préalablement réalisées. Sur les histogrammes, l'isotype contrdle est représenté par le tracé gris et le
marquage avec 'anticorps spécifique en noir plein.

[. A. 2. EXPRESSION DE LA MYELOPEROXYDASE PAR LA LIGNEE

Afin de déterminer l'origine de cette lignée, nous avons effectué un marquage des cellules
C1498 avec un anticorps spécifique de la myéloperoxydase. Chez la souris, cette enzyme est
exprimée par les cellules myéloides (granulocytaires et monocytaires) mais n’est pas présente
dans les lignées lymphoides. Les cellules C1498 ont toutes présenté un marquage fluorescent
positif pour la myélopéroxydase, observable par microscopie (Figure 24). Ceci nous a indiqué

une différenciation myéloide de ces cellules leucémiques.
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FIGURE 24 - EVALUATION DE L'EXPRESSION DE LA MYELOPEROXYDASE PAR LA LIGNEE
LEUCEMIQUE C1498. A gauche est présenté le marquage des cellules avec I'isotype controle et a droite
le marquage de la lignée C1498 avec I'anticorps ciblant la myélopéroxydase (fluorescence rouge). Les
noyaux cellulaires sont visibles aprés une coloration des acides nucléiques avec le réactif de Hoechst.
L’observation des lames a été réalisée sur un microscope a fluorescence a I'objectif 20 (grossissement
final x200).

I. A. 3. CYTOMORPHOLOGIE ET ACTIVITE ENZYMATIQUE DE LA LIGNEE

Afin de préciser le type de lignée myéloide, nous avons évalué l'expression de deux types
d’estérases nous permettant ainsi de discerner une différenciation monocytaire ou
granulocytaire de ces cellules. En effet, les cellules appartenant a la lignée granulocytaire
présentent une activité enzymatique capable d’hydrolyser spécifiquement le naphthol AS-D-
chloroacétate entrainant la formation d’un précipité rouge-rosé dans ces cellules. Tandis que
les monocytes ou leurs précurseurs, eux, expriment une estérase capable de dégrader I'a-
naphthyl butyrate dont la réaction enzymatique est visualisable sous forme de granulations

rouges-brunes.325

La lignée C1498 a présenté une réactivité positive pour ces deux types d’estérases comme en
atteste la présence de granulations brunes dans la plupart des cellules (Figure 25A) et de
granulations rosées dans certaines d’entre-elles (Figure 25B). Ceci indique donc que la lignée
est composée d'un mélange de cellules myéloides appartenant a la lignée monocytaire et

granulocytaire.
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FIGURE 25 - LA LIGNEE C1498 EXPRIME LES DEUX TYPES D'ESTERASES. L’activité enzymatique des
estérases a été évaluée par une réaction cytochimique des cellules aprés cytocentrifugation sur lame et
fixation. (A) Une réaction enzymatique positive dégradant I'a-naphthyl butyrate est observable par la
présence de granulations marrons. (B) L’estérase dégradant le naphtol AS-D chloroacétate est
visualisable par la formation de granulations roses. Les fleches noires indiquent certaines granulations
positives pour ces deux types d’estérases. L'observation des lames a été effectuée sur un microscope a
lumiere blanche a I'objectif 100 (grossissement final x 1000).

Une coloration au May-Griinwald Giemsa nous a ensuite permis de mettre en évidence 'aspect
cellulaire et le stade de maturation des cellules C1498. En effet, elle a révélé des cellules de
grandes tailles avec un noyau volumineux qui présente souvent plusieurs nucléoles (indiqué
par les fleches) et une chromatine généralement fine. Le cytoplasme de ces cellules est
basophile avec un halo plus clair en périphérie du noyau et des vacuoles sont visibles dans
plusieurs de ces cellules (Figure 26). Cet aspect cellulaire est représentatif de cellules myéloides

immatures (myéloblastes et/ou monoblastes).326,327

A X100 X100
FIGURE 26 - COLORATION DE LA LIGNEE C1498 AU MAY-GRUNWALD GIEMSA. Les cellules C1498
ont été déposées sur lame par cytocentrifugation puis colorées au MGG. Les fleches noires indiquent les
nucléoles. Les images ont été prises avec un microscope optique a lumiére blanche a I'objectif 100
(grossissement final x1000).

L’ensemble de ces résultats indique que la lignée C1498 est composé d’'un mélange cellulaire

de myéloblastes et de monoblastes. En effet, cette lignée exprime la myélopéroxydase attestant
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de son origine myéloide et présente une morphologie de blastes immatures. De plus,
I'expression des deux types d’estérases (CAE et ANBE) dégradant le naphthol AS-D
chloroacétate et I'a-naphthyl butyrate indique la présence de cellules engagées,

respectivement, dans la lignée granulocytaire et monocytaire.

Suite a la caractérisation de la lignée C1498 in vitro, nous avons étudié le développement de la
leucémie induite par celle-ci in vivo dans les souris C57BL/6]. Ces souris congéniques CD45.1*
ont été injectées soit avec du PBS (controle), soit avec une suspension cellulaire contenant 106
cellules C1498 (CD45.2+) par voie intraveineuse. L’ensemble des souris injectées avec la lignée

C1498 succombe a la maladie entre 16 et 20 jours (moyenne de 18,5 jours) (Figure 27).

100 -
-=- PBS
—e— Lignée C1498

80+

o
T

Survie (%)
8

N
g

o

10 15 20 25
Temps (jours)

o
(3]

FIGURE 27 - L'INJECTION INTRAVEINEUSE DE LA LIGNEE C1498 ENTRAINE LE DECES DE LA
TOTALITE DES SOURIS. Les souris congéniques C57BL/6] ont été injectées par voie intraveineuse avec
1 million de cellules leucémiques (lignée C1498) ou un volume équivalent de PBS (controle). La survie
de ces souris a été suivie au cours du temps. Une analyse Logrank comparant la survie des 6 souris
contrdles avec celle des 11 souris injectées avec la lignée a été réalisée (p=0,0002).

Nous nous sommes donc intéressés aux différents organes vitaux pouvant étre envahis par les

cellules leucémiques C1498 et pouvant impacter leur fonctionnement, voire entrainer la mort

de ces souris.

[. B. 1. INFILTRATION DES ORGANES DES SOURIS INJECTEES AVEC LA LIGNEE

Pour cela, nous avons évalué l'infiltration des organes a l'aide du marqueur CD45.2 exprimé par
la lignée C1498 tandis que les souris congéniques C57BL/6] utilisées pour cette étude
présentent un fond génétique CD45.1. Ainsi, un envahissement important de différents organes
tels que la moelle osseuse et la rate avec une infiltration moyenne de 30% et le foie ou les
poumons avec une infiltration pouvant atteindre plus de 60% selon les souris a été observé.
Tandis que le thymus et les reins semblent étre dans une moindre mesure infiltrés par la lignée

C1498 (Figure 28).
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FIGURE 28 - INFILTRATION PAR LES CELLULES C1498 DES ORGANES DES SOURIS C57BL/6].
L’infiltration des différents organes par les cellules C1498 a été analysée grace a I'expression du
marqueur CD45.2. Les cellules ont été isolées a partir des organes, puis une lyse des globules rouges a
été réalisée avant d’effectuer le marquage avec I'anticorps fluorescent dirigé contre la molécule CD45.2
et 'analyse par cytométrie en flux. Les moyennes des pourcentages d’infiltration des organes et les
erreurs standards (SEM) sont représentées sous forme d’histogramme et d’'un tableau référencant la
moyenne d’infiltration de chaque organe avec la valeur minimale (Min) et la valeur maximale (Max)
détectée chez 6 souris. MO : moelle osseuse.

[. B. 2. ETUDE PHENOTYPIQUE DES ORGANES HEMATOPOIETIQUES ET DU SANG

a. Analyse des populations cellulaires de la moelle osseuse
La moelle osseuse ainsi que la rate sont les principaux sites hématopoiétiques chez la souris et
sont touchés lors du développement leucémique. Nous avons observé une infiltration

importante de la moelle osseuse, en moyenne de 30%, par les cellules C1498 (Figure 28).

Dans ce sens, nous avons pu mettre en évidence une diminution des différents stades de
maturation des cellules hématopoiétiques de la lignée lymphocytaire B, granulocytaire et
monocytaire par immunomarquage et analyse par cytométrie en flux. En effet, les cellules
CD19+B220* regroupant les stades de maturation des lymphocytes B, allant du progéniteurs
aux cellules matures, montrent une diminution par 5 de leurs proportions dans la moelle

osseuse des souris leucémiques en comparaison des souris controles (Figure 29A).

La moelle osseuse des souris leucémiques présentent trois fois moins de cellules appartenant
a la lignée monocytaire CD115* (marqueurs des monocytes résidents et inflammatoires) que

celle des souris controles (Figure 29B).328

Enfin, la lignée granulocytaire est également impactée par le développement leucémique
puisque nous avons observé une diminution par 4 des cellules CD11b*Ly6G* dans la moelle

osseuse des souris leucémiques par rapport a celle des souris contréles (Figure 29C).
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Le développement leucémique impacte donc les lignées lymphocytaires, monocytaires et

granulocytaires de la moelle osseuse.
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FIGURE 29 - POPULATIONS DE LA MOELLE OSSEUSE DES SOURIS CONTROLES ET LEUCEMIQUES.
Une lyse des globules rouges a été réalisée sur la moelle osseuse isolée des souris contréles (n=7) et
leucémiques (n=7) avant d’effectuer un comptage cellulaire et 'immunomarquage permettant d’évaluer
la fréquence des différentes populations myéloides et lymphoides. (A) La lignée lymphocytaire B a été
évaluée apres un marquage avec les anticorps dirigés contre le CD19 et B220. Les cellules doubles
positives encadrées en rouge représentent la lignée lymphocytaire B (regroupant les stades de
progéniteurs aux lymphocytes B matures). (B) La lignée monocytaire a été détectée sur les criteres CD3-
et CD115+ (population encadrée en rouge) et regroupe les monocytes du stade de progéniteurs aux
cellules matures. (C) Enfin, la lignée granulocytaire a été sélectionnée sur son absence d’expression du
CD3 et son expression des marqueurs CD11b et Ly6G (encadré en rouge). Pour chaque lignée, un
histogramme présente I'estimation moyenne de ces populations dans la population globale de la moelle
osseuse dénombrée au préalable. Un test t de Student non-apparié a été réalisé pour évaluer la
significativité des différences observées entre les souris contréles et leucémiques avec ** correspondant
a une valeur p< 0,01 et *** a une valeur p< 0,0001.

-116 -



b. Effets de la leucémie sur les population spléniques des souris
Le second organe hématopoiétique touché par l'infiltration des cellules C1498 est la rate. En
effet, on observe chez les souris leucémiques une splénomégalie (Figure 30A) avec un poids
moyen de 300 * 44,0 mg comparé aux rates des souris contrdles pesant en moyenne 113,6 +

1,0 mg. Cette splénomégalie est nettement visible au moment du prélévement de l'organe.

Le dénombrement des splénocytes a montré une augmentation de la cellularité splénique dans
les souris leucémiques (191,4x106+ 28,6) par rapport aux rates des souris controéles (120,2x10°
* 18,2). De plus, le phénotypage de ces splénocytes a montré une augmentation de différentes
populations cellulaires telles que les lymphocytes B, les monocytes et les granulocytes
contribuant a I’élargissement de I'organe (Figure 30B).
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FIGURE 30 - LA LEUCEMIE ENTRAINE UNE SPLENOMEGALIE ET UNE AUGMENTATION DU
NOMBRE DE PLUSIEURS POPULATIONS SPLENIQUES. (A) La rate d’'une souris controle (haut) et
d’une souris leucémique (bas) représentatives de '’ensemble des souris prélevées sont présentées. La
barre d’échelle correspond a un dimension de 1 cm. (B) Une lyse des globules rouges a été réalisée avant
une numération des splénocytes puis un immunomarquage des lymphocytes B (CD19+B220+), des
monocytes (CD3-CD11b+Ly6C*/-) et des granulocytes (CD3-CD11b+Ly6G*). Les histogrammes
représentent la moyenne et les écart-types des quantifications des populations spléniques de 5 souris
controles et de 8 souris leucémiques. Un test t de Student non-apparié a été réalisée pour évaluer la
significativité des différences observées entre les souris controles et leucémiques avec * correspondant
a une valeur p< 0,05 et ** pour une valeur p de 0,0033.

c. Impact de la leucémie sur la composition cellulaire sanguine
Lors du développement leucémique, un envahissement de la circulation sanguine est observé
chez les patients atteints de LAM ainsi qu’'une diminution des populations sanguines saines.
C’est pourquoi, nous avons analysé la proportion des populations sanguines circulantes chez

les souris leucémiques.
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L’envahissement de la circulation sanguine par les cellules C1498 a été observée par cytométrie

en flux a I'aide du marqueur CD45.2, avec une infiltration moyenne de 15% mais avec une

variabilité importante entre les souris (1,34 a 57,48%) (Figure 28, p-108-).
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FIGURE 31 - POPULATIONS CELLULAIRES CIRCULANTES CHEZ LES SOURIS CONTROLES ET
LEUCEMIQUES. Les cellules mononucléées du sang ont été isolées sur gradient de Pancoll puis
marquées avec les anticorps dirigés contre le CD3 et le B220 pour identifier les lymphocytes T et B par
cytométrie en flux (A). De méme les monocytes ont été identifiés via I'expression des marqueurs CD115
et Ly6C (B). Cette analyse a été réalisée en excluant les cellules leucémiques de la lignée C1498 CD45.2+.

Les lymphocytes T et B circulants, respectivement, CD3* et B220* ne semblent pas impactés par
la leucémie puisque nous n’avons pas observé de variations des proportions entre les souris
controles et leucémiques (Figure 31A). Cependant, nous avons observé une augmentation de la
proportion des monocytes circulants dans les souris leucémiques. La leucémie induit donc une
accumulation de monocytes dans le sang des souris, comme observé chez les patients atteints

de LAM a composante monocytaire (Figure 31B).%>
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[. B. 3. MORPHOLOGIE ET CYTOCHIMIE DE LA MOELLE OSSEUSE DES SOURIS
LEUCEMIQUES ET CONTROLES

Afin de déterminer l'infiltration médullaire ainsi que le type de leucémie induite par les cellules
C1498, la MO des souris leucémiques a été prélevée avant que celles-ci ne succombent a la
maladie parallelement a celle des souris contréles. Apres avoir isolé et centrifugé les cellules
sur lame, une coloration au MGG a été réalisée pour nous permettre d’apprécier 'aspect
cellulaire de la moelle osseuse. Celle des souris saines présentent une grande variété cellulaire
avec la présence des différentes lignées (myéloide, lymphoide et érythroide) a différents stades
de maturation (Figure 32A). La moelle osseuse des souris leucémiques conserve les différentes
lignées cellulaires mais un envahissement par des cellules immatures (indiquées par les fleches

noires) est observé correspondant a la morphologie de la lignée C1498 (Figure 32B).

A B

FIGURE 32 - CYTOMORPHOLOGIE DE LA MOELLE OSSEUSE DES SOURIS INJECTEES AVEC DU PBS
OU AVEC LA LIGNEE C1498. A gauche est présentée une coloration MGG représentative de la moelle
osseuse des souris controles. A droite, une moelle osseuse représentative des souris injectées avec la
lignée C1498. Les fleches noires indiquent certaines cellules présentant la morphologie de la lignée
C1498. Les cellules de moelle osseuse ont été déposées sur lame par cytocentrifugation, colorées au
MGG puis observées au microscope optique a I'objectif 100 (grossissement final X1000).

L’analyse cytochimique des estérases a également été réalisée sur la moelle osseuse des souris

controles et infiltrées par les cellules C1498.

Dans la moelle osseuse des souris contréles, on retrouve une faible proportion de cellules
positives pour la réaction dégradant le naphthol AS-D-chloroacétate (Figure 33A). Pour ce qui
est de la moelle osseuse infiltrée par les cellules leucémiques, plusieurs cellules volumineuses
présentent de grosses granulations rouge-rosé témoignant de I’hydrolyse du naphthol AS-D
chloroacétate (Figure 33B). Ces cellules appartiennent tres certainement a la lignée leucémique

C1498.
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En ce qui concerne la réaction enzymatique dégradant I’a-naphthyl butyrate, on retrouve peu
de cellules positives pour cette réaction dans la moelle osseuse contréle tandis que de
nombreuses cellules positives sont observées dans celle des souris injectées avec la lignée

C1498 (Figure 33C et D).

Ces résultats confirment les caractéristiques enzymatiques de la lignée caractérisées in vitro, et
indiquent qu’elles ne sont pas modifiées in vivo. Les cellules leucémiques ont bien conservées
leur phénotype de myéloblastes et de monoblastes, suggérant une leucémie de type myélo-

monocytaire.

Moelle osseuse controle Moelle osseuse C1498

Naphthol AS-D chloroacétate

A-naphthyl butyrate
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FIGURE 33 - PROFIL D'EXPRESSION DES ESTERASES DANS LA MOELLE OSSEUSE DES SOURIS
SAINES ET INFILTREES PAR LES CELLULES C1498. Les cellules de moelle osseuse ont été isolées puis
déposées sur lame par cytocentrifugation avant I'analyse cytochimique des estérases. Les marquages
représentatifs des moelles osseuses controles sont présentées a gauche, et a droite se trouvent les
marquages effectués sur les moelles osseuses de souris injectées avec la lignée C1498. On retrouve la
réaction enzymatique du naphthol AS-D chloroacétate sur les images A et B et celle de I'a-naphthyl
butyrate en C et D. Les lames ont été observées sur un microscope optique a l'objectif 100
(grossissement final x1000).
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En résumé :

Lalignée C1498 est composée d'un mélange de cellules myéloblastiques et monoblastiques qui,
apres injection par voie intraveineuse a des souris congéniques C57BL/6], induit le
développement d’une leucémie aigué de type myélo-monocytaire.

Une infiltration des organes hématopoiétiques (rate et moelle osseuse) et des organes non-
hématopoiétiques tels que les poumons et le foie par les cellules leucémiques C1498 est
observée. De plus, des fréquences élevées de cellules C1498 circulantes et une monocytose sont
également retrouvées dans le sang de ces souris leucémiques.

Une augmentation de volume du foie, des poumons et de la rate est détectable chez ces souris
leucémiques. La moelle osseuse présente une diminution des populations granulocytaires,

lymphocytaires B et monocytaires tandis que la rate de ces souris est caractérisée par une

augmentation de ces différentes populations.
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I1. ISOLEMENT DE SOUS-CLONES LEUCEMIQUES HETEROGENES A
PARTIR DE LA LIGNEE C1498
Nous nous sommes ensuite demandé si la lignée C1498, a 'image des patients atteints de LAM,

n’était pas elle-méme composée d’'un ensemble de sous-clones.

Pour répondre a cette question, I'équipe a isolé 6 sous-clones leucémiques (dénommés B11, C5,
E2, E7, F1 et G10) apres dilution limite in vitro de la lignée C1498. Ces sous-clones ont été
transfectés de maniére stable avec un plasmide codant pour le gene de la ZsGreen, dont la
traduction forme une protéine fluorescente facilitant ainsi la détection de ces cellules in vivo.
Une comparaison génomique et phénotypique de ces sous-clones a été réalisée. Puis leurs

potentiels leucémogénes et immunogenes ont été étudiés in vivo chez les souris.

Une analyse par hybridation génomique comparative de 'ADN cellulaire de ces sous-clones
ainsi que celui de la lignée C1498 a été réalisée. Des déséquilibres génomiques, c’est-a-dire la

présence de délétions et d’amplifications au niveau du génome, ont été observés (Figure 34).
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FIGURE 34 - PROFIL GENOMIQUE DE LA LIGNEE C1498 ET DES 6 SOUS-CLONES DERIVES DE
CELLE-CI. Les ADNg de la lignée C1498 et des 6 sous-clones isolées a partir de celle-ci (E2, G10, F1, C5,
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B11, et E7) ont été extraits et analysés par la technique de CGH. Le profil génomique de cette lignée
leucémique et des sous-clones est représenté pour chaque chromosome (Chr). Les parties génomiques
représentées en rouge correspondent a des amplifications tandis que les parties vertes sont des
délétions. L'intensité de la coloration est en corrélation avec le nombre de copies perdu ou gagné.
L’expérience a été réalisée deux fois pour la lignée et les sous-clones C1498.

Une analyse plus précise a notamment révélé une délétion homozygote et hétérozygote au
niveau du bras long du chromosome 12, plus précisément dans la région qC3 pour les sous-

clones E2, F1, G10 et C5, B11, E7, respectivement (Figure 35).

E2 G10 F1 C5 B11 E7 C1498

FIGURE 35 - PROFIL DETAILLE DE LA REGION QC3 DU CHROMOSOME 12 DE LA LIGNEE C1498 ET
DES SOUS-CLONES DERIVES DE CELLE-CI. Les surfaces plus larges correspondent a des délétions
homozygotes (sous-clones C5, B11 et E7) tandis que les surfaces plus minces sont des délétions
hétérozygotes (sous-clones E2, G10 et F1).

Cette analyse nous indique une hétérogénéité parmi les sous-clones avec des délétions ou des

amplifications spécifiques a un ou plusieurs sous-clone(s).

Le phénotype de ces 6 sous-clones a été confirmé en réalisant une coloration au MGG et la
cytochimie des estérases (CAE et ANBE). Ces analyses ont révélé un marquage positif pour les
deux types de réactions enzymatiques (spécifique des lignées granulocytaire ou monocytaire)
confirmant, comme pour la lignée C1498, un mélange de myéloblastes et de monoblastes.
Prenant en compte la clonalité de ces cellules, ces résultats nous indiquent la présence de
progéniteurs communs granulocytaire-monocytaire (GMP). Les marquages effectués sur les
cellules des sous-clones E2 et C5 sont représentatifs des résultats obtenus pour I'’ensemble des
sous-clones (Figure 36). Ces sous-clones présentent donc un profil génomique différent mais
un phénotype identique.
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A C1498 sous-clone E2 C1498 sous-clone C5

chloroacétate May-Griinwald Giemsa
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a-naphthyl butyrate
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FIGURE 36 - CYTOMORPHOLOGIE ET CYTOCHIMIE DE 2 SOUS-CLONES ISOLES A PARTIR DE LA
LIGNEE C1498. Résultats représentatifs du marquage MGG et de la cytochimie des estérases pour les
sous-clones E2 (gauche) et C5 (droite). (A) Les cellules ont été cytocentrifugées et colorées au MGG. Les
nucléoles sont indiqués par les fleches. (B) Une analyse cytochimique des estérases a été réalisée
détectant la capacité d’hydrolyse de I’AS-D chloroacétate et (C) de I'alpha naphthyl butyrate par les
cellules. Les fleches indiquent des réactions positives pour les deux types d’estérases. Les lames ont été
observées au microscope optique a I'objectif 100 (grossissement final x1000).

[1. C. LEUCEMOGENICITE VARIABLE SELON LES SOUS-CLONES

[I. C. 1. DEVELOPPEMENT LEUCEMIQUE DANS DES SOURIS IMMUNOCOMPETENTES

Une injection de chaque sous-clone par voie intrapéritonéale a été réalisée dans des souris

immunocompétentes C57BL/6] afin d’évaluer leur potentiel leucémogene. Les sous-clones E2,
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F1 et G10 ontinduit la mort de la totalité des souris entre 21 et 36 jours post-injection des sous-
clones tandis que les clones B11, C5 et E7 entrainent, respectivement, la mort de 60, 48 et 30%

des souris injectées (Figure 37A et 37B).
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FIGURE 37 - INJECTION INTRAPERITONEALE DES DIFFERENTS SOUS-CLONES N'INDUIT PAS LE
MEME TAUX DE MORTALITE CHEZ LES SOURIS C57BL/6]. L'injection des 6 sous-clones par voie
intrapéritonéale a des souris immunocompétentes C57BL/6] a entrainé le développement leucémique
chez certaines d’entre-elles. La survie de ces souris a été suivie apres l'injection des sous-clones E2, F1
ou G10 (A) et apres l'injection des sous-clones B11, C5 ou E7 (B). Une analyse statistique (Logrank)
comparant la survie des souris injectées avec le sous-clone B11, C5 ou E7 au groupe de souris ayant recu
le sous-clone E2 a été réalisée et a montré une différence significative (***, p<0,0001). (C) La présence
des cellules leucémiques a été évaluée par cytométrie en flux dans les organes des souris succombant a
la leucémie induite par les sous-clone C5 ou E2 via I'expression de la protéine ZsGreen. (D) Le nombre
de lymphocytes et de plaquettes circulants a été déterminée grace a un hémocytometre chez 13 souris
injectées avec ces deux sous-clones (C5 ou E2) ou chez des souris du méme 4ge injectées avec du PBS
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(controéles). Un test de Mann-Whitney a permis de mettre en évidence une différence significative entre
les souris contréles et leucémiques (**, p=0,0023 et ***, p=0,0005).

Les souris survivantes ont été suivies durant 6 mois et celles-ci n’ont pas présenté de signes de
la leucémie ou de toute autre pathologie. Au contraire, les souris ayant succombé a I'injection
des sous-clones ont développé une leucémie qui fut confirmée par la présence de cellules
leucémiques dans plusieurs organes (MO, rate, reins, poumons et foie) (Figure 37C),

accompagnée d’'une thrombopénie et d'une lymphopénie (Figure 37D).

[I. C. 2. DEVELOPPEMENT LEUCEMIQUE DANS DES SOURIS IMMUNO- DEFICIENTES

Le développement leucémique a ensuite été testé via l'injection de ces sous-clones par voie
intrapéritonéale dans des souris immunodéficientes NOD-SCID.

Contrairement aux résultats obtenus dans les souris syngéniques C57BL/6], les sous-clones
B11, C5 et E7 ont induit le développement d’'une leucémie avec une mortalité chez 100% des
souris NOD-SCID entre 19 et 56 jours post-injection des cellules leucémiques. De méme, les
sous-clones E2, F1 et G10 ont entrainé la mort de la totalité des souris, mais ceci plus
rapidement que les trois précédents sous-clones (entre 18 et 28 jours post-injection des
cellules leucémiques) (Figure 38A). Les organes de ces souris ont été analysés afin d’évaluer le
pourcentage de cellules leucémiques les infiltrant. Aucune différence notable n’a été observée
entre ceux des souris injectées avec les sous-clones E2, F1, G10 ou les sous-clones B11, C5 et E7

(Figure 38B).

Ces résultats indiquent donc que 'ensemble des sous-clones entraine le développement d’'une
leucémie et présentent un potentiel leucémogene, dont les sous-clones B11, C5 et E7 entrainent
un développement leucémique plus lent in vivo. De plus, ces trois derniers sous-clones
induisent une mortalité de 100% uniquement dans les souris immunodéficientes. Cela suggere
un controle possible par le systéme immunitaire du développement de la leucémie induite par

ces sous-clones dans les souris immunocompétentes C57BL/6].
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FIGURE 38 - VARIATION DE LA SURVIE DES SOURIS IMMUNODEFICIENTES NOD-SCID SELON LE
SOUS-CLONE INJECTE MAIS N'INFLUENCANT PAS L'INFILTRATION LEUCEMIQUE DES ORGANES.
(A) La survie des souris immuno-déficientes NOD-SCID injectées avec les différents sous-clones a été
suivie. Les différents sous-clones ont été injectés par voie intrapéritonéale a 6 souris. Une analyse
statistique (Logrank) comparant la survie des souris injectées avec le sous-clone E2 avec celles ayant
été injectées avec les sous-clones B11, C5 ou E7 (p=0,001, p=0,0034 et p=0,0008, respectivement) a été
réalisée. (B) L'infiltration des organes de ces souris par les cellules leucémiques a été déterminée par
cytométrie en flux en détectant I'expression de la ZsGreen.

II. C. 3. REPONSE CYTOTOXIQUE SPECIFIQUE DE LA LEUCEMIE ET IMMUNISATION
DES SOURIS C57BL/6]

Afin de mieux comprendre le réle du systeme immunitaire dans la survie de ces souris, nous
avons quantifié les lymphocytes T spléniques chez les souris succombant ou survivant a la
leucémie induite suite a I'injection du sous-clone C5.

Ainsi, une analyse par cytométrie en flux nous a permis de constater une forte diminution des
lymphocytes T CD4+* et CD8* induite par le développement de la leucémie. Cette déplétion est

environ 2 fois moins importante dans les souris qui survivent a la leucémie (Figure 39A).
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L’activité cytotoxique spécifique des lymphocytes T des souris survivantes a la leucémie induite
par le sous-clone C5 a été mise en évidence apres stimulation in vitro. Nous avons observé une
réponse cytotoxique spécifique du sous-clone C5 (résultat non présenté) mais également
dirigée contre la lignée totale C1498. De plus, aucune réactivité n’a été observée contre une
autre lignée cellulaire de lymphome EL4 (Figure 39B).

Nous avons ensuite voulu savoir si les souris survivantes a la premiere leucémie étaient
capables de survivre a une seconde injection du méme sous-clone (C5) ou de faire face a la
leucémie induite par un sous-clone différent (E2). Cette expérience a montré que les souris
survivantes étaient protégées contre la leucémie induite par I'injection du méme sous-clone ou

d’un sous-clone plus aggressif E2 (Figure 39C).
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FIGURE 39 - INDUCTION D'UNE REPONSE LYMPHOCYTAIRE T DANS LES SOURIS LEUCEMIQUES
INJECTEES AVEC LE SOUS-CLONE C5 CAPABLE D'INHIBER LA LEUCEMIE. (A) Une quantification des
lymphocytes T CD3+ (CD4+ et CD8*) de la rate des souris contrdles (injection PBS) (n=6), leucémiques
(n=7) et survivantes a I'injection du sous-clone C5 (n=6) a été réalisée par immunomarquage et analysé
par cytométrie en flux. Un test t de Student a évalué une différence entre le nombre de lymphocytes T
des souris controles et leucémiques avec une valeur p<0,0001 symbolisée par *** pour les lymphocytes
T totaux, p=0,0056 (**) pour les T CD4+ et p=0,0037 (**) pour les T CD8+. (B) La réponse cytotoxique
des lymphocytes T spléniques isolés de 6 souris survivantes a l'injection du sous-clone C5 a été évaluée
aprés amplification in vitro et mises en culture avec la lignée C1498 ou EL4 marquées au CFSE au ratio
5 :1 pendant 4h. (C) La survie des souris injectées par voie intrapéritonéale avec le sous-clone E2 ou C5
ainsi que les souris survivantes au premier challenge avec I'un ou l'autre de ces deux sous-clones et
ayant été injectées une seconde fois avec le sous-clone C5 a été suivie.
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En résumé :

Six sous-clones ont été isolés a partir de la lignée leucémique murine C1498 et présentent une
hétérogénéité clonale. Celle-ci existe d’'un point de vue génomique puisque I'analyse par CGH a
montré des profils différents selon les sous-clones (dénommés B11, C5, E2, E7, F1 et G10).

De plus, les sous-clones B11, C5 et E7 induisent une cinétique de développement de la leucémie
plus lente que les clones E2, F1 et G10 dans des souris immunodéficientes (NOD-SCID). Les
sous-clones B11, C5 et E7 induisent une survie partielle des souris immunocompétentes
C57BL/6] contrairement aux sous-clones E2, F1 et G10.

Cela suggere un role de la réponse immunitaire dans le contréle du développement de la
leucémie induite par ces sous-clones. En effet, les souris leucémiques ayant succombées a la
leucémie présentent une diminution du nombre de lymphocytes T CD4* et CD8* qui apparait
moins importante dans les souris survivantes a I'injection du sous-clone C5.

De plus, ces souris survivantes développent une réponse lymphocytaire T cytotoxique
spécifique du sous-clone C5, et également capable d’éliminer les cellules C1498. Les souris
survivantes a l'injection du sous-clone C5 sont ainsi immunisées contre le développement

leucémique déclenché par I'injection du méme sous-clone ou d’un sous-clone différent (E2).
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III. OPTIMISATION D’'UN MODELE DE MRD LEUCEMIQUE APRES
INJECTION INTRAVEINEUSE DES CELLULES LEUCEMIQUES ET SUIVI PAR

CYTOMETRIE EN FLUX ET RT-QPCR DES CELLULES RESIDUELLES

Afin de développer le modeéle de maladie résiduelle mesurable, nous avons au préalable évalué
la sensibilité de la lignée leucémique et des 6 sous-clones a la cytarabine. Ce traitement est
utilisé couramment chez les patients atteints de LAM lors du traitement d’induction en
association avec une anthracycline. Les anthracyclines sont des chimiothérapies qui induisent
une nécrose tissulaire en cas d’extravasation du traitement.329 Pour cette raison, nous avons
uniquement traité les souris leucémiques avec la cytarabine.

Les différents sous-clones et la lignée leucémique ont été mis en culture in vitro en présence de
plusieurs concentrations de chimiothérapie durant 72h. La concentration de chimiothérapie

induisant la mort de 50% des cellules (IC50) a ensuite été déterminée.
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FIGURE 40 - ANALYSE DE LA SENSIBILITE DE LA LIGNEE C1498 ET DES SOUS-CLONES A LA
CYTARABINE MONTRANT UNE RESISTANCE PLUS IMPORTANTE DU SOUS-CLONE G10. Les cellules
ont été mises en culture avec des concentrations croissantes de chimiothérapie (cytarabine) pendant
72h. (A) Une quantification des cellules vivantes en fonction de la concentration en cytarabine a été
réalisée et la concentration induisant la mort de 50% des cellules (IC50) a été calculée. (B) Les
histogrammes représentent la moyenne des valeurs d’IC50 calculées sur 3 expériences indépendantes
réalisées en triplicats pour la lignée C1498 et pour chaque sous-clone.

-130 -



Nous avons observé une sensibilité moindre du sous-clone G10 a la cytarabine avec une
moyenne d’IC50 de 13,12 pg/mL. Les sous-clones B11, C5 et E7 présentent un IC50 compris
entre 4 et 5 pg/mL et la lignée C1498 ainsi que les sous-clones E2 et F1 sont les plus sensibles

a la cytarabine avec un IC50 compris entre 0,1 et 1,1 ug/mL (Figure 40).

Ainsi, nous avons pris la décision de ne pas utiliser le sous-clone G10 pour la mise au point de
notre modele murin de MRD leucémique, puisque celui-ci s’est révélé le plus résistant a la

chimiothérapie in vitro.

Ces sous-clones sensibles au traitement par chimiothérapie in vitro expriment de maniére
stable la protéine fluorescente ZsGreen permettant leur détection par cytométrie en flux.

Nous avons évalué I'expression de ce gene en vue d’une utilisation lors de la détection des
cellules leucémiques in vivo par RT-qPCR. L’expression de ce géne ZsGreen est présentée en
nombre de copies pour 104 copies du gene Abl1. Cette analyse révele une expression dépassant
les 20000 copies ZsGreen/10* copies Abl1 pour les sous-clones E2 et C5. Les sous-clones F1 et
E7 expriment ce géne de maniere intermédiaire avec une valeur moyenne approchant les
15000 copies ZsGreen/10% copies Abl1. Enfin le sous-clone B11 exprime plus faiblement la
ZsGreen avec une expression moyenne inférieure a 10000 copies ZsGreen/10% copies Abll

(Figure 41).
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FIGURE 41 - EXPRESSION DU GENE ZSGREEN PAR LES DIFFERENTS SOUS-CLONES LEUCEMIQUES.
L’expression du géne ZsGreen a été analysée par RT-qPCR et celle-ci est présentée en nombre de copies
du gene normalisée pour 104 copies du gene Abll. Cette analyse a été réalisée sur les 5 sous-clones
leucémiques en parallele de la réalisation d’'une gamme plasmidique codantle géne Abl1 pour permettre
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la normalisation. Les histogrammes représentent la moyenne (valeur figurant dans le tableau adjacent)
et les écarts-types (SEM) de 3 expériences indépendantes.

Une expression faible de Wt1 a été détectée dans les 5 sous-clones B11, C5, E2, E7 et F1. Ils ont
donc été transfectés par électroperméabilisation avec le plasmide pVitrol.1.WT1 permettant
I'expression du géne Wt1 ainsi qu'une résistance a la néomycine. Les sous-clones exprimant
Wt1 ont été sélectionnés en milieu contenant de la néomycine puis isolés par dilution limite.
Ceux exprimant le mieux le gene Wt1 ont été conservés et dénommés ainsi: nom du sous-
clone/WT1 (ex: B11/WT1) pour une meilleure compréhension.

La stabilité d’expression du gene Wt1 des différents sous-clones a été confirmée par RT-qPCR
au cours des deux mois qui ont suivi I'électroporation. De méme que l'expression du gene
ZsGreen, celle de Wt1 est exprimée en nombre de copies normalisé pour 104 copies du gene
Abl1. Cette analyse a révélé une expression proche des 40000 copies du gene Wt1 pour 104
copies Abl1 des sous-clones E2/WT1 et F1/WT1 tandis que les 3 autres sous-clones expriment
plus faiblement ce géne. En effet, le sous-clone B11/WT1 expriment en moyenne 4000 copies

de Wt1/104 copies Abl1 (Figure 42).
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FIGURE 42 - EXPRESSION DU GENE WT1 PAR LES SOUS-CLONES LEUCEMIQUES TRANSFECTES OU
NON AVEC LE PLASMIDE PVITRO1.1.WT1. L'expression du géne Wt1 a été analysée par RT-qPCR et
exprimée en nombre de copies du gene normalisée pour 104 copies du gene Abll. Cette analyse
d’expression a été réalisée sur les sous-clones transfectés ou non avec le plasmide pVitrol.1.WT1 en
paralléle de la réalisation d’'une gamme plasmidique codant le gene Abl1 pour permettre la
normalisation. Les histogrammes représentent la moyenne (valeur figurant dans le tableau adjacent) et
les écarts-types de 3 a 12 expériences indépendantes selon les sous-clones.
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L’expression du gene Wt1 par ces différents sous-clones a été vérifiée au moment des
décongélations cellulaires et avant chaque injection aux souris C57BL/6]. De plus, I'expression
du gene ZsGreen a été vérifiée dans les sous-clones transfectés avec le plasmide pVitro1l.1.WT1

et est similaire aux sous-clones non transfectés (données non présentées).

Nous avons également confirmé I’expression de WT1 au niveau protéique par western-blot.
Comme observé au niveau de I'expression du géne Wt1 dans les sous-clones non transfectés,
I'expression de WT1 dans ces sous-clones est tres faible. La surexpression de la protéine WT1
est retrouvée dans lI'ensemble des sous-clones transfectés stablement avec le plasmide
pVitrol.1.WT1. Nous avons observé la présence de deux bandes rapprochées correspondant
aux isoformes majoritaires de WT1 de 52 et 54 kilodaltons (kDa). De plus, I'isoforme de 54 kDa
semble plus exprimée que celle de 52 kDa dans tous les sous-clones transfectés stablement.
Enfin, une bande supplémentaire approchant la taille moléculaire de 40 kDa est observable
pour le sous-clone E7/WT1 et peut correspondre a I'isoforme AWT1 produite a partir d'un site
d’initiation de la traduction alternatif et dont la protéine fait approximativement 36 kDa (Figure

43).162
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FIGURE 43 - EXPRESSION DE LA PROTEINE WT1 DANS LES DIFFERENTS SOUS-CLONES
TRANSFECTES OU NON AVEC LE PLASMIDE PVITRO1.1.WT1. Une extraction des protéines totales a
été réalisée a partir des différents sous-clones en culture. Une migration des protéines sur gel de
polyacrylamide a été réalisée puis un marquage avec un anticorps primaire anti-WT1 et secondaire
couplé a une peroxydase. Puis la réaction enzymatique a été révélée par chimioluminescence. Afin de
s’assurer d’'une extraction protéique homogéne pour tous les sous-clones, la $-actine a également été
détectée. PM : marqueur de poids moléculaire avec les tailles en kilodaltons annotées a gauche des gels.
Les encadrés rouges présentent les bandes correspondant aux isoformes de WT1 et AWT1 pour le sous-
clone E7/WT1.
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Le plasmide pVitrol.1.WT1 permet l'expression de la protéine WT1 avec dans sa partie
C-terminale la présence d'une séquence étiquette Myc-Tag pouvant étre ciblée par des
anticorps spécifiques.

Aprés immunomarquage fluorescent des sous-clones transfectés stablement ou non avec le
plasmide, on observe une expression de la protéine WT1 visualisable uniquement dans les
sous-clones transfectés par la fluorescence rouge. Celle-ci se co-localise avec la coloration de
Hoechst des acides nucléiques confirmant sa localisation nucléaire en adéquation avec son role
de facteur de transcription. De plus, on observe une localisation au niveau du cytoplasme dans

certaines de ces cellules (Figure 44).

Sous-clone E2 Sous-clone E2/WT1

X40 X40

FIGURE 44- LOCALISATION NUCLEAIRE ET CYTOPLASMIQUE DE LA PROTEINE WT1 DANS LES
SOUS-CLONES LEUCEMIQUES : EXEMPLE DU SOUS-CLONE E2 ET E2/WT1. Un immunomarquage
fluorescent de la protéine WT1 surexprimée (fluorescence rouge) des différents sous-clones transfectés
stablement ou non avec le plasmide pVitrol.1.WT1 a été réalisé avec un anticorps anti-Myc Tag. Les
noyaux cellulaires sont visibles aprés coloration avec le réactif de Hoechst des acides nucléiques.
L’observation des lames a été réalisée sur un microscope a fluorescence a I'objectif 40 (grossissement
final x400).

Une vérification de la sensibilité a la cytarabine des sous-clones exprimant stablement le gene
Wt1 a été effectuée. Cette analyse a révélé une différence significative (p=0,0357) entre la
sensibilité du sous-clone C5 et celle de C5/WT1. Le sous-clone exprimant stablement le gene
Wt1 étant plus sensible a la cytarabine. La transfection stable du gene Wt1 des autres sous-

clones n’a pas modifié leur sensibilité a la chimiothérapie (Figure 45).
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FIGURE 45- COMPARAISON DE LA SENSIBILITE DES SOUS-CLONES SUREXPRIMANT OU NON LE
GENE WT1. La sensibilité des sous-clones exprimant stablement le géne Wt1 vis-a-vis du traitement par
chimiothérapie (cytarabine) a été évaluée par la technique MTT en suivant le protocole décrit
précédemment. L’histogramme présente les valeurs moyennes d’IC50 ainsi que les écart-types obtenus
a partir de 3 expériences indépendantes et sont exprimés en concentration de cytarabine en ug/mL. Un
test t de Student a été réalisé et montre une différence significative uniquement entre le sous-clone C5
et C5/WT1 avec une valeur p de 0,0357.

Dans un premier temps, nous avons évalué la cinétique de développement de la leucémie dans
des souris C57BL/6] apres l'injection par voie intraveineuse d’un seul sous-clone leucémique
E2/WT1 en testant trois quantités cellulaires (104, 105 et 106 cellules par souris). Le sous-clone
E2/WT1 a été choisi car il est I'un des sous-clones exprimant le plus fortement le géne Wt1 et
est le plus sensible a la cytarabine.

En moyenne, la leucémie se développe en 20 jours lors de I'injection d’'un million de cellules, 30
jours pour 100000 cellules et 63 jours apres I'injection de 10000 cellules leucémiques (Figure
46).

Pour la plus faible quantité de cellules injectées, on observe un écart important dans la
cinétique leucémique, les premieres souris décédant a partir de 42 jours et les derniéres apres
100 jours. Nous avons donc décidé de ne pas sélectionner cette quantité cellulaire pour notre
modele. De méme, le développement leucémique s’est avéré trop rapide lors de I'injection d’'un
million de cellules ne laissant pas suffisamment de temps pour moduler la cinétique d’injection
de la chimiothérapie. Nous avons donc opté pour une injection de 105 cellules pour mettre en

place ce modele de LAM et de MRD leucémique.
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FIGURE 46 - CINETIQUE DE DEVELOPPEMENT LEUCEMIQUE VARIANT EN FONCTION DE LA
QUANTITE DE CELLULES LEUCEMIQUES INJECTEES. Les souris C57BL/6] ont été injectées par voie
intraveineuse avec 3 quantités différentes du sous-clone E2/WT1 (104, 105 et 10¢) et un suivi du
développement leucémique a été réalisé. Le tableau adjacent présente la survie moyenne pour chaque
quantité cellulaire injectée ainsi que les valeurs minimales (min) et maximales (max) de survie
observée. La quantité de 106 et 104 cellules leucémiques a été injectée chez 6 souris, pour la quantité
intermédiaire (10%), ce suivi a été réalisé sur 48 souris au total. Une analyse statistique (Logrank)
comparant la survie des souris selon la quantité injectée a été réalisée (p<0,0001).

La proportion de cellules ZsGreen* infiltrant les organes vitaux des souris leucémiques a été
évaluée par cytométrie en flux. On observe un envahissement important de la moelle osseuse
par les cellule leucémiques avec en moyenne 21,6% de cellules ZsGreen* mais avec une grande
variabilité inter-individus puisque linfiltration minimale est de 3% et la valeur maximale
dépasse les 37%. Les poumons et le foie sont aussi infiltrés a hauteur de 10 a 15%. La rate, le
thymus et les ganglions sont plus faiblement touchés avec une infiltration de 'ordre des 5%.

Enfin, les reins sont tres faiblement infiltrés (Figure 47A).

La surexpression du gene Wt1 par le sous-clone E2/WT1 injecté nous a également permis
d’évaluer son infiltration dans la moelle osseuse et le sang des souris leucémiques. Cette
technique de détection par RT-qPCR étant plus sensible que la détection de la protéine ZsGreen
fluorescente par cytométrie en flux. Pour mettre au point cette qPCR, nous avons évalué le seuil
de détection du gene Wt1 exprimé par les cellules leucémiques lorsqu’elles sont mélangées a
des cellules médullaires de souris normales. Pour cela, nous avons réalisé une gamme de
dilution du sous-clone E2/WT1 dans des quantités précises de cellules de moelle osseuse.
L’amplification a été possible jusqu’a 1 cellules leucémiques parmi 40000 cellules de moelle

osseuse (seuil de détection évalué a 0,0025%). Des quantités plus faibles de cellules
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leucémiques n’ont pu étre amplifiées par qPCR et se situant en dessous de I'’expression basale
de Wt1 par les cellules de la moelle osseuse normale (symbolisée par la ligne rouge, Figure
47B).

On observe une faible expression du gene Wtl au niveau sanguin et médullaire avec une
expression moyenne respective de 442,2 et 9,975 copies de Wt1 normalisé pour 10% copies Abl1
dans le sang et la moelle osseuse des souris contrdles. Le sang des souris leucémiques présente
une expression de ce géne environ 27 fois plus importante que les souris contréles avec une
valeur moyenne de 11945 copies Wt1/10* copies Abl1. L’écart est encore plus important pour
la moelle osseuse ou 'expression moyenne est de 39815 copies Wt1/104 copies Abl1, presque

4000 fois plus exprimé que dans les souris contrdles (Figure 47C).
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FIGURE 47 - INFILTRATION DES ORGANES ET DU SANG DES SOURIS PAR LE SOUS-CLONE
LEUCEMIQUE E2 /WT1. (A) Les organes ont été prélevés des I'apparition des signes de la leucémie chez
les souris C57BL/6] puis une lyse des hématies a été réalisée avant d’évaluer le pourcentage de cellules
ZsGreen* présentes dans ces organes par cytométrie en flux. L’analyse a été effectuée sur 3 a 14 souris
selon les organes. Les histogrammes et le tableau présentent la moyenne d’infiltration des cellules
leucémiques et les écart-types ainsi que les valeurs maximales (max) et minimales (min). (B) Une
gamme étalon composée de dilutions du sous-clone E2/WT1 dans des cellules de moelle osseuse
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normale a été effectuée. Une extraction des ARN totaux et une transcription inverse a été réalisée avant
d’évaluer 'amplification du géne Wt1 par qPCR. Le graphe présente les valeurs de Ct obtenues en
fonction du pourcentage de cellules E2/WT1 diluées dans des cellules de MO contréles (100%
correspondant a I'expression des cellules E2/WT1). L'expression basale de la MO controle est indiquée
par laligne rouge. (C) L’expression du géne Wt1 dans le sang et 1a moelle osseuse des souris leucémiques
et controles a été quantifiée par RT-qPCR et normalisée pour 104 copies du gene Abl1. Une analyse
statistique de Mann-Whitney a été réalisée pour comparer les échantillons controles et leucémiques et
les valeurs p sont indiquées directement sur le graphique. MO : moelle osseuse.

Une cinétique nous a permis d’observer l'infiltration des cellules leucémiques dans la moelle
osseuse a partir de 18 jours post-injection par cytométrie en flux. Afin de mettre en place le
traitement par chimiothérapie au moment le plus opportun, nous avons souhaité connaitre
également la cinétique d’apparition des cellules leucémiques dans le sang de ces souris. Pour
cela, des prélevements sanguins ont été réalisés a différents temps de la maladie. Aucune cellule
ZsGreen* n’a pu étre détectée par cytométrie en flux et une analyse par RT-qPCR de I'expression
du gene Wt1 a été effectuée. Cette technique d’analyse plus sensible ne nous a pas permis de
détecter les cellules E2/WT1 avant le stade final du développement leucémique (entre 25 et 31
jours). En effet, 'expression de Wt1 dans le sang des souris prélevées apres 8, 11 et 18 jours de
développement leucémique n’est pas différente de I'expression retrouvée dans les souris avant

I'injection des cellules leucémiques (point 0 de la cinétique) (Figure 48).

40000-
S 30000- .
=]

EE 20000- oo

=2 10000- -

S o (g

S 8 1 o

25 20007

5§ 4500 """ TTTTTmTmmmmm oo oo

"

&2 10004
S 5004 = g

ol T = =
0 8 11 18  25-31

Temps (jours post-injection)

FIGURE 48 - CINETIQUE D'INFILTRATION LEUCEMIQUE DANS LA CIRCULATION SANGUINE DES
SOURIS C57BL/6]. Le sang des souris a été prélevé en sub-mandibulaire a plusieurs temps du
développement leucémique. Le prélevement sanguin au jour 0 a été réalisé juste avant l'injection des
cellules leucémiques E2/WT1. Le dernier prélevement indiqué « 25-31 » a été réalisé en intracardiaque
au moment du sacrifice des souris montrant les premiers signes de la leucémie. La ligne discontinue
correspond a I'expression du géne Wt1 la plus élevée chez les souris contréles (ou temps 0) et donc
indique le seuil de détection. L’expression du géne Wt1 est normalisée pour 104 copies du géne Abl1 et
cette analyse a été réalisée sur 7 a 22 souris selon le point de cinétique du prélévement.
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[II. E. TEST DE DIFFERENTS CINETIQUES ET DOSES D'INJECTION DE CHIMIOTHERAPIE
APRES L'INJECTION D'UN CLONE UNIQUE (E2/WT1)

Le sous-clone leucémique E2/WT1 étant le plus sensible a la cytarabine, nous avons testé
différentes cinétiques et doses d’injection de ce traitement sur les souris préalablement
injectées avec ce sous-clone. Le tableau qui suit résume les doses, le nombre et les cinétiques
d’injection testées (Tableau 9).

Une prolongation de survie a été observée chez 3 souris sur 27 uniquement dans le cas ou elles
ont recu 3 injections de cytarabine, 10 jours apres l'injection de 10> cellules leucémiques

(E2/WT1) ala dose de 200 mg/kg/jour/souris (Figure 49A).

Début du traitement (jours

Doses de cytarabine Nombre Rémission ou
post-injection des cellules
(mg/kg/souris/jour) d’injections échec
leucémiques)
7 Echec (0/6)
Rémission
10
(3/27)
200 3
12 Echec (0/6)
14 Echec (0/6)
18 Echec (0/6)
7 3 Echec (0/6)
Echec (0/6)
100
10 5 Echec (0/6)
8 Echec (0/6)

TABLEAU 10 - DOSES, CINETIQUE ET NOMBRE D’INJECTION DE CHIMIOTHERAPIE EVALUEES
POUR INDUIRE LA MRD LEUCEMIQUE. Ce tableau référence I'’ensemble des doses utilisées, c’est-a-
dire 100 ou 200mg/kg/jour/souris ainsi que le nombre d’injections réalisées (3 ou 5 injections
successives ; 4 injections durant 2 semaines (soit 8)) débutanta 7, 10, 12, 14 ou 18 jours apres l'injection
du sous-clone leucémique E2/WT1. Pour chaque procédure testée, il est indiqué si une rémission a été
obtenue ainsi que la proportion de souris en rémission par rapport au nombre total de souris injectées.
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FIGURE 49 - PROLONGATION DE LA SURVIE DE CERTAINES SOURIS LEUCEMIQUES TRAITEES PAR
CHIMIOTHERAPIE ET DETECTION PAR CYTOMETRIE EN FLUX DE CELLULES RESIDUELLES DANS
LE SANG DE CES SOURIS. (A) La survie des souris leucémiques injectées avec 105 cellules (sous-clone
E2/WT1) (n=47), ainsi que celle des souris ayant re¢u un traitement a la cytarabine 10 jours apres
I'injection des cellules leucémiques (AraC J-10) (n=27) a été suivie. (B) 150 jours apres l'injection des
cellules leucémiques, le sang des souris survivantes a la leucémie a été prélevé puis les globules rouges
ont été lysés avant I'analyse d’expression de la protéine fluorescente ZsGreen par cytométrie en flux
dont le résultat d’'une des trois souris est présenté. Un test statistique (Logrank) a été réalisé afin de
montrer la significativité de la prolongation de survie des souris traitées par chimiothérapie (***,
p<0,0001).

150 jours apres l'injection des cellules leucémiques, le sang de ces souris a été prélevé et
analysé par cytométrie en flux afin de mettre en évidence la persistance de cellules leucémiques
ZsGreen*, ce qui fut le cas pour 2 souris sur 3 (Figure 49B). Cependant, ces cellules n’ont plus
étée détectées par cytométrie en flux lors des prélevements qui ont suivi (180 jours post-
injection des cellules leucémiques).

La survie de ces souris a été suivie pendant plus d’'un an aprés l'injection leucémique sans
constat de rechute. Un prélevement des organes de ces souris survivantes a été réalisé et les
analyses d’expression de la ZsGreen par cytométrie en flux (méme seuil de détection que la

cytométrie en flux pour I'expression du géne ZsGreen) et du gene Wt1 par RT-qPCR n’ont pas

permis de mettre en évidence de cellules leucémiques persistantes.
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En résumé :

Les différents sous-clones issus de la lignée leucémique C1498 présentent pour la plupart une
sensibilité a la cytarabine comparable, a I'exception du sous-clone G10 qui est plus résistant a
ce traitement. C’est la raison pour laquelle, ce sous-clone n’a pas été utilisé par la suite pour la
mise en place du modele de MRD leucémique.

Une transfection des 5 autres sous-clones avec le plasmide pVitro1l.1.WT1 a permis I'expression
stable de Wt1 confirmée par RT-qPCR, western-blot et immunomarquage fluorescent.

Le sous-clone E2/WT1 a été sélectionné pour initier la mise en place du modele de MRD car il
présentait une des meilleures expressions de Wt1 et était le plus sensible a la cytarabine.
Plusieurs quantités de cellules leucémiques ont été injectées aux souris C57BL/6] et nous avons
sélectionné la cinétique de développement leucémique induite par l'injection de 100000
cellules par voie intraveineuse nous permettant de mettre au point la stratégie thérapeutique.
La surexpression du gene Wt1 nous a permis une détection par RT-qPCR dans la moelle osseuse
et le sang des cellules leucémiques de maniére plus sensible que la détection de la ZsGreen par
cytométrie en flux. Une gamme étalon de dilution nous a permis d’évaluer ce seuil de détection
a2,5x 10> (0,0025%).

Plusieurs stratégies d’administration de la cytarabine ont été testées suite a l'injection de
100000 cellules leucémiques (sous-clone E2/WT1). Seule l'injection, 10 jours apres celle des
cellules leucémiques, a la dose de 200 mg/kg/jour durant 3 jours a permis la survie d'un faible
pourcentage de souris (11,1%). De plus, nous avons pu détecter la persistance d’une faible
fréquence de cellules ZsGreen* par cytométrie en flux dans le sang des souris survivantes

jusque 150 jours post-injection.
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IV. DEVELOPPEMENT DU MODELE DE MALADIE RESIDUELLE MESURABLE
APRES L’INJECTION D'UN MELANGE DE PLUSIEURS SQUS-CLONES
LEUCEMIQUES

Les résultats avec un seul sous-clone n’étant pas completement satisfaisants (faible

pourcentage de souris survivantes), nous avons opté pour une nouvelle stratégie afin de se
rapprocher au plus prés de la leucémie observée chez les patients. Pour cela, nous avons
privilégié l'injection d’'un mélange de plusieurs sous-clones aux souris C57BL/6] en vue
d’'induire une certaine hétérogénéité clonale. Plusieurs combinaisons ont été réalisées et

évaluées.

Tout d’abord, nous avons évalué la survie de souris injectées avec un mélange en quantité égale
des deux sous-clones les plus sensibles a la cytarabine, c’est-a-dire le sous-clone E2 et le sous-
clone F1 exprimant ou non la protéine WT1 (Figure 45, p-128-). Ainsi, des souris ont été
injectées par voie intraveineuse avec 100 000 cellules leucémiques (50000 cellules du sous-
clone E2 et 50000 du sous-clone F1 + WT1). Deux des quatre groupes de souris ont été traités
par voie intrapéritonéale avec 3 injections de cytarabine débutant 10 jours apres I'injection des
cellules leucémiques a la dose de 200 mg/kg/souris/jours, protocole induisant une survie
prolongée de 11,1% des souris injectées avec le sous-clone E2/WT1 (Figure 49, p-133-). Les
souris ayant recu le traitement par chimiothérapie ont présenté une survie prolongée
(moyenne de survie de 41 jours). Nous avons également étudié le développement leucémique
induit suite a I'injection d’'un mélange de I'ensemble des 5 sous-clones en quantité équivalente.
La cinétique de survie des souris leucémiques était plus lente que pour les autres sous-clones
avec une survie moyenne de 38 jours. Le traitement par chimiothérapie, en suivant le méme
protocole que pour le mélange des 2 sous-clones (E2 et F1 £+ WT1), a entrainé une prolongation
de la survie de ces souris avec une moyenne de 45 jours (déces des souris entre 38 et 56 jours).

(Tableau 10)
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E2 +F1 Sans chimiothérapie 31 Echec (0/6)

(xWT1) 200 10 3 Echec (0/6)
5 clones Sans chimiothérapie 37 Echec (0/6)
(rWT1) 200 10 3 Echec (0/6)

TABLEAU 11 - EVALUATION DE LA SURVIE DES SOURIS RECEVANT UN MELANGE DE 2 OU 5 SOUS-
CLONES LEUCEMIQUES ET TRAITEES OU NON PAR CHIMIOTHERAPIE. Les souris ont recu une
injection intraveineuse de 100 000 cellules leucémiques (mélange de 50 000 cellules du sous-clone E2
et 50 000 cellules du sous-clone F1 ou un mélange en quantité égale des 5 sous-clones exprimant ou non
WT1 (#WT1)) suivi ou non d’un traitement par chimiothérapie a la dose de 200 mg/kg/souris/jour
durant 3 jours consécutifs et débutant 10 jours apres I'injection des cellules leucémiques.

Un mélange des 3 sous-clones leucémiques en quantité égale et exprimant ou non WT1 (dont
les résultat obtenus avec I'expression de WT1 figurent en paragraphe V. p-140-) a également
été injecté aux souris C57BL/6] par voie intraveineuse. Pour chaque expérience réalisée, I'un
des deux groupes de souris a recu le traitement a la cytarabine par voie intrapéritonéale a
raison de 1 injection par jour pendant 3 jours successifs a la dose de 200 mg/kg/jour/souris et

débutant 10 jours apres I'injection des cellules leucémiques.

La cinétique de développement de la leucémie était en moyenne de 32 jours avec un étalement
des déces entre 28 et 38 jours post-injection des cellules leucémiques. Le traitement par
chimiothérapie a entrainé une prolongation de la survie chez 45,5% des souris (15 souris sur
33) et dont 13 d’entre-elles (39,4%) n’ont pas présenté de rechute dans les 150 jours suivant
I'injection des cellules leucémiques (Figure 50A).

Nous avons évalué linfiltration des souris leucémiques dans les différents organes par
cytométrie en flux. La moelle osseuse, la rate, les poumons sont envahis par les cellules
leucémiques et le foie apparait comme l'organe le plus fortement infiltré avec une moyenne de

44,5% (Figure 50B).
4?2 jours apres la mort des souris leucémiques, le sang des souris survivantes a été prélevé afin

d’évaluer la présence de cellules leucémiques ZsGreen* persistantes apres le traitement par

chimiothérapie. L’analyse, effectuée par cytométrie en flux, a révélé une faible quantité de
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cellules ZsGreen* dans la circulation sanguine de ces souris comprise entre 0,1 et 1,58 % (Figure
50D).

Nous avons alors prélevé le sang de ces souris durant plusieurs semaines afin de suivre
I’évolution de cette infiltration. Au cours de ce suivi, certaines des souris survivantes ont
présenté une augmentation de la proportion dépassant les 4 % de cellules leucémiques
circulantes et ont rechuté (*, Figure 50C). 75 jours post-mortem des souris leucémiques (soit
107 jours apres I'injection leucémique), plus aucune cellule ZsGreen* n’a pu étre détectée dans

le sang des souris survivantes par cytométrie en flux (Figure 50C).
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FIGURE 50 - INDUCTION ET DETECTION DE LA MRD INDUITE PAR L’INJECTION D’UN MELANGE
DE 3 SOUS-CLONES LEUCEMIQUES. (A) La survie des souris injectées avec 100 000 cellules (mélange
des 3 sous-clones B11, C5 et E7 en quantité égale) et traitées ou non par chimiothérapie (1 injection par
jour durant 3 jours successifs a une dose de 200 mg/kg/souris/jour débutant 10 jours post-injection
des cellules leucémiques, AraC J-10) a été étudiée. Une analyse statistique (Logrank) comparant les
souris leucémiques et les souris traitées a montré une différence de survie significative
de valeur p<0,0001 (**x). (B) L'infiltration des organes des souris leucémiques a été évaluée par
I'analyse de I'expression de la ZsGreen par cytométrie en flux. (C) L’expression de la ZsGreen par
cytométrie en flux a été suivie dans le sang des souris survivantes a la leucémie et est présenté en
pourcentage d’infiltration aprés une lyse des hématies en fonction du temps. L'indication de temps est
exprimée en jours post-mortem des souris leucémiques (calculé par rapport a la survie moyenne de 32
jours). Les souris qui sont décédées au cours du suivi ont été marquées du symbole suivant (*). (D)
Exemple de deux histogrammes obtenus lors du suivi dans le sang des cellules leucémiques ZsGreen*
chez deux souris survivantes. La courbe grise représente la fluorescence du sang d’'une souris controle
et en noir celle d’une souris survivante.

Du fait de la mort de deux souris lors de la cinétique de suivi de l'infiltration leucémique
sanguine a 67 et 74 jours post-mortem des souris leucémiques (ou 99 et 106 jours post-
injection des cellules leucémiques, respectivement), nous avons attendu encore plusieurs
semaines pour observer la survenue de nouvelles rechutes, ce qui ne fut pas le cas. 150 jours
apres la mort des souris leucémiques, nous avons sacrifié les 13 souris survivantes et prélevé
la moelle osseuse de celles-ci afin d’évaluer la persistance leucémique par une analyse de

I'expression de la ZsGreen par RT-qPCR.

Avant de réaliser 'analyse d’expression de la ZsGreen dans la moelle osseuse de ces souris, nous
avons réalisé une gamme étalon afin de déterminer le seuil de détection du gene de la ZsGreen
exprimé par le mélange des 3 sous-clones leucémiques (3/ZsGreen) quand elles sont mélangées
a des cellules saines de moelle osseuse murine. Nous avons évalué cette limite de détection a
0,01% (10-4), correspondant a la détection de 1 cellule sur 10000. Les points de dilutions
inférieurs n’ont pas été amplifié lors de I'analyse qPCR et la limite en rouge correspond a
I'expression de la moelle osseuse (amplification d'un point sur les trois de 'expérience) (Figure
51A).

L’expression du gene de la ZsGreen du mélange leucémique injecté aux souris a été quantifié
par RT-qPCR avant chaque expérience afin d’estimer son évolution pendant la LAM et la MRD.
L’expression moyenne des 3 expériences indépendantes effectuées a été de 216798 copies
ZsGreen pour 104 copies du gene Abl1.

Cette expression a été analysée dans la moelle osseuse des souris leucémiques et était comprise
entre 14634,7 et 293195,1 copies ZsGreen pour 104 copies du gene Abl1 (Figure 51B), indiquant

sa stabilité d’expression in vivo.
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L’expression normalisée de la ZsGreen dans la moelle osseuse des souris survivantes, 182 jours
post-injection des cellules leucémiques, s’est avérée beaucoup plus faible et comprise entre 0,1
et 190,9 copies ZsGreen/10% copies Abl1 (Figure 51B). Néanmoins, nous n’avons pas observé
d’amplification dans les échantillons de 3 souris sur 13. L’ensemble des produits
d’amplification (10 au total) ont été purifiés sur colonne et envoyés au séquengage pour
confirmer la séquence de la ZsGreen. Cette analyse a révélé la présence de la ZsGreen pour 40%
des échantillons (4/10) soit lorsque le nombre de copies de ZsGreen était compris entre 1,2 et
190,9 copies pour 104 copies Abl1, les autres amplifications étant non-spécifiques. Une MRD

leucémique a long terme a donc pu étre mise en évidence chez 4/13 des souris survivantes.
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FIGURE 51 - DETECTION DE L’EXPRESSION DU GENE ZSGREEN DANS LA MOELLE OSSEUSE DES
SOURIS LEUCEMIQUES ET AYANT SURVECU A LA MALADIE APRES TRAITEMENT. (A) Une gamme
étalon composée de dilutions du mélange des sous-clones B11, C5 et E7 (3/ZsGreen) dans des cellules
de moelle osseuse normale a été effectuée. Une extraction des ARN totaux et une transcription inverse
a été réalisée avant d’évaluer 'amplification du géne ZsGreen par qPCR. Le graphe présente les valeurs
de Ct obtenues en fonction du pourcentage de cellules 3/ZsGreen diluées dans des cellules de MO
controles (100% correspondant a I'expression des cellules 3/ZsGreen). L’expression basale de la MO
contrdle est indiquée par la ligne rouge. (B) La moelle osseuse de souris saines (MO controle) a été
prélevée en méme temps que celles des souris leucémiques. Celle des souris ayant survécu (MO
« survivantes ») a été prélevée 182 jours apres l'injection leucémique. Les cellules de la moelle osseuse
ont été isolées et une lyse des hématies a été réalisée avant d’effectuer une analyse par RT-qPCR de
I'expression de la ZsGreen. Cette expression a été normalisée par rapport a 104 copies du géne Abl1. Les
expressions du géne ZsGreen chez les différentes souris sont représentées sous forme d’'un nuage de
point, les barres horizontales indiquent la valeur moyenne et les barres d’erreurs verticales les écart-
types. Un test t de Student a été réalisé pour comparer 'expression des souris leucémiques et des souris
survivantes et a montré une différence significative de valeur p=0,0002 (***).
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En résumé :

L’injection d’'un mélange de 3 sous-clones (composé d’'une quantité équivalente des sous-clones
B11, C5 et E7) suivi du traitement par chimiothérapie (3 injections a 200 mg/kg/souris/jour
durant 3 jours débutant 10 jours post-injection du mélange des 3 sous-clones) a entrainé une
survie prolongée de 42,4% des souris C57BL/6] injectées (15/33). Une persistance leucémique
a été mise en évidence par cytométrie en flux en détectant I'expression de la protéine ZsGreen
dans le sang des souris survivantes jusqu’a 100 jours post-injection des cellules leucémiques.

Cette MRD leucémique a été confirmée a plus long terme par la détection par RT-qPCR de

I'expression de la ZsGreen dans la moelle osseuse de 4 souris survivantes sur 13.
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V. MISE AU POINT DU MODELE DE MALADIE RESIDUELLE MESURABLE
APRES L’INJECTION D'UN MELANGE DE 3 CLONES SUREXPRIMANT LE GENE
WT1
Apres avoir obtenu ce modeéle de maladie résiduelle mesurable suite a I'injection du mélange
des 3 clones suivants: B11, C5 et E7, nous avons introduit la surexpression du gene Wt1.
L’injection des 3 sous-clones exprimant Wt1 n’a pas entrainé le développement de la leucémie
chez la totalité des souris injectées. En effet, nous avons observé une survie chez 40% des souris
(6/15). La survie des souris traitées par 3 injections successives de cytarabine (ala dose de 200
mg/kg/jour/souris, ceci 10 jours apres les cellules leucémiques) n’est pas améliorée.
Afin d’optimiser la survie des souris leucémiques en présence de chimiothérapie, le nombre
d’injections de cytarabine a été augmenté. Quatre et cinq injections de cytarabine ont permis la
survie de 50 et 62,5% des souris injectées avec le mélange des 3 sous-clones exprimant Wt1,

respectivement (Tableau 11 et Figure 52A).

Rémission
(6/15)
Rémission
(2/10)
Rémission
(6/12)
Rémission
(5/8)
TABLEAU 12 - EVALUATION DE LA SURVIE DES SOURIS RECEVANT UN MELANGE DE 3 SOUS-
CLONES LEUCEMIQUES EXPRIMANT WT1 ET TRAITEES OU NON PAR CHIMIOTHERAPIE. Les souris
ont recu une injection intraveineuse de 100 000 cellules leucémiques (mélange en quantité égale des 3
sous-clones exprimant WT1 (B11/WT1, C5/WT1 et E7/WT1)) suivie ou non d’'un traitement par

chimiothérapie a la dose de 200 mg/kg/souris/ jour durant 3, 4 ou 5 jours consécutifs et débutant 10
jours apres l'injection des cellules leucémiques.

Sans chimiothérapie 38

Mélange 3
des 3
clones/WT1 200 10 4

L’infiltration des cellules leucémiques dans les organes des souris non traitées et ayant
succombées a la leucémie a été évaluée via I'expression de la ZsGreen par cytométrie en flux
(Figure 52B). Le foie et la moelle osseuse sont les deux organes les plus envahis par les cellules
leucémiques a hauteur de 10,8 et 14%, respectivement. La rate et les poumons ont un infiltrat

leucémique de I'ordre de 3% en moyenne et les reins sont a nouveau tres peu infiltrés puisqu’ils
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présentent moins de 0,5% de cellules ZsGreen* (Figure 52B). L'infiltration leucémique semble
moins importante qu’en I'absence de WT1. Un test statistique (test-t de Student) comparant
l'infiltration des organes des souris leucémiques injectées avec le mélange des 3 clones

exprimant ou non Wt1 a révélé une différence significative uniquement pour le foie (valeur p

de 0,0132).
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FIGURE 52 - SURVIE PROLONGEE DES SOURIS INJECTEES AVEC LE MELANGE DES 3 SOUS-CLONES
SUREXPRIMANT WT1 AVEC OU SANS TRAITEMENT PAR CHIMIOTHERAPIE. (A) La survie des souris
injectées avec le mélange des 3 sous-clones surexprimant Wt1 (B11/WT1, C5/WT1 et E7/WT1 en
quantité égale, 3/WT1) et traitées ou non par chimiothérapie (4 ou 5 injections successives de
cytarabine a 200 mg/kg/souris/jour débutant 10 jours apreés I'injection des cellules leucémiques) a été
suivie. Un test statistique (Logrank) a été réalisé et n’a pas montré dé différence significative (ns) de
survie entre les groupes de souris traitées par 4 (n=12) ou 5 injections (n=8) de cytarabine et les souris
non traitées (n=15). (B) L’histogramme présente la moyenne d’infiltration des organes de 5 souris
leucémiques n’ayant pas recu de traitement par chimiothérapie et qui fut déterminée par I'expression
de la protéine ZsGreen par cytométrie en flux.

Afin d’évaluer la limite de détection de I'expression du gene Wt1 du mélange des 3 sous-clones
surexprimant Wt1 (3/WT1) présent dans la moelle osseuse des souris injectées, nous avons
réalisé une gamme étalon en diluant le mélange de ces sous-clones (3/WT1) dans des cellules
isolées de la moelle osseuse de souris normales. Ainsi, nous avons évalué un seuil de détection
a0,075% (7,5%10-4), c’est-a-dire une détection au maximum de 7,5 cellules leucémiques parmi
10000 cellules de moelle osseuse (environ 1/1333). En effet, le géne Wt1 a été amplifié pour la
dilution a 5x10-4(0,050%) mais cette expression est inférieure a celle de la MO contréle (Figure
53A).

L’expression du géne Wt1 du mélange des 3 sous-clones exprimant Wt1 utilisé pour I'injection
intraveineuse des souris a été évaluée et était de 28179,1 copies de Wt1 pour 10* copies du
gene Abl1 (valeur moyenne de 2 expériences indépendantes) (données non présentées).
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L’expression de Wt1 a également été quantifiée dans la moelle osseuse des souris leucémiques
et cette analyse a révélé une expression moyenne de 1776 copies Wt1 normalisée pour 104
copies du géne Abl1 (Figure 53B).

Enfin, 90 jours apres l'injection des cellules leucémiques, nous avons sacrifié I'ensemble des
souris survivantes afin d’estimer la persistance de cellules par une analyse de I'expression du
gene Wt1 dans la moelle osseuse de ces souris par RT-qPCR. Une expression moyenne de 202,9
copies Wt1/10* copies Abll a été détectée pour les souris survivantes traitées par
chimiothérapie correspondant a une diminution d’environ 1 log par rapport aux souris
leucémiques (Figure 53B). Les souris survivantes non traitées présentaient une expression
moyenne de 9,367 copies Wt1/10% copies Abl1 (données non présentées).

Nous avons également évalué 'infiltration sanguine par RT-qPCR des souris traitées ou non par
chimiothérapie et ayant développé la leucémie. Les souris leucémiques présentaient une
moyenne d’expression de Wt1 de 10491 copies Wt1/10% copies Abl1 versus 466,5 copies
Wt1/10% copies Abl1 pour les souris traitées a la cytarabine (Figure 53C).
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FIGURE 53 - LIMITE DE DETECTION DES CELLULES PERSISTANTES PAR RT-QPCR ET EXPRESSION
DE WT1 DANS LA MOELLE OSSEUSE ET LE SANG DES SOURIS INJECTEES AVEC LE MELANGE DES 3
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SOUS-CLONES EXPRIMANT WT1. (A) Gamme étalon préparée en mélangeant les 3 sous-clones
exprimant Wt1 (3/WT1) dans des cellules normales de moelle osseuse murine. Une extraction
des ARN totaux et une transcription inverse a ensuite été réalisée avant I'analyse de
I'expression du géne Wt1 par qPCR. Ce graphique représente les valeurs de Ct obtenues pour
les différentes concentrations cellulaires. Le point 3/WT1 correspond a I'expression de Wt1 du
meélange cellulaire et ensuite les points de dilution au 1/10e et les points de dilution
intermédiaires entre 10-3 (0,1%) et 10-4 (0,01%) cellules. La ligne rouge correspond a la valeur
de Ct des cellules de moelle osseuse murine normale. (B) L’expression du gene Wt1 a été
évaluée et normalisée pour 10% copies du gene Abll dans la moelle osseuse des souris
leucémiques et des souris survivantes traitées par chimiothérapie. (C) L’histogramme
présentent I’expression du géne Wt1 dans le sang des souris leucémiques traitées (bleu) ou non
(rouge) par chimiothérapie et n’ayant pas présenté de prolongation de survie. Un test
statistique (test-t de Student) comparant I'expression de Wt1 des souris leucémiques traitées
ou non n’a pas révélé de différence significative (ns).

En résumé :

Notre stratégie thérapeutique ayant fonctionné pour l'injection du mélange des 3 sous-clones,
nous l'avons reproduite en présence des mémes sous-clones surexprimant le gene Wtl
(B11/WT1, C5/WT1 et E7/WT1). Néanmoins, leur injection n’induit pas 100% de mortalité
chez les souris et le protocole de chimiothérapie a dii étre réadapté en augmentant le nombre
d’'injections de cytarabine (4 et 5 injections) afin d’obtenir une survie des souris plus
importante apres traitement.

90 jours post-injection du mélange des sous-clones leucémiques, I'analyse par RT-qPCR de
I'expression du gene Wt1 dans la moelle osseuse des souris leucémiques et survivantes suite au
traitement a la cytarabine a permis de mettre en évidence une diminution de la charge
leucémique et une MRD leucémique apres chimiothérapie. Une cinétique a plus long terme

devrait nous permettre de confirmer cette MRD.
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DISCUSSION ET
PERSPECTIVES



Ainsi, mon projet de thése avait pour objectif de développer un modele syngénique et immun
de LAM et de MRD surexprimant ou non le géne Wt1 et s’approchant au mieux de la pathologie
humaine. Il pourra par la suite étre utilisé comme outil pour la compréhension des mécanismes

d’induction et de maintien de la MRD leucémique.

Le géne Wtl a été choisi pour deux raisons principales. Tout d’abord, il s’agit d’'un gene
surexprimé chez la majorité des patients atteints de LAM au diagnostic et il représente un
marqueur pouvant servir au suivi de la MRD. De plus, c’est un antigéne capable d’induire une
réponse immunitaire cytotoxique et humorale chez les patients leucémiques. Enfin, il existe
96% d’homologies de séquence entre la protéine humaine et murine, ce qui peut permettre a
long terme, de décrire des épitopes importants pour la réponse immunitaire et I'induction de

la MRD.

Mon projet de these avait donc plusieurs objectifs, tout d’abord de (1) caractériser la lignée
murine leucémique C1498, les sous-clones dérivés de celle-ci ainsi que la leucémie engendrée
par l'injection de ces cellules. Dans un deuxiéme temps, (2) de sélectionner certains sous-clones
leucémiques pour leur sensibilité au traitement par chimiothérapie et d’obtenir des sous-clones
exprimant de maniére stable le gene Wt1. Enfin, (3) de développer ce modéele murin syngénique

et immun de MRD surexprimant ou non le gene Wt1.

Ainsi, dans cette derniere partie, je discuterais I'ensemble des résultats obtenus au cours de ce
projet de these et j'aborderais les futures utilisations de ce modele murin de LAM et de MRD

surexprimant ou non le gene Wt1.

La lignée C1498 est une lignée de leucémie aigué myélo-monocytaire 320

L’'une des premieres descriptions de cette lignée tumorale date de 1953, ou son injection par
voie intrapéritonéale ou en sous-cutanée dans des souris C57BL/6 a montré une prolifération
importante de ces cellules avec un envahissement de la circulation sanguine et des organes
hématopoiétiques. Les auteurs ont conclu, d’apres I'aspect cellulaire de cette lignée ainsi que
les caractéristiques de la pathologie induite, qu’il s’agissait d'une leucémie aigué
granulocytaire.321 Par la suite, sa caractérisation a été poursuivie et il a été montré l'inhibition
de la croissance in vitro des cellules hématopoiétiques saines via la production de substances

solubles produites par cette lignée C1498 a travers une chambre de diffusion.330-332

Cependant, d’autres études ont proposé une origine différente a cette lignée. C’est le cas de

I'étude de Boyer et ses collaborateurs qui ont décrit une lignée de type myélo-monocytaire
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exprimant les marqueurs granulocytaires (Gr-1) et monocytaires (Mac-1 et Mac-3).323 Labelle
et son équipe ont, quant a eux, décrit ces cellules comme appartenant a la lignée lymphocytaire
T Natural Killer (NKT) par I'expression de certains marqueurs associés a cette population tels
que 'expression du géne de la chaine V8.2 du TCR ou le CD3¢, ainsi que des marqueurs
extracellulaires (CD1d, CD69, DX5/CD49b pan-NK...).324 Cette divergence concernant la nature
de cette lignée ainsi que la leucémie associée est principalement due a 'ancienneté des études

réalisées.

Le phénotypage par immunomarquage de cette lignée a montré, in vitro, une faible expression
de marqueurs membranaires. L’équipe de Labelle et ses collaborateurs avait conclu a une lignée
de type NKT apres détection de 'expression du TCRV8.2 et du CD3¢ par RT-qPCR. Cependant,
nous avons montré que I'expression du TCR et du CD3¢ observée dans plus de 70% des cellules

C1498 se localisait uniquement dans le milieu intracellulaire.324

Nous avons également observé l'expression intracellulaire d’'un marqueur de la lignée
monocytaire, Mac-3 (non utilisé dans I'étude de Labelle et al,) chez plus de 90% des cellules
rendant difficile la détermination de la lignée d’appartenance par cette simple analyse
phénotypique. Ce phénotypage a donc mis en évidence I'expression de marqueurs appartenant
aux lignées myéloides et lymphoides comme ce qui est retrouvé chez les patients atteints de
LAM. En effet, ils présentent régulierement un immunophénotype aberrant associé a la
leucémie dont notamment I’expression conjointe de marqueurs de lignées lymphoides par des

blastes myéloides qui est retrouvé chez environ 30% des patients.135

Ainsi, afin d’identifier I'appartenance de ces cellules a une lignée hématopoiétique, un
marquage immunofluorescent de la myélopéroxydase, enzyme spécifique des cellules de la
lignée myéloide a été détecté par microscopie a fluorescence dans I'ensemble des cellules et
confirme I'origine myéloide de la lignée C1498.333.334 LLe marquage cytochimique des estérases
a révélé un mélange de cellules appartenant a la lignée granulocytaire et monocytaire par
I'expression des estérases dégradant le naphthol AS-D chloroacétate et I'a-naphthyl butyrate,
respectivement.32> Cette présence de monocytes est en concordance avec
I'immunophénotypage révélant l'expression du marqueur Mac-3. Enfin, une coloration
cellulaire au MGG nous a permis d’observer par microscopie I'immaturité de ces cellules
notamment par la présence de noyaux volumineux contenant la plupart du temps plusieurs
nucléoles, des vacuoles et un halo péri-nucléaire avec un cytoplasme bleuté. L’ensemble de ces

caractéristiques correspondant a des blastes immatures.333 Ces différentes analyses nous ont
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permis de conclure que la lignée leucémique C1498 est composée d'un mélange de

myéloblastes et de monoblastes.

Ces analyses ont également été réalisées ex vivo apres l'injection de la lignée par voie
intraveineuse aux souris congéniques C57BL/6] (CD45.1*) et isolement des cellules
meédullaires apres le développement de la leucémie chez 100% des souris. Celles-ci ont
confirmé la présence d’'un mélange de myéloblastes et de monoblastes leucémiques infiltrant
la moelle osseuse de ces souris. La leucémie entraine une diminution de I’ensemble des
populations lymphoides et myéloides médullaires. Cette inhibition de 'hématopoiese normale
par la lignée C1498 a été précédemment démontré in vitro et ceci est également une

caractéristique des LAM humaines.332

L’'immunomarquage des cellules leucémiques via le CD45.2 et leur suivi par cytométrie en flux
a montré une infiltration d’autres organes que la moelle osseuse tels que la rate, les poumons,
ou le foie. En accord avec la LAM induite par la lignée C1498, l'infiltration extramédullaire est
plus couramment retrouvée chez des patients atteints de LAM appartenant au sous-type M4 ou

M5 de la classification FAB, c’est-a-dire des LAM a composante monocytaire.33>

Une infiltration leucémique supérieure a 20% a également été observée au niveau sanguin,
ainsi qu'une augmentation du nombre de monocytes (monocytose). De facon comparable, la
monocytose sanguine et/ou médullaire est retrouvée chez les patients atteints de LAM de type

M4 ou M5.95

Nous avons pu observer une augmentation de volume de certains organes infiltrés, c’est
notamment le cas de la rate. Cette splénomégalie est provoquée par une forte infiltration
leucémique (>30%) mais aussi par une augmentation des populations lymphocytaires,
monocytaires et granulocytaires dans cet organe. Cette augmentation pourrait s’expliquer par
un mécanisme d’hématopoiese extramédullaire afin de palier au dysfonctionnement de la
moelle osseuse. Ce mécanisme est notamment mis en jeu lors de I'embryogeneése ou le foie foetal
et la rate assure I'hématopoiese pendant le développement médullaire mais il est également

déclenché lors d’une infection ou d’un cancer.3

L’ensemble de ces résultats atteste de I'origine myéloide de ces cellules C1498 et montre que
cette lignée induit une leucémie aigué de type myélo-monocytaire pouvant se rapprocher d’'une

LAM humaine de type M4 dans la classification FAB.
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Cette lignée est composée de sous-clones différents sur un plan génomique et

immunogene 336

Chez les patients, les LAM sont caractérisées par une hétérogénéité clonale présente des le
diagnostic. Les nouvelles techniques de séquencage ont amélioré nos connaissances de ces
maladies et ont permis la détection de plusieurs sous-clones génétiquement différents chez un
méme patient.13337 De plus, une étude de Klco et ses collaborateurs a étudié les fonctionnalités
de différents sous-clones leucémiques et a montré une différence dans leur capacité a
s'implanter dans des souris immunodéficientes.88

Ainsi, une dilution limite de la lignée C1498 a permis d’isoler 6 sous-clones (dénommés B11,
C5,E2, E7, F1 et G10) et d’étudier leurs profils génomiques, ainsi que leurs capacités a induire
la leucémie et une réponse immunitaire chez des souris syngéniques C57BL/6] ou
immunodéficientes NOD-SCID. L’ensemble de ces 6 sous-clones conservent le phénotype de la
lignée dont ils sont issus avec la présence de myéloblastes et de monoblastes confirmé apres
une coloration cellulaire au MGG et une analyse cytochimique des estérases. Du fait de la
clonalité, ce mélange de myéloblastes et de monoblastes suggere fortement la présence de
progéniteurs communs monocytaire-granulocytaire (GMP). Cependant, suite aux difficultés
rencontrées lors de la mise au point d’'une double coloration d’estérases, nous n’avons pu le
confirmer.

Ces 6 sous-clones leucémiques induisent le développement de la leucémie chez la totalité des
souris immunodéficientes avec une cinétique plus rapide pour les sous-clones E2, F1 et G10.
L’injection de ces derniers dans des souris C57BL/6] entraine également le déces de '’ensemble
des souris. Cependant, les trois autres sous-clones (B11, C5 ou E7) entrainent une mortalité
comprise entre 30 et 60% selon le sous-clone injecté dans ces souris immunocompétentes. Cela
révele I'existence d’'une hétérogénéité clonale fonctionnelle au sein de cette lignée comme ce
qui a été décrit chez les patients atteints de LAM.

De plus, les souris survivantes a cette injection présente une réponse lymphocytaire T
cytotoxique spécifique du sous-clone et de la lignée C1498 et sont immunisées contre une
seconde induction leucémique. Cette réponse immunitaire est donc capable d’empécher le
développement leucémique de novo et signifie certainement que les sous-clones B11, C5 et E7
sont plus immunogénes et sensibles a la lyse cytotoxique des lymphocytes T. Il doit donc exister
des mécanismes déclenchés par les trois autres sous-clones qui empéchent cette réponse
antitumorale. Des études sur la leucémie induite par la lignée C1498 ont montré la présence de
lymphocytes T régulateurs (T reg) au niveau du site d’injection corrélée a une diminution de la

prolifération et de la production d’[FN-y des lymphocytes T. De plus, ils ont également montré
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que ces lymphocytes T surexpriment la protéine PD-1 (program cell death 1) favorisant ainsi
I'immunosuppression de ces cellules par les lymphocytes T reg. Enfin, lors du développement
de la leucémie induite par la lignée C1498, une augmentation de la fréquence de lymphocytes
T présentant un phénotype épuisé (PD1*Tim3*) a été mis en évidence. Cet épuisement altere
leurs fonctions telles que la production de cytokines (TNF-a, IFN-y et IL-2).338339 [’ensemble
de ces mécanismes peuvent représenter des explications a cette différence fonctionnelle
existant entre ces sous-clones leucémiques. Ainsi, lors de la LAM induite par les cellules
leucémiques C1498, certains sous-clones pourraient devenir majoritaires tels que les sous-
clones E2, F1 ou G10 et favoriser I'’échappement au systeme immunitaire.

Il est, aujourd’hui, reconnu qu'un géne muté peut entrainer la production de néoantigenes
tumoraux, c’est notamment le cas des mutations NPM1 ou FLT3-ITD qui induisent une réponse
lymphocytaire CD4+ et CD8+.295340 Puisqu'il existe une hétérogénéité moléculaire avec des
mutations spécifiques a certains sous-clones, il est donc probable que certains d’entre-eux
présentent des antigenes particuliers pouvant induire une réponse lymphocytaire efficace
tandis que d’autres échappent a cette réponse immunitaire car n’exprimant pas ces antigénes.
Une étude rétrospective des adénocarcinomes pulmonaires primaires a montré une corrélation
positive entre une faible hétérogénéité néoantigénique au diagnostic et une survie globale
augmentée. De plus, ils font un lien entre ’hétérogénéité clonale néoantigénique induite par la

chimiothérapie et un pronostic thérapeutique défavorable.341

Nous nous sommes donc demandé si ces sous-clones présentaient des aberrations génomiques
particulieres pouvant expliquer cette différence dans la cinétique leucémique et cette
immunogénicité. Ainsi, une analyse comparative par hybridation génomique a été réalisée sur
I'ensemble des ADNg isolés des sous-clones et de la lignée C1498. Celle-ci a révélé des
différences entre les sous-clones telles que des délétions et des insertions géniques communes
a certains sous-clones ou spécifiques a chacun d’eux. Il faudra maintenant associer ces résultats
a des analyses de mutations afin d’évaluer les genes pouvant étre impliqués dans ces
différences de développement leucémique et d'immunogénicité. L’analyse du transcriptome
nous permettrait également de mettre en évidence des différences d’expression de genes

pouvant participer a ces mécanismes.
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Développement du modeéele de LAM et de MRD surexprimant ou non le géene Wt1

La cytarabine est I'un des principaux traitements utilisés lors de la phase d’induction et de
consolidation chez les patients atteints de LAM.27 Ainsi, nous avons administré la cytarabine a
des souris C57BL/6] développant la LAM afin de favoriser leur survie et d’établir une MRD
leucémique. Nous avons fait le choix d’écarter 'un des 6 sous-clones (G10) apres I'analyse de
sa sensibilité au traitement par chimiothérapie, puisqu’il s’est révélé nettement plus résistant

a la cytarabine in vitro que les autres sous-clones.

Une expression stable du géne Wtl a été obtenue apres transfection des 5 sous-clones
leucémiques (B11, C5, E2, E7 et F1) et confirmation par RT-qPCR. Nous avons mis en place une
méthode standardisée afin de normaliser I'expression de ce géne par rapport a un gene de
référence (Abl1) a I'identique de ce qui est réalisé pour le diagnostic clinique et le suivi de la
MRD chez les patients atteints de LAM. L'expression de ce géne dépasse les 39000 copies
Wt1/10% copies Abll pour les sous-clones E2/WT1 et F1/WT1 tandis que le sous-clone
B11/WT1 exprime le plus faiblement ce gene a hauteur de 4000 copies Wt1/10% copies Abl1.
L’expression de Wt1 dans l'ensemble de ces sous-clones est dans l'intervalle d’expression
retrouvée chez les patients atteints de LAM au diagnostic.131 De plus, la présence de la protéine
WT1 a été confirmée par western-blot et par immunomarquage fluorescent. Ainsi, nous avons
observé la surexpression des isoformes majeures de WT1 de 52 et 54 kDa correspondant aux
isoformes comprenant ou non I'épissage de I'’exon 5 et/ou des 3 acides aminés KTS et qui sont
exprimées dans la moelle osseuse des patients atteints de LAM.165 L’'immunomarquage
fluorescent nous a permis de mettre en évidence une localisation nucléaire de la protéine WT1
surexprimée, ce qui est en accord avec son role de facteur de transcription. De plus, certaines
études ont montré une localisation cytoplasmique dans certains types cellulaires, ce qui est le
cas pour ces sous-clones leucémiques pouvant suggérer une phosphorylation de la protéine ou

un role dans la traduction des protéines.170.171,219

L’analyse de sensibilité a la cytarabine a également été évaluée pour les sous-clones
surexprimant le gene Wt1 et celle-ci a montré une différence significative uniquement pour le
sous-clone C5/WT1 qui semble plus sensible au traitement que les cellules non-transfectées
(IC50 de 0,7365 versus 4,906 ug/mL). Ceci est en opposition avec la littérature puisque
quelques études ont montré une chimiorésistance associée a l'expression du géne Wtl,
notamment dans le cas des mésothéliums pleuraux ou dans les cancers du poumon non a
petites cellules.342343 Cependant, de nombreuses études s’étant intéressées a ce gene ont

identifié des variations de fonctions de ce facteur de transcription selon les isoformes
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exprimées et également selon le type cellulaire étudié pouvant donc impacter la sensibilité de

ce sous-clone.

Dans un premier temps, nous avons choisi de mettre au point notre modele de MRD leucémique
a partir de l'injection d’un seul sous-clone surexprimant fortement Wt1 et étant trés sensible a

la cytarabine, a savoir le sous-clone E2/WTT1.

Ainsi, 3 quantités cellulaires (104, 10> ou 106) ont été injectées par voie intraveineuse afin
d’évaluer la cinétique de développement de la maladie chez des souris syngéniques C57BL/6].
Nous avons sélectionné la quantité de 100000 cellules pour l'injection puisqu’elle induisait la
leucémie de maniére homogeéne chez les souris. Une cinétique rapide mais nous laissant

néanmoins une fenétre d’'intervention thérapeutique suffisante.

L’expression du géne Wt1 dans le sang et 1a moelle osseuse des souris leucémiques a été estimée
en moyenne a 11945 et 39815 copies Wt1/10% copies Abl1, respectivement. Cette expression

s’apparente a une valeur élevée retrouvée chez les patients atteints de LAM au diagnostic.131

Nous souhaitions débuter le traitement par chimiothérapie des l'arrivée des cellules
leucémiques dans la moelle osseuse ou la circulation sanguine des souris. En effet, les patients
atteints de LAM sont principalement diagnostiqués lors de l'apparition de signes et/ou
symptomes déclenchés par le défaut d’hématopoiese et I'envahissement leucémique de la
moelle osseuse et du sang périphérique tels que la fatigue provoquée par 'anémie. Ainsi, nous
avons étudié la cinétique d’infiltration des cellules leucémiques dans la moelle osseuse et le
sang des souris injectées avec le sous-clone E2/WT1. Les analyses effectuées par cytométrie en
flux ou RT-qPCR de I'expression de la protéine ZsGreen ou du géne Wt1, respectivement, ont
révélé des infiltrations médullaires et sanguines tardives puisque la détection des cellules
leucémiques n’a été possible qu’en fin de leucémie, ne nous permettant pas d’'utiliser cette
stratégie pour le traitement des souris. Nous avons donc évalué de maniere plus empirique,
différentes cinétiques d’injection de la cytarabine a ces souris en utilisant deux doses de
chimiothérapie (100 ou 200 mg/kg/jour/souris). Le traitement des souris avec 1 injection par
jour a 200 mg/kg/souris durant 3 jours consécutifs et débutant 10 jours apres l'injection des
cellules leucémiques a permis d’induire une survie prolongée de 11,1% des souris (3/27). Ces

souris présentaient la persistance d’'une faible quantité de cellules ZsGreen* détectées par

cytométrie en flux dans la moelle osseuse, 150 jours apres l'injection du sous-clone E2/WT1.

Cette stratégie de traitement a ensuite été testée sur des mélanges de sous-clones du fait de

I’hétérogénéité clonale observée chez les patients. Ainsi, une survie prolongée sans rechute a
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été obtenue chez 39% des souris injectées avec un mélange constitué en quantité équivalente
de 3 sous-clones (B11, C5 et E7) et traitées par chimiothérapie. Un suivi de la persistance
leucémique a été réalisée par cytométrie en flux via I'expression de la protéine fluorescente
ZsGreen pour I'ensemble des souris survivantes, permettant la détection de cellules résiduelles
circulantes (en moyenne de 0,5%) jusqu’a plus de 100 jours post-injection des cellules
leucémiques. Environ 5 mois apres 'injection leucémique, nous avons sacrifié 'ensemble de ces
souris survivantes afin de détecter des cellules résiduelles dans la moelle osseuse de celles-ci.
L’expression de la ZsGreen a été analysée par RT-qPCR et était comprise entre 1,2 et 190,9
copies ZsGreen/10* copies Abl1 chez 4 souris survivantes sur 13. Une réduction de plus de 3 log
a donc été observée par rapport a 'expression de la ZsGreen dans la moelle osseuse des souris
leucémiques dont I'expression moyenne était de 96305 copies ZsGreen/10% copies Abl1. Lors
du suivi de la MRD par RT-qPCR, une diminution supérieure a 3 log de 'expression du gene
NPM1 ou du transcrit de fusion RUNX1-RUNX1T1 entre le diagnostic et apres traitement prédit
un meilleur pronostic avec un risque de rechute plus faible chez ces patients.344345 Une analyse
par séquencage a permis de confirmer cette maladie résiduelle mesurable pour 40% d’entre-
elles. Pour les autres souris, I'expression était soit en dessous du seuil de détection de la RT-

qPCR déterminé a 10-4 (0,01%) ou alors ces souris avaient éliminé la leucémie.

Une fois le modele de MRD obtenue avec le mélange des 3 sous-clones, nous avons utilisé le
méme protocole thérapeutique sur des souris injectées avec un mélange en quantité égale des
3 mémes sous-clones surexprimant Wt1 (B11/WT1, C5/WT1 et E7/WT1). L'injection de ce
mélange cellulaire n’a pas induit la mort de la totalité des souris puisqu’'une survie a été
observée chez 40% d’entre-elles. Le nombre d’injections de cytarabine a donc été adapté afin
d’obtenir une survie plus importante de souris apres traitement (4 et 5 injections a la méme
dose et cinétique). L’expression du gene Wt1 dans la moelle osseuse des souris traitées et
survivantes (en moyenne 202,9 copies Wt1/104 copies Abl1) était nettement plus faible que
pour les souris leucémiques (en moyenne 1776 copies Wt1/10% copies Abl1) mais plus forte
que chez les souris survivantes a la leucémie et n’ayant pas recu la cytarabine avec une
moyenne de 9,367 copies Wt1/10% copies Abl1. Cela signifie que la chimiothérapie favorise la

persistance des cellules leucémiques.

Les souris ayant succombé a la leucémie (traitées ou non par chimiothérapie) ont présenté une
expression du géne Wt1 similaire au niveau médullaire mais I'expression au niveau sanguin
était plus faible pour les souris traitées. Une des explications est I'accessibilité des cellules

leucémiques circulantes a la chimiothérapie par rapport a celles installées au sein de la niche
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hématopoiétique expliquant ainsi cette faible expression dans la circulation sanguine des souris
traitées. En effet, la niche hématopoiétique participe a la protection des CSH et
malheureusement des CSL et progéniteurs également, favorisant ainsi la résistance aux

traitements et la persistance leucémique.>346

Ces deux modeles de LAM et de MRD ont été induits par I'injection d'un mélange de 3 sous-
clones exprimant ou non le gene Wt1, ceci pouvant recréer une certaine hétérogénéité clonale
comme décrit au diagnostic chez les patients leucémiques. Des études ont montré que les
cellules persistantes et responsables de la rechute peuvent étre soit un sous-clone majoritaire
ayant acquis de nouvelles anomalies génétiques ou un sous-clone minoritaire n’ayant pas été
éradiqué par le traitement et ayant également développé des mutations additionnelles
favorisant la prolifération leucémique et la rechute.l3 Ceci améne a nous demander si les
cellules persistantes détectées dans les souris survivantes de ces deux modeles sont un mélange
des 3 sous-clones de départ ou uniquement 'un ou deux d’entre-eux. De méme, a I'image des
leucémies humaines, ces sous-clones présentent-ils de nouvelles altérations génétiques ? Il sera
donc intéressant, a plus long terme, d’isoler ces cellules résiduelles et de réaliser des analyses

génomique , mutationnelle et/ou transcriptomique afin de répondre a ces questions.

Quel avenir pour ces modeles syngéniques et immun de LAM et MRD

surexprimant ou non Wt1

Le modéle murin idéal serait un modele reproduisant les caractéristiques génétiques et
moléculaires de la LAM au sein d’'un microenvironnement se rapprochant au plus pres de celui
présent chez les patients leucémiques. Ceci pour permettre d’étudier les mécanismes de la
leucémogenese, d’identifier d’éventuelles cibles thérapeutiques et de tester l'efficacité de
nouveaux traitements qui seraient transférables chez 'Homme. Différents types de modeles
murins de LAM ont été développés tels que des modeles de souris transgéniques, de Knock-in,
de Knock-out ou de xénogreffes. Ces modéles ont permis d’étudier la leucémogenese en
s’'intéressant a des aberrations génétiques couramment retrouvées dans les LAM telles que la
translocation t(8;21), I'inversion 16 ou impliquant le gene MLL.347 D’autres modeéles se sont
intéressées aux roles de certaines mutations récurrentes (FLT3-ITD, K-RAS, NPM1) ou ont mis

en évidence I'existence des cellules souches leucémiques.”9:316,348

Notamment, les chercheurs ont développé des modéles murins humanisés dans des souris
immunodéficientes. Ces modeles reposent sur I'implantation dans des souris

immunodéficientes, soit de cellules de patients leucémiques provenant du sang périphérique,
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de la moelle osseuse ou de leucaphérese, soit de CSH issues de patients sains préalablement
transduites avec un géne ou une aberration d’intérét dans la pathologie leucémique.34° Ceci afin
d’étudier le potentiel de ces cellules leucémiques et également de tester 'efficacité de nouvelles
immunothérapies in vivo. Cependant, pour que ces modeles soient possibles il est nécessaire de
remplacer le systeme hématopoiétique et immunitaire murin par le systeme humain, cela passe
notamment par une irradiation sub-léthale au préalable, des souris immunodéficientes ainsi
que par l'ajout de cytokines, de facteurs supportant I’expansion et I'implantation des cellules
humaines ou encore la co-transplantation de cellules de foie ou de thymus foetaux.350351 Ces
différentes manipulations afin d’obtenir un modéle humanisé optimale sont encore en cours

d’optimisation.

Il existe une hétérogénéité d’'implantation des cellules primaires de patients dans les souris
«hotes» puisqu’il a été mis en évidence que linjection dans plusieurs souris
immunodéficientes (NSG) de cellules mononuclées (CMN) issues du méme patient n’entrainait
pas une implantation et un développement cellulaire identique in vivo. De plus, ils ont montré
dans ce méme modele que la transplantation des CMN favorisait I'amplification des
lymphocytes T au détriment de I'implantation des cellules myéloides leucémiques.352 Ce constat
indique la difficulté d’étudier la pathologie leucémique in vivo en parallele de la réponse

immunitaire dans les modeéles actuels de souris humanisées.

Plus récemment, une équipe a mis en place un modele de maladie résiduelle utilisant la
xénogreffe d'une lignée a cytogénétique normale et mutés RUNX1 chez des souris
immunodéficientes NOD-SCID. Le développement leucémique a été suivi et détecté au niveau
medullaire, sanguin et splénique. Un traitement par chimiothérapie de ces souris a entrainé
’élimination des cellules au niveau sanguin et splénique mais une maladie résiduelle est restée
détectable au niveau de la moelle osseuse. Les auteurs ont proposé d’étudier, grace a ce modele,
les mécanismes de résistance au traitement et de nouvelles thérapies.353 Néanmoins, ce modele
de xénogreffes dans des souris immunodéficientes fait abstraction du systéme immunitaire qui
est certainement un acteur essentiel dans la leucémogenese, la sélection clonale et la maladie

résiduelle leucémique.

C’est pourquoi, les deux modeles syngéniques et immuns de LAM et de MRD surexprimant ou
non Wtl que nous avons développé vont permettre I'étude de I'implication de la réponse
immunitaire dans la persistance leucémique. En effet, des études sur le lymphome ont montré
que les lymphocytes T CD8* et CD4* pouvaient induire la quiescence des cellules tumorales par

production d’IFN-y et de TNF-a et donc provoquer leur résistance aux traitements.311-313 ]
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serait intéressant d’évaluer si ce mécanisme est mis en jeu dans les LAM et s’il pourrait causer
la résistance a la chimiothérapie et la persistance leucémique. Une autre intervention de la
réponse immunitaire pouvant expliquer la maladie résiduelle serait la création d'un équilibre
entre la prolifération des cellules leucémiques et la lyse de celles-ci par les lymphocytes T
cytotoxiques. L’intervention de mécanismes immunosuppresseurs, a un instant donné,
favoriserait alors la croissance leucémique et la rechute tels que la présence de lymphocytes T

régulateurs et de cellules myéloides suppressives.3>4355

Le modeéle surexprimant la protéine WT1 pourra permettre d’étudier la réponse lymphocytaire
T spécifique de cet antigene lors de la leucémie et la MRD. En effet, certains patients présentent
au diagnostic des réponses lymphocytaires T cytotoxiques et humorales dirigées contre
certains épitopes de cette protéine. Ces épitopes décrits chez les patients pour différentes
molécules du HLA de classe I ou de classe Il sont proches ou identiques a ceux décrits dans un
contexte H-2b chez la souris C57BL/6] puisqu’il existe entre les séquences protéiques murine
et humaine de WT1 une homologie supérieure a 90%.31° 1l serait donc intéressant d’étudier
cette réponse lymphocytaire T. Certains épitopes reconnus au cours de la leucémie le sont-ils
toujours pendant la MRD ? Existe-t-il d’autres épitopes de WT1 encore non décrits chez les
patients pouvant induire une réponse lymphocytaire capable de reconnaitre et lyser
spécifiquement les cellules leucémiques? Certains épitopes sont-ils impliqués dans

I"établissement de la MRD ?

Mieux connaitre ces mécanismes mis en jeu lors de la leucémie et la MRD permettrait
d’envisager de nouvelles thérapies afin d’éliminer les cellules résiduelles chez ces patients
atteints de LAM. L'efficacité et les effets de nouvelles thérapies pourrait tout a fait étre étudiées

dans ces nouveaux modeles de LAM et MRD.
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