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INTRODUCTION



l. Les translocations chromosomiques

Les translocations chromosomiques sont caractérisées par un échange de matériel génétique
entre deux chromosomes hétérologues. Historiquement le premier cas de translocation,
observé chez un patient atteint du syndrome de Down, a été identifié en 1960. Il s’agissait
d’une translocation faisant intervenir les chromosomes 15 et 21 (Penrose et al., 1960). La
méme année Peter Nowell et David Hungerford ont identifié la premiere translocation
chromosomique récurrente dans le cancer : le chromosome de Philadelphie impliqué dans les
leucémies myéloides chroniques (Nowell and Hungerford, 1960). Il s’agit d’'une translocation

entre les chromosomes 9 et 22.

Les translocations chromosomiques peuvent étre classées en deux catégories (Figure 1) :

e Les translocations réciproques, qui entrainent I'apparition de deux chromosomes

dérivatifs mais conservent généralement 'ensemble de I'information génétique.

e Lestranslocations Robertsoniennes, qui ménent a une perte de matériel génétique. Ce
type de translocation apparait entre deux chromosomes acrocentriques (13, 14, 15, 21
et 22). La cassure a lieu dans les régions juxta-centromériques et entraine une fusion
centrique. Le dérivatif formé des bras courts des chromosomes est généralement
perdu au cours des divisions cellulaires. Les individus porteurs de ce type de

translocation présentent donc un caryotype a 45 chromosomes.

Ces translocations peuvent parfois étre formées au cours de la gamétogeneése. Il a été montré
qgue la plupart des translocations réciproques apparaissaient sur les chromosomes paternels
au cours de la spermatogenése (Thomas et al., 2010). A l'inverse les translocations
Robertsonniennes ont une origine majoritairement maternelle au cours de I'ovogenése (Page
and Shaffer, 1997) et sont transmissibles a la descendance, augmentant notamment les

risques de trisomie (Boue and Gallano, 1984).



A)

Translocation
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2 5 Der2 Der5
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Figure 1 : Translocations chromosomiques. A) exemple d’une translocation réciproque entre les chromosomes 2
et 5 menant a la formation de deux chromosomes dérivatives Der2 et Der5, sans perte de matériel génétique. B)
exemple d’une translocation Robertsonienne entre les chromosomes acrocentriques 14 et 21. Le chromosome
formé des bras cours des chromosomes est généralement perdu au cours des divisions cellulaires.



A. Mécanismes de formation

1. Mécanismes de surveillance du génome et de réparation

L'organisme est constamment soumis a des stress cellulaires d’origine endogene et exogene.
Ces stress peuvent entrainer des altérations de I’ADN et générer une instabilité génétique. La
synthése de ROS est par exemple a |'origine de cassures simple et double-brin de I’ADN dans
la cellule (Karanjawala et al.,, 2002). Il a également été montré que des conflits
réplication/transcription pouvaient générer de l'instabilité génétique (Hoffman et al., 2015).
Des facteurs exogenes tels que les rayonnements ionisants, ou certains agents chimiques
peuvent également favoriser les dommages a 'ADN. La présence de plusieurs cassures
double-brin de I'ADN (DSB) simultanées peut mener a l'apparition de translocations
chromosomiques lorsqu’elles ne sont pas réparées correctement (Richardson and Jasin,

2000).

Dans la cellule, il existe des mécanismes de surveillance de I'intégrité du génome permettant
de détecter les anomalies présentes sur I’ADN. L'apparition de cassures double-brin entraine
une activation des kinases ATM et ATR permettant d’initier le processus de réparation (Lee
and Paull, 2005). L’activation de ces kinases s’accompagne d’une cascade de phosphorylations
de plus de 900 protéines cibles (Matsuoka et al., 2007). Dans les cellules mammiféres, la
réparation des cassures double-brin est effectuée par deux voies principales: la
recombinaison homologue (HR) et le « Non Homologous End-Joining » (NHEJ) (Figure 2). Le
choix entre ces deux mécanismes est notamment lié a la phase du cycle cellulaire. En effet, la
recombinaison homologue n’a lieu qu’en fin de phase S et en G2, alors que le NHEJ est actif
tout au long du cycle cellulaire (Hustedt and Durocher, 2016). La recombinaison homologue
nécessite une premiere étape de résection des extrémités, suivie d’'une étape de réparation
utilisant la chromatide sceur comme matrice. Ce mécanisme est extrémement fidéle (Johnson
and Jasin, 2000). Le NHEJ consiste quant a lui en une re-ligation simple des extrémités avec ou
sans utilisation de micro-homologies (NHEJ classique ou alternatif) (Lieber, 2010). Ce
mécanisme a été décrit comme moins fidéle, bien que cette observation reste controversée
(Betermier et al., 2014; Waters et al., 2014). Généralement, la réparation via le NHEJ entraine

une ligation correcte des deux extrémités d’ADN. Cependant, dans de rares cas, la ligation a
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lieu entre deux extrémités appartenant a des chromosomes hétérologues, ce qui aboutit a la

formation de translocations chromosomiques (Ghezraoui et al., 2014; Weinstock et al., 2007).

Cassure double brin

c-NHE] ’ \ HR

alt-NHE] ‘
:@: —_' e 5 = 00
‘ Résection ‘

B
DNA-PKCs
Hybridation ‘

:' ] ':
| T

Dégradation des extrémités

e ‘
Invasion

RADS |
LGy ~ 00000

Ligation

= '

Résection

-

PARP|

- -

Figure 2 : Mécanismes de réparation des cassures double-brin de I’ADN. A gauche le NHEJ classique entraine une
re-ligation simple des extrémités. Au centre le NHEJ alternatif utilise les micro-homologies a distance pour réparer.
A droite la recombinaison homologue entraine une résection des extrémités suivie d’une réparation par copie de
la chromatide sceur.

Les systémes de surveillance et de réparation de I'ADN assurent le maintien de l'intégrité
génomique. Une altération de ces mécanismes peut étre a I'origine d’une augmentation des
dommages de I’ADN, pouvant mener a la formation de translocations chromosomiques. Des

modeles murins déficients en ATM ont par exemple mis en évidence une augmentation de la
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fréquence de translocations chromosomiques et de lymphomes associés (Callen et al., 2007;
Camacho et al., 2002; Vaites et al.,, 2014). De plus, chez les patients atteints d’Ataxie
Télengectiasique, caractérisée par un défaut en ATM, le nombre de translocations

chromosomiques est fortement augmenté (Kojis et al., 1991; Kojis et al., 1989).

2. Des mécanismes différents chez I'Homme et la Souris

Des études sur les mécanismes de formation des translocations chromosomiques ont mis en
évidence des différences majeures entre I’'Homme et la Souris. En effet il a été montré que la
formation de translocations chez la souris était dépendante du NHEJ alternatif (Alt-NHEJ), et
nécessitait la présence de la ligase 3 (Simsek et al., 2011), de la polymérase Théta (Mateos-
Gomez et al., 2015) et de de I'enzyme de résection CtIP (Zhang and Jasin, 2011). A I'inverse
chez ’'Homme I'analyse des jonctions révéle une faible maturation des extrémités, avec peu
de micro-homologies, indiquant une faible implication du Alt-NHEJ (Brunet et al., 2009;
Ghezraoui et al., 2014). La perte de la ligase 3 et de CtIP n’affecte pas le taux de translocations
dans les cellules humaines, a l'inverse de la perte de la ligase 4 et de XRCC4, deux acteurs
majeurs du c-NHEJ (Ghezraoui et al., 2014). En absence des facteurs du c-NHEJ la formation
de translocations est alors médiée par le Alt-NHEJ avec une augmentation des grandes

délétions a la jonction, et de I'utilisation de micro-homologies.

Plus récemment, une équipe a étudié le rbéle potentiel d’autres protéines du systéme de
réparation dans la formation de translocations chromosomiques. En utilisant un systéme
rapporteur qui permet de suivre la formation de translocation dans des lignées cellulaires
humaines, ils ont montré que la protéine RAD50 limitait les réarrangements chromosomiques,

alors que les protéines 53BP1, PARP3 et DDB1 les favorisaient (Day et al., 2017).
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B. Mécanismes favorisant |'apparition des translocations

Les translocations chromosomiques sont des réarrangements rares de I’ADN. Cependant il est
aujourd’hui démontré que certaines conditions permettent d’augmenter la fréquence de ces

évenements.

1. La localisation nucléaire

Il est connu depuis de nombreuses années que I'organisation de la chromatine dans le noyau
n‘est pas aléatoire et forme des territoires chromosomiques (Cremer et al., 1982). Chez
I'Homme il est globalement admis qu’il existe une organisation radiale dépendante de la
densité en genes. Les régions riches en génes sont majoritairement centrales, alors que les
régions pauvres en genes sont localisées en périphérie (Croft et al., 1999). Cette organisation
nucléaire présente une certaine plasticité. En effet une étude sur six types cellulaires
différents chez la souris a montré une organisation nucléaire spécifique a chaque type
cellulaire (Mayer et al., 2005). Des observations similaires ont été observées lors de la
comparaison de fibroblastes humains quiescents ou proliférant (Bridger et al., 2000). Enfin, au
cours de la différenciation, des modifications de I'organisation nucléaire ont été constatées.
Ces changements ont notamment été observés lors de la différenciation des adipocytes

humains (Kuroda et al., 2004) ou encore des lymphocytes T (Kim et al., 2004).

L'observation de translocations récurrentes chez les patients atteints de cancers a mené a
I’hypothese d’un réle de la localisation spatiale dans le choix des partenaires impliqués dans
les translocations. Des études utilisant un marquage fluorescent des loci d’intérét ont mis en
évidence la proximité des partenaires pour différentes translocations. Par exemple, il a été
montré que les loci BCR et ABL, fréquemment transloqués dans les leucémies myéloides
chroniques, étaient initialement proches dans les cellules non tumorales de la moelle osseuse
(Lukasova et al., 1997). Des résultats similaires ont été obtenus pour les génes MYC et IGH
fréquemment transloqués dans les lymphomes B (Roix et al., 2003). De maniére intéressante
cette localisation pourrait influencer le timing d’apparition des translocations lors de la

différenciation cellulaire. En effet une étude a montré que des loci fréquemment transloqués
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dans les liposarcomes étaient proches dans les adipocytes et non dans les pré-adipocytes
(Kuroda et al., 2004). De plus, une étude sur les cancers de la prostate a montré que
I'activation du récepteur aux androgenes entrainait un rapprochement des loci TMPRSS2,
ERG, et ETV1 favorisant leur translocation lors d’un stress génotoxique (Lin et al., 2009). Ces
résultats pourraient apporter une explication a I'association de translocations a certains types
cellulaires particuliers. Les études citées précédemment ont utilisées des approches de
microscopie ciblée, permettant I'analyse de seulement quelques loci. Les technologies
récentes de Hi-C, ont permis de réaliser des analyses plus globales en déterminant les contacts
entre I'ensemble des régions du génome (Lieberman-Aiden et al., 2009). Une étude a par
exemple apporté de nouvelles preuves de I'importance de la proximité initiale des partenaires
transloqués (Zhang et al.,, 2012). Les auteurs induisent des cassures double-brin dans les
cellules par irradiation. lls déterminent ensuite I'ensemble des loci transloqués. En comparant
les translocations et la carte de contact avant irradiation, ils observent une corrélation entre

proximité et fréquence de translocation.

Dans le cas de la translocation t(2,5) menant a la fusion NPM1-ALK, qui est utilisée comme
modele dans cette thése, la proximité entre les loci NPM1 et ALK n’est pas totalement établie.
Une étude a montré qu’un rapprochement NPM1 et ALK pourrait étre induit par une
dérégulation de I'expression de genes situés a proximité (Mathas et al., 2009). En effet les
auteurs observent une dérégulation des génes FRA2 et HLH sur le chromosome 2 et du géne
CSF1-R sur le chromosome 5 dans les ALCL portant ou non la translocation t(2,5). Dans les
cellules tumorales, en absence de translocation ils observent une proximité spatiale de ces
geénes qui n’est pas retrouvée dans des cellules T non tumorales. Cette proximité pourrait

ensuite favoriser 'apparition de la translocation qui serait alors un événement secondaire.

2. La chromoplexie

La chromoplexie consiste en un réarrangement en chaine de plusieurs portions de
chromosomes. Ce phénomeéne a été montré pour la premiere fois en 2013 dans le cas de
cancers de la prostate (Baca et al., 2013). Une analyse de 57 tumeurs par séquencage du

génome entier a révélé une forte abondance de translocations (5596 réarrangements
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détectés). Ces translocations apparaissent lors de réarrangements en chaine en inter et/ou en
intra chromosomique, avec ou sans délétions a la jonction (Figure 3) et qui sont le plus souvent
équilibrés. Lors de I'analyse de la clonalité des réarrangements, les auteurs ont montré que
plusieurs phases de réarrangements en chaine pouvaient intervenir au cours de I'oncogenése.
Ces réarrangements entrainent notamment la dérégulation de genes pouvant jouer un réle
dans I'oncogeneése, tels que PTEN, NKX3-1, CDKN1B, TP53 ou encore RB dans le cas du cancer

de la prostate.

Par la suite, des phénomeénes similaires ont pu étre décrits dans le cas du carcinome NUT-
midline (Lee et al.,, 2017), du sarcome d’Ewing (Anderson Science 2018), et dans
I’adénocarcinome du poumon (Lee et al., 2019). Quelques cas ont également été observés
dans le myélome avec une apparition plus tardive de ces évenements au cours de
I’'oncogenese (Maura et al., 2019). Dans le sarcome d’Ewing, la fusion EWSR1-ETS, oncogene
principal de ce cancer, est formées dans 42% des cas par un événement complexe de
chromoplexie, et non une simple translocation chromosomique. La présence de chromoplexie
est associée a un mauvais pronostic dans ce cancer. Tout comme dans le cas du cancer de la
prostate, dans le sarcome d’Ewing, la chromoplexie entraine la dérégulation de I’expression

de certains génes pouvant jouer un réle dans I'oncogenése, tels que AR1ID1B ou AP1B1.

La nécessité de chromoplexie dans la formation de remaniements oncogénes pourrait étre en
partie liée a I'orientation des génes sur les chromosomes. Par exemple dans le cas du sarcome
d’Ewing, les auteurs ont montré que la fusion EWSRI-ERG était toujours formée par
chromoplexie alors que la fusion EWSRI-FLI1 pouvait étre formée en absence de
chromoplexie (Anderson et al., 2018). L'orientation des génes pourrait expliquer cette
différence, car une simple translocation ne permet pas de placer les génes EWSR1 et ERG dans
une bonne orientation transcriptionnelle. Néanmoins, la question de la nécessité de la
formation de plusieurs réarrangements dans les autres cas reste ouverte. Ces réarrangements
sont, dans la plupart des cas, équilibrés, ce qui est en accord avec le fait que la chromoplexie
est un événement initial de I'oncogenése et se produit dans des cellules saines dans lesquels

une perte du nombre de copies induirait un arrét du cycle.

Les mécanismes sous-jacents aux événements de chromoplexie restent aujourd’hui peu
connus. Cependant, les réarrangements observés dans le cas du cancer de la prostate sont
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associés a des régions fortement transcrites présentant une chromatine ouverte (Baca et al.,
2013). Il semblerait donc que la chromoplexie puisse étre liée a la transcription. De plus, les
travaux de Anderson et al. ont mis en évidence une corrélation entre chromoplexie,
réplication précoce de I’ADN et chromatine ouverte (Anderson et al., 2018). Or les régions
fortement exprimées sont globalement répliquées précocement au cours de la phase S du
cycle cellulaire. Ces résultats apportent des arguments supplémentaires en faveur d’un lien

entre transcription et chromoplexie.

Chromoplexie ; Chromoplexie
X + délétions
[ I [— [ [ \\\
Géne de fusion
=
: .
. [ — ; . -
I Cassures double-brin - Jonctions |\ Délétions (deletion bridge)

Figure 3 : Schéma du mécanisme de chromoplexie sans (a gauche) ou avec (a droite) délétions au niveau des points
de cassure. Des réarrangements en chaine ont lieu, pouvant entrainer la formation de genes de fusion.

3. Translocations induites par RAG/AID

Au cours de la maturation des lymphocytes B et T, a lieu une étape de diversification du
répertoire immunitaire faisant intervenir des translocations programmées a des sites
particuliers (Pour revue (Prochazkova and Loizou, 2016)). Ce processus fait intervenir la

recombinaison V(D)J ainsi que I’hypermutation somatique. La recombinaison V(D)J a lieu au
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niveau de loci spécifiques : le géne codant la chaine lourde des immunoglobulines pour les
lymphocytes B et le TCR beta pour les lymphocytes T. Lors de ce mécanisme un réarrangement
des fragments V (Variable), D (Diversity) et ) (Joining) a lieu (Figure 4). L'initiation de ce
mécanisme est induite par les endonucléases RAG1 et RAG2 capables de créer des cassures
double-brin au niveau de leurs sites de reconnaissance RSS (Recombination Signal
Sequences)(Bassing et al., 2000; Oettinger et al., 1990; van Gent et al., 1995). Les cassures
générées par le complexe RAG sont ensuite réparées par le NHEJ classique (c-NHEJ). (Taccioli
et al., 1993). La recombinaison V(D)J est initiée au niveau de la moelle osseuse ainsi que dans
le foie foetal pour les progéniteurs-B (pro-B) et dans le thymus pour les progéniteurs-T (pro-
T). La premiere étape consiste en un assemblage (D)J, puis le segment V est accolé a ce
fragment. Ceci résulte en un exon V(D)J fonctionnel qui est assemblé avec la région constante
Cu lors de la transcription de I’ARN (Figure 4). Au cours de la maturation des lymphocytes B a
ensuite lieu une étape de modification de la région V, appelée hypermutation somatique, qui
permet d’augmenter la diversité du répertoire immunitaire. Une étape de commutation de
classe est également possible, entrainant la modification de la région constante Cu de maniére
a modifier son isotype (en IgE, IgA ou IgG) tout en conservant la spécificité de reconnaissance.
Ces deux étapes nécessitent l'intervention de la protéine AID (Activation-Induced Cytidine
Deaminase) (Muramatsu et al., 2000). Cette enzyme déamine les cytosines en uraciles sur
I’ADN simple-brin (lors de la transcription), entrainant I'apparition d’un mésappariement
réparé par cassure et mutation de I’ADN. La fenétre d’expression d’AID au cours de la
différenciation des lymphocytes B est extrémement réduite (Muramatsu et al., 1999). Ceci

participe au contréle de I'hypermutation et de la commutation de classe.
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Figure 4 : Schéma simplifié de la diversification du répertoire immunitaire. La recombinaison V(D)) permet en
premier lieu d’assembler les segments V, D et J a I'aide des protéines RAG1 et RAG2 qui introduisent des cassures
de I'’ADN, réparées par le c-NHEJ. La région V(D)J est ensuite soumise a une hypermutation somatique induite par
la protéine AID. Cette étape permet d’induire des mutations dans les segments V,D et J. La région constante C est
quant a elle soumise a la commutation de classe qui permet de modifier la classe de I'immunoglobuline, a I'aide
de la protéine AID

Bien que ce systeme soit extrémement controlé, la présence du signal RSS peut étre suffisante
a l'induction de coupure par le complexe RAG méme en dehors des loci normalement
concernés (Hesse et al., 1987). Ces erreurs de clivages conduisent a la formation anormale de
translocations entre un segment appartenant a une région V, D ou J et un locus appartenant
a un autre chromosome. Il a été observé que le locus anormalement remanié présentait un
signal similaire au RSS (Tycko et al., 1989). De nombreuses translocations ont ainsi été
décrites, dont I'un des partenaires est localisé au niveau des loci /IGH ou TCR. Notamment les
translocations t(8;14)(q24;932), t(2;8)(p12;924), 1t(8;22)(q24;q11), t(8;14)(924;q1l), et
1(8;12)(g24;922) impliguent une relocalisation du géne MYC au locus IGH ou TCR, et sont

associées aux leucémies lymphoides aigues (Rabbitts and Boehm, 1991; Rimokh et al., 1991;

Shima et al., 1986). Ou encore la translocation t(14;18)(g32;g21) qui relocalise le gene BCL2
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au locus IGH dans les lymphomes folliculaires (Bakhshi et al., 1987). Des translocations
peuvent également étre observées en absence de sites RSS cryptiques sur le 2¢ partenaire,
pouvant s’expliquer par la présence simultanée d’une cassure double-brin dans le génome.
De maniére similaire des remaniements utilisant des sites cryptiques de reconnaissance pour
AID ont été décrits. Notamment il a été montré que des translocations entre le locus MYC et
le locus IGH pouvaient avoir lieu et nécessitaient la présence d’AID (Robbiani et al., 2008). Une
activité d’hypermutation aberrante a également était décrite au niveau des proto-oncogénes
PIM1, RHOH/TTF et PAX5 a l'origine de translocations chromosomiques présentes dans les

lymphomes diffus a grandes cellules (Pasqualucci et al., 2001).

Un role de la protéine RAG2 a également été démontré dans le maintien de la stabilité du
génome chez la souris (Deriano et al., 2011). En effet les auteurs ont montré que dans un
contexte déficient en P53 chez la souris, la suppression du domaine c-terminal de RAG2
entrainait une augmentation du nombre de lymphomes ainsi que du nombre de translocations
présentes dans ces tumeurs. Une seconde étude a montré que le domaine "acidic hinge" de
RAG?2 était également indispensable au maintien de l'intégrité génomique (Coussens et al.,
2013). Les auteurs ont observé une augmentation du nombre d’aberrations chromosomiques

sur les métaphases.

4, Translocations et sites fragiles

Dans le génome, il existe des régions d’ADN qui présentent un fort taux de cassures double-
brin. Ces régions ont été qualifiées de sites fragiles. |l a été montré que le taux de cassures au
niveau de ces sites était lié a la réplication de I’ADN. L’inhibition de la réplication par
I’Aphidicholine entraine par exemple une augmentation du nombre de cassures (Glover et al.,
1984). Ce phénomene favorise I'apparition de délétions et de translocations au niveau de ces
sites fragiles (Glover and Stein, 1988). Dans le cas de myélomes, il a par exemple était montré
gue des translocations avaient lieu au niveau du site fragile FRA16D (Ried et al., 2000).
D’autres translocations ont été observées aux sites FRA3B dans l'adénocarcinome de

I’cesophage (Fang et al., 2001), FRA2G dans le carcinome rénal (Druck et al., 2001), FRA8C dans
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le lymphome de Burkitt (Ferber et al., 2004), et FRA6E dans les leucémies lymphoblastiques

aigues (Sinclair et al., 2005).

5. Translocations et traitement aux inhibiteurs de topoisomérase |l

Les inhibiteurs de topoisomérases Il, utilisés en clinique, présentent deux mécanismes
d’action différents : certains stabilisent le complexe ADN/topo Il, entrainant une fixation
covalente de I'enzyme au niveau de I’ADN (Osheroff, 1989), alors que d’autres empéchent la
religation de I’ADN apreés clivage (Robinson and Osheroff, 1991). Dans les deux cas on observe
une stabilisation de la cassure qui entraine normalement la mort cellulaire. Cependant cette

stabilisation peut également étre a |'origine de remaniements chromosomiques.

L'utilisation d’inhibiteurs de topoisomérases Il tels que I'étoposide, la doxorubicine, ou encore
le mitoxantrone en chimiothérapie aboutit parfois a des leucémies secondaires, caractérisées
par des réarrangements chromosomiques. Historiquement, le 1° cas de translocation
secondaire a l'utilisation d’inhibiteur de topoisomérases Il, a été décrit en 1985 dans le cas
d’un neuroblastome traité par doxorubicine (Secker-Walker et al., 1985). Le patient avait alors
développé une leucémie lymphoblastique aigue portant une translocation t(4,11). La majorité
des leucémies secondaires aux traitements inhibiteurs de topoisomérases Il portent des
remaniements faisant intervenir les genes MLL ou PML (Pour revue (Pendleton et al., 2014)).
La région BCR (Breakpoint Cluster Region) du gene MLL est localisée a proximité d’un site de
fixation des topoisomérase |l ce qui pourrait expliquer les remaniements observés. Plus de 64
partenaires ont été identifiés pour le gene MLL (Meyer et al., 2009). Parmi ces partenaires, les
plus fréquents sont les génes AF4, AF9 et ENL (Wright and Vaughan, 2014). Le géne PML est
guant a lui fréquemment associé avec le géne RARa apres traitement au mitoxantrone avec

des cassures observées au niveau de sites TOPO Il (Mistry et al., 2005).
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C. Le réle des translocations dans I'oncogenese

La présence de translocations chromosomiques dans des cellules tumorales est une
observation fréquente. Ces translocations peuvent étre retrouvées dans de nombreux types
de cancers. Deux mécanismes d’action principaux ont été décrits afin d’expliquer leurs roles

dans la tumorigenése.

1. La dérégulation d’oncogenes ou génes suppresseurs de tumeurs (Figure 5A)

Le premier mécanisme connu entraine la relocalisation d’un oncogéne a proximité d’un
« enhancer » ou d’un promoteur actif. L'oncogéne est alors surexprimé dans les cellules
transloquées. Ce phénomeéne a été largement décrit dans le cas d’oncogénes relocalisés a
proximité de la région régulatrice des IGH et du TCR, notamment pour le gene MYC (Rabbitts
and Boehm, 1991; Rimokh et al., 1991; Shima et al., 1986) ou encore BCL2 (Bakhshi et al.,
1987). Ce mécanisme est trés présent dans les cancers touchant les lymphocytes B et T en

raison du role de la recombinaison V(D)J décrit précédemment.

Des évenements similaires ont pu étre décrits dans des tumeurs solides. Par exemple, dans le
cancer de la prostate, des réarrangements chromosomiques entrainant la fusion du
promoteur de TMPRSS2 aux génes ETS ont été décrits comme oncogeénes (Tomlins et al.,
2007). Dans des cas de fibrosarcomes, le géne PDGFB peut étre placé sous le contréle du
promoteur du géne COL1AL. Le 1° exon de PDGFB est délété lors de cette translocation,
entrainant une perte de sa régulation (Simon et al., 1997). Il existe d’autres exemples de
dérégulation d’oncogenes dans des tumeurs solides : la translocation impliquant le gene
CTNNB1 et I'oncogéne PLAGI1 dans les adénomes pléomorphiques (Kas et al., 1997), la
translocation impliquant le gene ACTB et I'oncogene GLI/1 dans le péricytome (Dahlen et al.,
2004) ou encore la translocation impliquant le gene COL1A1 et 'oncogene USP6 dans le kyste

osseux anévrismal (Oliveira et al., 2005).

Quelques études ont également décrit un mécanisme d’inactivation de genes suppresseurs de
tumeurs par troncation lors de translocations chromosomiques. Ce phénomeéne a notamment
été montré avec l'inactivation de P16 dans la leucémie aigue lymphoblastique lors de la
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translocation t(9,14), ou encore avec l'inactivation de NF1 dans le neurofibrome (Duro et al.,

1996; Storlazzi et al., 2005).

2. La création d’un oncogene de fusion (Figure 5B)

Le second mécanisme entraine la création d’un nouvel oncogene de fusion. Ce phénomeéne
peut avoir lieu lorsque les cassures apparaissent dans les introns de deux genes différents.
Ceci entraine la formation d’une protéine chimérique pouvant avoir une activité aberrante. La
majorité des protéines concernées impliquent des kinases ou des facteurs de transcription.
Dans le cas des kinases on observe généralement une activation constitutive de la protéine.

Un trés grand nombre de kinases de fusion ont été décrites (Stransky et al., 2014).

BCR-ABL est la premiere kinase de fusion découverte en 1986 (Ben-Neriah et al., 1986). Elle
est impliquée dans les leucémies myéloides chroniques et localisée sur le chromosome de
Philadelphie, formé lors de la translocation t(2,9). Une translocation similaire est retrouvée
dans 20% des leucémies aigues lymphoblastiques (ALL) adultes, 5% des ALL pédiatriques et
dans quelques cas de leucémies myéloides aigues (AML) (Laurent et al., 2001). Lorsqu’ABL est
fusionnée a BCR, son activité tyrosine-kinase reste constitutivement active ce qui entraine
I’activation de différentes voies de signalisation cellulaire dont MAPK, PI3K/AKT, STAT1/5
(Cilloni and Saglio, 2012). De plus, la protéine de fusion BCR-ABL interfére avec l'interaction
BCR/XPB, menant a des anomalies de réparation et une instabilité génétique (Takeda et al.,

1999).

Il existe généralement une bonne association entre une fusion particuliere et un type de
cancer. Cependant, certains genes sont impliqués dans différentes fusions et différents
cancers. C’'est notamment le cas de MLL qui, comme nous I'avons vu précédemment, peut
avoir plus de 64 partenaires différents (Meyer et al., 2009). Il est également possible de cité
le géne ETV6 qui présente plus de 20 partenaires (Bohlander, 2005). De plus, il a été montré
gue la méme protéine de fusion ETV6-NTRK3 pouvait étre impliquée dans le fibrosarcome, le
néphrome mésoblastique, le carcinome du sein ainsi que les leucémies aigues myéloides

(Lannon and Sorensen, 2005).
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Au laboratoire, deux protéines de fusion sont principalement étudiées : NPM1-ALK (qui sera
décrite en détail dans la suite de cette thése), et EWS-FLI1. Cette seconde protéine de fusion
estissue de la translocation t(11;22)(p24;q12) présente dans le sarcome d’Ewing. Elle entraine
la fusion de du domaine de liaison a I’ADN de FLI1 et du domaine trans-activateur de EWS.
Ceci induit I'activation constitutive des cibles d’EWS dans la cellule ainsi qu’une modification

de I'épigénome (Pour revue (Grunewald et al., 2018)).

A) Dérégulation d’un oncogéne
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B) Création d’un oncogéne de fusion
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Figure 5 : Mécanismes d’action des translocations au cours de I'oncogenése. A) L'oncogéne 2 est transloqué a
proximité d’une séquence enhancer (gauche) ou d’un promoteur fort (droite), ce qui entraine sa surexpression. B)
Les cassures double-brin ont lieu dans les introns de deux genes, la translocation entraine la formation de deux
genes de fusion plus ou moins exprimés.
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D. Le paradoxe des translocations et de leur réle dans I'oncogenése

Bien que de nombreuses translocations soient présentes dans une large variété de cancers, il
est parfois difficile d’établir un lien direct entre certaines translocations et les mécanismes

d’oncogenese.

1. Incidence des translocations dans les cancers

Il est aujourd’hui établi que la fréquence de translocations chromosomiques dans les cancers
est tres élevée (Figure 6). Dans les cancers hématologiques elle varie de 50% dans les
leucémies a 90% dans les lymphomes. Dans le cas des sarcomes, un quart des cancers
présentent des translocations. Dans les carcinomes, qui représentent 80% des cancers, le
pourcentage de translocation n’est pas clairement établi mais des translocations sont
retrouvées par exemple dans les carcinomes rénaux ou pulmonaires (Nambiar and Raghavan,

2011).

Incidence des translocations dans les cancers

Sarcomes I-

Lymphomes .I

Leucémies -

Myélomes I|

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Incidence de chaque type de cancer

B Transloqués B Non transloquées

Figure 6: Incidence des translocations dans les cancers (Adapté de (Nambiar and Raghavan, 2011)). En abscisses
I'incidence de chaque type de cancers parmi I'ensemble des cancers. En orange et en bleu le pourcentage de
cancers avec/sans translocations.
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2. Addiction aux oncogenes de fusion

Un argument en faveur de I'importance des translocations dans I'oncogenése est I'existence
d’une addiction aux oncogénes, et notamment aux protéines de fusion. Ce terme d’addiction
a été utilisé pour la premiere fois par le Dr. Weinstein, lors d’une étude dans laquelle il montre
gue l'inhibition de la protéine kinase C dans des cellules cancéreuses peut entrainer la mort
de ces cellules (Weinstein et al., 1997). Par la suite, ce phénomene a été décrit pour de
nombreux oncogénes : MYC (Felsher and Bishop, 1999; Pelengaris et al., 1999), HRAS (Chin et
al., 1999), KRAS (Aoki et al., 1997).

Dans le cas des protéines de fusion, ce phénomeéne d’addiction a été bien décrit pour la
protéine BCR-ABL. Par exemple, la protéine de fusion BCR-ABL a été introduite dans une lignée
cellulaire murine dépendante a I'lL3. En présence de BCR-ABL les cellules sont capables de
survivre sans IL3, a I'inverse I'inhibition de cette kinase de fusion entraine une mort massive
des cellules (Klucher et al., 1998). Une étude plus récente a montré que cette addiction a BCR-
ABL été di a I'activation des voies STAT3/5, AKT et ERK (Sharma et al., 2006). Ces observations
ont orienté la recherche vers des molécules thérapeutiques ciblant spécifiguement les
oncogenes de fusion. Une équipe a mis au point un analogue d’ATP permettant I'inhibition
des tyrosine-kinase (dont BCR-ABL), utilisé en clinique depuis 2001 sous le nom d’Imatinib
(Druker et al., 1996). Par la suite cet inhibiteur a été utilisé dans le cas d’autres fusions
chromosomiques (COL1A1-PDGFRB, FIP1L1-PDGFRA, autres fusions incluant PDGFR).
D’autres inhibiteurs de kinases sont également utilisés en clinique (Crizotinib et Ceritinib pour
les fusions incluant ALK, Dasatinib, Nilotinib, Bosutinib, Ponatinib pour BCR-ABL) (Mertens et
al., 2015).

3. Les translocations retrouvées chez des individus sains

Il a été montré que certaines translocations étaient suffisantes a la transformation cellulaire.
C’est par exemple le cas de la t(9,11)(p22,923) menant a la fusion MLL-AF9 (Horton et al.,
2013). A l'inverse d’autres translocations ne permettent pas, a priori, d’'induire I'oncogenese

a elles seules. C'est le cas de la translocation t(12,21)(p13,922) menant a la fusion ETV6-
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RUNXL1. Cette translocation est retrouvée chez des jumeaux monozygotes, ce qui indique une
origine prénatale (Wiemels et al., 1999). Cependant les jumeaux ne développent pas de
leucémies lymphoides aigues au méme age, ce qui semble indiquer la nécessité d’événements

secondaires a la translocation permettant I'oncogenese.

De nombreuses translocations chromosomiques, fréquemment associées a des cancers,
peuvent étre détectées dans le sang d’individus sains. En effet, cette observation a été faite
en 1991, lors d’une étude sur la translocation t(14 ;18) menant a la fusion IGH-BCL2 (Limpens
et al., 1991). Le transcrit de fusion a été détecté par RT-PCR dans les leucocytes de personnes
saines a une fréquence de 1/10° cellules. De nombreuses études ultérieures ont confirmé ces

résultats (Pour Revue (Basecke et al., 2002)).

En 1995, des analyses similaires ont été réalisées pour BCR-ABL (Biernaux et al., 1995). Lors
de ces travaux, les auteurs ont réussi a détecter le transcrit codant pour la protéine de fusion
BCR-ABL par RT-PCR, chez des individus sains. lls ont ainsi détecté I’ARN dans le sang de 22/73
adultes, et 1/22 enfants. Ills n‘ont cependant détecté aucune translocation dans 22
échantillons de sang de cordon. Ce résultat a par la suite été confirmé par Bose et al. (Bose et
al., 1998). Ces observations ont également été faites pour de nombreuses autres
translocations impliquées dans les leucémies et lymphomes (Janz et al., 2003). Notamment
une étude de 2002 a montré que la translocation t(2 ;5) menant a la fusion NPM1-ALK pouvait

étre détectée chez 14/29 individus sains (Trumper et al., 1998).

Une étude plus approfondie, sur 15 ans, a été réalisée pour la translocation t(14 ;18) (Roulland
et al.,, 2014). Les auteurs ont utilisé une cohorte de 520 000 individus, chez qui des
prélévements ont été effectués a t0. Parmi ces participants, 100 ont développé un lymphome
folliculaire dans les 3 mois — 15 ans suivant le début de |'essai. Les auteurs ont alors analysé la
prévalence de la translocation t(14 ;18) a t0 entre ces 100 individus malades et 218 individus
controdles. Les résultats révelent une fréguence de détection de la translocation a t0O plus
élevée chez les individus malades (fréquence > 10#). De plus, en comparant les points de
cassures détectés a t0 et au diagnostic, les auteurs n’observent aucune variation. Ceci suggere
une expansion clonale a partir d’une cellule transloquée préexistante. L’'ensemble de ces
résultats semble indiquer que la fréquence de détection de la translocation t(14 ;18) dans le
sang d’un individu sain pourrait étre un bon indicateur du risque de développer un lymphome
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folliculaire. Cependant cette étude a été réalisée uniquement sur des individus d’origine
Européenne, or une étude de 2017 a montré que la prévalence de la translocation t(14 ;18)
était dépendante de l'origine ethnique (Levy et al., 2017). En effet, dans cette étude les
auteurs ont recherché la présence de la translocation dans le sang d’individus Brésiliens
d’origines ethniques différentes. L’étude inclus 85 « Blancs », 72 « Noirs » et 70 « Descendants
Japonais ». Les résultats montrent de tres fortes variations de la prévalence de la t(14 ;18)
entre les trois groupes : elle est détectée chez 52% des « Blancs », 79% des « Noirs » et 97%
des « Japonais ». Une seconde étude réalisée sur une population Américaine montre que la
prévalence de la t(14 ;18) est la méme entre la population « Blanche » et « Noire », alors que
I'incidence du lymphome folliculaire est plus élevée au sein de la population « Blanche »
(Colon-Otero et al., 2017). Les résultats de ces différentes études semblent indiquer que la
t(14 ;18) n’est pas un bon indicateur de risque pour toutes les origines ethniques et qu’il est

important de tenir compte du fond génétique lors de la recherche de biomarqueurs.

De méme, dans le cas du sarcome d’Ewing, présentant une translocation entre les loci EWSR1
et FLI1, il a été observé que l'incidence était dix fois plus faible dans la population Africaine
comparé a la population Européenne (Beck et al., 2012). Cette différence peut étre en partie
expliquée par l'existence de polymorphisme au niveau des sites de reconnaissance

microsatellites de la protéine de fusion EWS-FLI1.

L'ensemble des observations précédentes semblent indiquer que les translocations ne sont
pas toujours suffisantes a 'oncogeneése. Il se pourrait que des événements secondaires, ou un

contexte cellulaire particulier soient nécessaires en plus de la translocation.

E. La modélisation des translocations

L'étude des translocations chez les patients ne permet pas toujours de disséquer les

mécanismes de formation et/ou d’action des translocations. Pour cela il est parfois nécessaire

d’utiliser des modeéles simplifiés dont les paramétres sont davantage contrdlés. Ainsi au cours

des derniéres années, de nombreuses équipes ont tenté de reproduire certaines
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translocations chromosomiques dans des lignées cellulaires, des cellules primaires, mais

également in vivo.

1. Surexpression du géne de fusion : un modéle limité

La plupart des modeles sont basés sur une surexpression du gene de fusion. De tels modeles
ont été générés dans des lignées cellulaires humaines et murines (Amarante-Mendes et al.,
1998; Canitrot et al., 1999; Jin et al., 2007) afin d’étudier les conséquences sur la prolifération,

la survie et une éventuelle transformation des cellules.

La surexpression de geénes de fusion peut également étre réalisée dans des cellules primaires.
Il est par exemple possible d’induire une surexpression stable des fusions BCR-ABL et MLL-AF9
dans des CD34+ humains a I'aide de systémes rétroviraux ou lentiviraux (Horton et al., 2013;
Rizo et al., 2010; Sontakke et al., 2016; Wei et al., 2008). Cependant dans ces études, les
xénogreffes des cellules surexprimant le gene de fusion peinent a récapituler les maladies
observées chez 'Homme. En effet dans le cas de la fusion MLL-AF9, les auteurs obtiennent
majoritairement des leucémies lymphoides et non myéloides, montrant une des limites de ces

modeles.

Des modeles murins ont également pu étre générés, permettant une expression controlée du
gene de fusion au cours du développement, ou encore une expression tissu-spécifique
(Guryanova and Levine, 2013; Hauer et al., 2014; Rabbitts et al., 2001). Ce controle de
I'expression des genes de fusion est un parametre essentiel. En effet une expression
ubiquitaire peut s’avérer létal. C'est par exemple le cas de la fusion BCR-ABL qui induit une

|étalité embryonnaire chez la souris (Heisterkamp et al., 1991).

Bien que les modeéles de surexpression aient permis de nombreuses avancées, ils présentent
un certain nombre de limitations. Tout d’abord, le niveau d’expression n’est pas soumis au
contréle du promoteur endogéne, empéchant ainsi I’analyse d’un éventuel effet dose. De plus,
le contexte chromosomique est totalement différent : la translocation est absente, de méme
qgue le géne réciproque, qui peut parfois étre exprimé chez les patients et pourrait jouer un

réle dans I'oncogenése. Notamment, il a été montré que la protéine de fusion ABL-BCR était
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exprimée apres translocation, et qu’elle favorisait la prolifération cellulaire (Zheng et al.,
2009). Les éventuels effets d’happloinsuffisance liés a la perte d’un des alleles sont également
absents dans les modeéles de surexpression (Groschel et al., 2014). Enfin, les translocations
chromosomiques impliquent un remaniement de bras entiers de chromosomes pouvant
générer des modifications de localisation nucléaire, de marques épigénétiques et
d’organisation de la chromatine. L'ensemble de ces éléments ne peut pas étre étudié dans les
modeles de surexpression. Il est donc nécessaire de générer de nouveaux modeles de
translocations plus proches de la physiologie des patients, afin de pouvoir étudier les

conséquences globales des translocations chromosomiques.

Des modeles utilisant le systéme Cre-lox chez la souris avaient été proposés afin de générer
les translocations MII-Af9 et Ewsr1-Flil (Rabbitts et al., 2001; Tanaka et al., 2015). Ces modeles
reproduisent la translocation de maniere fidéle, cependant la technique est longue et

complexe, et peut difficilement étre appliquée aux cellules humaines.

2. Utilisation des nucléases artificielles afin de générer des translocations
chromosomiques

L'émergence de nouveaux outils d’édition du génome a ouvert la porte a la création de

nouveaux modeles d’étude des translocations, plus pertinents.

a) Les ZFN (Nucléase a doigt de Zinc)

Les nucléases a doigt de zinc (ZFN) ont été les 1¢ outils d’édition du génome utilisés (Kim et
al., 1996). lIs sont composés d’un domaine de reconnaissance de I’ADN a doigt de zinc et d’'un
domaine Fokl capable cliver I’ADN (Figure 7). Les doigts de zinc peuvent s’insérer dans le grand
sillon de I’ADN par reconnaissance de trois nucléotides (Pavletich and Pabo, 1991). Le domaine
Fokl possede une activité endonucléase lorsqu’il est présent sous forme de dimére (Bitinaite
et al., 1998). Ainsi pour générer une cassure double-brin de 'ADN il est nécessaire d’utiliser

un couple de ZFN reconnaissant chacune un brin d’ADN. Les ZFN ont été les 1¢ outils d’édition
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du génome utilisés pour générer des translocations chromosomiques dans des cellules

humaines (Brunet et al., 2009).

Fok|
BN
NNNNNNNNNTGACCTTAGNNNNIN. ANNNNCAACGTTCANNNNNNNNN
NNNNNNNNNYOLOOVYYLONNNNNNNNNNNNNO LLOOVYYOLNNNNNNNNN
Fok! ——— N

Figure 7 : Mécanisme d’action des ZFN. La reconnaissance de I’ADN est assurée par des domaines a doigts de zinc
qui se fixent sur une succession de 3 nucléotides. La coupure est réalisée par le domaine Fokl qui fonctionne en
dimere.

b) Les TALEN (Transcription Activator-Like Effector Nucleases)

Les TALEN (Transcription Activator-Like Effector Nucleases) sont composées de deux
domaines : un domaine TALE (Transcription Activator-Like Effector) assurant la spécificité de
reconnaissance de la séquence d’ADN, et un domaine Fokl capable de cliver 'ADN de maniére
simple brin (Figure 8) (Christian et al., 2010; Miller et al., 2011; Mussolino et al., 2011). La
spécificité de reconnaissance est effectuée par une suite de répétitions RVD (Repeat Variable
di-Residues). Chaque RVD reconnait un acide aminé particulier : NI s’associe avec A, HD avec
C, NG et HG avec T, et NN avec G. L’association de ces RVD entre eux permet de cibler
n‘importe quelle séquence d’ADN. De méme que pour les ZFN il est nécessaire d’utiliser un
couple de TALEN afin de générer des cassures double-brin. L'un des inconvénients de
I'utilisation des TALEN, est le temps et la complexité de I'assemblage des répétitions entre

elles.

Ce systeme a été utilisé au laboratoire afin de générer deux cassures double-brin ciblées de
I’ADN, menant a la formation de translocations chromosomiques (Piganeau et al., 2013;
Piganeau et al., 2016). Cette technique a permis de générer les translocations
t(11;22)(g24;912) menant a la fusion EWS-FLI1 et t(2;5)(p23;935) et menant a la fusion NPM1-
ALK avec une fréquence d’environ 1 cellule transloquée sur 1000. Par la suite ce systéme a
permis d’étudier plus en détail les mécanismes de formation des translocations dans les

cellules humaines (Ghezraoui et al., 2014).
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Ultérieurement, une équipe a montré qu’il était possible d’utiliser les TALEN afin de générer
des translocations dans des cellules primaires. lls ont induit les translocations MLL-ENL et MLL-
AF9 dans des cellules CD34+ humaines (Buechele et al., 2015). Les auteurs ont montré que la
transplantation de ces cellules transloquées chez la souris permettait d’induire la formation

de leucémies lymphoides et myéloides.
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Figure 8 : Mécanisme d’action des TALEN. La reconnaissance de I’ADN est assurée par le domaine TALE composé
de répétitions RVD spécifiques de chaque nucléotide. La coupure est réalisée par le domaine Fokl qui fonctionne
en dimére.

c) Le systéme CRISPR/Cas9

Le systeme CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Repeats)/Cas9 est issu d’un
mécanisme de défense des bactéries et des archées permettant de dégrader ’ADN exogene
(Sternberg et al., 2014). Il a été détourné de son rble initial afin d’étre utilisé pour modifier le
génome (Cho et al.,, 2013; Jinek et al.,, 2012). Ce systéme est composé d’une protéine
endonucléase capable de créer des cassures double-brin de I’ADN (la Cas 9), et d’'une séquence
ARN assurant la spécificité de coupure (I’ARN guide ou ARNg) (Figure 9). L'interaction entre
I’ARNg et |la protéine Cas9 se fait via un ARNtrac structuré. La coupure par la Cas9 est possible
uniquement si une séquence PAM (Protospacer Adjacent Motif) de 3 nucléotides particuliers
et présente en 3’ de la séquence cible. Dans le cas de la Cas 9 isolée a partir de Streptococcus

pyogenes le PAM est une séquence NGG.

Tout comme les TALEN, ce systeme permet d’induire de maniére efficace des translocations
chromosomiques dans les cellules. Les premiéres translocations générées a |'aide de ce
systéme ont été NPM1-ALK associée au lymphome anaplasique a grandes cellules (Ghezraoui
etal.,, 2014), EWSR1-FLI1 associée au sarcome d’Ewing et ETV6-RUNX1 associée aux leucémies
myéloides aigues (Torres et al., 2014), CD74-ROS1, EML4-ALK et KIF5B-RET associées au cancer

du poumon (Choi and Meyerson, 2014). Ces expériences ont été réalisées dans des lignées
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cellulaires humaines. Une étude similaire a montré I'efficacité de cette technique dans des
cellules de souris, permettant notamment de générer la translocation Pax3-Foxo1 associée au
rhabdomyosarcome alvéolaire (Lagutina et al., 2015). A l'inverse, une équipe a montré qu’il
était possible de réverter la translocation BCR-ABL, dans une lignée cellulaire humaine, a I'aide
de CRISPR/Cas9 (Lekomtsev et al., 2016). La technologie CRISPR/Cas9 peut également
permettre de détecter I'ensemble des réarrangements présents dans le génome suite a
I'induction d’une seule cassure (Frock et al., 2015). Des cassures endogénes présentes dans le

génome peuvent mener a différentes translocations détectées par séquencgage.

Ce systeme a ensuite été rapidement adapté a la génération de translocations in vivo. En 2014
et 2015 deux équipes sont parvenue a induire l'inversion Emi4-Alk, associée au cancer du
poumon non a petites cellules. Les expériences ont été réalisées chez des souris adultes par
instillation intratrachéale d’un adénovirus contenant la Cas9 et les guides ARN (Maddalo et
al., 2014) ou par instillation intratrachéale ou injection intra-pulmonaire directe d’un lentivirus
(Blasco et al., 2014). Dans les deux études, 6 a 8 semaines apres infection, les auteurs ont pu
détecter la présence de tumeurs dans les poumons. L’analyse biochimique des tumeurs a
révélé la présence de marqueurs spécifiques des adénocarcinomes tels que Nkx-2.1/TTF1 et
SpC. De plus, une analyse par PCR ou par FISH a permis de montrer la présence de I'inversion
Eml4-Alk dans I'ensemble des tumeurs analysées (n=4 et n=10). Les auteurs ont également
montré que l'utilisation de Crizotinib (inhibiteur d’ALK utilisé en clinique) permettait la
régression tumorale. Ces études mettent en avant la pertinence des modeéles de
réarrangements chromosomiques utilisant la technologie CRISPR/Cas9, qui permettent de

reproduire de maniere fidele les évenements qui ont lieu chez les patients.

La génération de translocations via le systeme CRISPR/Cas9 a également été effectuée dans le
modele animal C. elegans (Chen et al., 2015). La micro-injection des guides et de la Cas9 a

permis de généré une population F1 fertile porteuse de translocations.

Par la suite, cette technique a été appliquée aux cellules souches. En 2016, une étude a montré
gu’il était possible de générer des translocations dans des cellules souches de souris (mESC) a
I’aide de CRISPR/Cas9 (Jiang et al., 2016). Les auteurs ont établi une lignée mESC exprimant la
protéine Cas9 de maniére constitutive. Les cellules ont ensuite été infectées avec un lentivirus
porteur de guides ARN dirigés contre Cdx2 et Gsk3, ce qui permet l'induction d’une
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translocation t(5;7). Les cellules transloquées conservent leur pluripotence et sont capables
de participer a la formation d’embryons chimériques lorsqu’elles sont injectées dans des
blastocystes. En 2017, une étude a montré qu’il était également possible d’induire des
translocations par CRIPSR/Cas9 dans des cellules souches humaines (hMSC et hiPSC) (Torres-
Ruiz et al., 2017). En 2017, un second groupe a induit la translocation MLL-ENL dans des
cellules souche hématopoiétiques humaines CD34+ (Reimer et al., 2017). Les auteurs ont
obtenu des cellules transloquées en utilisant un lentivirus portant la Cas9 et les deux guides
ARN. Par la suite ils ont étudié le potentiel transformant de cette translocation. In vitro ils
n’ont pas constaté de transformation compléte des cellules en méthylcellulose ou en culture
liquide. Ils ont également réalisé des xénogreffes chez la souris. Les premiéres greffes n’ont
pas entrainé I'apparition de leucémies bien qu’elles présentent un phénotype proche des
leucémies monocytaires. Une seconde transplantation des cellules récupérées sur les
premiers receveurs permet cependant d’induire des leucémies B lymphoblastiques aigues.
Ces observations montrent que I'induction de la translocation n’est pas toujours suffisante a
I’'oncogenese, et qu’un environnement particulier pourrait permettre I'apparition secondaire
de cancers. Ces résultats sont différents de ceux obtenus précédemment avec des modeles
de surexpression (Barabe et al., 2007). En effet la surexpression avait été montrée suffisante
al'induction de 'oncogenése. L'ensemble de ces résultats montre I'importance de |'utilisation
de modeles les plus proches possibles de la pathologie afin de limiter les biais dans les

résultats.

Afin de faciliter la sélection des cellules transloquées par le systéme CRISPR/Cas9, et de
contrdler I'expression du géne de fusion, deux équipes ont proposé l'utilisation d’un géne
rapporteur intégré a la jonction (Spraggon et al., 2017; Vanoli and Jasin, 2017). Les travaux de
Vanoli et al. ont été réalisés en collaboration avec notre laboratoire au cours de ma these. Ces
études ont été réalisées sur les translocations EWSRI1-FLI1 et EWSR1-WTI1. Les auteurs
proposent de combiner le systéme CRISPR/Cas9 avec la recombinaison homologue et le
systeme Cre/Lox. Les deux guides ARN, la Cas9 et une matrice de réparation sont co-
transfectés dans les cellules. La matrice de réparation est composée de deux régions
homologues présentes aux extrémités (une pour chaque gene impliqué dans la translocation),
de deux sites LoxP et d’un gene de résistance (Hygromycine ou Puromycine). Si la réparation

des cassures générées par la Cas9 utilise la recombinaison homologue et intégre la matrice au
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site de réparation, alors les cellules transloquées sont résistantes a I’'Hygromycine ou a la
Puromycine et peuvent ainsi étre sélectionnées. Le gene de fusion n’est pas exprimé en raison
de la présence du géne de résistance. Par la suite, il est possible d’exciser le géne de résistance
par expression de la Cre et ainsi permettre I'expression du gene de fusion. Cette approche
permet a la fois de sélectionner les cellules transloquées, et de controler I'expression du gene
de fusion. Cependant les événements de recombinaison étant plus rares que la réparation par
le NHEJ, Vanoli et al. ont montré que dans leurs cellules mésenchymateuses humaines non
immortalisées, il était nécessaire d’utiliser un inhibiteur des DNA-PKcs afin de limiter le NHEJ,
pour obtenir des clones transloqués porteurs de l'insert. Ce traitement n’est pas nécessaire

avec la lignée cellulaire HEK293T utilisée par Spraggon et al.
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Figure 9 : Meécanisme d’action du systeme CRISPR/Cas9. L'ARN guide est composé d'une séquence
complémentaire a la séquence ADN cible, ainsi que d’une structure appelée ARNtrac permettant la liaison a la
protéine Cas9. La Cas9 est capable de couper I'’ADN sur les deux brins quelques bases en amont de la séquence
PAM.

d) La question de la spécificité

Le systéme CRISPR/Cas9 a révolutionné la modification ciblée du génome, de par sa simplicité

de synthese et d’utilisation. Cependant la question de la spécificité de coupure fait I'objet de
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nombreux débats. Bien que plusieurs études aient révélé une bonne spécificité du systéeme
CRISPR/Cas9 (Smith et al., 2014; Veres et al., 2014) il a été montré que ce systéeme pouvait
tolérer jusqu’a 5 mésappariements et ainsi entrainer des coupures non spécifiques (Fu et al.,

2013).

De nombreux logiciels de prédiction bio-informatique ont été mis au point afin de prédire et
d’évaluer la spécificité et I'efficacité des guides ARN (Bae et al., 2014; Haeussler et al., 2016;
Heigwer et al., 2014; Lei et al., 2014; MacPherson and Scherf, 2015; Montague et al., 2014;
Naito et al., 2015; Prykhozhij et al., 2015; Xiao et al., 2014; Xie et al., 2014; Zhu et al., 2014). Il
est ainsi possible d’aller vérifier la présence/absence de mutations aux sites de coupure non
spécifique prédits. De plus, il existe des méthodes d’analyse permettant de détecter
I'ensemble des mutations non spécifiques générées sur le génome (Crosetto et al., 2013;

Gabriel et al., 2011; Tsai et al., 2017).

Afin de pallier ce manque de spécificité, différentes solutions ont été proposées. Il a
notamment été montré qu’il était possible d’utiliser une Cas9 dite « nickase » qui génere des
cassures simple-brin plutét que double-brin (Mali et al., 2013; Ran et al., 2013). Il est alors
possible d’utiliser un couple de « nickases » ciblant deux régions tres proches afin de générer
deux cassures simple-brin qui seront traitées comme une cassure double-brin. D’autres
équipes ont généré des mutants de la protéine Cas9 permettant d’augmenter la spécificité
(Cho et al., 2014; Kleinstiver et al., 2016; Slaymaker et al., 2016). Notamment |'utilisation de
la Cas9-HF1 (Cas9-High Fidelity) semble supprimer totalement les coupures non spécifiques
(en dessous du seuil de détection). Plus récemment, une équipe a mis au point une « Sniper-
Cas9 » obtenu par sélection de mutants naturels chez E.coli présentant une efficacité
semblable a la Cas9-WT et une augmentation de la spécificité de 2 a 16 fois (Lee et al., 2018).
D’autres équipes de recherche ont proposé de modifier le guide ARN afin d’augmenter la
spécificité (Cho et al., 2014; Fu et al., 2014; Kocak et al., 2019). Notamment, I'utilisation de

guides plus courts semble donner de bons résultats.

L’'ensemble de ces éléments montrent qu’il existe bel et bien un manque de spécificité du
systeme CRISPR/Cas9. Dans le cas d’études sur des lignées cellulaires, ou des modeéles
animauy, les effets de coupure non spécifique prédits peuvent étre vérifiés, notamment par
séquencage. Cependant dans I'idée d’une utilisation en clinique, il est essentiel de controler
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et limiter les effets non spécifiques afin de ne pas perturber de maniére involontaire d’autres
régions du génome. Des modifications de la protéine Cas9 ou des guides ARN permettent de
limiter les effets de coupure non spécifique. Ces résultats ouvrent de nouvelles possibilités
pour une utilisation prochaine en thérapeutique. Dans le cadre de linduction des
translocations chromosomiques, il est important de noter que I'utilisation de deux ARN guides

simultanément peut augmenter les effets non spécifiques.
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Il. La translocation t(2;5)(p23,935) comme modéle d’étude

Dans le cadre de cette thése nous avons choisi la translocation t(2,5)(p23,935) comme modele
d’étude. Cette translocation est fréquemment associée au lymphome anaplasique a grandes

cellules (ALCL) et entraine la formation d’une protéine de fusion NPM1-ALK (Figure 10).
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Figure 10: Schéma de la translocation t(2,5)(p23,935) et de la protéine de fusion NPM1-ALK formée.

A. Aspects moléculaires

1. Nucléophosmine 1 (NPM1)

Le gene NPM1, porté par le chromosome 5, code pour une protéine ubiquitaire de 32 kDa : la
nucléophosmine 1 (également connue sous le nom de B23). Il s’agit d’'une protéine navette,
capable de transiter entre le noyau et le cytoplasme (Borer et al., 1989), grace a la présence

de signaux d’import et d’export nucléaire tous deux présents sur la protéine (Figure 10). Elle
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possede également un signal d’import nucléolaire dans sa partie C-terminale (Nishimura et
al., 2002). En conditions physiologiques normales I'import nucléaire est favorisé par rapport a

I'export (Bolli et al., 2007).

Différentes fonctions ont été décrites pour la protéine NPM1. Elle est notamment impliquée
dans la maturation et le transport des ribosomes (Sipos and Olson, 1991), et a été montrée
capable d’interagir avec I’ADN (Dumbar et al., 1989). Elle joue également un role dans la
duplication des centrioles lors du cycle cellulaire (Tarapore et al., 2002) ainsi que dans la
réparation de I’ADN via le mécanisme d’excision de base (BER) (Poletto et al., 2014). De plus,
il a été montré que NPM1 était capable de se lier a différentes protéines de la voie P53 : P53
elle-méme, entrainant une stabilisation de la forme active de P53 (Colombo et al., 2002), mais
également les protéines RB (Takemura et al., 2002), ARF (Bertwistle et al., 2004) et HDM?2
(Kurki et al., 2004). Via ces différentes interactions, NPM1 joue un role majeur dans la réponse
aux stress tels que I'hypoxie, les agents cytotoxiques ou encore l'irradiation UV (Colombo et

al., 2002; Li et al., 2004; Wu and Yung, 2002).

NPM1 est fréguemment mutée dans différents cancers. De nombreuses mutations ont
notamment été décrites dans les leucémies aigues myéloides (AML) (Falini et al., 2005). La
plupart des mutations observées entrainent une modification du ratio import/export
nucléaire et une accumulation de NPM1 dans le cytoplasme. D’autres travaux ont également
montré qu’une happloinsuffisance du gene NPM1 pouvait participer a I'oncogenése (Grisendi
et al., 2005; Sportoletti et al., 2008). Dans le cas des AML, NPM1 est donc majoritairement
considéré comme un suppresseur de tumeur. Cependant, une étude a montré que les patients
porteurs de mutations inactivatrices dans le gene NPM1 présentaient une meilleure réponse
au traitement ainsi qu’une diminution du risque de rechute (Thiede et al., 2006). De plus, dans
les tumeurs solides il a été décrit comme oncogéne. En effet une surexpression de NPM1 a
par exemple été observée dans les cancers gastriques, du colon, de I'ovaire, de la prostate et
des glandes salivaires (Li et al., 2017b; Nozawa et al., 1996; Shields et al., 1997; Subong et al.,
1999; Tanaka et al., 1992). Cette surexpression est associée avec un mauvais pronostique dans
les tumeurs solides (Chen et al., 2018b). Enfin la protéine NPM1 peut également étre
impliquée dans des oncogenes de fusion. A ce jour, trois fusions impliqguant NPM1 ont été

décrites : NPM1-MLF1 impliquée dans les syndromes myélo-dysplasiques et les leucémies
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myéloides aigues (Yoneda-Kato et al., 1996), NPM1-RAR impliquée dans les leucémies
promyélocytiques aigues (Redner et al., 1996) et NPM1-ALK impliquée dans les lymphomes
anaplasiques a grandes cellules (Morris et al., 1994). Dans I’ensemble de ces translocations,
NPM1 apporte au minimum son domaine d’oligomérisation, avec parfois son domaine de
liaison aux histones (dans le cas de NPM1-MLF1). Ceci entraine I'activation constitutive des

protéines avec lesquelles NPM1 est fusionnée.

2. Anaplasic Lymphoma Kinase (ALK)

Le gene ALK, localisé sur le chromosome 2, code pour une récepteur tyrosine kinase
transmembranaire de 220 kDa (Figure 10), exprimé exclusivement dans le systéme nerveux et
principalement au cours du développement embryonnaire (lwahara et al., 1997; Morris et al.,
1997; Shiota et al., 1994). ALK appartient a la super famille des récepteurs a l'insuline.
L'activation de la protéine ALK par phosphorylation entraine une cascade de signalisation
incluant notamment les facteurs CBL, FRS2, IRS1, SHC1 et MAPK (Motegi et al., 2004; Souttou
et al., 2001). Cette activation est dépendante de la présence d’un ligand extracellulaire qui
entraine une dimérisation du récepteur ainsi qu’une autophosphorylation. ALK est capable de
se lier aux ligands pleiotrophine, midkine et FAM150A/FAM1508B (Stoica et al., 2001; Stoica et
al., 2002). Les cascades de signalisation ainsi activées ont un effet anti-apoptotique et
favorisent la prolifération cellulaire. Cependant, le réle physiologique de la protéine ALK n’est
aujourd’hui pas totalement élucidé. Par exemple, un KO de la protéine ALK chez la souris
n’entraine que quelques défauts mineurs des fonctions cérébrales, avec par exemple un
retard de la reconnaissance d’objets ou encore un léger défaut de la mémoire spatiale

(Bilsland et al., 2008; Weiss et al., 2012).

La protéine ALK est fréquemment associée a différents cancers. Il existe trois types de
dérégulations possibles : les mutations ponctuelles, la surexpression et les réarrangements
chromosomiques (Pour revue (Hallberg and Palmer, 2013)). Dans les trois cas on observe une
activation constitutive de la kinase, indépendante de la présence d’un ligand, en dehors du

systéeme nerveux. Dans le cas de translocations chromosomiques, plus de 20 partenaires a ALK
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ont été décrits. Dans le cadre de cette thése nous nous sommes intéressés a la fusion NPM1-

ALK.

3. La protéine de fusion NPM1-ALK

La protéine de fusion NPM1-ALK a été décrite pour la 1¢ fois en 1994 chez un patient atteint
d’un lymphome non-Hodgkinien (Morris et al., 1994). La fusion a lieu entre le domaine
d’oligomérisation N-terminal de NPM1 et le domaine tyrosine kinase C-terminal d’ALK (Figure
10). Cette fusion entraine une dimérisation ainsi qu’une activation constitutive de la kinase

ALK en absence de ligand.

Il a été montré que la protéine NPM1-ALK était localisée aussi bien dans le noyau que dans le
cytoplasme (Bischof et al., 1997). De plus, cette étude montre qu’il est possible de conserver
I'effet oncogéne de la kinase en remplagant le domaine d’oligomérisation de NPM1 par un
autre domaine de dimérisation de type fermeture éclair a leucine. La protéine est alors
uniguement cytoplasmique dans cette construction. Cependant une étude plus récente a
montré que la régulation de NPM1-ALK par le domaine NPM1 de cette derniere était
essentielle a la survie cellulaire (Ceccon et al., 2016). En effet la kinase NPM1-ALK est capable
de se dimériser avec elle-méme, ou bien avec la protéine NPM1 endogene. La dimérisation
avec NPM1 entraine une localisation a la fois cytoplasmique et nucléaire de NPM1-ALK. En
absence de NPML1 la protéine de fusion est uniquement cytoplasmique, ce qui s’"accompagne
d’une induction de I'apoptose cellulaire via ATM/CHK2. Lors de la surexpression de la protéine
NPM1-ALK dans des lignées ALCL (ALK+) les auteurs observent également une accumulation
de NPM1-ALK dans le cytoplasme et une apoptose cellulaire. Ce phénomeéne n’est pas observé
lors de la surexpression d’une forme inactive de la kinase de fusion. Ces résultats semblent
indiquer qu’il existe une régulation de NPM1-ALK par NPM1 capable de séquestrer la protéine
de fusion dans le noyau sous forme inactive. Lorsque I'équilibre entre NPM1-ALK et NPM1 est
rompu on observe une accumulation de la kinase de fusion active dans le cytoplasme,
accompagnée de |'apoptose cellulaire. Ces observations peuvent expliquer la difficulté des
modeles de surexpression de NPM1-ALK a transformer les cellules car une trop forte

expression de NPM1-ALK devient toxique.
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La protéine de fusion NPM1-ALK est capable d’activer un certain nombre de voies de
signalisation cellulaire impliquées dans des processus tels que la survie et la prolifération
cellulaires. Certaines cibles de la protéine de fusion sont aujourd’hui bien identifiées (Figure

11).

NPM1-ALK est capable d’activer la voie PI3K/AKT par phosphorylation (Bai et al., 2000;
Slupianek et al., 2001). L’activation de la kinase de fusion entraine la phosphorylation de PI3
et permet I'activation des protéines AKT1 et AKT2. Via I'activation de la voie mTOR et la
séquestration cytoplasmique de FOXO3A, AKT permet linhibition de I'apoptose et la
progression du cycle cellulaire (Gu et al., 2004). L'utilisation d’inhibiteurs de PI3-kinase ou de

mutants d’AKT supprime les propriétés transformantes de NPM1-ALK (Slupianek et al., 2001).

La protéine de fusion peut également activer la voie MEK/ERK (Marzec et al., 2007), entrainant
notamment I'activation du facteur anti-apoptotique BCL-XL et des facteurs de prolifération
cellulaire CDK4 et P-RB ainsi que de m-TOR. L’activation de cette voie entraine également
I'activation de JUN-B qui permet I'expression du marqueur CD30. En retour CD30 est capable

d’activer I'expression de JUN-B (Watanabe et al., 2005).

Enfin la voie la mieux décrite est la voie JAK3/STAT3 (Amin et al., 2004; Chiarle et al., 2005;
Zamo et al., 2002). L’activation de STAT3 est possible par phosphorylation directe via NPM1-
ALK, ou par l'intermédiaire de JAK3 (Zamo et al., 2002). L'activation de STAT3 entraine
I'activation de BCL-XL, de Cycline-D3 ainsi que de C-MYC alors qu’une inhibition de la voie
STAT3 entraine un arrét du cycle cellulaire. STAT3 permet également I’activation de C/EBP
participant a la prolifération cellulaire en coopération avec la voie MAPK (Anastasov et al.,
2010). De plus, STAT3 permet la transcription de DNMT1, une méthyltransférase responsable
du maintien de la méthylation des promoteurs au cours du cycle cellulaire (Zhang et al., 2006).
L'activation de DNMT1 pourrait entrainer des modifications épigénétiques participant a
I'oncogenese. |l existe également une boucle de rétro-contrdle positif de DNMT1 sur
I'expression de STAT3. L'activation de la voie STAT3 serait également responsable de la perte
de certains marqueurs T au cours de l'oncogenése (Ambrogio et al., 2009). Enfin, STAT3
permet l'inhibition de la sénescence cellulaire par inhibition de P16INK4A (Martinelli et al.,

2011).

41



D’autres voies pourraient également étre activées par NPM1-ALK comme le montrent deux
études de spectrométrie de masse qui ont identifié plus de 46 protéines interagissant avec
NPM1-ALK (Crockett et al., 2004; Wu et al., 2009). Notamment ces travaux ont montré une
interaction de NPM1-ALK avec des protéines impliquées dans I’organisation des centrosomes
(CDC14), le transport nucléaire (NUP98) et le remodelage de la chromatine (SNF2). Wu et al.
ont également mis en évidence linteraction de NPM1-ALK avec plusieurs protéines
impliquées dans la réparation de I’ADN (en particulier MCM6 et MSH2). MSH2 est une
protéine importante pour la réparation des mésappariements. Deux études ultérieures ont
confirmé le lien entre NPM1-ALK et MSH2 (Bone et al., 2015; Young et al., 2011). La
dérégulation de MSH2 entraine une perte des mécanismes de réparation des

mésappariement, pouvant participer a I'oncogeneése.
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Figure 11 : Principales voies de signalisation cellulaire activées par NPM1-ALK. La protéine de fusion NPM1-ALK
permet l'activation des voies PI3K/AKT, ERK et STAT3 qui permettent la prolifération cellulaire et inhibent
I'apoptose. (Données non exhaustives).
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4, Potentiel oncogénigue de NPM1-ALK

Des études réalisées dans des lignées cellulaires murines BA/F3 et NIH3T3 ont permis de
mettre en évidence le potentiel oncogénique de NPM1-ALK (Bai et al., 1998; Fujimoto et al.,
1996). En effet, la surexpression de la protéine de fusion humaine dans ces cellules induit la
capacité des NIH3T3 a pousser en agar mou, démontrant une perte de I'inhibition de contact,
et la capacité des BA/F3 a pousser en absence d’IL3 (normalement nécessaire a leur survie).
L'injection de ces cellules chez la souris permet d’induire des tumeurs (Bischof et al., 1997;

Slupianek et al., 2001).

En 2013, une équipe est parvenue a transformer des cellules CD4 humaines par surexpression
de la protéine de fusion, en utilisant une stratégie lentivirale (Zhang et al., 2013a). Les cellules
transformées expriment faiblement le marqueur CD3, et fortement les marqueurs CD30, CD4
et CD25. Les cellules expriment également les molécules immunosuppressives IL-10 et PD-L1.
La greffe de ces cellules chez la souris a permis d’induire la formation de tumeurs possédant

une morphologie proche des ALCL de patients.

Ces différentes études mettent en avant le potentiel oncogénique de la protéine de fusion,
cependant, comme nous I'avons vu précédemment, le gene de fusion NPM1-ALK peut étre
détecté dans le sang d’individus sains (Trumper et al., 1998), la fusion n’est donc pas toujours
suffisante pour induire l'oncogenése et des évenements secondaires pourraient étre

nécessaire.

B. Lymphome Anaplasique a grandes cellules (ALCL)

1. Présentation générale

Le lymphome anaplasique a grandes cellules (ALCL) a été décrit pour la premiére fois en 1985
par Stein et al. (Stein et al., 1985). Les auteurs ont montré un marquage des cellules par
I'anticorps Ki-1 (CD30) utilisé initialement dans le marquage des lymphomes Hodgkiniens.
Cependant, aucune cellule de Reed-Sternberg n’est observée, le lymphome anaplasique a

grandes cellules appartient ainsi aux lymphomes non-Hodgkiniens. Il est généralement de

43



phénotype T ou null. Il s’agit d’un lymphome rare qui représente environ 2-5% des lymphomes
non Hodgkiniens. Cependant, sa prévalence est supérieure chez I'enfant et I'adolescent, avec
une fréquence qui atteint 10-15% (1997; Mora et al., 2000). Dés 1989, la présence d’une
translocation entre les chromosomes 2 et 5 a été découverte dans certains ALCL (Kaneko et
al., 1989; Le Beau et al., 1989; Rimokh et al., 1989). En 1994, Morris et al. montrent que cette
translocation est a I'origine d’une protéine de fusion NPM1-ALK (Morris et al., 1994). D’autres
translocations ont également été décrites, permettant I'activation de la protéine ALK (Boi et
al., 2015). Aujourd’hui les ALCL sont ainsi divisés en deux catégories par la classification WHO

(World Health Organization): les ALCL (ALK+) et les ALCL (ALK-) (Matutes, 2018).

2. Histologie

Bien que les ALCL présentent une morphologie cellulaire relativement homogeéne, il a été
montré que de nombreux sous-types pouvaient exister (Benharroch et al., 1998). En 2008, la
classification WHO a décrit cinqg profils différents parmi les ALCL : les ALCL communs, les ALCL
lymphohystiocytiques, les ALCL a petites cellules, les ALCL « Hodgkin-like », et les ALCL
composites (Figure 12) (Sabattini et al.,, 2010). Un type cellulaire particulier (cellules
marqueurs) présent dans I’'ensemble des ALCL a cependant pu étre décrit : il s’agit de grandes
cellules lymphoides, possédant un cytoplasme abondant ainsi qu’un noyau excentré en forme

de fer a cheval ou de rein, comprenant généralement une région éosinophile proche du noyau.

Le type commun représente 60% des ALCL et présente une majorité de « cellules marqueurs »
décrites précédemment. Les cellules poussent généralement de maniére cohésive et peuvent
ainsi étre confondues avec des tumeurs métastatiques. Le type lymphohystiocytique
représente 10 % des ALCL. Il est caractérisé par des tumeurs agrégées autours de vaisseaux
sanguins. Les « cellules marqueurs » sont associées a des hystiocytes (Pileri et al., 1990). Le
diagnostic repose sur la détection du marqueur CD30 permettant de distinguer les cellules
tumorales des histiocytes. Le type a petites cellules représente 5-10% des ALCL. Il est
caractérisé par la présence d’une population de petites cellules avec des noyaux irréguliers et
un cytoplasme abondant (Kinney et al., 1993). Le diagnostic est difficile car les cellules

margqueurs sont masquées par la présence des petites cellules. De plus, il a été montré qu’elles
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exprimaient peu voire pas le marqueur CD30 (Falini et al., 1999a). Le type « Hodgkin-like »

représente 3% des ALCL. Il présente une morphologie similaire a celle des lymphomes

Hodgkiniens avec la présence de nodules (Leoncini et al., 1990). Le type composite représente

10-30% des ALCL. Il s’agit d’un mélange de plusieurs types morphologiques présentés ci-

dessus.

B

Figure 12: Coupes histologiques
des différents types d’ALCL
(Adapté de (Lamant et al., 2011;
Turner et al., 2016; Wang and
Jaffe, 2018)). A) ALCL commun
caractérisé par la présence des
« cellules  marqueurs» de
grande  taille.  B)C) ALCL
lymphohystiocytique contenant
des  «cellules marqueurs »
mélangées aux histiocytes. En C
un marquage CD30 permet de
mettre en évidence les cellules
tumorales. D)E) ALCL a petites
cellules. En D un marquage ALK
permet de différencier les
cellules tumorales des petites
cellules avoisinantes. F) ALCL
« Hodgkin-Like » avec présence
de nodules. G) ALCL composite.
(H) Exemple d’ALCL (ALK-).
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3. Réarrangements chromosomiques présents dans les ALCL ALK+

La translocation t(2,5) est présente dans environ 80 % des ALCL (ALK+) (Falini et al., 1999b).
Cependant, il existe d’autres translocations permettant I'activation constitutive de la kinase
ALK dans les ALCL. La 2¢ translocation la plus fréquente est la translocation t(1,2) menant a
une fusion TPM3-ALK (Lamant et al., 1999). D’autres fusions, plus rares, ont également été
décrites : TFG-ALK, CLTC-ALK, ATIC-ALK et MSN-ALK (Bridge et al., 2001; Colleoni et al., 2000;
Hernandez et al., 1999; Tort et al., 2004; Touriol et al., 2000). Une étude de 2004 s’est
intéressée aux différences entre ces fusions (Armstrong et al., 2004). Les auteurs ont
surexprimé chacune d’entre elle dans une lignée cellulaire murine NIH3T3 et ont étudié
guelques conséquences cellulaires. Une phosphorylation constitutive de la protéine ALK a été
observée dans tous les cas. Concernant la localisation cellulaire, seule NPM1-ALK montre une
localisation a la fois cytoplasmique, nucléaire et nucléolaire. Les autres fusions sont
uniguement présentes dans le cytoplasme. L'ensemble des fusions permet une croissance en
trois dimensions (agar-mou), ainsi qu’une augmentation des capacités migratoires. Par greffe
sous-cutané chez la souris, les auteurs ont montré que I'ensemble des fusions permettaient
d’induire des tumeurs in vivo, cependant les fusions NPM1-ALK et TGF-ALK semblent plus
agressives. Au niveau mécanistique, les auteurs observent des différences dans les niveaux

d’activation des voies PI3K et STAT3 entre les différentes fusions.

4, Le statut p53 des ALCL ALK+

La protéine P53 joue un rble essentiel dans la surveillance du génome, et se trouve
fréguemment modulée dans de nombreux cancers. Dans le cas des ALCL, le géne TP53 est
rarement directement muté (< 10%) (Cesarman et al., 1993; Rassidakis et al., 2005). Rassidakis
et al. ont méme montré que le géne TP53 était surexprimé dans 65% des tumeurs ALCL
étudiées. Cependant, des études plus récentes ont mis en évidence une régulation de P53 par
NPM1-ALK. En effet, les auteurs ont montré que NPM1-ALK était capable d’inhiber I'activité
de P53 via I'induction de JNK et MDM2 (Cui et al., 2009; McDuff and Turner, 2011). NPM1-ALK
permet I'activation de MDM?2 par la voie PI3K. MDM2 se lie a P53 et la séquestre dans le

cytoplasme, empéchant son activité. Dans le cas de transformation cellulaire in vitro, McDuff
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et al. ont montré que I'absence de P53 dans des fibroblastes embryonnaires de souris était

indispensable a la transformation cellulaire par NPM1-ALK.

5. Une origine cellulaire controversée

L’origine cellulaire des ALCL (ALK+) est une question qui fait débat depuis de nombreuses
années. En effet, bien que I’ALCL soit classifié comme un lymphome T, les marqueurs exprimés
en surface des cellules tumorales ne permettent pas de déterminer de maniére fiable le

précurseur tumoral.

Historiquement les ALCL ont été caractérisés par la présence du marqueur CD30 (Stein et al.,
1985). Cependant ce marqueur peut parfois étre absent dans certains types d’ALCL (Falini et
al., 1999a). De plus, CD30 n’est pas un marqueur spécifique des ALCL, il est par exemple
présent a la surface des lymphocytes B et T activés (Stein et al., 1982). Il est également exprimé
lors d’infection par EBV (Epstein Barr Virus) (Abbondanzo et al., 1990) ou lors de la stimulation

PHA (Phytohemmaglutinine) (Stein et al., 1985).

L’étude immunologique des ALCL a mis en évidence la présence d’au moins un marqueur T
(CD2, CD4, CD3, CD7, CD4 ou CD8) dans les tumeurs (Juco et al., 2003). 65% des tumeurs
expriment le marqueur CD4 et 20% le marqueur CD8. Cependant, seulement 75% des tumeurs
expriment le marqueur commun CD3 et seuls 4% expriment le TCR (Bonzheim et al., 2004).
Malgré cette observation des analyses génétiques ont permis de mettre en évidence
I'existence de réarrangements du locus TCR dans les ALCL (Malcolm et al., 2016; O'Connor et
al., 1987). Certains de ces réarrangements sont aberrants et ne devrait pas pouvoir passer la
sélection lymphocytaire B en conditions normales. Dans cette étude les auteurs ont utilisé un
modele murin surexprimant NPM1-ALK dans le lignage T en présence ou en absence de la
protéine RAG2 responsable des réarrangements du TCR. En absence de RAG2 les cellules
NPM1-ALK sont capables de passer la sélection B a I'inverse des cellules WT. Dans les souris
(RAG2-/-) et (RAG2+/+) la présence de NPM1-ALK permet le développement de tumeurs T. La
présence du TCR n’est donc pas nécessaire a 'oncogenése. Cependant la tumorigenese est

plus rapide dans les souris (RAG2+/+) ce qui pourrait indiquer un réle du TCR favorisant
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I'apparition de tumeurs, son expression serait ensuite perdue. Enfin, différentes études ont
mis en évidence I'expression de marqueurs cytotoxiques tels que TIA-1 et granzyme-B (Foss

et al., 1996; Krenacs et al., 1997).

L'ensemble de ces résultats semble indiquer une origine T potentiellement cytotoxique dans
I’ALCL, les marqueurs seraient ensuite partiellement perdus par les cellules ALCL. Une étude a
notamment montré que NPM1-ALK était capable d’inhiber I'expression de facteurs T par la
voie STAT3 (Ambrogio et al., 2009). De plus, NPM1-ALK active des voies similaires a celles

activées par le TCR.

A l'inverse, des travaux réalisés dans des lignées cellulaires dérivées d’ALCL ont mis en
évidence I'existence d’une sous-population présentant des caractéristiques de progéniteurs
immatures lors d’'une analyse en RNAseq (Moti et al., 2015). Ces résultats pourraient laisser
imaginer une origine plus immature des cellules d’origine de I’ALCL. Cependant, il s’agit d’'une
analyse sur lignées cellulaires, les résultats obtenus pourraient étre différents avec I'utilisation
d’échantillons de patients. Une seconde étude, réalisée sur des cellules de patients ALCL
(ALK+) et (ALK-), a tenté d’identifier I'origine cellulaire des ALCL en utilisant le profil de
méthylation de ’ADN (Hassler et al., 2016). Hassler et al. ont montré que le méthylome des
ALCL (ALK+) était tres proche de celui des progéniteurs T multipotents (CD34+/CD1a-) alors
que les ALCL (ALK-) étaient plus proches des cellules T pre-TCR ou double positives. Ces
résultats semblent indiquer une origine T immature des ALCL (ALK+). Cependant il n’est pas
exclu que I'ALCL (ALK+) se forme dans des cellules T matures qui acquiérent secondairement

un profil plus immature lors de I'oncogenése.
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6. Signatures moléculaires

a) Profil transcriptionnel

Différentes études ont tenté d’identifier une signature transcriptionnelle spécifique aux ALCL,
et de mettre en évidence des genes dont |'expression varie entre les ALCL (ALK+) et (ALK-).
Deux études en 2005 et 2007 ont utilisé la technologie des puces a ADN afin de comparer le
profil d’expression des ALCL (ALK+) et (ALK-) a partir d’échantillons de patients (Lamant et al.,
2007; Thompson et al.,, 2005). Dans ces études les auteurs ont découvert des profils
d’expression différents en fonction du statut ALK. Lamant et al. ont notamment mis en
évidence 303 genes différentiellement exprimés entre les (ALK+) et les (ALK-), avec une tres
forte surexpression des génes BCL6, PTPN12, CEBPB et SERPINA1 dans les ALCL (ALK+).
Globalement les deux études ont montré une suractivation de voies de transduction de signal
telles que SYK, LIN, CDC37, NF-kB et une répression de facteurs de transcriptions tels que
HOXC6, HOXA3, TTF-1, ADN(cytosine-5-)methyltransférase, ATF-5. La transition G1/S pourrait
également étre régulée différemment entre les (ALK+) et (ALK-), avec la surexpression de la
cycline D3 dans les (ALK+) et la répression de I'inhibiteur de cycle cellulaire P19INK4D dans les
(ALK-). Malgré des profils tres différents, certaines kinases sont activées dans les deux types
d’ALCL. Notamment LCK, protéine kinase C, VAV2, et NKIAMRE, ainsi que des molécules anti-

apoptotiques (NIP-1, E1B 19K/BCL-2, PAR-3) pouvant révéler certains mécanismes communs.

Des études de séquencage nouvelle génération ont par la suite été réalisées, permettant
d’obtenir des profils transcriptomiques plus précis (Eckerle et al., 2009; Piva et al., 2010). Lors
de ces analyses, les auteurs ont utilisé des cellules T normales comme contrdle. lls ont
retrouvé une différence de profil entre ALCL (ALK+) et (ALK-), avec cependant une trentaine
de genes différentiellement exprimés dans les deux types comparés aux cellules T controle.
Ces résultats montrent l'existence d’une signature ALCL commune. Les genes les plus
surexprimés dans les ALCL (ALK+) sont IL1IRAP, GAS1, PRF1, TMEM158, et IL2RA dans |'étude
de Piva et al, et PRF1, IL1RAP, CCND3, BCL3, et GAS1 dans I'étude d’Eckerle et al. De plus, Piva
et al ont montré que les deux tiers des genes surexprimés dans les ALCL (ALK+) étaient liés a
la voie STAT3. En effet, I'utilisation d’'un shSTAT3 entraine une importante diminution de la

signature transcriptionnelle.
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b) Les ARN non codants

(1) Les micro-ARN

Les micro-ARN sont de petits ARN non codants (de 21-24 nucléotides) permettant I'inhibition
de la traduction ou la dégradation de leurs ARNm cibles. Ils participent ainsi a la régulation de

I’expression génique.

En 2010, une premiére étude a permis de déterminer une signature micro-ARN pour les ALCL
(ALK+) et (ALK-) a I'aide de puce micro-ARN (Merkel et al., 2010). Cette étude regroupe des
données obtenues chez des patients, dans des modéles murins ainsi que dans des lignées
cellulaires ALCL. Les auteurs ont ainsi pu identifier différents micro-ARN modulés dans les
ALCL. Par exemple, I'expression du mir-101 est fortement diminuée dans I'ensemble des ALCL
((ALK+) et (ALK-)), cependant en forcant son expression les auteurs ont observé une
diminution de la prolifération cellulaire uniquement dans les ALCL (ALK+). L’action du mir-101
pourrait se faire par la voie m-TOR. Une augmentation des mir-17-92 est observée dans les
ALCL (ALK+) alors que le mir-155 est augmenté dans les ALCL (ALK-). Quatre micro-ARN sont
modulés dans I'ensemble des échantillons utilisés : miR-29a, miR-29¢, miR-101, and miR-150.
En comparant les ALCL (ALK+)/(ALK-) les auteurs identifient notamment les micro-ARN miR-
17, miR-20a, miR-20b, miR-106a, et miR-886-3p comme spécifiques des (ALK+). Une étude de
2015, a par la suite montré un mécanisme de régulation original pour le mir-150 dans les ALCL
(ALK+) (Hoareau-Aveilla et al., 2015). En effet, les auteurs ont montré que la méthylation du
géne MIR150 par DNMT1 (activé par STAT3) entrainait une diminution de I'expression du miR-
150. Une augmentation de I'expression de mir-150 entraine un arrét du cycle cellulaire in vitro
ainsi qu’une meilleure réponse au traitement des cellules initialement résistantes a la
Crizotinib. Les auteurs proposent l'utilisation en clinique d’agents hypométhylants lors de
résistance aux thérapies classiques. Une seconde étude en 2015 a établi une nouvelle
signature micro-ARN dans les ALCL (ALK+)/(ALK-) par séquencage de nouvelle génération
(Steinhilber et al., 2015). Les auteurs ont identifié 56 micro-ARN significativement modulés
entre les ALCL (ALK+) et (ALK-). Les meilleurs candidats sont miR-340, miR-203, miR-135b, miR-
182, miR-183 surexprimés dans les ALCL (ALK+) et miR-196b, miR-155, miR-146a, miR-424,
miR-503, miR-424, miR-542-3p réprimés dans les ALCL (ALK+). De méme que dans I'étude de
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Merkel et al. les auteurs ont retrouvé une surexpression du miR-17-92 dans les ALCL (ALK+).
En s’intéressant plus particulierement aux ALCL (ALK+) surexprimant C/EBPP les auteurs ont

montré un role du miR-181 dans la différenciation T et la régulation du TCR.

D’autres travaux ont montré le réle du micro-ARN miR-135b (Matsuyama et al., 2011). Ce
micro-ARN est surexprimé dans les ALCL. Il entraine l'inhibition de FOXO1 et induit une

résistance aux agents thérapeutiques tels que la cytosine B-d-arabinofuranoside.

Une étude récente a décrit le réle d’'un nouveau micro-ARN dans les ALCL (ALK+) : le cluster
miR-497-195 (Hoareau-Aveilla et al., 2019). Dans les cellules ALCL (ALK+) ces deux micro-ARN
présentent une expression diminuée. Les auteurs ont montré que cette diminution était
directement liée a I'expression de NPM1-ALK ainsi qu’a la méthylation des promoteurs des
génes MIR195 et MIR497. Lors de la réexpression de miR-497 dans les cellules tumorales, une
diminution de la viabilité cellulaire a pu étre observée. Cet effet est médié par 'inhibition de
la progression dans le cycle cellulaire via la répression de CCNE1, CDC25A, CDK6 et E2F3
impliqués dans le passage G1/S.

L’ensemble de ces différentes études montre le role des micro-ARN dans les ALCL et ouvre la
voie a l'utilisation de nouvelles cibles thérapeutiques ou de nouveaux biomarqueurs.
L’ensemble des micro-ARN dont la fonction est clairement démontrée dans I'ALCL est

présenté Tableau 1.

mir Voies de signalisation impliquées | Effet Oncogéne/Suppresseur de tumeur
mir-101 PI3K/AKT/mTOR Suppresseur de tumeur
mir-155 TLR Suppresseur de tumeur
mir-17-92 STAT3 Oncogéne
mir-29a Apoptose (MCL-1) Suppresseur de tumeur
mir-16 VEGF Suppresseur de tumeur
mir-135b | Th2 polarisation (STAT6, GATA3) Oncogéne
mir-181a différentiation T, TCR Suppresseur de tumeur
mir-146a NF-kappaB Suppresseur de tumeur
mir-150 différentiation T, TCR Suppresseur de tumeur
mir-497 Cycle cellulaire (CDK6) Suppresseur de tumeur
mir-125b ADN hyperméthylation Suppresseur de tumeur

Tableau 1 : Liste des micro-ARN dont le role a été démontré dans les ALCL (Liste non exhaustive)
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(2) Les longs ARN non codants et les petits ARN nucléolaires
(snoRNA)

Les longs ARN non codants ont été décrits comme des ARN de plus de 200 nucléotides,
généralement intergéniques. Il a notamment été montré qu’ils étaient capables de recruter

des remodeleurs de chromatine et ainsi moduler I'expression de genes (Derrien et al., 2012).

Une 1¢ étude a comparé I'expression des longs ARN non codants entre des cellules saines de
patients et des cellules ALCL (ALK+) correspondantes (Chung et al., 2017). Ces travaux ont été
effectués a I'aide de puces spécifiques des longs ARN non codants. Les auteurs ont mis en
évidence la surexpression de 20 et la répression de 31 longs ARN non codant dans les cellules
(ALK+). lls se sont intéressés en particulier a LINC01013. La déplétion de cet ARN entraine une
suppression des capacités d’invasion des cellules. Une seconde étude s’est intéressée a
MIR503HG surexprimé dans les ALCL (ALK-) (Huang et al., 2018). Les auteurs ont montré que
cet ARN non codant jouait un role dans la prolifération cellulaire. Ce réle pourrait étre médié

par la voie miR-503/SMURF2/TGFBR.

Les snoARN sont formés a partir de régions introniques. lls jouent un réle dans la modification
des autres classes d’ARN et notamment des ARN ribosomaux (Dupuis-Sandoval et al., 2015).
Cependant, leur fonction exacte n’est aujourd’hui pas totalement élucidée. Une étude sur les
snoARN présents dans les lymphomes T a montré une diminution globale des snoARN dans le
cancer. 30 snoARN ont été identifiés comme spécifiques de I’ALCL, cependant aucune analyse

fonctionnelle n’a été réalisée.

Ces trois études sont les seules existantes a ce jour sur un réle des longs ARN non codants et
des snoARN dans les ALCL. Avec I'’émergence d’outils de séquencage de plus en plus
performants on peut imaginer des études futures plus nombreuses permettant d’identifier

des cibles thérapeutiques et/ou des biomarqueurs.
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7. Pronostic et traitements

La premiere ligne de traitement des ALCL consiste en une chimiothérapie cumulant quatre
agents chimiques: cyclophosphamide, doxorubicine, vincristine et prednisone (CHOP)
(Querfeld et al., 2010). Mais des résistances sont parfois développées et la radiothérapie est

alors utilisée en combinaison a la chimiothérapie.

Les patients atteints de tumeurs (ALK+) présentent un meilleur pronostic que les patients
(ALK-) avec un taux moyen de survie a long terme de 70-90 % contre 40-60 % dans les ALCL

(ALK-) (Falini et al., 1999a; Gascoyne et al., 1999; Schmitz et al., 2010; Sibon et al., 2012).

Des traitements plus ciblés existent également. Notamment le Brentuximab Vebotin ciblant
le marqueur CD30 a démontré son efficacité (Donato et al., 2018). Il s’agit d’'un IgG anti-CD30
couplé a l'auristatine E, une molécule perturbant le réseau de microtubules, dont I'efficacité
a été démontrée dans différents cancers. La réponse au traitement est indépendante du statut

ALK de la tumeur ainsi que du nombre de thérapies effectuées précédemment.

Dans le cas des ALCL (ALK+) des molécules ciblant spécifiqguement la protéine ALK ont été
développées. La Crizotinib est la premiere molécule utilisée en clinique, dans les cancers du
poumon a petites cellules (ALK+) dans un premier temps (Gerber and Minna, 2010). Les
résultats tres prometteurs obtenus dans ce type de cancer ont mené a I'utilisation de cet
inhibiteur dans le cas des ALCL (Gambacorti-Passerini et al., 2011; Gambacorti Passerini et al.,
2014; Mosse et al., 2013). Dans ces différents essais cliniques une rémission compléete a été
observée chez 9/11 patients et 8/9 patients résistants a la chimiothérapie. Ces thérapies
ciblées présentent donc une bonne efficacité. Cependant le développement de résistances
aux inhibiteurs de ALK a également été observé dans différents types de cancers (ALK+) (Choi
et al., 2010; Sasaki et al., 2010; Shaw et al., 2013) dont les ALCL (Gambacorti Passerini et al.,
2014). Deux mécanismes de résistances acquises principaux ont été décrits : des mutations
dans le domaine tyrosine kinase de ALK empéchant la fixation de I'inhibiteur, ou une activation
des voies K-RAS, EGFR ou C-KIT compensant I'inactivation de la protéine ALK (Vijayvergia and
Mehra, 2014). Des inhibiteurs de seconde génération ont par la suite été développés afin de
contrer I'apparition de résistances dues aux mutations du domaine tyrosine kinase tels que le

Brigatinib ou I’Alactinib (Kodama et al., 2014; Sabari et al., 2017). Des inhibiteurs de troisieme

53



génération ont également été générés, notamment Lorlatinib qui cible a la fois ALK et ROS1
(fréequemment impliqué dans les résistances aux inhibiteurs). Des essais pré-cliniques et

clinigue ont montré des résultats trés encourageants (Shaw et al., 2017; Zou et al., 2015).

Des mécanismes de résistance intrinseéques peuvent également exister, notamment lors de la
présence de cellules souches cancéreuses. Il a notamment été montré dans des lignées
cellulaires NPM1-ALK que l'utilisation d’un inhibiteur de mTOR, permettant de cibler les
cellules souche cancéreuses, avait un effet synergique avec la Crizotinib (Redaelli et al., 2016).
De plus, cet inhibiteur permet de ré-induire une sensibilité a la Crizotinib dans des cellules

résistantes (Moore et al., 2014).

Récemment il a été proposé d’utiliser des cellules T porteuses d’'un récepteur chimérique
(CAR-T) ciblant CD30 dans les ALCL. Les cellules CAR-T sont des cellules lymphocytaires de type
T chimériques. Elles sont modifiées génétiguement afin d’exprimer un récepteur spécifique a
leur surface (ici un récepteur anti-CD30) et d’activer une réponse immunitaire en aval. Les
premieres cellules CAR-T ont été générées en 1993 (Eshhar et al., 1993). L'utilisation de ces
cellules a notamment montré une trés bonne efficacité dans les leucémies myéloides aigues,
en utilisant un marqueur anti-CD19 (Pour revue (Hay and Turtle, 2017)). Deux essais cliniques
ont déja été réalisés pour le marqueur CD30 (Ramos et al.,, 2017; Wang et al.,, 2017).
Cependant les résultats obtenus ne sont pas aussi concluant qu’attendus, aucune rémission

compléte n’a pu étre observée. D’autres essais sont actuellement en cours.

8. Les modeéles de I'ALCL in vivo

La modélisation in vivo des ALCL exprimant la fusion NPM1-ALK est un véritable challenge. En
effet de nombreuses équipes ont tenté de créer des modeles murins de la pathologie, mais la

plupart ne sont pas parvenus a récapituler la maladie humaine.

Deux études ont tenté d’infecter des cellules murines de la moelle osseuse avec un rétrovirus
permettant I'expression de NPM1-ALK (Kuefer et al., 1997; Miething et al., 2003). Les cellules
ont ensuite été ré-injecter dans la moelle de souris irradiées. Bien que des tumeurs se

développent, elles présentent un phénotype trés différent de celui des tumeurs de patients,
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avec notamment lI'absence du marqueur CD30 et I'expression d’un grand nombre de

marqueurs B. Aucun lymphome T n’a pu étre observé dans ces conditions.

D’autres équipes ont généré des souris transgéniques, exprimant le gene de fusion NPM1-ALK
sous contrble de promoteurs particuliers. L'expression sous contréle du promoteur Vav, qui
entraine une expression dans I'ensemble de la lignée hématopoiétique a mené a la formation
de lymphomes B et non T (Turner et al.,, 2003). De méme, en forcant une expression
majoritairement T a |'aide des promoteurs Cd4 ou Cd2 (Cellules T et NK), les auteurs ont
observé la formation de lymphome T mais également B (Chiarle et al., 2003; Turner et al.,
2006). De plus, les lymphomes T obtenus sont tres différents des ALCL. Cependant, Jager et al
sont parvenus a induire la formation d’un lymphome T similaire a I’ALCL en exprimant NPM1-
ALK sous controle du promoteur Lck (spécifique des cellules T précoces) (Jager et al., 2005).
Les auteurs ont observé la formation de tumeurs au niveau du thymus, mais également dans
les ganglions lymphoides. L’analyse histochimique des tumeurs a révélé I'expression du

marqueur CD30 dans une grande fraction de cellules.

Les résultats obtenus dans ces différentes études ont montré la difficulté a reproduire la
pathologie humaine chez la souris. Il est possible que des mécanismes espéece spécifique
participent au choix de la lignée cellulaire a I'origine des tumeurs. De plus, comme nous |'avons
montré précédemment, 'origine cellulaire de 'ALCL n’est pas clairement établie, et le choix
du promoteur est donc difficile. Les modéles de surexpression ne permettent pas de
reproduire I'ensemble des conséquences de la translocation, ce qui pourrait expliquer la

difficulté a reproduire la pathologie.
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Il. Les ARN circulaires

Les ARN circulaires forment une classe d’ARN particuliers sous forme circulaire et composés de
seulement quelques exons de ’ARNm épissés en ordre inverse. L’existence des ARN circulaires a été
découverte il y a plus de 30 ans (Hsu and Coca-Prados, 1979), mais ils ont tout d’abord été considérés
comme des erreurs d’épissage et par conséquent peu étudiés (Cocquerelle et al., 1993). Des avancées
récentes en séquencage de nouvelle génération ont permis de mettre en évidence I'abondance et la

conservation de ces ARN non codants (Jeck et al., 2013; Salzman et al., 2012).

A. Synthese des ARN circulaires

L’étude des ARN circulaires étant récente, les mécanismes de synthése de ces derniers ne sont
pas totalement connus a I’heure actuelle. Il a cependant été montré que la formation des ARN
circulaires était dépendante du spliceosome. La mutation des sites d’épissage empéche par
exemple la synthése des ARN circulaires (Ashwal-Fluss et al., 2014). Différentes recherches
ont abouti a deux modeles possibles de production des ARN circulaires (Jeck and Sharpless,
2014; Jeck et al., 2013; Lasda and Parker, 2014; Salzman et al., 2012) (Figure 13). Les deux
modeles sont basés sur la notion de « épissage inverse ». Il s’agit d’un épissage particulier,
permettant de relier un site donneur situé en aval d’un site accepteur, a l'inverse de I'épissage

canonique qui relie un site donneur en 5’ avec un site accepteur en 3’.

Le premier modele est appelé modéle du saut d’exon. Il impligue une premiére étape
d’épissage classique avec la formation d’un lasso intermédiaire suite a un saut d’exon (Figure
13). Une seconde étape d’ « épissage inverse » a ensuite lieu, menant a la formation d’une
structure circulaire contenant les exons présents dans le lasso initial. L'existence de ce
mécanisme a notamment été montrée chez S. pombe pour le transcrit mrps16 (Barrett et al.,
2015). Cette étude montre cependant que la formation d’un lasso intermédiaire n’est pas
suffisante a la synthese d’ARN circulaire. Une autre étude, réalisée dans des cellules humaines,
apporte également des éléments en faveur de ce modéle (Zhang et al., 2016). Dans cet article,
les auteurs s’intéressent aux ARN naissants, par blocage de la transcription puis relargage en
présence de 4sU. Les ARN naissants sont ensuite isolés a Il'aide du systeme HPDP-

Biotine/Streptavidine. Cette étude met en évidence un retard de synthése des ARN circulaires
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par rapport aux ARN linéaires, ceci allant dans le sens d’une formation ultérieure a la

transcription.

Le second modele, ou modele d’ « épissage inverse » direct, fait intervenir I’hybridation de
séquences introniques de part et d’autres des exons circularisés (Figure 13). L’ « épissage
inverse » intervient alors avant I'épissage canonique. En effet, chez ’lhumain, 70% des introns
comportent des séquences capables de s’apparier. La mutation de ces séquences par CRISPR
entraine une perte des ARN circulaires correspondants (lvanov et al., 2015; Zhang et al., 2016).
Les séquences impliquées peuvent étre des séquences répétées (type ALU) mais également
des séquences complémentaires non répétées (lvanov et al., 2015; Jeck et al., 2013; Zhang et
al., 2014). Notamment, I'analyse comparée de génes homologues Homme/Souris montre la
présence d’ARN circulaires uniquement chez [|‘espéce porteuse de séquences
complémentaires dans les introns. De plus, Zhang et al ont montré qu’il était possible
d’observer une circularisation lors de la présence d’une demi-répétition ALU (=23nt). Il est
également possible de prédire la formation d’ARN circulaires en se basant sur la présence de

séquences homologues dans les introns (Zhang et al., 2014).

La synthese des ARN circulaires peut é&tre modulée par différents mécanismes. Il est possible
de limiter ou favoriser I'appariement des introns. Cela permet la formation des ARN circulaires
selon le modele d’ « épissage inverse » direct. Il existe par exemple une compétition entre
I'appariement intra-intronique et inter-intronique, limitant ainsi la formation d’ARN circulaires
(Zhang et al., 2014). L'appariement des introns peut également étre régulé par différentes
protéines. Par exemple, les protéines ADAR, responsables de la transformation des
Adénosines en Inosines (A -> 1) dans I’ARN, notamment au niveau des séquences ALU, limitent
la synthése des ARN circulaires (lvanov et al., 2015). A l'inverse la présence de site de fixation
pour certaines protéines de liaison a I’ARN dans les introns peut permettre le rapprochement
spatial de ces derniers et ainsi favoriser la formation des ARN circulaires. Ce phénoméne a été
montré pour la protéine Quaking (QKIl) lors de la transition épithélio-mésenchymateuse (Conn
et al., 2015), ainsi que pour le facteur d’épissage ESPR1 dans les cellules ES (Yu et al., 2017),
ou encore pour certaines isoformes de la protéine MBL chez la drosophile, capables de se fixer
sur leur transcrit parental et d’augmenter la formation d’ARN circulaire au détriment de I’ARN

linéaire (Ashwal-Fluss et al., 2014). La vitesse de transcription, notamment affectée par le
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statut chromatinien ou encore les dommages a I’ADN, joue également un réle dans la synthese
des ARN circulaires : une transcription rapide va favoriser leur production (Zhang et al., 2016).
De plus, il a été montré que la taille des exons participant a I’ARN circulaire jouait également
un réle. En effet, la plupart des ARN circulaires contiennent plusieurs exons, et lorsqu’ils n’en
contiennent qu’un seul, celui-ci a une taille supérieure a la moyenne (Barrett et al., 2015;
Zhang et al., 2014). Ceci pourrait s’expliquer par des contraintes physiques liées a la
circularisation. Enfin, il a été montré qu’il était possible d’obtenir des ARN circulaires incluant
différents exons a partir d’'un méme transcrit linéaire (Jeck et al., 2013; Zhang et al., 2014). Il
pourrait ainsi exister un mécanisme de compétition entre les ARN circulaires formés a partir

d’un méme transcrit, en plus de la compétition entre transcrits linéaires et circulaires.
’
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Figure 13: Modeles de synthése des ARN circulaires. A gauche le modéle de saut d’exon, faisant intervenir
I'épissage canonique en 1° suivi d’'un épissage inverse. A droite le modele d’épissage inverse direct faisant
intervenir un appariement des séquences introniques par homologies ou par fixation de protéines de liaison a
I’ARN. L'étape d’épissage inverse a lieu en premier suivi de I'épissage canonique. Ces 2 modeles permettent de
générer 3 types d’ARN circulaires : les ElcircRNAs contenant des séquences exoniques et introniques, les EcircRNA
ne contenant que des exons, et les CIRNA ne contenant qu’un intron.
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B. Détection des ARN circulaires

Il est possible d’enrichir et de détecter spécifiguement les ARN circulaires a partir d’ARN total
en utilisant une 3’ -> 5’ exoribonucléase spécifique : la Rnase R. Cette enzyme permet de
dégrader spécifiqguement les ARN linéaires et ainsi d’enrichir en ARN circulaires (Salzman et
al., 2013; Salzman et al., 2012; Suzuki et al., 2006). Cependant cette méthode ne permet pas
la dégradation compléte des ARN linéaires. Il a été proposé de coupler la RNAseR avec une
technique de déplétion des ARN polyadénylés pour obtenir des banques d’ARN circulaires
(Panda et al., 2017). Cette étape supplémentaire permet d’obtenir un meilleur enrichissement
avec une élimination presque complete des ARN linéaires. Une fois la purification réalisée il
est possible de réaliser une analyse ciblée par RT-PCR ou bien une analyse globale par

séquencage de nouvelle génération.

L’analyse par RT-PCR consiste a utiliser des amorces divergentes au niveau de la région
d’intérét (Panda and Gorospe, 2018). Cette méthode permet d’amplifier spécifiquement les
ARN circulaires d’intérét sans amplification des ARN linéaires. On peut ainsi obtenir un profil
en barreaux d’échelle correspondant aux ARN circulaires incluant différents exons/introns

(Figure 14).

L'analyse globale consiste quant a elle, a réaliser un séquencage a partir de I’ARN extrait et
enrichi ou non par traitement RNAseR. La difficulté de cette analyse réside dans le fait qu’il
n’existe pour I'instant aucun programme consensus permettant la détection systématique des
ARN circulaires. En effet de nombreux programmes existent, adaptés d’algorithmes utilisés
pour des analyses de séquencage d’ARN classiques dans lesquels les jonctions d’épissage
inverse sont spécifiquement détectées. De nombreux biais peuvent apparaitre a chaque étape

(préparation des banques d’ARN, alignement...) rendant I'analyse des données complexe.
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Figure 14. Détection des ARN circulaires par PCR. Les amorces sont choisies dans les exons d’intérét et sont
orientées de maniere divergente. Ceci permet I"'amplification d’ARN circulaires contenant différents exons.

C. Les différentes formes d’ARN circulaires

Différentes classes d’ARN circulaires ont pu étre décrites, basées sur leur composition en

introns/exons (Figure 13):

e Les ecircRNAs (ARN circulaires exoniques) contiennent uniqguement des séquences
exoniques. Il a été montré que ce type d’ARN circulaire pouvait étre transporté dans
le cytoplasme et jouer un réle post-transcriptionnel d’éponge a micro-ARN (voir détail

ci-dessous) (Memczak et al., 2013).

e Les CiRNAs (ARN circulaires introniques) contiennent uniquement des séquences
introniques et auraient une localisation principalement nucléaire et pourraient

moduler la transcription (Zhang et al., 2013b) (voir détail ci-dessous).
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e Les EICiRNA (ARN circulaires exoniques et introniques) contiennent des séquences
introniques retenues entre des séquences exoniques. Il a été montré que ces ARN
circulaires pouvaient étre localisés dans le noyau et jouer un réle dans la transcription.

(Li et al., 2015) (voir détail ci-dessous).

D. Roéles des ARN circulaires (Figure 15)

Tout comme les mécanismes qui régulent la synthése des ARN circulaires, leurs réles dans la
cellule ne sont aujourd’hui que partiellement décrits. Il a été montré que les ARN circulaires
étaient capables d’agir comme éponges a micro ARN par complémentarité de séquences
(Hansen et al., 2013; Memczak et al., 2013). Les éponges a micro ARN ont été décrites comme
des séquences capables d’entrer en compétition avec les cibles des micro-ARN et ainsi
d’entrainer I'augmentation d’expression de ces cibles (Ebert et al., 2007). Hansen et al. ont
notamment étudié I'interaction entre I’ARN circulaire ciRS-7 et le micro ARN miR-7 dans des
cellules humaines HEK293 ainsi que dans le cerveau de souris. Les auteurs montrent une
conservation entre les especes des séquences cibles de ciRS-7 pour miR-7. De plus, ils
constatent une co-localisation de ces deux ARN dans les cellules et dans des coupes de
cerveau. Enfin en présence de ciRS-7 ils mettent en évidence une perte de l'inhibition des
cibles de miR-7, entrainant par exemple la surexpression de SNCA (Synuclein Alpha) et IRS2
(Insulin Receptor Substrate 2), notamment impliquées dans la maladie de Parkinson et le
diabéte respectivement. Des résultats similaires ont pu étre obtenus a partir d’'un autre ARN

circulaire : SRY, interagissant avec miR-138 (Hansen et al., 2013).

Un réle de régulateur transcriptionnel a également été décrit pour les ARN circulaires. Il a
notamment été montré dans des lignées cellulaires humaines (Hela et HEK 293) que des ARN
circulaires de type EIciRNA étaient capables de réguler la transcription de leurs genes
parentaux par interaction avec RNA pol Il et U1 snRNP (Li et al., 2015). Les auteurs observent

une co-localisation des ARN circulaires et du promoteur de leurs génes parentaux.

Un réle similaire a été démontré pour des ARN circulaires introniques. Zhang et al, ont montré

qgue les CiRNAs étaient principalement localisés dans le noyau a l'inverse de leurs ARNm
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parentaux qui sont présents dans le cytoplasme. Notamment, I’ARN circulaire ci-ankrd52 est
co-localisé avec le promoteur de son gene parental. De la méme maniére que les EICiRNA, ce
CiRNA peut intéragir avec RNA pol Il et ainsi moduler la transcription du géne parental (Zhang

et al., 2013b).

Ce role de régulateur transcriptionnel a également été décrit dans le cas d’ecircRNA pour le
géne FLI1. Les auteurs ont mis en évidence un ARN circulaire contenant les exons 4-2-3 du
géne FLI1 capable d’augmenter I'expression du gene FLI1 par hypométhylation de son
promoteur (Chen et al.,, 2018a). Ce mécanisme fait intervenir le recrutement de TET au
promoteur de FLI1 en cis, entrainant la déméthylation des ilots CpG, et la répression de
DNMT1 en trans, par fixation au niveau de son promoteur. On observe donc ici un double réle
pour un méme ARN circulaire : répresseur au niveau de DNMT1 et activateur au niveau de

FLI1.

Il a également été démontré dans les années 90 que les ARN circulaires pouvaient étre
transcrits en peptides ou petites protéines, lorsqu’ils présentaient des séquences de
reconnaissance pour les ribosomes ainsi qu’une phase ouverte de lecture (ORF) (Chen and
Sarnow, 1995; Perriman and Ares, 1998). Plus récemment, Legnini et al. ont mis en évidence
la traduction de I’ARN circulaire Circ-ZNF609 chez I’'Homme et la souris (Legnini et al., 2017).
La circularisation de cet ARN entraine l'apparition d’un nouveau codon stop donnant
naissance a une protéine tronquée. De plus, cet ARN circulaire contient deux ATG permettant
la formation de deux protéines de tailles différentes, détectables pas Western-Blot. Par
analyse bio-informatique ils ont montré que cet ARN circulaire était enrichi au cours de la

différenciation musculaire. Le role des peptides formés restent cependant non élucidé.
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Figure 15: Roles des ARN circulaires dans la cellule. Les ARN circulaires sont capables de capter des micro-ARN ou
des protéines capables de se fixer sur les ARN. Leur synthése entre en compétition avec la synthése des ARN
linéaires correspondants, permettant ainsi une régulation de I’expression des genes parentaux. Les ARN circulaires
sont également capables de réguler le promoteur des genes par interaction avec I'’ARN polymérase 2 et/ou
U1snRNP, ou encore par modification de la méthylation du promoteur via le recrutement de Tetl. Enfin, lorsqu’ils
portent des séquences de reconnaissance pour les ribosomes, les ARN circulaires peuvent étre traduits en petits
peptides ou protéines.

Une étude de 2017 a montré que les ARN circulaires pouvaient avoir un réle de plateforme
pour certaines protéines (Du et al., 2017). L’ARN circulaire circ-Foxo3 est capable d’induire
I'apoptose en empéchant la dégradation de FOXO3 par MDM2. En absence de circ-Foxo3,
MDM?2 peut induire a la fois la dégradation de P53 et celle de FOXO3, empéchant ainsi la
répression en aval de PUMA (cible de P53 et de FOX03). Circ-Foxo3 présente des sites de
liaison a la fois a P53 et a MDM2, favorisant ainsi un rapprochement des deux protéines et
facilitant I'ubiquitination de P53 par MDM2. Ceci a pour effet d’entrainer la dégradation de
P53. En présence de circ-Foxo3, la protéine FOXO3 est protégée de la dégradation grace a la
séquestration de MDM2 avec P53. FOXO3 peut alors activer ses cibles en aval, en particulier

via la répression de PUMA qui entraine I'apoptose cellulaire (Figure 16).
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Figure 16 : Régulation de I'apoptose par circFOX03. En absence de I’ARN circulaire MDM2 entraine la dégradation
de FOXO3 et P53 par ubiquitination. Ceci empéche I'activation de PUMA et réduit I'apoptose. En présence de
circFOX03, I’ARN circulaire se fixe a la fois sur P53 et MDM?2 ce qui entraine un rapprochement des deux protéines
et une dégradation de P53. MDM?2 n’est alors plus en mesure de se fixer sur FOXO3, ce qui empéche sa
dégradation et permet I'activation de PUMA et I'apoptose. Adapté de (Du et al., 2017)

E. ARN circulaires et cancers

De nombreuses études sur différents types de cancers se sont intéressées au role des ARN
circulaires dans I'oncogenése. Les analyses de RNAseq ont permis de mettre en évidence la
surexpression/répression de nombreux ARN circulaires dans divers cancers (Tableau 2
(Kristensen et al., 2018)). Le r6le de ces ARN circulaires dans la progression tumorale est

variable.
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Différentes études ont pu mettre en évidence un réle des ARN circulaires dans la transition
épithélio-mésenchymateuse. Au cours de ce processus les ARN circulaires peuvent jouer un
role bivalent selon les voies de signalisation affectées. Certains ARN circulaires entrainent une
inhibition de la transition épithélio-mésenchymateuse en inhibant par exemple les voies
NOTCH (Zhang et al., 2019a), TGF-B (Wang et al., 2018), ou N-cadhérine (Li et al., 2017a).
D’autres ARN circulaires favorisent cette transition par activation des voies WNT (Qu et al.,

2019), TWIST1 (Meng et al., 2018), ou AKT/mTOR (Zhang et al., 2019b).

Il a également été montré que certains ARN circulaires étaient capables de favoriser Ila
croissance cellulaire. Par exemple circHIPK3 a été retrouvé surexprimé dans 6 cancers
différents (prostate, foie, sein, colorectal, vessie et estomac) (Zheng et al., 2016). Les auteurs
ont montré que l'inhibition de cet ARN circulaire dans trois lignées cellulaires humaines
permettait une réduction significative de la prolifération cellulaire. Dans le cancer de la
prostate, une étude de séquencage a forte profondeur a permis d’identifier un grand nombre
d’ARN circulaires associés a la maladie (7232) (Chen et al., 2019a). Parmi eux, 11,3% sont
essentiels a la prolifération cellulaire. De plus, I'abondance des transcrits circulaires semble

liée au grade tumoral, avec une augmentation pour les grades avancés.

Dans le cas de cancer de la prostate, la surexpression de I’ARN circulaire circ-MYLK permet
I’activation des voies VEGFA/VEGFR2 favorisant I'angiogenése (Zhong et al., 2017). Il agit par
liaison avec le micro ARN miR-29a. Les auteurs ont montré que le niveau d’expression de circ-

MYLK était lié au grade du cancer.

Une étude sur les leucémies myéloides aigues a montré qu’il était possible de distinguer
différents sous-groupes de patients en fonction de I'expression de I’ARN circulaire
hsa_circ_0075001 issu du géne NPM1 (Hirsch et al., 2017). L’expression de cet ARN circulaire
présente un lien avec le niveau de maturation des cellules tumorales. Chez les patients
présentant des cellules tres immatures, I'expression de cet ARN circulaire est tres élevée.
L'inverse est observé chez les patients présentant des cellules plus matures. L'expression de

cet ARN circulaire est corrélée au niveau d’expression du géne parental.
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Une étude récente a étudié le potentiel diagnostique et pronostique des ARN circulaires dans
le cancer du poumon (Huang et al., 2019). Cette étude a rassemblé les résultats de 23 études
antérieures. Les résultats indiquent une utilisation possible en diagnostique avec une bonne
sensibilité et une bonne spécificité. Ces travaux ouvrent la voie a une utilisation médicale

future, cependant ils restent a confirmer a plus grande échelle et sur différents types de

cancers.

circBase ID (Alias)

Fonction putative

Géne parental

Type de cancer

Surexprimé/Réprimé

hsa_circ_0004277 Eponge a micro ARN WDR37 Leucémie Myéloide aigue Surexprimé
hsa_circ_0075828 Eponge a micro ARN LINC00340 Carcinome des cellules basales Surexprimé
hsa_circ_0075825 Eponge a micro ARN LINC00340 Carcinome des cellules basales Surexprimé
hsa_circ_0022383 Eponge 3 micro ARN  FADS2 Carcinome des cellules basales Reprimé
Carcinome cutané des cellules squameuses Reprimé
hsa_circ_0022392 Eponge 3 micro ARN  FADS2 Candineme cles @lilites besclize Repitime
Carcinome cutané des cellules squameuses Reprimé
hsa_circ_0041103 Eponge a micro ARN TCF25 Cancer de la prostate Surexprimé
hsa_circ_0002768 Eponge a micro ARN MYLK Cancer de la prostate Surexprimé
(circ-Foxo3) Plateforme a protéine FOXO3 Cancer du sein Reprimé
hsa_circ_0008717 Eponge a micro ARN ABCB10 Cancer du sein Surexprimé
Carcinome colorectal Surexprimé
hsa_circ_0001946 (ciRS-7) Eponge a micro ARN  CDRIAS Carcinome colorectal Surexprimé
Gliome Reprimé
Hépato-carcinome Surexprimé
hsa_circRNA_104700 Eponge a micro ARN PTK2 Carcinome colorectal Reprimé
hsa_circ_0000069 Non étudié STIL Carcinome colorectal Surexprimé
(circCCDC66) Eponge a micro ARN CCDC66 Carcinome colorectal Surexprimé
Carcinome colorectal Reprimé
(cir-ITCH) Eponge a microARN  ITCH Cancer du poumon Reprimé
Carcinome des cellules squameuses de I'eosophage Reprimé
Hépato-carcinome Reprimé
hsa_circ_0000523 (circ_006229) Non étudié METTL3 Carcinome colorectal Reprimé
hsa_circ_0001346 Non étudié RNF13 Carcinome colorectal Reprimé
hsa_circ_0001793 Non étudié IKBKB Carcinome colorectal Surexprimé
hsa_circ_0070933 Eponge a micro ARN LARP1B Carcinome cutané des cellules squameuses Surexprimé
hsa_circ_0070934 Eponge a micro ARN LARP1B Carcinome cutané des cellules squameuses Surexprimé
hsa_circ_0067934 Non étudié PRKCI Carcinome des cellules squameuses de |I'eosophage Surexprimé
(circPVT1) Eponge a micro ARN PVT1 Cancer gastrique Surexprimé
hsa_circ_0000190 Non étudié CNIH4 Cancer Gastrique Reprimé
hsa_circ_0000096 Non étudié HIAT1 Cancer Gastrique Reprimé
hsa_circ_0000140 Non étudié KIAA0907 Cancer Gastrique Reprimé
(circ_VCAN) Non étudié VCAN Gliome Surexprimé
(cZNF292) Non étudié ZNF292 Gliome Reprimé
hsa_circ_0000594 Eponge a micro ARN TTBK2 Gliome Surexprimé
hsa_circ_0001649 Eponge a micro ARN SHPRH Hépato-carcinome Reprimé
hsa_circ_0001727 Eponge a micro ARN ZKSCAN1 Hépato-carcinome Reprimé
hsa_circ_0005075 Eponge a micro ARN EIFAG3 Hépato-carcinome Surexprimé
hsa_circ_0000284 (circHIPK3)  Eponge a micro ARN HIPK3 Hépato-carcinome Surexprimé
hsa_circ_0007874 Eponge a micro ARN MTO1 Hépato-carcinome Reprimé
hsa_circ_0004018 Eponge a micro ARN SMYD4 Hépato-carcinome Reprimé
hsa_circ_0003570 Non étudié FAM53B Hépato-carcinome Reprimé
hsa_circ_0013958 Eponge a micro ARN ACP6 Cancer des poumons Surexprimé
hsa_circ_0016347 Eponge a micro ARN KCNH1 Osteosarcome Surexprimé
(circUBAP2) Non étudié UBAP2 Osteosarcome Surexprimé
hsa_circ_0013339 Eponge a micro ARN SLC30A7 Carcinome oral des cellules squameuses Surexprimé

Tableau 2 : ARN circulaires potentiellement impliqués dans différents cancers, et leur fonction putative (adapté
de (Kristensen et al., 2018)).
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F. ARN circulaires et translocations

Une étude, réalisée par le groupe de du Dr. Pandolfi en 2016, a mis en évidence I'existence
d’ARN circulaires spécifiques des translocations chromosomiques, appelés ARN circulaires de
fusion (Guarnerio et al., 2016). Ces ARN circulaires sont composés d’exons provenant des 2
génes a la jonction (Figure 17) et ne peuvent donc pas étre retrouvées dans des cellules non
transloquées. lls ont montré la présence de ces ARN dans des cellules transloquées de patients
atteints de différents cancers, et ont notamment étudié les translocations PML-RARo et MLL-
AF9. Pour chaque translocation ils ont trouvé un ou deux ARN circulaires présents dans
I’ensemble des tumeurs étudiées. Dans le cas de la translocation MLL-AF9 ils ont étudié plus
en détails le réle de ces ARN circulaires de fusion (f-circRNA). Ils ont ainsi mis en évidence un
effet additif de la protéine de fusion et des f-circRNA par surexpression de ces deux éléments
dans des cellules WT. Les f-circRNA participent a la prolifération cellulaire, a la formation
tumorale in vivo ainsi qu’a la résistance aux thérapies médicamenteuses. Les auteurs ont émis
I’hypothése qu’en présence de translocation il pourrait y avoir rapprochement de séquences
répétées type ALU (Figure 17), ce qui faciliterait la formation de ces ARN circulaires de fusion.
Des travaux plus récents ont également pu mettre en évidence I'existence d’autres isoformes
d’ARN circulaires de fusion dans les translocations impliquant MLL et ses partenaires (Dal

Molin et al., 2019).

Les travaux de Chen et al sur le cancer de la prostate ont également montré la présence d’ARN

circulaires de fusion principalement dans les tumeurs de grade avancé (Chen et al., 2019a).
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Figure 17: Formation des ARN circulaires de fusion a partir d’une translocation chromosomique. La translocation
est formée entre les génes 1 et 2 suite a I"apparition de 2 points de cassures. Un gene de fusion 1-2 est généré.
On observe une hybridation de séquences introniques homologues (ALU) permettant la circularisation par
épissage inverse.

G. Réles des ARN circulaires dans d’autres processus cellulaires

Une étude chez la souris a montré un réle potentiel des ARN circulaires au cours du
vieillissement (Gruner et al., 2016). Les auteurs ont réalisé des analyses de RNAseq a partir de
trois tissus différents chez la souris jeune et agée : le cceur, le cortex cérébral et I’hippocampe.
Dans les deux tissus cérébraux ils ont pu observer une tres forte augmentation globale de
I’expression des ARN circulaires. Ce résultat n’est pas retrouvé dans le coeur. De plus, cette
augmentation n’est pas retrouvée au niveau des transcrits linéaires correspondants, ce qui
semble indiquer que ce phénomene est spécifique des ARN circulaires. Ces résultats

concordent avec une étude antérieure réalisée chez la drosophile qui avait également montré
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une accumulation d’ARN circulaires dans le systéme nerveux au cours du vieillissement

(Westholm et al., 2014).

Une étude a également montré que les ARN circulaires pouvaient jouer un role dans le
maintien de la pluripotence cellulaire (Yu et al., 2017). Les auteurs ont identifié une vingtaine
d’ARN circulaires surexprimés dans les cellules souches embryonnaires humaines. Parmi ces
ARN circulaires, ils ont montré que circBIRC6 et circCORO1C étaient nécessaires au maintien
du statut souche des cellules. En effet I'inhibition de ces ARN circulaires entraine une
diminution de I'expression des facteurs souches PATF, NANOG, OCT4, KLF4, et MYC et une
augmentation des facteurs de différenciation GSC, MIXL1, SOX17, et SOX1. De plus, la
surexpression de circBIRC6 et circCORO1C, bien qu’insuffisante a la reprogrammation de
fibroblastes en cellules souche, permet d’augmenter I'efficacité de cette reprogrammation

lors de l'utilisation du vecteur Sendai exprimant OCT4, SOX2, KLF4, et CMYC.

D’autres travaux ont pu mettre en évidence le réle potentiel de I’ARN circulaire ciRS-7 dans la
maladie d’Alzheimer (Zhao et al.,, 2016). En effet I'expression de cet ARN circulaire est
fortement diminuée chez les patients atteints d’Alzheimer. Ceci aurait pour conséquence
I’'augmentation du micro ARN miR-7 capable de réprimer I'expression d’UBE2A (protéine
capable d’induire la dégradation des peptides d’amyloides). Or dans le cas présent la
diminution d’UBE2A pourrait entrainer une accumulation de ces peptides dans le cerveau et
ainsi participer a la progression de la maladie. Cependant cet article ne montre aucun lien
direct entre ciRS-7 et la diminution d’UBE2A, il est donc impossible d’affirmer le role de ciRS-
7 dans la maladie d’Alzheimer. Il serait intéressant de réaliser des analyses de

surexpression/répression de ciRS-7 afin de confirmer son réle sur miR-7 et UBE2A.

L’ensemble de ces différents travaux ouvre de nouvelles perspectives sur le potentiel des ARN
circulaires dans différentes pathologies, et notamment en cancérologie. Ces ARN pourraient
également jouer un r6le dans des processus physiologiques normaux, tels que le
vieillissement. Une meilleure compréhension de leur synthése/dégradation et de leur activité
dans la cellule pourrait permettre de trouver de nouvelles cibles thérapeutiques ou de

nouveaux biomarqueurs diagnostiques et/ou pronostiques.
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IV.  Le timing de réplication

Au cours de la phase S du cycle cellulaire les différentes régions de I’ADN sont répliquées selon

un ordre spécifique : on appelle cela le timing de réplication. On peut ainsi délimiter des

domaines d’ADN plus ou moins précoces/tardifs. Ce pattern de réplication est propre a chaque

type cellulaire et relativement bien conservé entre les espéces pour un méme type cellulaire

(Ryba et al., 2010; Yaffe et al., 2010).

A. Timing de réplication, ADN et chromatine

Il semble exister un lien entre timing de réplication, organisation spatiale du noyau, état

chromatinien, et composition des séquences d’ADN (pour revue (Rhind and Gilbert, 2013),

Figure 18), cependant la nature exacte de cette relation n’est pas toujours clairement établie.
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Figure 18: Relation entre propriétés des
isochores, timing de réplication,
organisation nucléaire et transcription.
(Haut) Relation entre timing de
réplication, %GC, densité en genes et en
éléments répétés LINES. L'euchromatine
répliquée précocement de maniere
constitutive présente un %GC élevé ainsi
gu’une forte densité en gene et une faible
densité en LINES. L'opposé est observé
pour les régions d’hétérochromatine
constitutive. Un profil intermédiaire est
observé pour les régions modifiées au
cours de la différenciation cellulaire. (Bas)
Corrélation entre localisation nucléaire,
transcription et timing de réplication.
L'euchromatine localisée au centre du
noyau est répliquée en début de phase S,
elle contient de nombreux genes
transcrits, mais la corrélation entre
transcription et timing est faible, autant
de genes transcrits que ne genes non
transcrits sont répliqués dans cette phase.
En milieu et fin de phase S la réplication a
lieu en périphérie du noyau. En milieu de
phase S la corrélation entre transcription
et réplication est tres forte. En phase S
tardive I'hétérochromatine constitutive
contenant trées peu de genes est
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répliquée. Adapté de (Rhind and Gilbert, 2013).

1. Régions AT/GC rich

Une le étude a montré, a I'aide de techniques d’'immunofluorescence, une bonne corrélation
entre I'organisation en isochore (région sur laquelle le taux de GC est homogéne), le %GC et
le timing de réplication (Schmegner et al., 2007). Cependant cette étude se limite a I'analyse
d’une seule région du génome, et non pas a une analyse globale. De plus, deux autres articles
montrent qu’il existe une tres forte conservation du timing de réplication entre 'THomme et la
souris, alors qu’ils n’observent pas de conservation du %GC (Ryba et al., 2010; Yaffe et al.,
2010). Néanmoins, les régions riches en AT sont plus aptes a modifier leur profil de réplication
lors de la différenciation cellulaire. C'est en effet ce que met en avant |'étude de Hiratani et
al. dans laquelle ils induisent la différenciation neurale de cellules ES murines. Ce modele leur
permet d’étudier le timing de réplication d’'une cinquantaine de genes (AT ou GC riches) dont

I’expression est modifiée entre les 2 stades de différenciation (Hiratani et al., 2004).

2. Margues histones

L’association entre marques d’histones et timing de réplication a également fait I'objet de
plusieurs études qui semblent toutes s’accorder sur la corrélation entre réplication précoce et
marques histones activatrices telles que H3K4mel,2,3, H3K9ac, H3K27ac, H3K36me3,
H4K20mel (Julienne et al., 2013; Thurman et al., 2007; Yaffe et al., 2010). L'analyse de
Jullienne et al., réalisée dans une lignée cellulaire humaine (K562), met notamment en
évidence I'existence de 4 clusters en PCA (Analyse en Composante Principale), déterminés par
une association « timing de réplication/marques histones ». A 'inverse le lien entre marques
histones inhibitrices et réplication tardive est controversé. Une seule étude montre une
association réplication tardive/H3K27me3 (Thurman et al., 2007) alors que cette corrélation
n’est pas retrouvée dans les analyses citées précédemment. Cette étude a été réalisée sur
seulement 1% du génome humain ce qui pourrait induire un biais et expliquer les différences

observées avec les analyses sur génome entier.
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3. Localisation nucléaire

Des études sur la localisation nucléaire de la chromatine ont mis en évidence une
compartimentalisation de la réplication. En effet lorsque I'on marque les cellules au BrdU au
cours de la phase S, on peut observer des patterns de réplication spécifiques qui varient lors
de la progression du cycle cellulaire (Panning and Gilbert, 2005). Les régions périphériques
sont globalement répliquées plus tardivement. De plus, au cours de la différenciation
cellulaire, des relocalisations nucléaires ont lieu, qui s"accompagnent d’une modification du
timing de réplication (Hiratani et al., 2008). Cette relocalisation peut également étre observée
au niveau du chromosome X chez la femelle : lors de I'inactivation du X, on constate un
déplacement du X inactif vers la périphérie accompagné d’une réplication tardive (Hiratani

and Gilbert, 2010; Koren and McCarroll, 2014).

4, Organisation 3D

Des techniques récentes de Hi-C ont pu mettre en évidence I'existence de deux niveaux

d’organisation de la chromatine au sein du noyau :

e Les compartiments A/B (Lieberman-Aiden et al., 2009) présentent de fortes
interactions au sein de chaque domaine mais une absence d’interaction entre les
domaines A et B. Le compartiment A est associé a des régions riches en genes exprimés
et en marques histones activatrices telles que H3K36me3. Le compartiment B est
guant a lui caractérisé par un fort contact avec la lamine B1 dans le noyau (Guelen et
al., 2008). En raison de cette association il est parfois nommé LAD (Lamin Associated
Domain). Les auteurs observent une forte diminution de I'expression des genes dans
ce compartiment ainsi que de la marque H3K4me2 associée a une chromatine ouverte.
De plus, ils constatent un enrichissement des marques H3K9me2 et H3K27me3
associées a une chromatine fermée. La frontiére entre les 2 compartiments est
caractérisée par un changement abrupt de ces différentes caractéristiques. De plus,
cette bordure est fortement enrichie en CTCF et en ilots CpG présents dans les 10kb

entourant chaque LAD.
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e Les domaines TAD (Topologically Associated Domains) sont d’une taille d’environ
100kb (Dixon et al., 2012). La frontiére de ces domaines est également marquée par
un enrichissement en CTCF, en marques histones associées aux promoteurs, ainsi
gu’en TSS (Transcription Starting Sites). Al'inverse les auteurs observent une déplétion
en marques histones non associées aux promoteurs H3K4mel et H3K9me3. Les
bordures des TAD semblent relativement bien conservées entre les différents types

cellulaires, mais également entre ’'Homme et la Souris.

Différentes études ont pu mettre en évidence un lien étroit entre timing de réplication,
compartiments A/B et TAD (Figure 19) (Pope et al., 2014; Ryba et al., 2010; Yaffe et al., 2010).
Notamment il a été montré que les zones de transition précoces/tardives des domaines de
réplication correspondaient aux bordures des TAD (Pope et al., 2014) bien que le niveau de
corrélation entre les deux soit variable d’un TAD a un autre. De plus, I'établissement de ces
deux éléments a lieu au méme moment du cycle cellulaire (en début de G1) (Dileep et al.,
2015). Un modele de domaine de réplication a été proposé par Dileep et al. 2015. Ce modele
suggere qu’au cours de la différenciation cellulaire certains TAD changent de compartiment
A/B entrainant une modification du timing de réplication. Ces domaines sont appelés
domaines développementaux et s’opposent aux domaines dits constitutifs, pour lesquels

aucun changement de compartiment n’est observé au cours de la différenciation.
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Figure 19: Relation entre le timing de réplication et I'organisation de la chromatine. Les domaines de réplication
précoce sont localisés dans le compartiment A et dépourvus d’interaction avec la lamine B1. L'opposé est observé
pour les domaines de réplication tardive. Adapté de (Dileep et al., 2015).

Une étude récente s’est intéressée aux éléments cis régulateurs pouvant entrainer une
modification du timing de réplication (Sima et al., 2019). Les auteurs se sont focalisés sur locus
Dppa2/4 dans des cellules embryonnaires de souris. En déplétant la région particuliere,
associée aux CTCF a la bordure du TAD contenant le locus Dppa2/4, ils n’ont observé aucun
effet sur le timing de réplication. A l'inverse, en déplétant des séquences internes au domaine,
conservant une forte interaction entre elles et avec Dppa2/4 en absence de CTCF, ils ont pu
observer une modification du timing de réplication de précoce vers tardif. lls ont nommé ces
séquences ERCE (Early Replication Control Elements). Cette modification s’accompagne
également d’'un passage du compartiment A vers B ainsi que d'une diminution de la
transcription du géne Dppa2/4. Les auteurs ont également pu prédire et vérifier un certain
nombre d’ERCE dans tout le génome en utilisant les critéres suivants afin de déterminer les
ERCE : indépendants des CTCF, enrichis en marques épigénétiques activatrices (DNasel HS,
P300, H3K27ac, H3K4m1, H3K4m3, MED1, and OCT4, SOX2, NANOG) et présents dans le
compartiment A. Parmi les ERCE prédits ils observent 30% d’enhancers et 20% de super-

enhancers. Leur analyse aboutit au modele présenté Figure 20.
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Figure 20: Modele des ERCE (Early Replication Control Elements). Il existe différentes catégories d’ERCE : ceux qui
sont nécessaires a l'induction d’un timing précoce, ceux qui participent a la réplication précoce mais sont
redondants, ceux qui ont des caractéristiques d’ERCE mais n’en sont pas (ERCE-like). La délétion des ERCE entraine
le déplacement vers une réplication tardive. Adaptée de (Sima et al., 2019).

5. Timing de réplication et expression génique

La relation entre timing de réplication et expression génique fait également débat. En effet il
est souvent admis que les régions riches en genes transcrits sont répliquées précocement au
cours de la phase S. Cependant cette regle ne semble pas applicable dans tous les cas (Figure
21). Par exemple I'étude de Hiratani et al. 2004 montre que lors de la différenciation des
cellules neurales de souris, il n’y a pas de corrélation entre le timing de réplication et la
transcription des régions riches en GC. A I'inverse, les régions riches en AT voient leur timing

de réplication modifié en méme temps que I'expression génique (Hiratani et al., 2004).

De plus, certaines équipes de recherche ont tenté d’induire une modification du timing de

réplication local en forcant I'expression génique dans une région particuliere. Une de ces
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études a été réalisée dans des cellules de poulet, avec introduction d’un transgéne portant
différents promoteurs et/ou insulateurs. Une modification du timing de réplication de tardif
vers précoce est observée uniqguement avec transgene porteur d’un insulateur protégé de la
méthylation, qui induit I'ouverture de la chromatine. L'effet est observé avec ou sans
transcription en aval bien que la transcription augmente légerement cet effet. Les résultats
obtenus sur différentes lignées cellulaires et différentes régions du génome sont similaires.
Cette étude semble donc indiquer que la modification du timing de réplication est liée a I'état
chromatinien et relativement indépendante de la transcription (Hassan-Zadeh et al., 2012).
Une étude similaire, menée chez la souris, aboutit aux mémes conclusions (Simon et al., 2001).
De plus, de nombreux génes transcrits sont présents dans des régions répliquées tardivement
(Rivera-Mulia et al., 2015; Rivera-Mulia and Gilbert, 2016) indiquant qu’une réplication

précoce n’est pas nécessaire a la transcription.

Néanmoins une autre étude, réalisée dans des cellules souches de souris, et utilisant le
systeme TALE en fusion avec VP64 afin d’activer la transcription méne a des conclusions
différentes. En effet, I'activation de la transcription entraine une relocalisation spatiale vers le
centre du noyau ainsi qu’un passage de réplication tardive a précoce. Cependant lors de
I"utilisation d’un transgéne entrainant une ouverture de la chromatine sans activation de la
transcription, on observe une relocalisation mais aucune modification du timing de réplication
(Therizols et al., 2014). Ces résultats vont donc a I'encontre des études précédentes et
semblent indiquer un réle de la transcription dans la modification du timing de réplication. De
plus, une étude de 2019 réalisée par I'équipe du Dr. Debatisse a mis en évidence une
corrélation entre niveau de transcription et timing de réplication pour les longs genes dans
des cellules humaines et de poulet (Blin et al., 2019). Les auteurs ont montré qu’il était
possible d’induire une réplication plus précoce des génes DMD, CCSER1 et FHIT en augmentant
fortement leur niveau de transcription. lls ont également observé une forte corrélation entre
le niveau de transcription et la précocité du Timing de réplication. Ces modifications ne sont
plus observées lorsque la terminaison de la transcription est induite a proximité du site
d’initiation (~1kb en aval) via l'introduction d’un site de polyadénylation SV40 artificiel. Ces
différentes observations apportent des arguments en faveur d’un réle de la transcription sur
le timing de réplication, en particulier pour les genes longs. De plus, chez la drosophile, le

poisson zébre et 'embryon de xénope il a été montré que la mise en place du programme de
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timing de réplication précédait I’activation de la transcription, indiquant ainsi un lien entre

timing de réplication et transcription (Kaaij et al., 2018).

Il a été montré chez la levure S. cerevisiae que la réplication précoce des génes codant pour
les histones permettait de maximiser leur expression lors de I'entrée en phase S. L'induction
d’un délai de réplication de ces genes entraine une diminution de leur transcription 45 min
apres I'entrée en phase S. Ceci montre ainsi I'importance du timing de réplication pour
I'expression de certains génes au cours de la phase S du cycle cellulaire (Muller and
Nieduszynski, 2017). Cette augmentation transitoire du niveau d’expression génique semble
limitée aux génes associés au cycle cellulaire ainsi qu’aux histones. Pour I'ensemble des autres
génes répliqués précocement, il existe un systeme de compensation permettant d’inhiber
I’'expression des brins néo-synthétisés et ainsi de conserver un niveau d’expression similaire

tout au long du cycle cellulaire (Voichek et al., 2016).

Une étude portant sur les sites d’initiation et de terminaison de la réplication dans des cellules
humaines a également montré que les sites d’initiation étaient enrichis au niveau des TSS
(Transcription Starting Sites), en particulier pour les génes fortement exprimés (Chen et al.,
2019b). De la méme maniere, les sites de terminaison sont enrichis au niveau des sites TTS
(Transcription Terminating Sites). Ces résultats semblent indiquer gqu’il existe également un

lien entre initiation/terminaison de la réplication et transcription.

L'ensemble de ces études aboutit donc a des résultats pouvant étre assez contradictoires. On
peut supposer qu’il existe différents niveaux de régulation, spécifiques pour chaque
organisme, types cellulaires ou encore régions du génome. De plus, la corrélation entre timing
de réplication et transcription est controversée. L'augmentation de I'expression génique
permet I'avancée du timing de réplication des génes longs, mais dans d’autres cas |'ouverture
de la chromatine en absence de transcription est suffisante a I'induction d’un timing de
réplication plus précoce. De plus, il semblerait qu’il existe des sites particuliers ERCE au sein
des domaines de réplication capables de réguler le timing en cis. Il est donc important de tenir
compte de I'état chromatinien, de la taille des génes, ainsi que de la composition

nucléotidique lors de I'analyse du timing de réplication.
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Figure 21: Lien entre timing de réplication et expression génique. Gauche : Au cours de la différenciation cellulaire
seule les régions riches en AT changent de Timing lorsque I'expression des genes qu’elles portent est modifiée.
Centre : 'avancement du timing de réplication est possible lorsque I'on induit I'ouverture de la chromatine et la
transcription. Selon les études la suppression de la transcription empéche ou non I'avancement du timing de
réplication. Droite : Dans le cas des grands genes, une forte expression permet I'avancement du timing. L'ajout
d’un site de terminaison de la transcription (TTS) artificiel empéche cet avancement.

B. Timing de réplication et stabilité du génome

Il a été montré gu’il existait une corrélation entre le timing de réplication et différentes

altérations du génome.

Des études comparant les mutations ponctuelles au sein d’un génome et entre les génomes
de différentes espéces ont pu mettre en évidence une augmentation du nombre de mutations
dans les régions répliquées tardivement au cours du cycle cellulaire (Chen et al., 2010;
Stamatoyannopoulos et al., 2009; Weber et al., 2012). De plus, une étude chez la levure S.
Cerevisiae a montré qu’il était possible de modifier le taux de mutation d’'un méme gene en
fonction de sa localisation sur le chromosome. Ce taux est corrélé au timing de réplication,
avec une augmentation lorsque la réplication est tardive. Les auteurs ont montré que cette
hausse pourrait étre di a I'utilisation des polymérases translésionnelles lors de la réplication
tardive, moins fideles que les polymérases classiques (Lang and Murray, 2011). Cette
hypothése est confortée par une étude chez ’lhumain montrant une signature mutationnelle
de la polymérase translésionnelle Pol{ dans les régions répliquées tardivement (Seplyarskiy et
al., 2015). Une seconde hypothese a été proposée par Stamatoyannopoulos et al. En effet lors

de la réplication tardive, il a été observé une augmentation du blocage des fourches de
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réplication entrainant une accumulation d’ADN simple brin plus susceptible d’accumuler des
mutations (Lindahl, 1993; Sogo et al., 2002). Ce phénomene pourrait expliquer en partie
I'augmentation du taux de mutations observée lors de la réplication tardive. De plus, Blin et al
ont montré un lien étroit entre transcription des grands genes et timing de réplication (Blin et
al., 2019). Leurs résultats indiquent que la transcription serait un moyen de pallier a
I'instabilité des grands genes, dont un grand nombre sont porteurs de site fragiles. Un
avancement de leur timing de réplication permettrait de compléter leur réplication avant

I'entrée en mitose.

Les observations ne sont pas aussi claires en ce qui concerne les variations du nombre de
copies (CNV). En effet des études chez la drosophile ont trouvé une association
délétion/réplication précoce et duplication/réplication tardive (Cardoso-Moreira et al., 2011)
alors qu’une étude réalisée dans des cellules cancéreuses aboutit au résultat inverse (De and
Michor, 2011). Des travaux plus récents, analysant le profil des CNV lors de la
reprogrammation de fibroblastes en iPS, ont montré que les duplications étaient
majoritairement retrouvées dans les régions passant d’une réplication tardive a précoce. A
I'inverse les délétions sont majoritaires dans les régions conservant une réplication tardive (Lu
et al., 2014). Les différences observées entre ces travaux pourraient étre d a des mécanismes

espece/type cellulaire spécifiques.

C. Timing de réplication et translocation

Au cours de I’évolution, de nombreux réarrangements chromosomiques ont eu lieu. L'étude
comparée des génomes de différentes espéces permet de mieux comprendre I'apparition de
ces réarrangements. Une étude comparant les génomes Souris/Homme/Chien/Rat/Singe a
notamment montré que les réarrangements chromosomiques ont souvent lieu entre des
régions présentant le méme timing de réplication. Lorsque ce n’est pas le cas on observe le
plus souvent une invasion précoce vers tardif. Dans la plupart des cas, les réarrangements
distants ont lieu entre des régions répliquées précocement et présentant des interactions

physiques détectées en Hi-C (Yaffe et al., 2010). Une autre étude a montré que les régions de
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transition entre réplication précoce et tardive étaient davantage sujettes aux remaniements

(Watanabe et al., 2002).

Une étude sur des cellules leucémiques a également mis en évidence |'existence d’anomalies
du timing de réplication au niveau des réarrangements chromosomiques et notamment des
translocations. Cependant ces anomalies peuvent également étre retrouvées dans des cellules
leucémiques non transloquées, ce qui semble indiquer que ces modifications interviendraient
en premier et faciliteraient I'apparition de translocations (Ryba et al., 2012). Une étude plus
récente a montré que les remaniements chromosomiques en cis, observés dans des cellules
cancéreuses, ont généralement lieu entre des régions répliquées tardivement, alors que les

remaniements en trans ont lieu entre des régions au timing précoce (Du et al., 2019).

Ces résultats mettent en évidence un impact du timing de réplication sur la probabilité de
translocation. Cependant on peut se demander si I'inverse est également vrai. Comme nous
I’'avons vu précédemment, le timing de réplication semble étroitement lié a I'organisation
spatiale et chromatinienne. Ainsi I'apparition d’une translocation pourrait venir perturber
cette organisation et entrainer des modifications du timing de réplication des chromosomes
dérivatifs, et éventuellement de I’'ensemble des chromosomes. Il a par exemple été montré
gue l'induction de translocations dans des cellules humaines entrainait un retard de
réplication des chromosomes dérivatifs ainsi qu’un retard de condensation mitotique (Breger
et al., 2005). De méme une étude de Hi-C, dans des cellules cancéreuses présentant des
remaniements chromosomiques, a mis en évidence des modifications locales du timing de

réplication au niveau des réarrangements chromosomiques (Dixon et al., 2018).

D. Timing de réplication et pathologies associées

1. Timing de réplication et cancer

Des anomalies de synchronisation de réplication entre les 2 chromosomes homologues, ont
été trouvées dans des cellules cancéreuses. Notamment dans le cancer du col de 'utérus, il a
été observé une augmentation du nombre de loci asynchrones pour les cancers de haut grade
(Amiel et al., 1998). De plus, cette asynchronisme peut étre retrouvé dans les lymphocytes
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circulants chez des patients atteints de cancers hématologiques mais également de tumeurs

solides (Dotan et al., 2000; Grinberg-Rashi et al., 2010; Korenstein-llan et al., 2002).

L'analyse de cellules issues de patients atteints de leucémies aigues lymphoblastiques a
également révélé la présence d’altérations locales du timing de réplication (Ryba et al., 2012).
Une modification du timing est observée pour 9-18% du génome. De plus, le clustering
hiérarchiqgue met en évidence de fortes similitudes entre les échantillons provenant de
différents patients. Les modifications observées concernent des régions de petite taille (500kb
environ) pouvant correspondre a des domaines de réplication développementaux. De
maniére plus ciblée, une étude a pu montrer un changement dans le timing de réplication de
génes suppresseurs de tumeurs et d’oncogenes dans des cellules de cancer du sein (Fritz et
al., 2013). La modification de la réplication s’accompagne d’un changement d’expression pour

3 des 9 genes étudiés (TP53, RAD51 et MYC).

2. Autres pathologies

Des anomalies du timing de réplication ont pu étre montrées dans des cas de syndromes
progéroides, caractérisés par un vieillissement prématuré (Rivera-Mulia et al., 2017). Dans
cette étude, grace a l'utilisation de cellules iPS, les auteurs ont notamment montré qu’une
altération du timing de réplication du gene TP63 été présente trés té6t au cours de la
différenciation cellulaire. Ce géne code pour une protéine tumorale. Dans les cellules de

patient il est répliqué plus précocement et présente une augmentation de sa transcription.

D’autres anomalies ont pu étre observées dans le cas de cholangite sclérosante primitive et
maladie intestinale inflammatoire. L’analyse de 2 loci (13qg et 15q) chez les patients a montré

une augmentation de I'asynchronisme de réplication.

Dans le syndrome de DiGeorges, caractérisé par une perte de la région 22q11.21, un retard
de réplication a été observé pour le géne HIRA/TUPLE1 porté par 'alléle non délété. Ce retard

s’accompagne d’un déplacement du locus vers la périphérie du noyau (D'Antoni et al., 2004).
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Ces différents travaux semblent donc indiquer un role important du timing de réplication pour
le maintien de I'intégrité cellulaire. Des anomalies de ce timing sont associées a différentes

pathologies, et notamment a divers cancers.
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PROJET DE THESE
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Mon projet de these, intitulé « Etude des translocations chromosomiques : des mécanismes
moléculaires a lI'oncogenése », avait pour but I'étude les conséquences globales des
translocations chromosomiques et leur role dans I'oncogenése. En effet, comme nous I'avons
montré précédemment, la plupart des modeles se limitent a I'étude de la protéine de fusion
en dehors de tout contexte chromosomique et souvent, ne permettent pas de récapituler
I’'ensemble de la pathologie. L'expression du gene de fusion n’a pas lieu sous le contrdle du
promoteur endogéne, la translocation est absente, et les éventuels effets
d’happloinsuffisance sont perdus. Il est donc nécessaire d’utiliser des modéles plus proches
de la pathologie. Dans le cadre de cette étude j'ai choisi d’utiliser la translocation t(2,5),
associée au lymphome anaplasique a grandes cellules, comme modeéle d’étude. Comme décrit
dans l'introduction générale de ce manuscrit, dans cette pathologie le lien entre translocation
est oncogenése n’est pas totalement établi. De plus, I'origine cellulaire des tumeurs reste un
sujet de débat. Il est donc important de créer un modele cellulaire reproduisant une
translocation identique a celle observée chez les patients afin d’apporter des éléments de

réponse a ces différentes questions.

Le premier objectif de ma thése a consisté a générer de nouveaux modeles d’étude cellulaire
de la translocation t(2,5) en utilisant le systéeme CRISPR/Cas9, dont la capacité a induire des
translocations avait été démontrée au laboratoire (Ghezraoui et al., 2014; Renouf et al., 2014).
Pour cela, jai utilisé une lignée cellulaire humaine immortalisée, non transformée, qui

présente un caryotype peu remanié (la lignée hTert-RPE-1).

La seconde partie de ma thése a été dédiée a I'étude des conséquences globales des
translocations. Je me suis intéressée en particulier a deux aspects: la formation d’ARN
circulaires de fusion, ainsi que I'étude du timing de réplication. L'objectif de cette seconde
partie était de mieux comprendre les différents mécanismes pouvant participer a la

transformation cellulaire.

Enfin, dans une derniére partie, je me suis attachée a reproduire la translocation t(2,5) dans
un modele cellulaire plus pertinent afin d’étudier I'oncogenése. J'ai pour cela utilisé des

cellules primaires humaines obtenues a partir de sang de donneur sain.
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RESULTATS
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l. Etude des ARN circulaires de fusion (Article 1, publié)

La premiere partie de mon projet de these s’est concentré sur I’étude des ARN circulaires de
fusion spécifiques de la translocation NPM1-ALK. Ce travail a été réalisé en collaboration avec

Marion Piganeau, une autre doctorante du laboratoire.

Dans un premier temps, nous avons généré des modeles cellulaires humains et murins pour
la translocation NPM1-ALK en utilisant le systéeme CRISPR/Cas9. Chez la souris, les génes Npm1
et Alk sont portés par les chromosomes 11 et 17 respectivement. Le modele murin nous a
permis de mettre en évidence le potentiel oncogénique de NPM1-ALK par la levée de la
dépendance a I'lL3 dans la lignée BA/F3 via l’activation des voies ERK, AKT et STAT3. Le modéle
humain, dans la lignée RPE-1, nous a également permis de montrer I'activation de la voie
STAT3 (ERK et AKT étant déja activées a I’état basal), ainsi que le potentiel oncogénique de la

fusion en absence de facteurs de croissance (milieu de culture faible en sérum).

Nous avons ensuite mis en évidence la formation d’ARN circulaires de fusion spécifiques de la
translocation dans les deux modeles. Nous avons découvert un ARN circulaire commun a
'Homme et la souris. Quatre ARN circulaires ont été identifiés dans I'’ensemble des clones

humains, et ont également été retrouvés dans les lignées ALCL SUPM?2 et SUDHL1.

Enfin, nous avons étendu notre analyse a un autre modeéle de translocation chez la souris.
Nous avons induit une translocation entre les loci Ml et Af9, localisés sur les chromosomes 9
et 4 respectivement. Nous avons également pu mettre en évidence la formation d’ARN

circulaires de fusion dans ce modeéle.
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|s Sufficient to Produce Fusion Circular
RNAs Specific to Patient Tumor Cells
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Loelia Babin,'#¢ Marion Piganeau,”*¢ Benjamin Renouf,” Khadija Lamribet,” Cecile Thirant,* Ludovic Deriano,*

Thomas Mercher,® Carine Giovannangeli,” and Erika C. Brunet'#/*

SUMMARY

Circular RNAs constitute a unique class of RNAs whose precise functions remain to be elucidated. In
particular, cancer-associated chromosomal translocations can give rise to fusion circular RNAs that
play a role in leukemia progression. However, how and when fusion circular RNAs are formed and
whether they are being selected in cancer cells remains unknown. Here, we used CRISPR/Cas9 to
generate physiological translocation models of NPM1-ALK fusion gene. We showed that, in addition
to generating fusion proteins and activating specific oncogenic pathways, chromosomal translocation
induced by CRISPR/Cas9 led to the formation of de novo fusion circular RNAs. Specifically, we could
recover different classes of circular RNAs composed of different circularization junctions, mainly
back-spliced species. In addition, we identified fusion circular RNAs identical to those found in related
patient tumor cells providing evidence that fusion circular RNAs arise early after chromosomal forma-
tion and are not just a consequence of the oncogenesis process.

INTRODUCTION

Circular RNAs (circRNAs) were discovered in eukaryotic cells more than 30 years ago (Hsu and Coca-Pra-
dos, 1979) but were first classified as splice errors (Cocquerelle et al., 1993). Only recently new reports
showing the emerging role of circRNAs in multiple biological functions drew renewed attention to this spe-
cific repertoire of non-coding RNAs (Hansen et al., 2013; Jeck et al., 2013). In particular, recent advances in
high throughput sequencing showed high abundance and conservation of circRNAs among species.
Biogenesis of circRNAs remains unclear, but different mechanisms have been described that are associ-
ated with canonical and non-canonical splicing, and with the presence of repeat sequences in the introns
surrounding the junction of circularization (Conn et al., 2015; Errichelli et al., 2017; lvanov et al., 2015; Zhang
etal, 2013, 2016). CircRNAs can act as transcription regulators (Li et al., 2015), microRNA sponges (Hansen
etal, 2013; Memczak et al., 2013; Chen et al., 2017), or platforms for RNA binding proteins (Ashwal-Fluss
etal., 2014). In addition, a small subset of circRNAs is translated (Pamudurti et al., 2017). Recently, circRNAs
have been shown to be implicated in cell differentiation (Legnini et al., 2017) and to be associated with hu-
man diseases (Chen et al., 2017; Hsiao et al., 2017; Shao and Chen, 2016) and could be used as diagnostic
biomarkers (Lu et al., 2017). A study from Pandolfi’s laboratory demonstrated that chromosomal transloca-
tions lead to the expression of fusion-specific circRNAs in various types of tumor cells (Guarnerio et al.,
2016).

Recurrent cancer translocations disrupt tumor suppressors, activate oncogenes, or generate aberrant
fusion proteins. Expression of the resulting fusion cDNA has been the main strategy to study transloca-
tion-driven oncogenesis. Although this strategy provides valuable insights and understanding regarding
the role of several specific translocations, the outcome does not always phenocopy the respective disease
and may not accurately recapitulate the multistep process of translocation-driven oncogenesis. For
instance, TEL-AML1 knock-in mice remain without evidence of disease, and treatment of these animals
with mutagenic compounds mainly induces T cell malignancies without characteristics of B-ALL as
observed in humans (Schindler et al., 2009). Particularly, overexpression of fusion cDNA hardly reproduces
physiological expression of the fusion gene (dosage effects) and does not take into account other potential
oncogenic consequences of translocations including reciprocal fusion gene formation, disruption of
endogenous fused genes, or transcriptional and epigenetic changes resulting from repositioning of trans-
located chromosomes in the nucleus.
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Figure 1. NPM1-ALK Translocation Induces Ba/F3 Cells Transformation and Leads to f-circRNA Formation

(A) In mouse cells, Nom1 and Alk genes are located on chromosomes 11 and 17, respectively. To induce t(11; 17) translocation, CRISPR/Cas9 system is used
to create specific Npm1 (using sgRNAMP™") and Alk (using sgRNA*%) DSBs. The derivative chromosome 17 (Der17) will lead to Npm1-Alk fusion gene
expression. Both derivative chromosomes, Der11 and Der17, are recovered only when Npm1 and Alk DSBs are concomitantly induced (detected by
nested PCR).

(B) Proliferation curve of CRISPR/Cas9-treated cells after IL-3 removal. Left panel: cytokine-independent growth was observed only from cells originating
from the pool treated with sgRNANP™" and sgRNA* (mean of three experiments + SD). Right panels: estimate of translocation frequency using PCR on
serial dilutions of genomic DNA from Ba/F3 cells. The number of times the PCR was positive for each dilution is indicated (amplicons) (from four independent
experiments). At day 15 after transfection (upper panel), translocation junction from cells cultured with IL-3 was detected in two wells of 50 ng DNA, reflecting
a frequency around 6.25 x 107°. Instead, serial dilutions of DNA from cells growing in the absence of IL-3 (lower panel) showed PCR amplicons for all DNA
dilutions (the gel showing all the dilutions is the result of the association of two consecutive gel lines).

(C) PCR amplification of Der17 from seven clones growing without IL-3.

(D) Western Blot analysis of NPM1-ALK expression. Each of the seven clones expressed NPM1-ALK fusion protein.

(E) Western Blot detection of STAT3, AKT, and ERK1/2 phosphorylation for clones 1, 4, and 6. STAT3, AKT, and ERK1/2 activation was detected in all clones.
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Figure 1. Continued

(F) PCR strategy to detect fusion circular RNAs (f-circRNAs) using divergent primers (DivF and R). Convergent primers (cDNA-F and R) are used to detect

linear fusion mRNA (Npm1 exons in blue and Alk exons in red).

(G) PCR-amplified products obtained using divergent primers to detect f-circRNAs corresponding to Npm1-Alk gene in Ba/F3 cells (wild-type cells and
seven translocated clones). Representative gel from three independent experiments. Schemes of f-circRNA-mA and f-circRNA-mB (right panel) detected in

the clones. f-circRNA-mA and f-circRNA-mB were amplified with specific primers.

(H) Number of circular junctions sequenced for each different type of f-circRNA (back-spliced, non-canonical back-spliced, and mixed). Sequencing was

done from three independent experiments.
See also Figure S1 and Table S1.

The consistent advances in programmable nuclease technology, including ZFNs (zinc-finger nucleases),
TALENSs (transcription activator-like effector nucleases), and CRISPR/Cas? RNA-guided nucleases,
facilitates easier and more precise genome editing. Particularly, we and others have shown that introduc-
tion of DNA double-strand breaks (DSBs) at patient translocation breakpoints enables specific oncogenic
translocation formation (Brunet et al., 2009; Piganeau et al., 2013; Choi and Meyerson, 2014; Ghezraoui
et al., 2014; Torres et al., 2014).

In this study, we used CRISPR/Cas9 technology to induce specific chromosomal translocations. We
managed to assess immediate cellular consequences, including newly expressed fusion circular RNAs
(f-circRNAs). Focusing on NPM1-ALK fusion found in anaplastic large cell lymphoma (ALCL) (Morris
et al., 1994), we confirmed that CRISPR-induced NPM1-ALK translocation was not only sufficient to trigger
murine Ba/F3 pro-B cell line transformation but also induced the activation of STAT3, MEK/ERK, and AKT
pathways, which are upregulated in ALCL tumors. We demonstrated that newly formed translocations lead
to direct expression of specific f-circRNAs transcribed from the NPM1-ALK breakpoint junction.
Sequencing of f-circRNAs reveals different types of circularization junctions. Strikingly, f-circRNAs found
in tumor cell lines of patients with ALCL were also identified in our different translocation models. Thus,
our study provides strong evidences that different f-circRNAs, including specific f-circRNAs, found in pa-
tient tumor cells are expressed directly after de novo translocation induction. These results further support
the use of CRISPR/Cas? to induce in situ translocations to reach more relevant cancer models including
expression of de novo f-circRNAs.

RESULTS

CRISPR/Cas9-Induced NPM1-ALK Fusion Leads to STAT3, AKT, and ERK Pathway Activation
in Mouse Cells

NPM1-ALK is an oncogenic fusion protein that is capable of transforming multiple rodent cell lines (Bai
etal., 1998; Fujimoto et al., 1996). Particularly, human NPM1-ALK overexpression has been shown to confer
interleukin (IL)-3-independent survival and proliferation of Ba/F3 murine pro-B lymphocytes (Bai et al,
1998). In the mouse genome, Npm1 and Alk genes are located on chromosomes 11 and 17, respectively.
NPM1-ALK is expressed from the derivative chromosome 17 (Der17) (Figure 1A). We designed single guide
(sgRNAs) targeting murine Npm1 intron 4 and Alk intron 19 to induce concomitant DSBs at loci found as
breakpoints in human ALCL. Transient co-expression of Cas9 with sgRNAMP™ and sgRNA?* led to the
formation of the two derivative chromosomes (Der11 and Der17). In contrast, a single break on Nom1 or
Alk was not sufficient to induce translocation (Figure 1A). The frequency of translocation at day 5 after trans-
fection was >2.5 x 10~* (Figure S1A) (as calculated in [Renouf et al., 2014]). However, the translocation
frequency of cells growing in the presence of IL-3 dropped to 6.25 x 10~° at day 15 after transfection, indi-
cating that Npm1-Alk does not provide a growth advantage in these conditions (Figure 1B). To investigate
the ability of CRISPR/Cas%-induced Npm1-Alk translocation to transform Ba/F3 cells, we removed IL-3 from
the medium of transfected cells. IL-3 withdrawal led to major growth arrest and cell death when cells were
treated with a single sgRNA. In contrast, after 6 days without IL-3, we observed proliferation of cellular
clones from the pool treated with both sgRNANP™" and sgRNA“. After 20 days, we were able to recover
multiple translocation junctions. We assessed translocation frequency in proliferating cells without IL-3 and
detected Der17 junctions starting from as little as 0.8 ng of DNA, suggesting that most cells carried trans-
location (Figure 1B). Thus, we confirmed that CRISPR/Cas9-induced mouse Npm1-Alk translocation leads
to the transformation of Ba/F3 cells as recently shown (van de Krogt et al., 2017). In addition, to validate that
IL-3-independent proliferation was driven by constitutive activation of NPM1-ALK, we treated the cells with
crizotinib, an ALK phosphorylation inhibitor. We found that crizotinib led to complete proliferation arrest of
selected cells in the absence of IL-3, indicative of active NPM1-ALK fusion protein in the whole population
(Figure S1B).
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We then isolated seven random Ba/F3 clones from cells growing without IL-3. We could detect Der17 in all
of them, further confirming the observation that translocations had occurred in IL-3-independent cells (Fig-
ure 1C). Importantly, NPM1-ALK fusion protein was expressed in all the clones (Figure 1D). Insertions and
deletions were detected at the translocation junctions but restricted to the intronic region between Npm 1
and Alk genes (Figure S1C). We further analyzed three clones (clones 1, 4, and 6). Each of them showed
clear co-localization between one Npm1 and one Alk signal as observed by fluorescence in situ hybridiza-
tion (FISH) (Figure S1D). In vitro and in vivo studies have shown that NPM1-ALK kinase promotes cell
growth, cell cycle progression, and survival through transphosphorylation of cytosolic targets, including
effector proteins of STAT3, MEK/ERK, and AKT pathways (Marzec et al., 2007a, 2007b; Zamo et al., 2002;
Zhang et al., 2002). We therefore wondered if de novo mouse t(11; 17) translocation induced by CRISPR
activates the same signaling cascades. We showed that STAT3 was expressed both in surviving clones
and wild-type Ba/F3 cells. However, phosphorylated STAT3 was exclusively detected in the three NPM1-
ALK-positive clones, indicating that newly formed NPM1-ALK activates the STAT3 pathway. Similarly,
the phosphorylation of ERK1/2 protein was substantially enhanced in the three translocated clones
compared with wild-type cells and we could observe greater phosphorylation of specific phospho-sites
of AKT (Ser473 and Thr308) (Figure 1E). Our results clearly demonstrate that CRISPR-induced Npm1-Alk
translocation is sufficient to trigger transformation of murine Ba/F3 pro-B cell line through the activation
of ALCL-specific oncogenic pathways.

De Novo Npm1-Alk Translocation Leads to Expression of Circular RNAs Specific to
Breakpoint Junctions (f-circRNAs) in Mouse Cells

Recently, f-circRNAs expressed from translocation junctions have been identified in various tumor cells associ-
ated with PML-RARa, MLL-AF9, EWSR1-FLI1, or EML4-ALK1 translocation (Guarnerio et al., 2016). This work
demonstrated that the presence of MLL-AF9-specific f-circRNAs contributes to cell survival upon therapy and
plays an active role in leukemia progression in vivo. Thus, we wondered if de novo translocation formation leads
to the expression of f-circRNAs specific to the breakpoint junction. We amplified f-circRNAs using outward-fac-
ing PCR primers around the Npm 1-Alktranslocation junction, after RnaseR treatment of our samples to decrease
the quantity of linear RNAs as previously described (Guarnerio et al., 2016) (Figures 1F and 1G). Importantly, no
f-circRNAs could be amplified in wild-type Ba/F3 cells. We investigated the formation of f-circRNAs in the Ba/F3
clones growing in the absence of IL-3, positive for NPM1-ALK translocation. Several PCR amplicons could be de-
tected in each of the seven clones, indicating that f-circRNAs are specific to de novo translocation (Figures 1G
and TH). To validate that our amplicons result from f-circRNA formation in cells and are not amplified from
the linear Npom1-Alk counterpart, we transcribed in vitro the NPM1-ALK cDNA from human ALCL cells (homol-
ogy between mouse and human of NPM1-ALK exons is >80%), and in parallel, an identified f-circRNA containing
six exons as positive control (f-circRNA-hF described in the following section) (Figure S1E). After RT-PCRand PCR
amplification using similar conditions as for f-circRNA amplification (in the presence of 1 pg RNA from wild-type
cells and with RnaseR treatment), we could detect some PCR amplicons using divergent primers and starting
from as less as 1 ng of the linear NPM1-ALK in vitro transcript. Sequencing revealed that these unspecific ampli-
cons (18 sequences) corresponded exclusively to sequences containing short direct repeats located at an intra-
exonic junction between NPM1 and ALK (Table S1). These unspecific products have been considered as PCR
artifacts and have subsequently been excluded from our datasets. More precisely, we excluded every sequence
with at least 1 bp found in common at the breakpoint between NPM1 and ALK intra-exonic sequences.

We sequenced four to seven random PCR products from Npm1-Alk clones 1 to 7. After excluding PCR
artifacts, we defined three different groups of f-circRNAs: (1) back-spliced f-circRNAs reflecting proper
back-spliced events (circularized from two canonical splice sites), (2) non-canonical back-spliced f-circRNAs
(circularized within two exons that probably arise from alternative splice sites), and (3) mixed f-circRNAs
(circularized from one canonical splice site to a site located within an exon) (Figure 1H and Table S1). Of
note, some f-circRNAs showed exon skipping (for example, f-circRNA-mA loses the exon 21, Figure 1G).
This phenomenon could be similar to circRNAs described by Zhao's team and was called alternative
splicing events (Gao et al., 2016). We could identify back-spliced f-circRNAs in every clone (three to six
for each clone), and importantly, sequencing revealed that some back-spliced f-circRNAs could be found
in several clones (Table S1). We could detect f-circRNA-mA (joining exon 2 of Npm1 to exon 22 of Alk) and
f-circRNA-mB (joining exon 2 of Npm 1 to exon 20 of Alk) in each of our seven clones by using specific PCR
amplification (Figure 1G). In conclusion, Npm1-Alk-translocated mouse clones expressed different types of
f-circRNAs. Two of them are commonly expressed in all clones, indicating a potential selection process of
specific f-circRNAs upon transformation of Ba/F3 cells.
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Figure 2. NPM1-ALK Activates STAT3 Pathway and Increases Cell Growth in Low-Serum Culture

(A) In human cells, NPM1 and ALK genes are located on chromosomes 5 and 2, respectively. To induce t(2; 5) translocation, CRISPR/Cas9 system is used to
induce specific NPM1 (using sgRNAN™M?) and ALK (using sgRNA?K) DSBs. The derivative chromosome (Der5) will lead to NPM1-ALK fusion gene
expression. Der5 and Der2 junctions were detected in the four clones Lenti-CL1 (obtained using a lentivirus vector), CLA, CLB, and CLC isolated from
sgRNANPMT. and sgRNA* K treated cells.

(B) FISH for NPM1 and ALK detection in Lenti-CLO (control clone) and Lenti-CL1 metaphases. ALK locus is detected with a break-apart probe (green +
purple). Blue signal corresponds to the 5' end NPMT1 locus: Der5 and Der2 formation leads to split purple and green signals. Colocalization of purple and
blue signals reveals Der5 formation.

(C) Western blot detection of NPM1-ALK and STAT3 activation in the translocated clones. SUDHL1 is an ALK-positive ALCL cell line. Lenti-CLO and Lenti-CL1
were also treated with different amounts of crizotinib.

(D) Upper panel: growth curve of wild-type RPE-1 cells and Lenti-CL1 in 10% FBS. Lower panel: competitive proliferation assay between wild-type RPE-1 cells
and Lenti-CL1 in the presence of 10% or 2% FBS. Lenti-CL1 stably expressed GFP (mean of three experiments + SD).

(E) FISH analysis of RPE-1 clones growing in 2% FBS: CLA, CLB, and CLC. A break-apart probe (purple and green) was used for ALK and a BAC probe (blue)
was used to probe NPM1. Der5 and Der2 formation leads to split purple and green signals. Colocalization of purple and blue signals reveals Der5 formation.
See also Figure S2.

CRISPR/Cas9-Induced NPM1-ALK Fusion Leads to STAT3 Pathway Activation, Growth
Advantage in Low-Serum Medium, and Expression of Specific f-circRNAs in Human Cells

We further decided to confirm the formation of f-circRNAs in a human cell line after NPM1-ALK formation.
We first induced t(2; 5) (p23; g35) translocation in the human RPE-1 hTERT-immortalized retinal pigment
epithelial cell line, which has a near-diploid karyotype, making it relevant to analyze chromosomal rear-
rangements. We previously set up the CRISPR/Cas? transfection system to efficiently induce t(2; 5) (p23;
q35) in RPE-1 cells using sgRNAs targeting NPM1 intron 4 and ALK intron 19 (Ghezraoui et al., 2014; Renouf
etal., 20714). However, in these studies, we failed to efficiently recover translocated clones. Here we adapt-
ed a lentiviral strategy (Heckl et al., 2014) to stably integrate the Cas9 nuclease and the two sgRNAs target-
ing NPM1 and ALK (Figure S2A). After transduction and fluorescence-activated cell sorting (FACS) sorting
of transduced cells, we isolated one NPM1-ALK positive clone (Lenti-CL1) and one NPM1-ALK-negative
clone (Lenti-CLO) confirmed by FISH analysis (Figures 2A and 2B). Sequencing of derivative chromosome
junctions confirmed the formation of fusion junctions in Lenti-CL1 (Figure S2A). NPM1-ALK fusion protein
was stably expressed and active as shown by its auto-phosphorylation (Figure 2C). Importantly, the phos-
phorylation dropped back to background level upon crizotinib treatment. Similarly, STAT3 showed
enhanced phosphorylationin Lenti-CL1 clone compared with negative Lenti-CLO cells and phosphorylation
went back to a basal level with crizotinib treatment, indicating a reliance on NPM1-ALK activity. Of note,
RPE-1 cells have high endogenous ERK1/2 and AKT phosphorylation, preventing the assessment of
NPM1-ALK-driven phosphorylation for those pathways. Intriguingly, crizotinib treatment had no discern-
able effect on cell growth or survival of Lenti-CL1 using normal culture conditions (data not shown). Instead,
wild-type cells grew faster than Lenti-CL1 cells in 10% of fetal bovine serum (FBS) (Figure 2D), possibly ex-
plaining the difficulties we previously faced in isolating translocated cells by traditional cloning method.
Thus, as for Ba/F3 cells, we also observed a dramatic decrease in the frequency of translocated cells
over time for cells transfected with sgRNAV™M? and sgRNAALK. This phenomenon was independent of
the initial frequency of translocation (5 x 107 [high] or 1.25 x 10™* [low] [Figure $2B]). These results promp-
ted us to test the growth of NPM1-ALK clone in the presence of low serum concentration (2% FBS). In this
condition, Lenti-CL1 (GFP-positive cells) showed then a strong proliferative advantage over wild-type cells
(2% FBS) (Figure 2D) and the translocation frequency increased up to 16-fold after 16 days (Figure S2B).
These experiments strongly indicate that NPM1-ALK translocation led to a marked growth advantage in
culture conditions containing lower growth factor concentrations. Thus we envisioned that the recovery
of translocated clones would be enhanced by culturing sgRNANPM™_ and sgRNA* K transfected cells in
2% FBS medium. As expected, we easily isolated three additional NPM1-ALK-positive clones by simple
cloning using low-serum medium (CLA, CLB, and CLC; Figures 2A and S2A). These clones were translo-
cated as shown by FISH (Figure 2E) and expressed an active form of NPM1-ALK, leading to STAT3 phos-
phorylation (Figure 2C).

We next looked for the formation of f-circRNAs in our different human RPE-1 clones carrying NPM1-ALK
translocation (Figure 3A). As for mouse cells, no f-circRNA could be amplified from wild-type cells. In
contrast, several PCR products were detected and sequenced from all four NPM1-ALK clones (Figures
3A and 3B and Table $2). NPM1-ALK translocation induced in human cells also led to the expression of
the three different types of f-circRNAs. Importantly, four back-spliced f-circRNAs were found common in
all clones (Figure 3A and Table S2). Here we also confirmed that our treatment with RnaseR specifically
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Figure 3. NPM1-ALK Induces the Expression of ALCL-Specific f-circRNAs

(A) PCR-amplified products obtained using divergent primers to detect f-circRNAs corresponding to NPM1-ALK gene in RPE-1 human cells: from wild-type
cells, CRISPR/Cas9-translocated clones, cells overexpressing NPM1-ALK (labeled cDNA-a and cDNA-b), and SUDHL1 and SUPM2 ALCL cells.
Representative gel from three independent experiments. Schemes of f-circRNA-hC, f-circRNA-hD, f-circRNA-hE, and f-circRNA-hF (middle panel) shared by
Lenti-CL1, CLA, CLB, CLC, SUDHL1, and SUPM2 cells. The PCR product corresponding to f-circRNA-hD (bold) has similar circularization junction as f-
circRNA-mA in Ba/F3 cells (Figure 1A). f-circRNA-hC, f-circRNA-hD, f-circRNA-hE, and f-circRNA-hF were also amplified with specific primers. Detection of
NPM1-ALK fusion gene (cDNA) was done using the convergent primers.

(B) Number of circular junctions sequenced for each type of NPM1-ALK f-circRNA in RPE-1 and ALCL cells (back-spliced, non-canonical back-spliced, and
mixed). Sequencing was done from three independent experiments.

(C) Fold enrichment for f-circRNA-hC/ f-circRNA-hD after RnaseR treatment normalized by NPM1-ALK linear cDNA and GAPDH cDNA (mean of three
experiments + SEM).

(D) Left panel: NPM1-ALK linear cDNA expression level in CRISPR/Cas9 clones and SUPM2 and SUDHL1 cells. Right panel: f-circRNA-hC or f-circRNA-hD
expression level in CRISPR clones compared with SUPM2 cells (average from all the clones) (mean of three experiments + SEM).

See also Figure S3 and Table S2.

diminished the quantity of linear RNAs compared with the identified f-circRNAs (from 8- to 50-fold as quan-
tified in Figure 3C), decreasing the potential background of PCR due to unspecific amplification from linear
cDNA (described in the previous section).

Furthermore, we generated RPE-1 clones stably expressing human NPM1-ALK cDNA (named cDNA-a and
cDNA-b). NPM1-ALK expression was confirmed by PCR amplification of fusion cDNA (Figure 3A). In our con-
ditions of amplification and after excluding PCR artifacts, only one non-canonical back-spliced f-circRNA has
been detected in clones expressing NPM1-ALK cDNA (Figure 3B and Table S2), in contrast to cells carrying
translocated chromosomes, which expressed more f-circRNAs and mostly canonical back-spliced f-circRNAs.

One particular f-circRNA from MLL-AF9fusion was extensively studied by Guarnerio et al. (2016) and found
as tumor specific. Thus, to further investigate the circRNA repertoire formed after CRISPR-induced trans-
location, we designed a translocation system for MII-Af9 fusion (Drynan et al., 2005). We could reproduce
the translocation in a mouse pro-B cell line and obtained three translocated clones for MII-Af9 genes as
confirmed by PCR amplification of the derivative chromosomes, MII-Af? cDNA amplification, and FISH
analysis (Figures S3A and S3B). We could readily detect different types of f-circRNAs, and some back-
spliced f-circRNAs were prevalent in all clones, as observed for NPM1-ALK model (Figure S3C). For
instance, back-spliced f-circRNA-mG and f-circRNA-mH were found in each of the three clones (Figure S3C
and Table S3). These preliminary results validate that common f-circRNAs are generated by the formation
of endogenous MII-Af9translocation, as observed for the NPM1-ALK model. Further validation by RNA-seq
in human CRISPR/Cas? clones would be needed.

In conclusion, the formation of derivative chromosomes using CRISPR/Cas9 technology leads to a specific
landscape of f-circRNAs.

De Novo NPM1-ALK Translocation Leads to the Expression of f-circRNAs Specific to Human
ALCL Tumor Cells

To gain insight into the relevance of the repertoire of f-circRNAs formed in our clones, we compared them
with the ones found in ALCL tumor cells, SUDHL1 and SUPM2 cell lines. As for the RPE-1 clones, we recov-
ered all types of f-circRNAs in the two ALCL cell lines. Notably, the four back-spliced f-circRNAs shared by
all NPM1-ALK RPE-1 clones induced by CRISPR/Cas9 were also expressed in SUDHL1 and in SUPM2 patient
cells: f-circRNA-hC joining exon 2 to exon 23, f-circRNA-hD joining exon 2 to exon 22, f-circRNA-hE joining
exon 4 to exon 24, and f-circRNA-hF joining exon 4 to exon 22 (Figure 3A and Table 52). Remarkably,
f-circRNA-hD, which circularized the exon 2 of NPM1 to the exon 22 of ALK, was also expressed in all
the mouse Npm1-Alk-positive clones (corresponding to f-circRNA-mA, Figure 1G). We then estimate the
relative expression level of two of the four common f-circRNAs. The level of f-circRNA-hC and f-circRNA-
hD in CRISPR/Cas9 clones was found to be 5- to 8-fold lower than in SUPM2 tumor cells. This level directly
correlates to the difference of expression of NPM1-ALK cDNA between the clones and the tumor cells
(of note SUDHL1 tumor cells contain two copies of the translocation, leading to 2-fold higher expression
of NPM1-ALK compared with SUPM2 cells) (Figure 3D).

Thereby CRISPR/Cas9 approach to induce translocation leads to modifications of the non-coding RNA
repertoire by expressing tumor-related f-circRNAs.
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DISCUSSION

Here, we successfully used CRISPR/Cas? nucleases to induce de novo chromosomal translocations leading
to NPM1-ALK fusion oncogene expression in mouse and human cell lines. We confirmed that endogenous
mouse NPM1-ALK expression is sufficient to confer cytokine-independent growth of mouse cells as
recently shown by the group of Wlodarska (van de Krogt et al., 2017). Furthermore, we demonstrated
that the cell survival depended on NPM1-ALK activation and was inhibited by crizotinib treatment.
CRISPR/Cas9-mediated rearranged mouse and human cell lines displayed STAT3 (for our human cells),
AKT, and ERK1/2 phosphorylation depending on NPM1-ALK kinase expression and activity. Activation
of these three proteins was found essential for cell transformation and tumor maintenance in cancer cells
(Marzecetal., 2007b; Zamo et al., 2002; Zhang et al., 2002). In addition, low concentrations of growth factors
favored proliferation of translocated clones over wild-type cells. This observation is consistent with the fact
that NPM1-ALK fusion protein expressed at physiological levels can substitute cytokine stimulation. In con-
ditions in which wild-type cells grow easily (10% serum), translocated cells are probably diluted before
acquiring any advantage phenotype.

Our results demonstrated that de novo translocation formation promptly leads to the expression of
de novo circRNAs specific to the fusion breakpoint. Interestingly, f-circRNAs found in cancer-associated
chromosomal translocation have already been shown to participate in cellular transformation (Guarnerio
et al., 2016). In this study, expression of a specific f-circRNA in hematopoietic stem cells (containing the
MLL-AF9 fusion) led to a proliferative advantage and favored the progression of leukemia in vivo, demon-
strating a physiological role for f-circRNAs. To gain further insight into f-circRNA formation, we generated
CRISPR-mediated translocations. We observed the expression of several f-circRNAs upon translocation
formation encompassing from two to nine exons (with a length up to 980 bp). The fact that several different
f-circRNAs were expressed from the same fusion gene is quite surprising, and whether or not they all have a
physiological role remains to be determined. The presence of specific exons may also have a particular bio-
logical relevance. Remarkably, we identified specific f-circRNAs expressed in translocated clones perfectly
matching those found in tumor-related cells. We also recovered one specific f-circRNA (f-circRNA-mA and
f-circRNA-hD) in our mouse and human NPM1-ALK-positive clones, respectively, that was also expressed in
two ALCL cell lines, supporting the idea that circRNAs are well conserved between human and mouse cells
(Legnini et al., 2017; Rybak-Wolf et al., 2015).

Several types of f-circRNAs were identified in this study. Importantly, CRISPR/Cas9 NPM1-ALK-translo-
cated clones showed a different f-circRNA repertoire compared with clones that expressed ectopically
NPM1-ALK cDNA. Several back-spliced species were expressed in CRISPR/Cas9 clones. This class of
f-circRNAs properly joins a 5 splice site with a 3’ splice site of an upstream intron. These events are thought
to arise from the annealing of inverted repeat sequences inside flanking exons, enhancing the juxtaposition
of the splice sites leading to back-splicing (Jeck et al., 2013). The f-circRNAs that were found common to
several clones and tumor cells (but not in cells ectopically expressing NPM1-ALK cDNA) were exclusively
canonical back-spliced f-circRNAs, in agreement with their identification in earlier RNA-seq studies.

Surprisingly, in vitro transcription revealed that unspecific PCR amplicons can be generated when ampli-
fying linear cDNA using classical divergent PCR designed for circRNAs. All these events exhibit short direct
repeats for at least 1 bp located at the circularized junction between NPM1 and ALK. They are probably
produced after PCR template switching, although we can wonder if 1 bp is enough to lead to efficient po-
lymerase template switch. Efficient treatment with RnaseR is then essential for decreasing false-positives
from these types of experiments. Instead, we kept mixed events where no repeat could be found, indi-
cating that these types of PCR products were not found as amplified from linear cDNA. The relevance of
these forms of f-circRNA (which probably reflect the presence of non-canonical back-spliced sites) remains
to be elucidated in further RNA sequencing (RNA-seq) studies. In conclusion, the CRISPR/Cas9 strategy to
induce chromosomal translocation provides experimental settings where de novo f-circRNAs are formed:
this method will certainly help to precisely dissect the biogenesis and the functional roles of circRNAs since
de novo circRNAs can be easily tracked.

To conclude, our study provides evidence that f-circRNAs found in tumor cells are produced directly from
newly rearranged chromosomes. Therefore, precise genome rearrangements obtained with CRIPSR/Cas9
provide faithful models phenocopying chromosomal translocation-associated diseases including activation
of oncogenic pathways and also expression of tumor-specific f-circRNAs by bypassing limitations of models
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expressing the fusion gene ectopically. Identification of specific f-circRNAs could provide new diagnostic
markers related to cancer aggressiveness and might become therapeutic targets in the near future.

METHODS

All methods can be found in the accompanying Transparent Methods supplemental file.

DATA AND SOFTWARE AVAILABILITY

Original imaging data have been deposited to Mendeley Data and are available at https://doi.org/10.
17632/22mbdtz59s.1 (https://doi.org/10.17632/22mbdtz59s.1).

SUPPLEMENTAL INFORMATION

Supplemental Information includes Transparent Methods, three figures, and four tables and can be found
with this article online at https://doi.org/10.1016/j.isci.2018.06.007.
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SUPPLEMENTARY FIGURES

Supplementary Figure 1 (Related to Figure 1)

Characterization of Npm1I-Alk translocation induced in mouse cells and in vifro study of
circRNAs amplification.

(A) Estimate of translocation frequency (f) of Der17 formation from Ba/F3 cells, 5 days after
transfection, using PCR on serial dilutions of genomic DNA. The number of times the PCR
was positive (from 4 experiments) for each dilution is also indicated (Amplicons).
(B) Crizotinib treatment of IL-3 independent cells. 100 nM crizotinib treatment prevents
growth of IL-3-independent cells with Npm-Alk translocation selected in Figure 1-B (mean
of 2 experiments +/-SD).

(C) Sequences of Npm1-Alk breakpoint junctions from Ba/F3 isolated clones. Clones 1, 3, 5, 6
and 7 harbor deletions (A), and clones 2 and 4 have insertions (+). All indels are restricted to
intronic regions.

(D) FISH analysis of Ba/F3 Npmi-Alk clones. A red probe labeled the 5’ end of the Npm !
gene and a green probe labeled the 3 end of A/k gene. Colocalization of red and green
revealed Derl7 formation. It is worth noting that Ba/F3 cells are polypoid cells with in an
average of 72 (+/- 2.5) chromosomes. They have 5 signals for Npm 1 locus and 4 signals for
Alk locus.

(E) Schemes for in vitro transcription of linear and circular NPMI-ALK using the T7-
promoter containing primers. After RnaseR treatment and retro-transcription, divergent PCR
primers are used to detect circRNAs. Artefact amplicons from the linear NPM1-ALK cDNA
are visibly detected. In contrast, f-circRNA-hF is properly amplified. As control for RnaseR
digestion, we used convergent PCR primers to amplify ANPM1-ALK cDNA and GAPDH.
Scheme of one PCR artefact (using divergent primers) obtained from the linear NPM1-ALK
cDNA after sequencing (*direct repeats, in this example the repeat is “CCAACG”) (see

sequences on Table S1).



Supplementary Figure 2 (Related to Figure 2)

Characterization of NPMI1-ALK translocation induced in human cells

(A) sgRNAs targeting NPM1 and ALK genes were cloned in a lentiviral vector expressing a
Cas9-2A-GFP (vector sgRNAs-Cas9-2A-GFP). Sequences of Der5 and Der2 breakpoint
junctions from Lenti-CL1, CLA, CLB and CLC RPE-1 clones.

(B) Estimate of translocation frequency (f) using PCR on serial dilutions of genomic DNA (in
duplicates) from RPE-1 cells at day 3 (D3) and day 16 (D16) after transfection for
independent experiments (starting from a pool of cells with low and high frequency). Cells

were either kept in 10% or 2% of FBS.

Supplementary Figure 3 (Related to Figure 3)

Characterization of MLL-AF9 translocation induced in mouse cells

(A) Schematic representation of the CRISPR/Cas9-induced MII-AfY translocation in mouse
cells. PCR amplification shows Der4 and Der9 formation and M//-Af9 cDNA is detected in all
3 clones (we were unable to find a specific antibody for mouse MLL or AF9).

(B) FISH analysis of MLII-AfY positive clones in mouse B-cell lines. A green probe labelled
the 5’end of M/l and a red probe the 3* end of AfY. Red and green colocalization signal shows
the formation of Der9.

(C) PCR-amplified products obtained using divergent primers to detect f-circRNAs
corresponding to MII-Af9 gene in mouse pro-B cell line (wild type cells and 3 clones). A
representative gel from 3 independent experiments. Number of circular junctions sequenced
for each type of MII-AfY f-circRNAs in mouse pro-B cells (back-spliced, Non canonical back-
spliced, and mixed). Sequencing was done from 3 independent experiments. Schemes of f-

circRNA-mG and -mH (lower panel) found in the three clones.
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SUPPLEMENTARY TABLES

Table S1 (Related to Figure 1)

f-circRNAs expressed in mouse Npm1-Alk Ba/F3 clones

Schematic representation of f-circRNA junctions obtained from the sequencing of 3 independent
experiments. Circularized junctions are linked by a line. Circularization junction sequences of Non-
canonical back-spliced and Mixed f-circRNAs are described after each table.

Back-spliced Non canonical back-spliced

Sequences shared by all clones

2
I ENEEEEEREE " mEEEEEEEREEEEE ™"
f-circRNA-mA
-CIrci -m.
cs o

481 bp 515bp
fiRENEEEREEEm EmEEEEEEEEEREE

Sequences shared by several clones [«3

o | EEIIENIRERREEE
EEEEEEEEREEE
C5,C6

c7
865 bp
-e......b.|||- SR EREEREDEE

792bp

383bp

a3,C7
401 bp
L R AR RAN MMM Rd
C1,C4 35Tt
-IIQISIIIIIIII-

567 bp

Mixed

2
-Ilwllll-
a3 860 bp
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SN NEREEEEEE

7-w5lllln

In vitro transcription
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57 bp 05 bp
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M EEEEEREEEEREE ovoes g EREMEEEEREEE o
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IIIUIIIIIIIII “ g EEEEREEEREE

42 bp 82bp
I BEEEE] EEEEEEE < -.U........- “ccAchG

60 bp
-IIUIIIIIII- e e IIIIIIII- Tk

43 bp
wllllllll- “ecerens

* indicates short repeats.




Sequences mNpm 1-Alk circular RNAs :

Clone 2 :

Non canonical back-spliced :

ALK Ex 24 AACCCACCTCCCTGGCCATG TGAAATTACACCACCTGTGG Ex
Clone 5 :

Non canonical back-spliced :

ALK Ex 23 TGAGTCTACAAGCCCTGCCCCGCTT TCTGTACAACCAACA Ex
Clone 6 :

Non canonical back-spliced :

ALK Ex 23 TCATGGCTGGCGGAGACCTC GCGTGATTCCGTCCTGCGCG Ex
Clone 7 :

Non canonical back-spliced :

ALK Ex 22 ACGCTGCCAGA CTTTGAAATTACACCACCTGTGGTCTTAC Ex

NPM

NPM

NPM

NPM



Table S2 (Related to Figure 3)
f-circRNAs expressed in human NPM1-ALK RPE-1 clones, SUDHLI and SUPM2 cells.

Schematic representation of f-circRNA junctions obtained from the sequencing of 3

independent

experiments. Circularized junctions are linked by a line. Circularization junction sequences of Non-
canonical back-spliced and Mixed f-circRNAs are described after each table.

Back-spliced Non canonical back-spliced
Sequences shared by all clones Lenti-CL1
326bp
-dlllllullll-"’”” *-IIIEIIIIIIII-*
f-circRNA-hC
Sa7p 345b|
-<!\l ke 'E bl .,_(-G,IRNA_,,D IIII!II EREEREEER
S LITTITI i r] o
<\‘ - ”,) f-circRNA-hE S —
ll—%l—“l e -Illlllllllll-
. _/) fcircRNA-hF o
Sequences shared by several clones CONA2
Lenti-Cl1, CLA, CLC, SUDHLI, SUPM2 _ 682pb
-ll<lllll>lllll-“”'”’ N
SUDHLI,SUPM2 Mixed
] la oy | ll EEEEREE" | Cenicur,suon s
e !llll lglllllll "’
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Iflﬂgllﬂl“ll@b” SUDHLI
[\
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-llglullllll-m‘“’ -ll@lllllllll-”""’
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7 IIEIIIIIIIJI-““’"

# circular RNAs with the junction in exon 1 corresponding to an identified alternative splice site (ENST00000517671.5)
Sequences hNPM1-ALK circular RNA :

Lenti-CL1,

SUDHLI :

Mixed :
ALK Ex 21 CCCTGCAAGTGGCTGTGAAG CGTTCTTTTATCTCCGTCCG Ex 1 NPM
Lenti-CL1 :

Non

canonical back-spliced :

ALK
CLB
Non

Ex 20 CTGGCAAGACCTCCTCCATC

canonical back-spliced :

ALK

Ex 20 GAGGTGCCGCGGAAAAACAT

SUDHLI :

TGCACATTGTTGAAGCAGAG Ex 3 NPM

AGCAGAGGCAATGAATTACG Ex 3 NPM



Mixed :

ALK Ex 22 ATGGAAGCCCTGATCATCAG
ALK Ex 20 AAAAACATCACCCTCATTCG
ALK Ex 20 GGCAAGACCTCCTCCATCAG
SUPM2 :

Non canonical back-spliced :
ALK Ex 22 GACGAACTGGATTTCCTCAT
Mixed :

ALK Ex 20 GACTACAACCCCAACTACTG
CDNA2 :

Non canonical back-spliced :
ALK Ex 24 CACGTGGCTCGGGACATTGC

CCCCCTGAGGCCCCAGAACT
CGTTCTTTTATCTCCGTCCG
GTTTCCCTTGGGGGCTTTGA

TTGAAGCAGAGGCAATGAAT

GTTGTGAACTAAAGGCCGAC

ACGAAGGCAGTCCAATTAAA

Ex
Ex
Ex

Ex

Ex

Ex

[y

NPM
NPM
NPM

NPM

NPM

NPM



Table S3 (Related to Figure S3)

f-circRNAs expressed in MII-Af9 mouse pro-B cells clones

Schematic representation of f-circRNA junctions obtained from the sequencing of 3 independent
experiments. Circularized junctions are linked by a line. Circularization junction sequences of Non-
canonical back-spliced and Mixed f-circRNAs are described after each table.

Back-spliced Non canonical back-spliced

Shared sequences

a

374 b

a,c,a -I-Illll@’ $
2
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-l-llllllgb-258 i
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-I-Illllld5l- P -I-lllllllil5- P

a

774 by
-I-III\/EIIII -

Sequences mMII-Af9 circular RNA

Clone 1 :

Non canonical back-spliced :

AF9 Ex 11 AACCTTATAGAGGAAACTGG TTGAACATCCTCAACCCACT Ex 9 MLL
Clone 2 :

Non canonical back-spliced :

AF9 Ex 11 ACAACAGCTGGACGCATCAA CCAGCAGCCGTCGTCCCCCC Ex 7 MLL
Clone 3 :

Non canonical back-spliced :

AF9 Ex 10 CTGCAGCAGATCGTGAACCT TCCCAGCCAGCAGCCGTCGT Ex 7 MLL
AF9 Ex 11 TTTGCTCGCTGGACAAAACT CCCATAACACCCAGAGTAGT Ex 10 MLL
Mixed :

AF9 Ex 10 GGAACGACACATTCTGCAGC AGTAAACAAGAGAATGCAGG Ex 9 MLL




Table S4 (Related to Transparent Methods)

sgRNA and primer sequences

sgRNA sequences:

Translocation induction

Human NPM1l: TATCCTCGAACTGCTAC GTTCACCTCAGC
NPM

SgRNA 5’ -GTGAACCCAGTAGCAGTTCG-3"'
Human ALK: GATCCTCAGGTAACCCTAATCTGATCACGGTC
sgRNA™MX 5’ -GATCAGATTAGGGTTACCTG-3'
Mouse NPMl: GGACCCTATGACCAATGAGGCTATCTTTCAAT
sgRNA™" 5’ -AGATAGCCTCATTGGTCATA-3 "’
Mouse ALK: ATAAAATCCTGGCATGTCTATCTGTAAGGCTA
SgRNAMX 5’ _-TCCTGGCATGTCTATCTGTA-3 "
Mouse MLL : CACCCCACATCCGGTGGTTCACTGTAACTCCA
SgRNA"" 5’ -TACAGTGAACCACCGGATGT-3"’
Mouse AF9 : TCTCCATACTCGTTGACTGGTCTATCAGTTTA
SgRNAM? 5’ -GATAGACCAGTCAACGAGTA -3’

Primer sequences:

Plasmid cloning

Cloning, Ak of SgRNA_EE_F AGGAACCAATgaattcGACTGGATCCGGTACCAAGG
sgRNA" ":sgRNA"":Cas9-GFP
sgRNA_EE_R TAGAGAGGTAgaattcAGCGGCCCAAGCTTAAAAA
Cloning of NPM1-ALK cDNA cDNA_NA _F CTAAGTGCGgctagegccaccATGGAAGATTCGATGGACATGG
cDNA_NA _R ATAAAAACCTgaattcACCACATCTGGGCCTTGTAT

PCR for translocation detection

hNPM1-ALK (PCR1) hNA-Der5-F CAGTTGCTTGGTTCCCAGTT
hNA-Der5-R AGGAATTGGCCTGCCTTAGT
hNPM1-ALK (PCR2) hNA-Der5-NF GGGGAGAGGAAATCTTGCTG
hNA-Der5-NR GCAGCTTCAGTGCAATCACA
hALK-NPM1 (PCR1) hAN-Der2-F TCCTTCAGTGTCCATCACGA
hAN-Der2-R GAACCTTGCTACCACCTCCA
hALK-NPM1 (PCR2) hAN-Der2-NF CCCACCCCTAGACGTCACT

hAN-Der2-NR TTCACATCCTCCTCCTCTTCA

mNPM1-ALK (PCR1) mNA-Der17-F CATCGTAGAGGCAGAAGCAA



mNPM1-ALK (PCR2)

mALK-NPM1 (PCR1)

mALK-NPM1 (PCR2)

mNA-Der17-R
mNA-Der17-NF

mNA-Der17-NR
mAN-Der11-F
mAN-Der11-R
mAN-Der11-NF
mAN-Der11-NR

TGCAGTTCCATCTGCATAGC
AGGTCTCTTGCGTCATTTGG

CAGATAGGTGTCCGCTGTGA

CTTCAGTGCCCAACACAATG
CTTTCCTGGCACACACCTTT
TGGCTCAAGCCATACTAGCC
AGAGGCAGGTGGATTTCTGA

mMLL-AF9 (PCR1) mMA-Der9-F TTTTGGGTGAGTTGTTTGGA
mMA-Der9-R CAGCGGACAGTTCTGTGGTA
mMLL-AF9 (PCR2) mMA-Der9-NF ~ ACACACCAGAAGAGGGCATC
mMA-Der9-NR ~ ACCTGCAAAGGTTCTTGTGG
mAF9-MLL (PCR1) mAM-Der4-F CAGTGCACCCTTGAGCATAA
mAM-Der4-R TAGTCACCAGGCATTTGCAG
mAF9-MLL (PCR2) mAM-Der4-NF ~ ACAACTGGCATGTGCAACTC
mAM-Derd-NR ~ TGCTAGGGATTGAAGCCAAG
RT-PCR
hNPM1-ALK cDNA hRNA-NA-F TTGTGAACTAAAGGCCGACAAA
hRNA-NA-R CAGTTTCTGGCAGCAATGTCTC
mNPM1-ALK cDNA mRNA-NA-F GTGGAACAGGAGGCAGTTGT
mRNA-NA-R GCAATATCCCGGTGGATAAA
mMLL-AF9 cDNA mRNA-MA-F CCTGAACCCAAACAGGTCAG
mRNA-MA-R TGGAATGAACCACCACAGAA
hGAPDH cDNA hGAPDH-F GCCATCAATGACCCCTTCAT
hGAPDH-R TGACAAGCTTCCCGTTCTCA
mHPRT cDNA mHPRT-F GCAGTACAGCCCCAAAATGG
mHPRT-R

GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT

PCR for fusion circular RNA detection

hNPM1-ALK hNA-div-F AAGCACCAGGAGCTGCAAG
hNA-div-R AATATGCACTGGCCCTGAAC
mNPM1-ALK mNA-div-F ACCAGGAGTTGCAGGCTATG
mNA-div-R AGATGCTGTCCACTAATGTGC
mMLL-AF9 mMA-div-F TCCAATAAAACAAAGCAAATCAGA
mMA-div-R CACTGCTGGCACAGAGAAAG
PCR for specific fusion circular RNA detection
f-circRNA-mA f-circ-mA-F GCAGGCTATGCAGATGGAAC
f-circ-mA-R AGCCTTTAGTTCACAGCCTGA
f-circRNA-mB f-circ-mB-F GTCGGAAGCACCAGGAGTT
f-circ-mB-R GCCTTTAGTTCACAGCCGG
f-circRNA-hC f-circ-hC-F GAGCTGCAGAGCCCTGAGTA
f-circ-hC-R GCCTTTAGTTCACAACCGGG
f-circRNA-hD f-circ-hD-F AGCACCAGGAGCTGCAAG
f-circ-hD-R GGCCTTTAGTTCACAACCTGA
f-circRNA-hE f-circ-hE-F GAGCTGCAGAGCCCTGAGTA



f-circ-hE-R CCCCCAAGGGAAACCTGA

f-circRNA-hF f-circ-hF-F GAGCTGCAGAGCCCTGAGTA
f-circ-hF-R CCCCCAAGGGAAACCGGT

PCR for digital droplet PCR

hGAPDH GAPDH-F GCCATCAATGACCCCTTCAT
GAPDH-R TGACAAGCTTCCCGTTCTCA

hNPM-ALK hNA-F ACCACCAGTGGTCTTAAGGTTG
hNA-R CGGAGCTTGCTCAGCTTGTA

PCR for in vitro transcription

T7-hNPM-ALK T7-hNA-F gaaattaatacgactcactataGGGGTTCTCTGGAGCAGCGTTCT
T7-hNA-R CACATCAACAAGGCAAGGAA

T7-Div-hNA T7-Div-hNA-F gaaattaatacgactcactataGGGAAGCACCAGGAGCTGCAAG
T7-Div-hNA-R AATATGCACTGGCCCTGAAC



TRANSPARENT METHODS

CRISPR/Cas9 plasmids

The sgRNAs vectors were cloned in MLM3636 plasmid (Addgene plasmid 43860). sgRNAs
sequences are listed above. SgRNAs targeting human NPM/ and ALK genes have been
previously described (Ghezraoui et al., 2014; Renouf et al., 2014). All sgRNAs were designed
using the CRISPOR designer tool (http://crispor.tefor.net/crispor.py) and are described in
Table S4. Cas9-2A-GFP was expressed from pCas9-GFP vector (Addgene plasmid 44719).

For construction of lentiviral plasmid expressing both sgRNAs, human sgRNA"™ was
firstly cloned in the sgRNA:Cas9-GFP vector from Ebert’s laboratory (Heckl et al., 2014).
The U6-sgRNA™** cassette was PCR amplified from MLM3636 vector containing sgRNA**
and cloned in the EcoRI site of the sgRNA""':Cas9-GFP vector. Lentiviral construct was co-
transfected with pCMV 8.74 packaging plasmid, and pMD2.G VSV envelope expression

plasmid. Supernatants were collected at 48h and concentrated by ultra-centrifugation.

Cell culture and transfection

The Ba/F3 murine pro-B cell line (gift from Dr F.Meggetto) was cultured in RPMI-1640
medium supplemented with 10% FBS and 5 ng/mL murine recombinant IL-3 (Thermo Fisher
Scientific). The SUDHL1 ALCL cell line was cultured in RPMI-1640 medium supplemented
with 10% FBS. The SUPM2 ALCL cell line was cultured in RPMI-1640 medium
supplemented with 20% FBS. The RPE-1 hTERT-immortalized retinal cell line was cultured
in DMEM/F-12 medium supplemented with 10% or 2% FBS. The mouse v-Abl proB-cell line
was cultured in RPMI-1640 medium supplemented with 10% FBS, beta-mercaptoethanol
(50nM), penicillin and streptomycin (Lescale et al., 2016). (Mediums and FBS from Gibco)
Typically, 1x10° cells were transfected using Nucleofection (Amaxa technology II (Lonza))
with 3 pg of pCas9-GFP vector and 3 pg of each sgRNA, using the Cell Line Nucleofector
Kit V (programs D-032 for Ba/F3 and X-001 for RPE-1 and mouse v-Abl proB-cell line). For
lentiviral transduction, 1x10° RPE-1 cells were seeded and transduced with concentrated
sgRNAM!:soRNA*:Cas9-GFP supernatant. Cells were FACS sorted based on GFP

expression 72h post-transduction.

IL-3 removal and crizotinib treatment
5 days after transfection of pCas9-2A-GFP and sgRNA' sgRNA** or both sgRNAs in

Ba/F3 cell line, 10° cells were cultured without IL-3. Surviving cells were counted every 3



days. IL-3 starved and wild-type Ba/F3 cells were then seeded at 10° cells per well in a 6-well
plate. Cells were cultured with addition of 100 nM crizotinib (SelleckChem) in medium and

counted every days.

PCR-based detection of translocation junctions and translocation frequency

Genomic DNA from cells was extracted using E.Z.N.A Tissue DNA Kit (Omega Biotek). For
detection of translocation junctions from pooled cells expressing CRISPR/Cas9, we
performed a nested PCR on 50 ng of genomic DNA as previously described (Ghezraoui et al.,
2014; Piganeau et al., 2016; Renouf et al., 2014). Primers sequences are listed in Table S4.
Translocation frequency was estimated by serial dilution as previously described (Ghezraoui
et al., 2014; Renouf et al., 2014). Briefly one-round PCR was performed on four serial

dilutions of DNA from transfected cells, using primers from PCR2.

RT-PCR and ¢cDNA amplification of fusion transcript
5 days after transfection, RNA was extracted using Nucleospin RNA Kit (Macherey Nagel).
RT-PCR was performed using ProtoScript® II First Strand cDNA Synthesis Kit (NEB)

according to manufacturer’s instructions. Primers sequences are listed in Table S4.

NPMI1-ALK ¢cDNA overexpression

NPM1-ALK cDNA was amplified by PCR from SUDHLI cells using primers containing Nhel
and EcoRI sites. PCR product was cloned between Nhel and EcoRI sites in pLIM1-EGFP
plasmid (Addgene Plasmid 19319). pLIM1-NPM1-ALK vector was then transfected in RPE-
1 cells. 24h after transfection 12 pg/ml puromycin was added in the medium. NPM1-ALK
cDNA expression was assessed by RT-PCR after 2 weeks of selection. Two positive clones

were then isolated.

Cloning of translocated cells

Cloning of cytokine-independent Ba/F3 cells was performed by seeding 0.3 cell per well in a
96-well plate. Cloning of translocated RPE-1 cells was performed by sib selection. Pooled
cells were seeded in a 96-well plate, at 10 cells per well. At confluence, plates were
duplicated for translocation detection by PCR screen. One plate was maintained in culture.
Cells from the other plate were incubated with lysis buffer (10 mM Tris—HCI pH 8, 0.45 %
NP40, 0.45 %Tween20, 100 pg/mL Proteinase K) for 1 hour at 55°C. Proteinase K was

inactivated by heating at 95°C for 10 minutes. First-round PCR was performed on lysate with



primers used for translocation junction detection (listed below). Second-round PCR was
performed with SYBR green in real-time PCR conditions (Mx3005p, Agilent) (Brunet et al.,
2009; Ghezraoui et al., 2014; Renouf et al., 2014). Ba/F3 cells from the remaining plate
corresponding to positive wells were amplified in cell culture. RPE-1 cells from remaining
plate corresponding to positive wells were re-seeded for additional steps of selection to obtain
translocated clones. Of note, cloning of RPE-1 clones A, B and C was performed by seeding

0.3 cell per well (in a 96-well plate) directly after 2 weeks of growth in 2% FBS medium.

Western-blot

Whole cell extracts were prepared with protein lysis buffer (50 mM Tris-HCI at pH 7.4,
1%Triton X-100, 0.1% SDS, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, and 1 mM DTT prepared from a 1
M DTT stock), with addition of Complete cocktail protease inhibitor tablets (Roche) and Halt
Protease and Phosphatase Inhibitor Cocktail (Thermo Fisher Scientific). Typically, 30 ug of
protein extracts were run on an 8% (w/v) Tris-HCl SDS PAGE gel. For SUDHL1 control cell
line, 10 pg of protein extract were used. Gel was blotted, and probed with Phospho-ALK
(Tyr1604), ALK (31F12), Phospho-STAT3 (Tyr705), Stat3, Phospho-p44/42 MAPK
(ERK1/2) (Thr202/Tyr204), p44/42 MAPK (ERK1/2), Phospho-AKT (Thr308), Phospho-
AKT (Ser473), and AKT antibodies from Cell Signaling. Murine NPM1-ALK protein
expression was assessed with ALK (M19) antibody (Santa Cruz), and Cas9 with Cas9 (7A9-
3A3) antibody (Novus). Alpha-Tubulin mouse antibody (Sigma-Aldrich) was used) as a
loading control. Phospho-ALK and Phospho-STAT3 antibodies were used at 1/200 dilution.
Other antibodies were used according to manufacturer’s recommendations. Secondary

antibodies were HRP-conjugated, and blot developed with ECL prime (GE Healthcare Life).

Fluorescence in sifu hybridization

FISH was performed on metaphases from translocated clones. Human ALK and NPM1I human
genes were labeled using respectively ALK Breakapart LPS 019 probe (Cytocell) and
homemade NPM1 probe from BAC RP11-546B8. Murine A/k and Npm1 genes were labeled
using homemade probes from BAC RP23-100F5 and RP23-74P19. Mil and AfY genes were
labeled using homemade probes from BAC RP23-23P9 and RP23-440D4. Metaphase
spreading, probe labeling, hybridization, washing and fluorescence detection were performed
according to standard procedures. Images were taken with the Zeiss Axio Observer.Z1

system.



Selective advantage in high/low serum medium
Cells were plated at day 0 with 10% Lenti-CL1 GFP-positives and 90% WT RPE-1 GFP-
negatives. They were cultured in high serum condition (10% FBS) or low serum condition

(2% FBS). After 6 and 14 days cells were analyzed on cytometer to detect GFP enrichment.

Translocation detection in high/low serum medium
72 hours after transfection with pCas9-GFP and sgRNA“* + sgRNA cells were cultured
in 10% FBS or 2% FBS. DNA extraction was performed at day 3 and day 16 after

transfection to estimate the frequency of translocation.

RT-PCR and ¢cDNA amplification for detection of circular RNA

RNA was extracted using Nucleospin RNA Kit (Macherey Nagel). 1 ng RNA was treated by
2U RNaseR enzyme (Epicentre) for 20 minutes at 37°C. RT-PCR was performed using
ProtoScript® II First Strand cDNA Synthesis Kit (NEB) according to manufacturer’s
instructions. cDNA was then PCR amplified. PCR products were cloned directly with TOPO
TA cloning kit (ThermoFischer) according to manufacturer’s instructions and sequenced by

Sanger Sequencing using T7 primer.

In vitro transcription assay (Figure S1E)

Linear NPM1-ALK cDNA was amplified from SUPM2 using primers located in 5* and 3’
UTR of mRNA (see TABLE S4 for primers sequences). The 5 primer contained the T7
promoter sequence (GAAATTAATACGACTCACTATAGGG) upstream from the specific
5’UTR sequence. Similarly, f-circRNA-hF was amplified (from a TOPO TA clone) using an
upstream primer containing the T7 promoter sequence and used as control for circular RNA
amplification. /n vifro transcription was performed using HiScribe T7 High Yield RNA
Synthesis Kit (NEB) according to manufacturer’s instructions. Purity and size of RNA were
assessed by RNA ScreenTape (Agilent, data not shown). Then 10 ng or 1 ng of transcribed
RNA was mixed with 1 ug of total RNA from wild type RPE-1 cell line. RNaseR treatment
and RT-PCR were performed on the mix as described previously: PCR amplification was

done with primers hNA-div-F/R, hRNA-NA-F/R, hGAPDH-F/R (as control).

cDNA amplification for detection of specific circular RNAs for NPM1-ALK
A nested PCR was performed on cDNA to specifically amplify back-spliced f-circRNA
identified after TOPO TA sequencing. The first round PCR was performed with divergent



primers for 23 cycles. The second round was performed with a forward primer in exon 20 of
Alk gene and a reverse primer overlapping the circularization junction specific for each f-
circRNA (40 cycles, See Supplementary Material for primers sequences). For specific
quantification of f-circRNA-hC and -hD, the second round was performed using digital
droplet PCR (Biorad) with Evagreen (according to manufacturer’s instructions). Primers

sequences are listed in Table S4.

NPMI-ALK expression quantification using digital droplet PCR

Quantification of NPM1-ALK expression was performed using digital droplet PCR (Biorad)
with Evagreen (according to manufacturer’s instructions). Normalization was done using
GAPDH amplification (See below for primers sequences). Primers sequences are listed in
Table S4.

RnaseR efficiency
NPM1-ALK fusion ¢cDNA, GAPDH cDNA and f-circRNA-hC/-hD were quantified with or
without RnaseR treatment using digital droplet PCR (Biorad, See Supplementary Material for

primers sequences). RnaseR efficiency was assess as follow:

circular RNA (+RnaseR)

: _ circular RNA (—RnaseR)
Fold enrichment = linear RNA(+RnaseR)
linear RNA (—RnaseR)




Il. Etude du timing de réplication (Article 2, en cours de préparation)

Au cours de la seconde partie de ma these je me suis intéressée aux modifications de timing

de réplication induites par la translocation NPM1-ALK.

Au cours de ce travail, nous avons séparé le réle de la protéine de fusion de celui de la
translocation chromosomique. Pour cela nous avons généré des cellules porteuses de la
translocation, dans lesquelles la protéine de fusion a été inactivée. Nous avons également
généré des cellules double-transloquées afin de mieux comprendre le réle de I'alléle

transloqué.

Nous avons réalisé des expériences de Répli-Seq afin de déterminer le timing de réplication
sur I'ensemble du génome pour chaque clone, ainsi que des expériences de RNAseq
permettant d’analyser le profil transcriptionnel. Ces travaux nous ont permis de mettre en
évidence des modifications de timing de réplication au niveau des deux jonctions de
translocation, mais également a I'échelle du génome entier. Ces changements ont pu étre
corrélés avec les modifications d’expression génique observées en RNAseq. Nous avons
également montré que I'induction de la translocation permettait de reproduire partiellement

la signature transcriptionnelle observée chez les patients ALCL.

Des expériences sont actuellement en cours afin de terminer ce travail, notamment I'analyse
en Répli-seq des cellules double-transloquées. De plus des expériences similaires sont

réalisées dans des cellules T primaires humaines.

Ces résultats sont présentés comme une ébauche d’article :
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A. Introduction

During the cell cycle S phase, DNA is replicated following a precise pattern known as
Replication Timing (RT) which defines early and late replicated regions throughout the
genome. RT is specific to each cell type, developmental stage and is well conserved between
species. Moreover, it is directly linked to chromatin organization in the nucleus (Ryba et al.,
2010; Yaffe et al., 2010). Early replicated regions are generally located in the center of the
nucleus whereas late replicated regions are more peripheral (Panning and Gilbert, 2005).
During cell differentiation, modifications in nuclear localization are correlated to changes in
RT (Hiratani et al., 2008; Williams et al., 2006). Furthermore a strong correlation was also
observed between RT and A/B compartments/Topologically Associated Domains (TADs) (Pope

et al., 2014; Ryba et al., 2010; Yaffe et al., 2010).

Although it is generally admitted that early replicated regions are transcribed gene richer
compared to late replicated regions (Rhind and Gilbert, 2013), the precise link between RT
and gene expression is not always clearly understood. Instead some studies showed that RT is

relatively independent of transcription level (Hassan-Zadeh et al., 2012; Simon et al., 2001)
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whereas others demonstrated that it is not possible to advance replication timing in absence
of transcription (Blin et al., 2019; Therizols et al., 2014) and that RT program precedes
transcription activation (Kaaij et al., 2018; Pourkarimi et al., 2016; Seller and O'Farrell, 2018;
Siefert et al., 2017). Notably, Blin et al showed a strong correlation between RT and
transcription level for the longest genes of the genome. It was further demonstrated that
Transcription Starting Site are enriched in replication origins and Transcription Termination
Site in replication termination (Chen et al., 2019). Eventually, Gilbert’s team provided
evidences of the existence of Early Replication Control Elements (ERCEs) controlling
replication timing. These ERCEs features include enriched active epigenetic marks, association
with compartment A but are not dependent of CTCF binding (Sima et al., 2019). Particularly

ERCEs will directly drive earlier timing of surrounded genes.

In the context of cancer, modifications of replication timing were observed in oncogenes and
tumor suppressor genes (Fritz et al., 2013), and more globally in leukemia cells 9-18% of the
genome showed significant modifications in RT (Ryba et al., 2012). Likewise Dixon et al analyze
cancer cells with chromosomal rearrangements and show local modification in TAD
organization but also in RT (Dixon et al., 2018). Besides, it was previously described that
replication is delayed for the derivative chromosomes (Breger et al., 2005). Some local
changes in RT have been described as epigenetic because of the absence of genetic
abnormalities. These modifications are stable through mitotic divisions (Adolph et al., 1992;
Eul et al., 1988). These observations lead to the hypothesis that chromosomal rearrangements
could disturb nuclear and chromatin organization and can induce modifications in Replication
Timing. Whether or not these changes in RT are linked to gene expression profile modifications

remains to be clarified.

In this study we focused on t(2,5)(p23,935) translocation, involved in Anaplastic Large Cell
Lymphoma (ALCL). This translocation leads to expression of NPM1-ALK fusion oncogene
(Morris et al., 1994) which activates proliferation and survival pathways STAT3 (Amin et al.,
2004; Chiarle et al., 2005; Zamo et al., 2002), AKT (Bai et al., 2000; Slupianek et al., 2001) and
MAPK (Marzec et al., 2007).

Using a CRISPR/Cas9 approach to faithfully reproduce the NPM1-ALK translocation (Babin et
al., 2018; Ghezraoui et al., 2014; Renouf et al., 2014), we hypothesized that translocation
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formation could lead to overall cellular structural changes including in expression pattern and
RT modifications resulting from the repositioning of chromosomal arms. Hence, we tried to
decipher the consequences of translocation formation on replication modifications to gain
insight into the RT and expression regulations. Importantly is was necessary to discriminate
between the effects of the t(2,5)(p23,q35) translocation formation itself and the
consequences of NPM1-ALK expression. To that end, we generated different t(2,5)(p23,935)
translocation cells expressing or not NPM1-ALK protein. Remarkably we found local
modifications at translocation breakpoint junctions, but also genome wide. These
modifications are mainly driven by expression of NPM1-ALK fusion gene and strongly correlate

with modification in gene expression.

B. Results

Understanding the role of the translocation formation: generation of t(2;5) NPM1-ALK
knock-out clones and t(2;5) double-translocated clones

We previously generated CRISPR/Cas9 NPM1-ALK expressing translocated RPE-1 clones that
fully recapitulated activated pathways of ALCL patient cells and the formation of fusion
circular RNA (Babin et al., 2018). This model enables us to compare cells before and after
translocation formation whereas we have rarely access to the patient tumor cells of origin.
Moreover, unlike for NPM1-ALK overexpression models, we preserve the entire chromosomal
surroundings and expression level of the fusion protein. The formation of the two derivative
chromosomes is a key point, since translocation appearance may disturb the overall
chromatin organization and potentially the TAD structure (as shown in the study of Dr. Yue’s
Lab (Dixon et al., 2018)). Here we strove to separate the role of NPM1-ALK fusion protein on
one hand from the role of the translocation itself on another hand. To tackle this question, we
then generated NPM1-ALK knock-out translocated clones from the initial NPM1-ALK positive
translocated clones thus enabling us to the decipher the role of NPM1-ALK expression from
the translocation itself. We used CRISPR/Cas9 system to delete a small part of NPM1-ALK
fusion gene and generate a truncated nonfunctional protein (Figure 1A). We took advantage
of the presence of insertions at the junctions between NPM1 and ALK genes for each of our
clones. We designed gRNAs specific to the derivative 5, overlapping NPM1 extremity and the
first part of the insertion in order to preserve the NPM1 wild-type allele. The second gRNA
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was design in ALK exon 21 as ALK wild-type allele is not expressed in RPE-1 cells. Four different
NPM1-ALK knock-out clones (further referred as Translocated-KO) were generated: 1 from
CLA, 2 from CLB and 1 from CLC. PCR amplification and sequencing of the deletion were
performed (Figure 1A and S1A). We then checked that NPM1-ALK protein is not expressed
with no STAT3 activation. NPM1 endogenous protein level remains half of the wild type level
as expected (Figure 1B). The t(2,5)(p23,935) translocation stability was confirmed by FISH by

the presence of both derivative chromosomes (Figure 1C).

In our CRISPR/Cas9 model, only one allele of Chr2 and Chr5 is translocated as found in patient
cells. Our analysis relies on high throughput sequencing data making difficult the separation
of allele specific reads thus leading to averaged results across the genome. To gain inside to
the consequences of translocation formation only, we further modified our translocated
clones in order to create a second translocation between the wild-type alleles of chr2 and chr5
(from Translocated-KO clones). Since NPM1 is essential to cell survival, we could not manage
to directly induce the second translocation at the exact same breakpoint within NPM1 gene.
Instead we targeted a breakpoint just downstream of NPM1 gene, in an intergenic region
between NPM1 and FGF18 genes and such as we retained the endogenous expression of
NPM1 gene. Importantly, we verified that this breakpoint was in the same TAD and RT domain
than in wild-type cells (Figure 1D). ALK gene is not expressed in our cells so we kept the same
breakpoint on chromosome 2. We generated double-translocated clones from CLA-KO, CLB-
KO1 and CLC-KO clones. We were able to detect by PCR and sequence the second break
junctions (Figure S1A). We could visualized the four derivative chromosomes by FISH

experiment (Figure 1E).

t(2,5)(p23,935) translocation formation leads to local Replication Timing modifications at
breakpoint junctions

It was previously described that chromosomal rearrangements could lead to modification of
Replication Timing (RT) at the breakpoint junctions (Dixon et al., 2018; Ryba et al., 2012). We
investigated the presence of modifications in RT in our model cells. We performed Repli-seq
analysis as described in (Marchal et al., 2018). RT was estimated on 50kb windows throughout
the genome. We established RT at NPM1 and ALK loci and reconstituted the RT profile of the
two derivative chromosomes (Figure 2A). By overlapping RT profiles of wild-type cells

compared to translocated NPM1-ALK positive or KO cells, we could highlight local
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modifications of RT at the two junctions. On derivative 5, the 5’ part of NPM1 became earlier
replicated, whereas the 3’ end of ALK remained unchanged. Conversely in the derivative 2, the
5’ part of ALK switched to later replicated when the 3’end NPM1 stayed late. The RT profiles
of breakpoint junctions were strictly identical between Translocated and Translocated-KO
clones, indicating that the formation of the translocation leads to a direct change on RT
independently of NPM1-ALK fusion protein expression. Strikingly, modifications can spread
over 200 kbp on the 5’side of NPM1 on der5 far beyond the NPM1 gene, including other genes
(TLX3, RANBP17).

Ongoing work: We don’t have yet the results of RepliSeq for the Double-Translocated clones.
We did a preliminary experiment on two Double-Translocated clones to detect local
modification of RT at the junction on der2 and der5 by droplet PCR. We used primers located
on 5’ ALK gene on derivative 2 (Figure S2A). In this region for Simple-Translocated clones (with
or without NPM1-ALK expression), we observed a local modification in RT with half and half of
early and late replicated DNA whereas 85% was replicated early in wild-type cells. This may
reflect a mean between RT of the translocated allele and the wild-type allele. In contrast when
we analyzed RT in the Double-Translocated clones we observed a major shift of the same
region to late replication (90% late replicated DNA). So, at least at the breakpoint junctions,
this result suggest that the translocated chromosome is responsible of the RT change at least
on derivative 2 in 5’ALK gene. However we can still not exclude a direct RT synchronization of

alleles when one is translocated and not the other.

Modifications in RT profiles are spread genome wide upon translocation formation

We next analyzed RT changes at the whole genome level. We first performed a hierarchical
clustering analysis based on RT profiles for each clones (Figure 2B). Importantly, we were able
to clearly separate wild-type cells from Translocated ones. Translocated-KO cells had an
intermediate profile with 2 clones clustering with Translocated cells and 1 clone clustering
with wild-type cells. As the two Translocated-KO clones obtained from CLB clustered together,
we took the RT mean of these two clones for further analysis. By looking at whole genome
scale, we were able to distinguish RT modified regions between each category of cells in
different part of the genome. Surprisingly these modifications were not restricted to

derivative chromosomes but were spread genome wide. A global view of a 30 Mb region
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located on chromosome 6 is presented Figure 2C and show major modifications of RT when
comparing Translocated cells to wild-type cells. We next calculated the percentage of changes
between each category (Figure 2D). To do so we performed a multiple t-test on each 50 kb
windows and calculated the percentage of the genome with significant RT modifications. As
suggested by the clustering results, the most important changes were observed between
Translocated and wild-type cells, with 22% changes and no bias between Early to Late and
Late to Early regions. Translocated-KO cells were only marginally different from either wild
type cells or Translocated-KO cells (1,7 to 4,1%). As Translocated-KO clones present an
intermediate RT profile it was difficult to observe significant changes compared to wild-type
or Translocated clones expressing NPM1-ALK. We next analyzed the size of modified regions
(Figure S2). Mean of modified regions was around 650 kb whereas non modified domains had
a size around 4 Mb. This size matches to the developmental domains size which get modified
in RT during differentiation described in (Hiratani and Gilbert, 2010; Hiratani et al., 2008)
(between 200 and 800 kb). We analyzed more precisely the RT variation and we were able to
identified few domains modified in both Translocated and Translocated-KO cells (Figure 2E),
but most of the domains were modified only in Translocated cells (Figure 2F). Surprisingly we
also found regions modified specifically in Translocated-KO cells even if they were rare (0,4%)
(Figure 2G). RT data on Double-translocated clones will enable us to further validate these
region modifications. As both Translocated and Translocated-KO cells had t(2,5) translocation,
we hypothesized that NPM1-ALK fusion protein could compensate some translocation

induced changes. This last result is further discussed from RNAseq data.

Ongoing work: Global RepliSeq on Double-Translocated clones.

t(2;5) translocated clones recapitulate patient RNAseq signature

We performed RNAseq analysis on our different clones. Differential gene expression analysis
reveals a clear transcriptional signature of Translocated clones (Figure 3A et S3). Gene
ontology enrichment analysis, performed with GOrilla (Eden et al., 2009), reveals an
enrichment in cell migration and adhesion processes in upregulated signature, and
enrichment in cell division processed in down regulated signature. We confirmed the
activation of migration in these cells by wound-scratch assay (Figure S4). In Translocated cells

we observed single-cell migration invading the scratch, whereas in Wild-type cells we
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observed a front-line progression over time. Overall Translocated-KO and Double-
Translocated clones have very few up-regulated genes as expected but strikingly we observed
a strong down-regulation signature mainly associated with cell adhesion processes. The down-
regulation signature was even stronger in Double-Translocated cells (Figure 3A et S3). These
results suggested that NPM1-ALK fusion protein have an activating effect whereas t(2,5)
translocation itself have potentially a down-regulating effect in these cells. Moreover, nearly
all down-regulated genes in Translocated-KO (20/21) were also found in Double-translocated
(Figure S5A). Importantly, in the absence of NPM1-ALK expression, 18 genes (for Translocated-
KO cells) and 60 genes (for Double-translocated cells) were down-regulated as found in t(2;5)
NPM1-ALK positive translocated cells (Figure S5A). This provide circumstantial evidences that
inducing a double translocation leads to transcriptional modifications that may have been
masked by the presence of wild-type allele in simple-translocated cells. It is worth noting that
20 down-regulated genes were common uniquely between Translocated and Double-
Translocated cells. This last observation could indicate that some genes are down-regulated
both by NPM1-ALK protein but also to a less extend by the translocation itself. In absence of
fusion protein, these genes can be detected only in presence of two translocations. We next
compared our results with patient cell signatures using GSEA (Gene Set Enrichment Analysis)
software (Mootha et al., 2003; Subramanian et al., 2005) (Figure 3B). This analysis reveals a
strong correlation between Translocated clones and patient cells particularly for up-regulated
clones (FDR < 0.01 for up-regulated signature and FDR = 0.048 for down-regulated signature).
Strikingly for Translocated-KO and Double-Translocated cells, we observed an even stronger
enrichment for down-regulated genes compared to patient cells (FDR < 0.01 and FDR = 0.01
respectively), probably reflecting that the translocation formation induces down-regulation of
ALCL relevant genes. We further compared down-regulated genes in Translocated-KO and
Double-Translocated with ALCL down-regulated genes (Figure S5B). It is worth noting that
RPE-1 cells are phenotypically nothing alike T cells (ALCL is a T cell lymphoma) and already
activate pathways also stimulated by NPM1-ALK (ERK and AKT) probably masking some
signature of ALCL. Howbeit, 10 genes in Translocated-KO and 24 genes in Double-Translocated
were also present in ALCL patient down-regulation signature. These results support the
relevance and the robustness of our translocation models using CRISPR/Cas9 and support a
direct role of the translocation itself in cancer signature, independently of the expression of

fusion protein.
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Ongoing work: We are now modeling the translocation in primary T cells from healthy donors.
These cells are the supposed cells of origin in ALCL, so we hope to observe a signature closer to
patient signature with this model. We will also be able to confirm some modifications we

observed in RPE-1.

Replication Timing modifications are correlated with genes expression changes

It has been shown that the activation of transcription can modulate RT, notably in mouse ESC
and neural progenitors, in chicken DT40 cells, and in human HCT116 cells (Blin et al., 2019;
Therizols et al., 2014). Particularly, cell differentiation is correlated with modification in RT
concomitant with gene expression program changes (Hiratani et al., 2008). In our models, we
analyzed the correlation between modifications in RT and changes in gene expression. We
evaluated the modification rate in RT at the promoter site for each gene using protocol from
(Ryba et al., 2012). We display the results as a scatterplot assigning "ART" to the horizontal
axis, and "logFoldChange" of gene expression to the vertical axis (Figure 3C). Regression curve
was determined using a linear model method. We isolate the 2% of the most modified Early
to Late population and Late to Early population from the rest of the genes. We next compared
the mean of each edge population to the middle one by Welch Two Sample t-test method. We
observed a significant change in the mean for both populations in Translocated cells (p-value
= 1.2e-12 and 2.2e-16 for E to L and L to E populations respectively). Meanwhile, we also
observed significant changes in the mean of both populations in Translocated-KO cells but
with more significant p-value for E to L population (p-value = 2.1e-6) than L to E population (p-
value = 0.04). As conclusion of this analysis, we observed globally an advance in RT for up-
regulated genes and a delay for down-regulated genes. We found this correlation both in
Translocated and Translocated-KO cells, suggesting that significant expression changes
independent of NPM1-ALK protein expression is also correlated to RT changes. Correlation
was stronger for E to L genes in Translocated-KO cells. This observation was in agreement with
RNAseq signature that was stronger for down-regulated genes in these cells. These results
brought new arguments in favor to a link between Replication Timing and gene expression

modifications
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Ongoing work: After performing RepliSeq in Double-Translocated cells we will further validate
this correlation. We expect a better correlation for down-regulated genes as RNAseq analysis

reveal a stronger down-regulation signature compared to simple-translocated cells.

Analysis of RT for ALCL associated genes

We next analyzed the modifications in RT specifically restrained to known ALCL associated
genes. To that end, we compared different sets of RNAseq data: data from our Translocated
clones, data from ALCL patient’s cells (compared to ganglionic wild-type CD4+ cells) but also
data from CD4+ overexpressing NPM1-ALK (compared to CD4+ isogenic cells). These last
datasets were provided by our collaborator Dr Meggetto (Figure 3D and S5). Importantly, 39
genes were modified in all three cell types, and as expected from previous GSEA analysis we
found number of genes modified both in our Translocated clones and in patient cells (259).
We also found specific modified genes between the NPM1-ALK overexpression model and our
Translocated clones (82). Possibly this genes could also be true ALCL specific genes but missing

IH

of ALCL patient signature due to the failure to compare with the proper “physiological” cells
of origin. From this analysis, we could separate genes specific of the fusion protein (all genes
present in overexpression model, highlight by #) and genes specific of the translocation (genes
present only in ALCL patient’s cells and in our Translocated clones, highlight by *). We then
search for RT modifications in our Translocated clones for the 259 ALCL specific genes (Figure
3E). Interestingly 32% of modulated genes showed significant modification in RT compared to
wild-type cells. This percentage is similar for genes specific to NPM1-ALK expression and genes
specific to the translocation. This result further supports the link between RT and gene
expression. As already reported (Rhind and Gilbert, 2013), we observed that up-regulated
genes are mainly changed from Late to Early modified (only 2/214 up-regulated genes were
Early to Late). Concerning the down-regulated genes, we observed only 30% of the ALCL genes
switching from Early to Late (16/127) when a vast majority changed from Late to Early
(36/127). So we couldn’t directly associate a later RT with a ALCL specific down-regulation in

gene expression. These results indicated that a third of ALCL are associated genes are modified

both in expression and RT, but only up-regulated genes exhibit an earlier RT.

Ongoing _work: This analysis will be further extended to Translocated-KO and Double-

Translocated cells. Interestingly, the relation between down-regulation and later RT in Double
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Translocated cells, where the transcriptional signature is mainly a strong down-regulation

signature, will be investigated.

C. Conclusion/Discussion

In this paper we analyzed Replication Timing in CRISPR induced NPM1-ALK translocated cells.
We separated the role of the fusion protein and the consequence of the translocation itself.
To do so, we inactivated NPM1-ALK fusion protein in our translocated clones and also
generated Double-Translocated clones. We could highlight local changes in RT at the two
breakpoint junctions, mediated by the translocation and independent of the fusion protein

expression. These results are consistent with previous studies (Ryba 2012, Dixon 2018).

More interestingly we showed global modifications in RT spread genome wide. These
modifications are mainly driven by NPM1-ALK fusion protein expression. In Translocated cells
we observed 22% modified regions. This value is in agreement with previous results obtained
in leukemia cells (Ryba 2012). In this study Dr. Gilbert’s lab pointed out that modifications in
RT could be observed without chromosomal rearrangement. Our results indicated that RT
modifications are generated mainly by oncogene expression. Moreover, the effect of
translocation itself is low and can be difficult to detect. Remarkably the use of Double-
Translocated clones helps us to decipher more precisely the contribution of the translocation

formation itself.

We then analyzed transcriptional profiles of our clones. We showed a strong up-regulation
signature in presence of NPM1-ALK protein similar to patient cell signature. A previous study
even showed that STAT3 pathway mainly drives the transcriptomic signature in ALCL (ALK+)
(Piva et al., 2010). Thereby even if RPE-1 cells that have constitutional activation of ERK and
AKT pathways, the activation of STAT3 in our RPE-1 translocated clones appears to be
sufficient to recapitulate most of the major effects of tumor cells, at least at the gene

expression level.

More interestingly we showed that translocation in absence of NPM1-ALK expression induced

a substantial down-regulation effect, and that this effect is even stronger in Double-
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Translocated cells. Overexpression models failed to reproduce these gene expression
modulations that could be directly linked to oncogenesis. The down-regulation signature is
stronger in absence of NPM1-ALK and more similar to patient ALCL signature suggesting that
NPM1-ALK protein and the translocation have an opposite effect on some pathways. This was
also observed in RT with some regions modified only in Translocated-KO cells. It is also possible
that this opposite effect was specific to RPE-1 cells, where ERK and AKT pathways are already
activated. Some compensatory mechanisms can appear, as over-activation of oncogenic
pathways can be deleterious for the cells. In absence of NPM1-ALK fusion protein these

compensatory mechanisms are no longer necessary.

We also observed a good correlation between Replication Timing changes and Gene
expression modifications. The most modified genes in RT are also the most modified genes in
RNAseq. This correlation is observed with or without fusion protein, with a better correlation
for down-regulated genes in absence of NPM1-ALK. This is consistent with RNAseq data. We
are now waiting for RepliSeq in Double-Translocated clones to validate our results. Overall
these results provide further new evidences for the association between genes expression and
Replication Timing as previous studies have demonstrated it (Blin et al., 2019; Therizols et al.,

2014).

Results from this article draft are further discussed in the “Discussion and Perspective” part

of the Thesis manuscript.
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D. Material and methods

Cell culture
RPE-1 cells were cultured in DMEM/F-12 medium (Gibco 10565018) supplemented with 10%
FBS (Gibco 26140079).

CRISPR/Cas9 plasmids

The gRNAs vectors were cloned in MLM3636 plasmid (Addgene plasmid 43860). gRNAs
sequences are listed below. gRNAs targeting human NPM1 and ALK genes have been
previously described (Ghezraoui et al., 2014; Renouf et al., 2014, Babin et al., 2018). All gRNAs
were designed using the CRISPOR designer tool (http://crispor.tefor.net/crispor.py). Cas9-2A-
GFP was expressed from pCas9-GFP vector (Addgene plasmid 44719). gRNA sequences are list

in supplementary material.

RPE-1 transfections and sorting

RPE-1 cells were transfected with Lonza 4D nucleofector using P3 solution (V4XP-3024) and
EA-107 program. 1.106 cells were transfected with 3 ug Cas9-GFP and 3 ug of each guides in
nucleocuvette vessels. At 48 h post transfection 10% most GFP+ cells were sorted on Sony

SH800 and seeded in 96 wells plate at 10 cells per well.

DNA extraction

DNA was extracted using Ezna Tissue DNA kit (D3396-01 Omega Bio-Tek) following

manufacturer’s instruction.

RNA extraction
Habitually 10.106 cells were used for RNA extraction. Extraction was performed using

NucleoSpin® RNA kit (Macherey Nagel 740955.50) following manufacturer’s instructions.

Translocation detection and sequencing
Breakpoint junctions were detected by PCR as previously described in (Babin et al., 2018).
Sanger sequencing was performed from PCR product. Primers sequences are listed in

supplementary material.
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Western blot analysis

Whole cell extracts were prepared with protein lysis buffer (50 mM Tris-HCl at pH 7.4,
1%Triton X-100, 0.1% SDS, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, and 1 mM DTT prepared froma 1 M
DTT stock), with addition of Complete cocktail protease inhibitor tablets (Roche) and Halt
Protease and Phosphatase Inhibitor Cocktail (Thermo Fisher Scientific). Typically, 30 ug of
protein extracts were run on an 8% (w/v) Tris-HCI SDS PAGE gel. Gel was blotted, and probed
with Phospho-ALK (Tyr1604), ALK (31F12), Phospho-Stat3 (Tyr705), and Stat3 antibodies from
Cell Signaling. Alpha-Tubulin mouse antibody (Sigma-Aldrich) was used) as a loading control.
Phospho-ALK and Phospho-Stat3 antibodies were used at 1/200 dilution. Other antibodies
were used according to manufacturer’'s recommendations. IRDye 800CW secondary

antibodies were used, and blot developed with Odyssey® CLx Imaging System (LI-COR).

Fluorescence in situ hybridization

FISH was performed on metaphases from translocated RPE-1 clones. Human ALK and NPM1
human genes were labeled using respectively ALK Breakapart LPS 019 probe (Cytocell) and
homemade NPM1 probe from BAC RP11-546B8. Metaphase spreading, probe labeling,
hybridization, washing and fluorescence detection were performed according to standard

procedures. Images were taken with the Zeiss Spinning Disk system.

Wound scratch assay

Wound scratch assay was performed using IncuCyte system (Essen BioScience) following
manufacturer’s recommendations. Typically, 1000 cells/well were seeded in 96 wells plate.
Scratch was performed when cells reached confluence and migration was followed during 24
hours. Percentage of relative wound density was determined every 3 hours and compared

between samples with t-test.

Replication timing sequencing

Protocol were adapt from (Marchal et al., 2018). Cells were incubated 1h with 50 uM BrdU
(ThermoFischer Scientific B23151) at 37°C. Then they were washed twice with PBS and fixed
in cold EtOH 70% at 1.106 cells/mL. Cells can be stored at -20°C. Before sorting cells were
washed twice with PBS and incubated with 1mg/mL RNAseA (Invitrogen 12091021) in PBS at
37°C 30 min. Propidium lodide (Sigma P4170) was added at 20 pg/mL and cells were incubated

30 min on ice in the dark. Cells were sorted with Sony SH800 based on S phase fractions.
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Usually 200 000 cells were sorted in S1 and S2 phases. Cells were resuspended in lysis buffer
(Tris-HCI pH8 50 mM, EDTA pH8 10 mM, SDS 0.8%, proteinase K 0.2 mg/mL) and incubated 2
hours at 55°C. Lysed cells can be stored at -20°C. Phenol-chloroform DNA extraction was
performed. DNA was resuspended in TE buffer at 5ng/uL and sonicated on Picobioruptor
system (Diagenode B01060010). 3 cycles were done: 30 s ON/ 30 s OFF. Short centrifugation
was performed and 3 additionnal cycles were done. DNA fragments size was assess on
fragment analyzer. DNA was purified using Zymo Clean and Concentrator -5 kit (D4013 Zymo
Research) following manufacturer instructions. Indexing for sequencing was performed using
NEBNext® Multiplex Oligos for lllumina® (96 Unique Dual Index Primer Pairs) (New England
Biolabs E6440S) following manufacturer instructions. DNA was purified using Zymo Clean and
Concentrator -5 kit. DNA was resuspended in 1 mL TE buffer and BrdU immunoprecipitation
was performed: DNA was heat at 95°C for 10 min and cooled on ice for 2 min. 50 L adjusting
buffer (Sodium Phosphate Buffer pH7 110 mM, NaCl 1540 mM, TritonX-100 0,55%) were
added and 20 pL BrdU antibody (Anti-BrdU (B44) 347580 BDbiosciences). DNA was incubated
2h with rotation at RT. 40 puL AG Plus agarose beads were added to the solution and 1h
incubation was performed with rotation at RT. DNA was pelleted at 4°C maximum speed 5
min. 1 wash with 750 uL IP buffer (Sodium phosphate buffer pH 7 10 mM NaCl, 140 mM
TritonX-100 0,05%) was performed with 5 min incubation with rotation at RT. DNA was
pelleted at 4°C maximum speed 5 min. Pellet was resuspended in 200 uL digestion buffer (Tris-
HCl pH 8 50 mM, EDTA 10 mM, SDS 0,5%, proteinase K 0,2 mg/mL) and incubated at 37°C
overnight. 100 uL digestion buffer were added and incubation was followed at 50°C 1h.
Phenol-chloroform DNA extraction was performed. DNA was purified using Zymo Clean and
Concentrator -5 kit, elution was done in 16 puL H20. PCR cycles number was determined by Q-
PCR with 1/10e of final PCR volume. 1,5 pL library, 2,5 uL NEBNext Q5 HotStart Hifi master
mix, 1 uL uniq primers Dual 96, 0,25 pL EvaGreen 20X were mixed. Q-PCR was performed: 98°C
30s, 40x(98°C 10 s, 65°C 75 s), 65°C 5 min. Optimal cycles number was determined for each
sample when amplification curve reach % of maximum value. PCR was performed with optimal
cycles number mixing 15 L library, 25 uL NEBNext Q5 HotStart Hifi master mix, and 10 pL uniq
primers Dual 96. PCR products were purified with AMPure XP Beads following manufacturer’s
instruction with ratio 1:9. Second round purification was performed to eliminate primers

dimers with the same potocol. Elution was done in 33 pL 10mM Tris-HCI pH 8. Libraries were
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sequenced on NovaSeq 6000 Sequencing System (lllumina). Replication Timing values were

determined as described in (Marchal et al., 2018).

RNAseq analysis

RNA was sequenced using NovaSeq 6000 Sequencing System (lllumina). Data were aligned on
hg19 human genome using Bowtie 2 aligner on Galaxy Europe platform. Statistical analyses
were performed using Deseq2 software on Galaxy Europe platform. GSEA analysis was
performed using GSEA software (Mootha et al., 2003; Subramanian et al., 2005). In this
analysis we used ALCL patient signature from Dr Meggetto lab’s generated by comparison of
RNAseq data between wild type RLN and ALCL ALK tumors. Gene ontology enrichment analysis

was performed with GOrilla online tool (Eden et al., 2009) using ranked gene list.

Data analysis

Percent changes analysis in Replication Timing was performed using multiple t-test on each
50 kb windows. Clustering approach was performed using pvclust R package. Size of modified
regions was determined based on (Ryba et al.,, 2011) protocol. Assignment of replication
timing values to promoter was performed based on (Ryba et al., 2011) protocol. We used
position of the 5’UTR for each gene based on RefSeq data from UCSC Genome Browser.
Correlation between RT and LogFoldChange was analyzed as follow: scatterplot was
performed using ggplot2 R package, 4% most modified genes in replication timing were
selected (2% Late to Early and 2% Early to Late, n=345 in each group) and Welch Two Sample
t-test was performed comparing mean of LtoE/EtoL with mean of the non-modified genes.
Regression curve was determined by Im method. Data from overexpression model and ALCL
patient were provided by Dr. Meggetto from CRCT (Toulouse). Venn diagrams were obtained

with R package “VennDiagram”
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E. Figures legends

Figure 1

A) Schematic representation of NPM1-ALK inactivation strategy in t(2;5) Translocated clones.
Sequencing of the obtained Der5 junctions are presented for each Translocated-KO clone. B)
Activation of NPM1-ALK: Western-blot analysis of Phospho-NPM1-ALK, NPM1-ALK, Phospho-
STAT3, STAT3, NPM1 from wild-type (blue), Translocated (red), Translocated-KO (green), and
Double-Translocated (black) cells. C) FISH experiment with a break-apart probe against ALK
(red and green) and NPM1 (blue) loci for each Translocated-KO clone. D) Schematic
representation of double-translocation strategy. NPM1 locus and surrounding genomic
regions are presented. TAD domains (From data in (Darrow et al., 2016)) were represented,
as well as Replication Domains in wild-type RPE-1. The 1%t breakpoint was used for NPM1-ALK
translocation formation and the second breakpoint is used to induce the second translocation
(highlight with dark lines). E) FISH experiment with probe against ALK (red and green) and

NPM1 (blue) loci for each Double-Translocated clone.

Figure 2

A) Reconstitution of RT at the two junctions of derivative chromosomes. Overlay of RT profile
of wild-type in blue, Translocated in red and Translocated-KO in green. Positions of NPM1-ALK
and ALK-NPM1 genes are represented with arrows. B) Hierarchical clustering of different
clones based on RT profiles. C) Example RT profiles of a 30 Mb region on chromosome 6 (wild-
type in blue, Translocated in red and Translocated-KO in green). Major changes are highlighted
with arrows. D) Percent changes in RT calculated on whole genome. E) Examples of regions
with modified RT profiles for both Translocated and Translocated-KO cells. F) Examples of
regions with modified RT profiles only for Translocated cells. G) Examples of regions with

modified RT profile only for Translocated-KO cells.

Figure 3

A) Volcano plots from differential gene analysis performed between Translocated and wild-
type cells (Left), Translocated-KO and wild-type cells (Middle) and Double-Translocated and
wild-type cells (Right). Red color was assigned to non-significantly modified genes and blue to

modified genes with thresholds “log 2 Fold Change” > 2 and padj < 0.05. B) GSEA enrichment
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plot for Translocated, Translocated-KO and Double-Translocated cells with associated FDR.
ALCL signature from Dr. Meggetto was used as reference gene list. Up-regulated genes in ALCL
signature are presented on the left and down-regulated genes on the right. C) Scatterplot with
ART on horizontal axis and Log 2 Fold Change in vertical axis for Translocated (left) and
Translocated-KO (right) compared to wild-type cells. Red color was assigned to genes with no
modified RT and blue to the 2% most Early to Late genes and the 2% most Late to Early genes.
Boxplot of these 2 populations were indicated in each side of the graph with the associated p-
value (Welch Two Sample t-test between each population and the non modified population).
D) Venn Diagram of modified genes in ALCL patient cells, Translocated RPE-1 clones and
Overexpression T cells model (Data from Dr. Meggetto). Genes specific to NPM1-ALK fusion
protein are labeled with # and translocation specific genes with *. E) Analysis of Replication

Timing for ALCL associated genes.
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Figure 3
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F. Supplementary Data

Supplementary material

gRNA

Target gene Sequence

ALK GTCGGTCCATTGCATAGAGG
NPM1 GTGAACCCAGTAGCAGTTCG
NPM1-CLA for KO CTGTTGCTCATCAGCGTTCG
NPM1-CLB/CLC for KO GCTTGCTATATCCTCGAATC
ALK(Exon 21) for KO CGTTGGGCATTCCGGACACC
Intergenic (NPM1/FGF18) CAAGAGACCACCTGTACGAT
ALK Breakpoint 2 GGTCGGTCCATTGCATAGGA

Primers

Target gene Forward primer Reverse primer

ALK-NPM1 GAGACATGCCCAGGACAGAT AGAGCACATGGGAAAAGGAA
NPM1-ALK GAACTCCTGGCCTTAACGTG CCACCCTCTAGGGTTGTCAAT
ALK-intron18 (droplet) CTGTGTGAAAGGTGGGTCAT TGGGCATGTTTAAGTGGAGG
NPM1-ALK KO GAACTCCTGGCCTTAACGTG TCGTCCTGTTCAGAGCACAC

Supplementary figure legends

Figure S1 (Related to Figure 1)

Junction sequences of the two derivative chromosomes (derivative 2 and derivative 5) for each

Translocated-KO and Double-Translocated clone.

Figure S2 (Related to Figure 2)

A) Domain sizes for unmodified domains (None), Early to Late domains (EtoL) and Late to Early

domains (LtoE) in Translocated (Left) and Translocated-KO (Right) compared to wild-type cells.

B) Local modifications in RT on Der2 in 5’ALK gene and Schematic representation of Der2 RT

profil from Wild-type (blue, no translocation), compared to Translocated cells (red, one

translocation) and theoretical RT profile with double translocation

Figure S3 (Related to Figure 3)

Heat-maps of most modified genes in RNAseq. Translocated versus wild-type (left),

Translocated-KO versus wild-type (middle) and Double-Translocated versus wild-type (right)
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Figure S4 (Related to Figure 3)
A) Typical pictures from wound scratch assay at 0, 12 and 24h from Wild-type and

Translocated RPE-1 cells. B) Graph of Relative wound density percentage over time in
Translocated cells in blue and WT RPE-1 cells in black. One star (*) indicates p-value < 0.05,

two stars (**) indicate p-value < 0.01.

Figure S5 (Related to Figure 3)

A) Venn Diagram for down-regulated genes in Translocated, Translocated-KO and Double-
Translocated cells. B) Venn Diagram for down-regulated genes in ALCL patient cells,

Translocated-KO and Double-Translocated cells.
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Figure S| (Related to Figure 1) : junctions sequences

Translocated-KO clones

CLA-KO

Der5

AGCTTGCTATATCCTCG Allns2326bp GTCCGGAATGCCCAACGACC
Der2

ACGGTCGGTCCATTGCATAG Al GCTACTGGGTTCACCTCAGC

CLB-KOI

Der5

CGGCTGGAGTGCAGTGATGT A4 Ins5 CCGGAATGCCCAACGACCCA
Der2

ACGGTCGGTCCATTGCATAG G>C CACTGCTACTGGGTTCACCT

CLB-KO2

Der5

ATAGCTTGCTATATCCTCGA Al GTCCGGAATGCCCAACGACC
Der2

ACGGTCGGTCCATTGCATAG G>C CACTGCTACTGGGTTCACCT

CLC-KO

Der5

ATAGCTTGCTATATCCTCGA Al GTCCGGAATGCCCAACGACC
Der2

ACGGTCGGTCCATTGCATAG A3 TGCTACTGGGTTCACCTCAG

Double translocated clones

CLB-KOI-T2

Der5

CGGCTGGAGTGCAGTGATGT A4 Ins5 CCGGAATGCCCAACGACCCA
Der2

ACGGTCGGTCCATTGCATAG G>C CACTGCTACTGGGTTCACCT
Der5 (2)

CCTTATAGTCTGGGCCCATC InsA GGAGGGAACTGAGCACATAG
Der2 (2)

CACGGTCGGTCCATTGCATA AA ACG GTACAGGTGGTCTCTTGCTA

CLC-KO-T2-1

Der5 (1)

ATAGCTTGCTATATCCTCGA Al GTCCGGAATGCCCAACGACC
Der2 (1)

ACGGTCGGTCCATTGCATAG A3 TGCTACTGGGTTCACCTCAG
Der5 (2)
CTTATAGTCTGGGCCCATCG A2 A2 AGGAGGGAACTGAGCACATA
Der2 (2)
TGATCACGGTCGGTCCATTG A6 CGTACAGGTGGTCTCTTGCT

CLC-KO-T2-2

Der5 (1)

ATAGCTTGCTATATCCTCGA Al GTCCGGAATGCCCAACGACC
Der2 (1)

ACGGTCGGTCCATTGCATAG A3 TGCTACTGGGTTCACCTCAG

Der5 (2)

CTTATAGTCTGGGCCCATCG A2 GAGGGAACTGAGCACATAGC
Der2 (2)

TGATCACGGTCGGTCCATTG A6 CGTACAGGTGGTCTCTTGCT
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Figure S2 (Related to Figure 2) : Replication domains
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Figure S3 (Related to Figure 3) : Heatmap of RNAseq Datas
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Figure S4 (Related to Figure 3) : Migration analysis
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Figure S5 (Related to Figure 3) : Down-regulated signatures comparison
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[ll.  Résultats préliminaires : induction de la translocation dans des cellules T
primaires

L'ensemble des expériences présentées précédemment a été réalisé dans des cellules
modeéles : la lignée RPE-1. Les résultats obtenus étant trés encourageants, nous avons choisi
de réaliser des expériences similaires dans un contexte plus physiologique, en utilisant des
cellules hématopoiétiques primaires. L'origine cellulaire de I’ALCL est trés discutée, avec deux
origines hypothétiques principales (voir introduction générale du manuscrit) : des cellules T
matures (majoritairement CD4+) ou des progéniteurs thymiques immatures. Nous avons
décidé d’explorer I'hypothése d’une origine mature dans un premier temps. En effet, il a déja
été montré qu’il était possible d’induire une transformation dans ces cellules par 'utilisation
de lentivirus permettant la surexpression de NPM1-ALK (Zhang et al., 2013a). Cependant,
cette stratégie présente une efficacité de transformation trés limitée. En effet, I’équipe du Dr.
Wasik induit une surexpression de la protéine de fusion dans plus de 50% des cellules, mais
n’obtient que quelques clones transformés. De méme I’équipe du Dr. Meggetto (avec qui nous
avons collaboré pendant ma thése) a obtenu des résultats similaires (données en cours de
publication) : a partir de 15 donneurs différents, ils ont obtenus 9 clones exprimant NPM1-
ALK et proliférant quand les cellules primaires de départ mourraient, mais un unique clone a
été réellement immortalisé. Leurs transductions sont réalisées a partir de 10 millions de
cellules par donneur avec une efficacité de transduction supérieure a 50%. Ainsi a partir de 75
millions de cellules exprimant NPM1-ALK initialement, ils ont obtenu un seul clone
immortalisé, soit une efficacité de 1,3.108. Cette faible efficacité peut s’expliquer par le
dosage de NPM1-ALK dans la cellule, car une régulation fine du niveau d’expression est
nécessaire, une trop forte expression devenant toxique (Ceccon et al., 2016). Cependant, il est
aussi possible que la protéine de fusion seule peine a récapituler la maladie, et que les
modifications structurelles dues a la formation de la translocation ainsi que I’éventuelle haplo-
insuffisance de NPM1 soient nécessaires a la transformation. Afin de répondre a ces questions
nous avons utilisé notre stratégie d’induction de la translocation par CRISPR/Cas9 dans des

cellules T de donneurs sains de I'EFS (Etablissement du Sang Francais).
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Nous avons isolé des PBMC (Cellules mononucléées sanguines périphériques). Les cellules
exprimant le marqueur CD4 ont ensuite été triées et activées via CD3/CD28 afin d’induire leur
prolifération (Figure 1). Nous avons choisi d’induire la translocation dans des cellules CD4+ car
il a été montré que 65% des tumeurs exprimaient ce marqueur (Juco et al., 2003). Aprés cing
jours d’activation les cellules ont été transfectées avec la Cas 9 sous forme protéique et les
guides sous forme ARN, dirigés contre NPM1 et ALK, puis mises en culture en présence d’IL2
pour garder |'activation des cellules. Un guide contre P53 a également été ajouté dans la
moitié des expériences afin d’aider a une éventuelle transformation cellulaire in vitro. Des
transfections contréles avec uniquement le guide ARN NPM1, ALK ou P53 sont également
réalisées pour chaque expérience. Ces contréles permettent d’une part de vérifier qu’une
mutation simple des genes NPM1, ALK ou P53 ne permet pas I'immortalisation cellulaire, mais
surtout de s’affranchir des éventuels effets off-target des ARN guides. Les transfections sont

réalisées en triplicat pour chaque donneur.
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+/-sgRNA-P53
Translocations
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Figure 1. : Schéma des expériences réalisées sur les cellules T CD4+ triées a partir de sang d’individus sains. Les
cellules sont activées via CD3/CD28 pendant 5 jours, puis transfectées avec la protéine Cas9 et les guides ARN. Les
cellules sont ensuite maintenues en culture environ 40 jours. Passé ce délai les cellules WT meurent et on peut
observer la survie de certains clones transloqués.

L'efficacité d’induction de translocation est vérifiée a cinqg jours post-transfection pour tous
les donneurs (Figure 2). Une bonne fréquence de translocation est observée (f >
1 /500 cellules transloquées, avec une fréquence identique entre les donneurs). Différentes

jonctions sont détectables en PCR pour I'ensemble des donneurs 5 jours post-transfection.
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Figure 2. : Détection de la translocation par PCR 5 jours apres transfection pour les 2 dérivatifs (Der2 et Der5). Les
PCR sont réalisées sur des dilutions d’ADN en duplicats de 25 a 0.35 ng. Les différentes bandes observées
correspondent a différentes jonctions porteuse d’insertions/délétions.

Les expériences ont été réalisées a partir de 17 donneurs sains différents. Aprés un mois de
culture, on observe une mortalité cellulaire massive ce qui est communément observé pour
des cellules T activées en culture. Cependant quelques « pools » de cellules semblent émerger
dans des transfections réalisées a partir de 5 donneurs différents (Figure 3). En les
caractérisant, nous avons montré que les cellules qui proliferent sont toutes porteuses de la
translocation (Figure 4A). Parmi ces expériences, seules 5 transfections ont donné naissance
a des cellules immortalisées (nous les avons gardées en culture plusieurs mois) (Figure 3).De
facon surprenante, nous avons méme obtenu des cellules immortalisées dans toutes les
transfections effectuées a partir d’'un donneur particulier (Donneur 5), ce qui est a priori fort
improbable. Nous avons réalisé une premiéere caractérisation des cellules immortalisées. La
translocation a pu étre détectée dans I’ensemble des cellules par PCR et FISH (Figure 5A), ainsi
que l'expression de la protéine de fusion par Western-Blot (Figure 5B). De maniere
surprenante, pour les donneurs D4 et D5 plusieurs jonctions de translocation ont pu étre
détectées a partir d’'une méme transfection, indiquant une origine non clonale des cellules
transformées (Figure 4B). Parmi les clones immortalisés, seul un présente une mutation dans
le géne P53 avec une perte de I'expression la protéine P53 (Figure 3). Il semble donc que la

perte de ce gene ne soit pas nécessaire a 'immortalisation cellulaire comme c’est le cas chez
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les patients ou elle est rarement mutée. En effet, le gene P53 est muté dans moins de 10% des

tumeurs (Cesarman et al., 1993; Rassidakis et al., 2005).

| mois Cellules
|7 donneurs (post transfection) immortalisées
} >
DI > P53 +
D2 P53- - @
P53 -
D3 - P53 -
D4 .| P53 + - @
/v P53 + —
D5 » P53 + -
\» P53 + —
NPMI-ALK +

Figure 3. : Schéma des expériences ayant permis l'isolation de cellules immortalisées. Sur 17 donneurs seuls 5 ont
permis d’obtenir des cellules proliférant 1 mois post transfection, transloquées NPM1-ALK. Parmi les cellules
survivantes certaines étaient mutées P53 (P53 -), d’autres non (P53 +). Seuls 3 donneurs ont permis d’obtenir des
cellules immortalisées.
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Figure 5. : A) Détection de la translocation par FISH sur étalements de métaphases. B) Détection de la protéine
de fusion NPM1-ALK par western-blot
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Ces résultats préliminaires ont permis de montrer qu’il était possible d’'immortaliser des
cellules T CD4+ matures par induction de la translocation t(2,5) a l'aide du systéme
CRISPR/Cas9. Lefficacité d’immortalisation est a priori beaucoup plus importante que dans
les modeles de surexpression. En effet, nous avons transfecté 400 000 x 3 =1 200 000 cellules
par donneur, soit 17 x 1 200 000 = 20 400 000 cellules au total. L'efficacité d’induction de
translocation étant de 1/500 nous avons obtenu 20400 000/500 = 40800 cellules
transloquées. Parmi ces cellules, nous avons obtenu des clones a partir de 3 donneurs
différents soit une efficacité de 3/40 800 = 7.10. Notre systéme semble donc étre 1 000 fois
plus efficace que la simple surexpression de la kinase de fusion. Plusieurs hypothéses peuvent
expliquer cette différence : le dosage de NPM1-ALK dont la trop forte surexpression est
toxique (Ceccon et al.,, 2016), I'éventuelle haplo-insuffisance de NPM1, ou encore plus
globalement les modifications chromosomiques induites par la formation de la translocation

et la présence du second chromosome dérivatif.

Nous avons également observé un effet donneur spécifique, avec I'’émergence de plusieurs
clones pour un méme donneur (nous avons obtenu jusqu'a 9 clones différents pour un
donneur alors que I'efficacité de formation de la translocation était identique aux autres
donneurs). Certains donneurs semblent donc plus « permissifs » a la transformation par la
translocation. Ceci pourrait s’expliquer par un contexte génétique particulier (préexistence de
mutations par exemple), ou encore par une plus grande abondance d’un type cellulaire plus

apte a la transformation.

Travail en cours : Une analyse génétique des génes fréquemment mutés dans les hémopathies

est en cours de réalisation en collaboration avec le Dr Asnafi afin d’identifier d’éventuelles
mutations participant a 'oncogenése chez les donneurs pour lesquels nous obtenons plusieurs
clones transformés. Une analyse des réarrangements du TCR sera également réalisée afin de
savoir si des réarrangements anormaux sont détectables comme cela est parfois le cas dans
les ALCL (Malcolm et al., 2016; O'Connor et al., 1987). Cependant nous avons sélectionné des
cellules T matures ayant déja réalisé leur réarrangement TCR et leur sélection, il est donc peu
probable que des anomalies soient présentes. Une caractérisation des marqueurs de surface
est également en cours dans ces cellules, avec notamment la détection des marqueurs CD30,

CD3, CD4 et CD25. Enfin les cellules immortalisées seront injectées chez la souris par nos
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collaborateurs dans le laboratoire du Dr. Meggetto et T. Mercher afin de déterminer le

potentiel tumoral des cellules transloquées et éventuellement le phénotype des tumeurs.

Matériel et méthodes

Culture cellulaire

Les cellules PBMC et CD4-NPM1-ALK sont cultivées en RPMI additionné de 20% de serum
inactivé (Gibco 26140079 heated 30 min at 55°C) et de Penicilline-Streptomycine (Gibco
15140122).

Isolation des PBMC
Les PBMC sont isolés a partir du sang de donneur sain, en utilisant le systeme SepMate™-50

PBMC Isolation system (StemCell 15450) selon le protocole du fabricant.

Tri des CD4+

Directement aprés isolation, un maximum de 10° PBMC est trié a I'aide du systéme MACS® LS
Column (Myltenyi Biotec 130-042-401). Les cellules sont rincées deux fois au PBE (PBS
additionné de 0.5% BSA et 0,2 mM EDTA). Les cellules sont incubées avec un anticorps
primaire antiCD4-PE dilué a 1/10 (Myltenyi Biotec 130-113-214) durant 20 min a 4°C dans le
noir. Les cellules sont rincées deux fois au PBE. Les cellules sont incubées avec un anticorps
antiPE couplé a des micro-billes dilué a 1/20 (Myltenyi Biotec 130-048-801) durant 20 min a
4°C dans le noir. Les cellules sont passées sur les colonnes, équilibrées avec 3x 2 mL de PBE
sur le séparateur QuadroM ACS™ Separator. Les colonnes sont rincées avec 3x 2 mL de PBE.
L’élution est réalisée avec 5 mL de PBE en utilisant le piston. Les cellules sont centrifuges a 300
g 8 min et resuspendues a 3.10° cells/mL dans du RPMI additionné de 20% de SVF inactivé
(Gibco 26140079 chauffé 30 min a 55°C) et de Penicilline-Streptomycine (Gibco 15140122).

Activation CD3/CD28
Une plaque 12 puits est coatée avec un anti-CD3 OKT3 (16-0037-85 eBioscience) dilué a 1/200

dans du PBS. 300 uL sont utilisés par puits. La plaque est incubée 2h a 37°C dans du parafilm.

La plaque est lavée deux fois avec du PBS. Les cellules sont ensemencées a 3.10°cells/mL dans
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du RPMI additionné de 20% de SVF inactivé, d’anti-CD28 (16-0289-85 eBioscience) dilué a
1/500, et de Penicilline-Streptomycine (Gibco 15140122).

Transfection RNP

Une semaine aprés "activation CD3/CD28 les cellules sont transfectées avec la protéine Cas9
et les gRNA a l'aide du nucleofecteur Lonza 4D selon le protocole du fabricant. Un ratio
Cas:gRNA de 1:2 est utilisé. Apres transfection les cellules sont cultivées dans du RPMI
additionné de 20% de SVF inactivé, de 20U/mL d’IL2 humaine (Proleukin) et de Penicilline-
Streptomycine (Gibco 15140122).

Extraction d’ADN
L’ADN est extrait a I'aide du kit « Ezna Tissue DNA kit » (D3396-01 Omega Bio-Tek) selon les

recommandations du fabricant.

Western blot

Une extraction de protéines totales est réalisée a |'aide de tampon de lyse (50 mM Tris-HCl a
pH 7.4, 1%Triton X-100, 0.1% SDS, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, et 1 mM DTT), additionné de
« Complete cocktail protease inhibitor tablets » (Roche) et « Halt Protease and Phosphatase
Inhibitor Cocktail » (Thermo Fisher Scientific). 30 ug d’extrait protéique sont chargés sur un
gel acrylamide 8% (w/v) Tris-HCI SDS PAGE. Les protéines sont transférées sur une membrane.
Les protéines d’intérét sont détectées a I'iade des anticorps Phospho-ALK (Tyr1604), ALK
(31F12), de Cell Signaling. Un anticorps Alpha-Tubulin (Sigma-Aldrich) est utilize comme
témoin de charge. Phospho-ALK est utilisé a la dilution 1/200. Les autres anticorps sont dilués
selon les recommandations du fabricant. Un anticorps secondaire IRDye 800CW est utilisé, et

la révélation est réalisée a I'aide du systeme « Odyssey® CLx Imaging System » (LI-COR).

FISH (Fluorescence in situ hybridization)

L'hybridation est réalisée sur des étalements de métaphases. Les génes ALK and NPM1 sont
marqués respectivement avec une sonde « ALK Breakapart LPS 019 » (Cytocell) et une sonde
NPM1 faite maison a partir du BAC RP11-546B8. Les étalements de métaphases, le marquage,
les lavages et la détection de la fluorescence sont réalisés selon les procédures standards. Les

images sont réalisées a I'aide du systéme Zeiss Spinning Disk.
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DISCUSSION/PERSPECTIVES
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l. Induction de la translocation t(2,5) dans des lignées cellulaires humaines et
murines

Au cours de ces travaux, nous sommes parvenus a induire la translocation t(2,5) dans des
lignées cellulaires humaines (RPE-1) et murines (BA/F3) a I'aide du systéme CRISPR/Cas9 dont
I'efficacité avait déja été prouvée au laboratoire (Ghezraoui et al., 2014; Piganeau et al., 2013;
Piganeau et al., 2016). Cette stratégie nous a permis d’induire I'expression de la protéine de
fusion NPM1-ALK sous controle du promoteur endogene de NPM1, conservant ainsi un niveau
d’expression physiologique. L'expression de la protéine endogéne NPM1 est quant a elle
divisée par deux. Nous avons également conservé l'intégralité du contexte chromosomique
avec la détection des deux chromosomes dérivatifs par FISH. L'utilisation de la lignée murine
BA/F3, bien que trés remaniée, nous a permis de confirmer le potentiel oncogénique de la
kinase de fusion par levée de la dépendance a I'lL3 comme cela avait été montré
précédemment dans des modéles de surexpression (Bai et al., 1998). Dans cette lignée, nous
avons pu montrer |'activation des voies de signalisation ERK, AKT et STAT3, associées a I’ALCL
chez les patients (Amin et al., 2004; Bai et al., 2000; Chiarle et al., 2005; Marzec et al., 2007;
Slupianek et al., 2001; Zamo et al., 2002). La lignée humaine RPE-1 a, quant a elle, été choisie
pour son caryotype trés peu remanié, en faisant un modeéle cellulaire de choix pour I'étude
mécanistique des translocations chromosomiques. Les voies ERK et AKT étant déja activées au
niveau basal dans ces cellules, nous avons uniquement pu mettre en évidence I’activation de
STAT3 par la protéine de fusion NPM1-ALK. Cependant, nous avons montré que nos modeles
cellulaires récapitulaient la signature transcriptionnelle des patients. Nous avons également
montré qu’en conditions normales de culture aucun avantage sélectif n’était apporté par la
translocation. Ceci peut étre expliqué par le type cellulaire (cellules adhérentes de rétine) tres
éloigné de la cellule d’origine du cancer (lignée hématopoiétique T). Cependant nous avons
pu mettre en évidence un avantage prolifératif des cellules transloquées lors d’une réduction
de la concentration des facteurs de croissance dans le milieu (culture en 2% sérum), mais
également un avantage dans la migration cellulaire par rapport aux cellules sauvages. Ces
résultats indiquent que la kinase est capable de prendre le relais lorsque certaines voies de
prolifération/survie ne sont plus stimulées par des facteurs extérieurs. Ces différents résultats

prouvent ainsi que nos modeles d’étude, bien qu’éloignés des cellules de patients, sont
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pertinents pour I'étude de la translocation chromosomique t(2,5) menant a I’expression de la

kinase de fusion NPM1-ALK.

I. Etude des ARN circulaires de fusion

Les travaux réalisés par le groupe du Dr Pandolfi (Guarnerio et al., 2016) pendant ma thése
ont montré que des ARN circulaires de fusion pouvaient étre formés lors de la présence de
translocations dans des cellules tumorales. Dans cette étude, les auteurs ont montré que ces
ARN circulaires pouvaient participer a I'oncogenese en favorisant par exemple la prolifération
cellulaire et la résistance aux thérapies médicamenteuses. A I'aide de nos modeéles cellulaires
nous avons pu également mettre en évidence la formation d’ARN circulaires de fusion (f-
circRNA) dans le cas de la translocation NPM1-ALK. Des f-circRNA ont pu étre détectés a la fois
dans les modéles murins et humains. Certains f-circRNA ont été détecté dans tous les clones
étudiés (2 f-circRNA chez la souris et 4 chez I’'Homme). Les f-circRNA détectés dans les clones
RPE-1 ont également pu étre identifiés dans des lignées cellulaires de patients ALCL (SUDHL1
et SUPM2), mais aucun f-circRNA n’a été détecté dans les modeles de surexpression. Ces
différentes observations montrent d’une part que ces f-circRNA pourraient jouer un réle dans
I'oncogenese, car ils existent dans les lignées tumorales, et d’autre part qu’il est important
d’utiliser des modeles d’études récapitulant au mieux le contexte cellulaire des patients, car
dans le cas présent les modeéles de surexpression ne permettent pas la formation de f-circRNA
en raison de I'absence d’épissage de I’ARNm. En effet, il a été montré que les ARN circulaires
étaient dépendants de la machinerie d’épissage (Ashwal-Fluss et al., 2014). De plus, nous
avons pu montrer que le niveau d’expression des f-circRNA était corrélé au niveau
d’expression de I’ARNm correspondant NPM1-ALK. Ce résultat est intéressant car notre
systeme permet de conserver une régulation endogéene du transcrit NPM1-ALK. Cette
stratégie doit également permettre de conserver la régulation des ARN de fusion
nouvellement formés. Enfin et de maniéere intéressante nous avons également pu mettre en
évidence un f-circRNA commun entre 'Homme et la Souris (liant les exons 2 de NPM1 et 22
d’ALK). La conservation inter-espéce de cet f-circRNA pourrait indiquer un réle potentiel dans
la cellule et dans I'oncogenése. La conservation des ARN circulaires avait notamment été

montrée par I'étude de Jeck et al (Jeck et al., 2013).
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A. Quels sont les mécanismes d’action et le role de ces ARN circulaires de
fusion ?

Pour d’aller plus loin, il serait intéressant d’étudier le mécanisme d’action de ces f-circRNA et
leur r6le dans I'oncogenese. Afin de répondre a ces questions des modeles de surexpression
des f-circRNA ont été générés dans la lignée RPE-1 au laboratoire. Dans ces cellules la protéine
de fusion est absente, et chaque f-circRNA est exprimé séparément, ainsi il est possible
d’étudier le réle spécifique d’un f-circRNA particulier. Ces nouveaux modeéles pourront
permettre d’étudier les cibles éventuelles de ces f-circRNA, en supposant qu’ils puissent agir
comme éponges a micro-ARN notamment. En effet ce mécanisme d’action est aujourd’hui le
mieux décrit pour les ARN circulaires et constitue une premiere piste a explorer (Hansen et
al., 2013; Memczak et al., 2013). Il sera possible de déterminer in silico les micro-ARN cibles
potentiels, en utilisant par exemple des logiciels tels que MIRanda (Enright et al., 2003). Les
ARNm cibles des micro-ARN sont partiellement connues, il sera alors possible d’analyser
I’expression de ces cibles en présence ou en absence de f-circRNA. Afin de confirmer ou
infirmer I'effet éponge a micro-ARN des f-circRNA il sera également possible d’étudier la
liaison des f-circRNA au complexe RISC. Il est notamment possible d’étudier la liaison a la
protéine AGO2, en utilisant une technique d’'immunoprécipitation associée a un test luciférase

afin de déterminer les micro-ARN cibles, comme cela a été décrit par Li et al. (Li et al., 2018).

Les ARN circulaires possedent des roles variés dans I'oncogeneése. Il a par exemple été montré
qgue certains ARN circulaires activaient la prolifération, la migration ou la survie cellulaire
(Guarnerio et al., 2016; Meng et al., 2018; Qu et al., 2019; Zhang et al., 2019a; Zheng et al.,
2016), d’autres favorisent I'angiogenése (Zhong et al., 2017), ou encore participent a la
résistance aux thérapies (Guarnerio et al., 2016). Dans certains cas, il a également été montré
qgue les ARN circulaires pouvaient agir comme suppresseurs de tumeur (Li et al., 2017a; Wang
et al., 2018; Zhang et al., 2019a). A I'aide de nos modeles de surexpression, il sera possible
d’étudier I'impact des ARN circulaires sur la prolifération cellulaire ou encore la migration
cellulaire a 'aide de tests classiques que nous avons déja utilisés pour étudier le role de la

translocation NPM1-ALK.
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Ces modeles de surexpression présentent cependant certaines limitent. Tout d’abord, il est
possible que les ARN circulaires aient un effet synergique avec la protéine de fusion, comme
cela a été montré par le groupe du Dr. Pandolfi pour la fusion MLL-AF9 (Guarnerio et al., 2016).
La simple surexpression d’'un seul ARN circulaire ne sera peut-étre pas suffisante a
I'observation d’un effet. De plus, nos modeéles sont réalisés dans des cellules RPE-1, tres
éloignées de la cellule d’origine du cancer (lignée hématopoiétique). Ces cellules sont
immortalisées et indépendantes de NPM1-ALK, ce qui peut rendre difficile I'étude des
mécanismes d’oncogenese et du réle des ARN circulaires. Un modeéle plus proche de la cellule
tumorale serait davantage pertinent comme celui des cellules T que nous avons maintenant

générés au laboratoire (CF partie « Vers un modele cellulaire plus physiologique »).

B. Les ARN circulaires de fusion identifiés sont-ils présents chez les patients ?

Lors de notre analyse, nous avons utilisé des lignées ALCL comme contréles. Nous avons
montré que les ARN circulaires de fusion étaient présents dans ces cellules. Il serait également
intéressant de comparer nos résultats a des analyses réalisées dans des cellules primaires de
patients. Nous pourrions par exemple tenter de détecter dans ces cellules les 4 f-circRNA
exprimés dans I'ensemble des clones transloqués humains et dans les lignées tumorales. De
plus, nous pourrions envisager un lien entre niveau d’expression des f-circRNA et grade
tumoral, comme cela a pu étre démontré dans d’autres cancers, tels que les leucémies
myéloides aigues ou encore le cancer du poumon (Hirsch et al., 2017; Huang et al., 2019). Ces

f-circRNA pourraient alors servir de biomarqueurs d’agressivité.

C. Identification des ARN circulaires et problémes d’artefacts de PCR

Lors de notre analyse nous avons d{ faire face a des probléemes d’artefacts de PCR. En effet
lors de I'amplification des ARN circulaires par PCR a I'aide d’amorces divergentes nous avons
obtenu un grand nombre de séquences porteuses d’homologies allant de 2 a 8 nucléotides au
niveau de la jonction théorique de circularisation. Nous avons dans un premier temps pensé

gu’il s’agissait d’une classe d’ARN circulaires particuliére. Cependant aprés avoir réalisé des
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analyses par transcription in vitro nous nous sommes apergus que ces produits de PCR étaient
formés a partir de I’ARN linéaire seul. Il s’agit donc d’artefacts de PCR produit par un saut de
matrice en présence de séquences homologues sur un méme ADN ou par recombinaison entre
différentes molécules d’ADN. Ce mécanisme est connu depuis longtemps, il avait déja était
montré en 1995 pour ’ADN Polymérase | Thermus aquaticus avec des homologies de 15
nucléotides (Odelberg et al., 1995). Plus récemment, il a été montré que ce phénomene
pouvait perturber le séquencage de nouvel génération (Potapov and Ong, 2017; Shafikhani,
2002). Le taux d’erreur est variable d’une enzyme a une autre, allant de 103 a 1%. Ce
phénomeéne a été montré pour des homologies de minimum 5 nucléotides, dans notre cas
nous avons observé un saut de matrice avec seulement 2 nucléotides. Dans le cas de
I'utilisation d’amorces divergentes, le phénomeéne est peut-étre amplifié par la faible
abondance des ARN circulaires a amplifier. Il est essentiel de garder en téte ce probléeme
d’amplification lors de I'analyse d’ARN circulaires. Notamment, certaines études ont publié
des séquences d’ARN circulaires de fusion pour EWSR1-FLI1 (Guarnerio et al., 2016) ou plus
récemment pour EML4-ALK (Tan et al., 2018) qui présentent des caractéristiques d’artefacts

de PCR et non de f-circRNA biologiques qui résultent d’'un épissage inverse.

lll.  Analyse du timing de réplication et du profil transcriptionnel

Au cours de cette étude nous nous sommes intéressés a I'impact de la translocation t(2,5) sur
le timing de réplication. En effet, il a été montré que le timing de réplication était modifié dans
les cellules cancéreuses, et notamment au niveau des aberrations chromosomiques (Ryba et
al., 2012). De plus, une étude récente a démontré que les translocations chromosomiques
avaient un impact local sur I'organisation en TAD de la chromatine (Dixon et al., 2018). Or le
timing de réplication est directement lié a cette organisation (Pope et al., 2014; Ryba et al.,
2010; Yaffe et al., 2010). Notre modeéle d’étude dans la lignée humaine RPE-1 nous a permis
d’étudier les modifications du timing de réplication induites suite a la formation de Ia
translocation t(2,5). Nous avons choisi de distinguer le réle de la protéine de fusion NPM1-ALK
d’une part, et celui de la translocation chromosomique elle-méme d’autre part. Pour cela nous

avons généré des cellules transloquées dans lesquelles nous avons inactivé secondairement
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la protéine de fusion. Cependant, dans nos modeles cellulaires I'analyse des résultats est
rendue difficile par la subsistance d’un alléle non transloqué. En effet, seuls un chromosome
2 et un chromosome 5 sont transloqués. Dans nos analyses de séquencage, notamment lors
de I'analyse du timing de réplication, il est difficile de différencier les données provenant de
I'allele transloqué et celles provenant de I'allele sauvage. Ainsi I’effet observé est en réalité
une moyenne sur les deux chromosomes. Afin de déterminer le timing de réplication réel des
chromosomes transloqués nous avons induit une seconde translocation dans les cellules.
NPM1 étant essentiel a la survie cellulaire, nous avons décalé le second point de cassure sur
le chromosome 5 dans la région intergénique juste en aval de NPM1 qui se trouve dans le
méme domaine de réplication dans les cellules de départ RPE-1. Grace a cette stratégie nous
conservons |'expression de NPM1 sous contrdle de son promoteur. ALK n’étant pas exprimé
dans nos cellules nous avons conservé le méme point de cassure sur le chromosome 2. Nous
avons ainsi pu générer des cellules que nous appelons double-transloquées et qui portent 2
chromosomes der2 et deux chromosomes der5. Nous avons fait le choix de générer la seconde
translocation dans les clones transloqués n’exprimant pas la protéine de fusion afin de pouvoir
déterminer le r6le de la translocation indépendamment de celui de la kinase de fusion. Nous
avons ainsi pu comparer le profil transcriptionnel ainsi que le timing de réplication dans des
cellules WT, dans des cellules transloguées exprimant NPM1-ALK et dans des cellules
transloquées n’exprimant pas la protéine de fusion, porteuses d’une ou de deux

translocations.

A. Une signature transcriptionnelle proche de celle des patients ALCL

Nous nous sommes intéressés au profil transcriptionnel des cellules transloquées. Nous avons
pu observer une signature similaire a celle des patients ALCL dans nos cellules transloquées
exprimant NPM1-ALK, aussi bien au niveau des genes surexprimés que réprimés. Méme si
dans les cellules transloquées, en absence de la protéine de fusion, nous avons trouvé tres
peu de genes surexprimés, une signature similaire a celle des patients a pu étre retrouvée
pour les génes réprimés. Cette signature est méme davantage conservée dans les cellules
double-transloquées. Ces résultats mettent pour la 1° fois en évidence un réle de la

translocation chromosomique elle-méme dans la signature transcriptomique et
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potentiellement oncogénique retrouvée chez les patients. Dans le cas de la translocation
t(2,5), la protéine de fusion semble jouer principalement un role activateur de la transcription
(ce qui est normale pour une kinase), alors que la translocation induit majoritairement une
répression génique. Ce résultat est d’autant plus intéressant que les études transcriptomiques
réalisées dans des cellules de patients se sont principalement concentrées sur les génes
suractivés (Eckerle et al., 2009; Lamant et al., 2007; Piva et al., 2010; Thompson et al., 2005),
ou sur les génes réprimés spécifiquement par ALK, avec notamment des techniques de shRNA.
Lamant et al. ont simplement conclu a une répression de facteurs de transcription. Grace a
nos modeles, nous avons montré que les génes réprimés dans nos cellules transloquées
NPM1-ALK KO pouvaient aussi étre associés au processus d’adhésion cellulaire, processus
directement lié a I'oncogenese. Nos travaux pourraient mener, a plus long terme, a la

découverte de nouvelles cibles thérapeutiques intéressantes.

Ces résultats mettent une nouvelle fois en avant I'importance du modele utilisé. En effet, nous
avons observé un effet trés net de la translocation chromosomique indépendamment de la
protéine de fusion. Or cette signature transcriptionnelle ne peut étre observée dans des

modeéles de surexpression.

B. Comment expliquer les modifications de timing de réplication a la jonction
?

Nous avons observé un changement local du timing de réplication dans I’'ensemble des cellules
transloquées indépendamment de I'expression de la kinase de fusion. En effet, les génes
NPM1 et ALK étaient initialement localisés dans des régions au timing différent, la
relocalisation des chromosomes transloqués s’accompagne d’un « lissage » du timing de
réplication au niveau des deux jonctions, évitant I'apparition d’'un changement abrupt de
timing dans cette région. Bien que I'analyse intégrale du timing de réplication n’ait pas encore
été réalisée dans les cellules double-transloquées, nous avons pu observer un doublement de
I’effet sur le dérivatif 2 au niveau de la portion 5’ d’ALK. Sur le dérivatif 2, on observe un retard
de réplication de la partie 5’ d’ALK, alors que sur le dérivatif 5 on observe un avancement de

la réplication de la partie 5" de NPM1. Nous attendons les résultats du Repli-seq pour savoir si
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les der2 et 5 sont globalement modifiés. Dans notre cas, il ne semble pas y avoir de biais en
faveur d’'une invasion précoce vers tardif comme cela avait été montré par Yaffe et al. au cours
de I’évolution (Yaffe et al., 2010). Cependant, dans notre modeéle, ce sont les 2 portions de
chromosomes porteuses des centromeres des chromosomes dérivatifs qui sont amenées a
changer de timing de réplication au niveau de la jonction. Il serait intéressant d’étudier
d’autres modeles de translocation afin de voir si cette observation est généralisée ce qui est
possible dans notre équipe sur d’autres modeles tels que celui du sarcome d’Ewing. De plus,
nous pourrions étudier I'organisation locale des TAD avant et apres translocation afin de voir
s’il existe une corrélation locale entre modification des contacts et changements de timing de
réplication. Dixon et al. ont par exemple montré qu’une réorganisation des contacts en cis

avait lieu suite a I'apparition de réarrangements chromosomiques (Dixon et al., 2018).

C. La question de la synchronicité de réplication des chromosomes
homologues

Dans les cellules double-transloquées, nous allons ensuite étudier les modifications du timing
de réplication sur I’'ensemble du génome, et en particulier sur les chromosomes dérivatifs. Il a
été montré qu’il existait une synchronisation de la réplication entre chromosomes
homologues pour les loci dont I'expression est bi-allélique, alors que les loci dont I’expression
est mono-allélique peuvent présenter une asynchronie (Boggs and Chinault, 1997; Ensminger
and Chess, 2004; Kitsberg et al., 1993). De plus, une étude récente a montré que la
synchronisation des loci homologues était plus importante lorsque ces loci étaient répliqués
précocement (Duriez et al., 2019). La réplication tardive semble plus stochastique, excepté
pour certains loci. Les auteurs ont montré que la localisation nucléaire était un facteur
déterminant. Une meilleure synchronisation est observée lorsque les 2 loci sont situés dans la
méme région nucléaire. Lors de la présence de translocations, il est possible que la localisation
nucléaire et la synchronisation des chromosomes transloqués soient perturbées. Dans nos
modeles transloqués il serait possible d’étudier ces deux parameétres en présence d’une ou de
deux translocation. On pourrait imaginer une meilleure synchronisation lors de la présence de

deux translocations car les chromosomes « homologues » sont alors identiques.
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D. Comment expliquer les modifications de timing de réplication observées
a I'échelle du génome ?

De maniére plus surprenante nous avons également observé des modifications significatives
du timing de réplication a I'échelle du génome entier. Notamment dans les cellules
transloquées exprimant NPM1-ALK, 22% du génome possede un timing de réplication modifié.
L'effet semble principalement médié par I'expression de la kinase de fusion. En effet, les
cellules transloquées n’exprimant pas NPM1-ALK présentent un profil de réplication

intermédiaire plus proche des cellules WT que des cellules transloquées exprimant NPM1-ALK.

Nous avons par la suite tenté d’établir un lien entre profil transcriptionnel et timing de
réplication. Pour cela nous avons comparé les modifications d’expression génique observées
en RNAseq avec les modifications de timing de réplication calculées au niveau du promoteur
de chaque gene. Nous avons ainsi montré une corrélation entre modification d’expression et
changement de timing de réplication. Les genes dont la réplication est avancée sont
globalement davantage exprimés et ceux dont la réplication est retardée sont plutot réprimés.
Bien que les modifications observées dans les cellules transloquées n’exprimant pas NPM1-
ALK soient moins importantes, aussi bien en timing de réplication qu’en expression génique,
la corrélation est retrouvée également dans ces cellules. Ces résultats apportent de nouveaux
arguments en faveur d’un lien entre timing de réplication et expression génique. De plus, nous
avons montré que les génes suractivés dans les cellules de patients ALCL présentaient un

avancement du timing de réplication dans nos modeles.

Ces différents résultats semblent indiquer que I'activation de la kinase de fusion joue ainsi un
role activateur de la transcription, qui s"accompagne de modifications de réplication. Il est
difficile de savoir si I'avancement du timing de réplication est une cause ou une conséquence
de l'activation transcriptionnelle. En effet, notre systeme d’étude permet uniquement
d’observer des corrélations. Cependant on peut faire I'hypothése que les genes sont
directement activés par la kinase (cible de STAT3, ERK et AKT), méme en absence de
modification de timing concomitant a I’expression, et que pour ces genes la variation du timing
de réplication est une conséquence de I'activation transcriptionnelle. Pour les autres genes il

est difficile de savoir si I'expression est modifiée avant ou apres le timing de réplication.
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E. Lien entre timing de réplication, marques épigénétiques et organisation
de la chromatine

Afin d’aller plus loin dans les analyses génomiques, il serait bien sOr intéressant d’étudier les
modifications épigénétiques associées aux modifications de timing de réplication ainsi qu’aux
changements transcriptionnels. En effet, il est connu qu’il existe une corrélation entre timing
de réplication et les marques histones, en particuliers entre réplication précoce et marques
histones activatrices (Julienne et al., 2013; Thurman et al., 2007; Yaffe et al., 2010). Une
analyse en ChlP-seq pour les marques H3K4mel,2,3, H3K9ac, H3K27ac, H3K36me3,
H4K20me1l pourrait étre réalisée dans nos modeles cellulaires. |l serait également possible de
réaliser une analyse en ATAC-seq, qui permettrait de détecter les zones ouvertes de
chromatine (Buenrostro et al., 2015). Il faudrait ensuite mettre en perspective ces résultats

avec ceux obtenus en RNA-seq et Répli-seq.

Enfin nous pourrions étudier le lien entre les modifications observées et |'organisation de la
chromatine. En effet, le timing de réplication est fortement corrélé a I'organisation de la
chromatine en compartiments A/B et TAD (Pope et al., 2014; Ryba et al., 2010; Yaffe et al.,
2010). Par chance des études de HIC ont déja été réalisées dans des cellules RPE-1 (Darrow et
al., 2016). A partir de ces données nous pourrions rechercher les régions en interactions avec
les loci NPM1 et ALK afin de savoir si ces régions correspondent aux régions modifiées en
timing de réplication. En effet, on peut émettre I'hypothése qu’en modifiant I'organisation
chromosomique au niveau de ces loci, on perturbe également les régions génomiques

présentant un contact avec ces deux régions.

F. Modification du timing de réplication et différenciation cellulaire

Au cours de la différenciation cellulaire des modifications de timing de réplication ont lieu
(Ryba et al., 2010). Il a notamment été montré que le timing de réplication est spécifique d’un
type cellulaire et relativement bien conservé entre les espéces (Yaffe et al., 2010). Dans nos
modeles de translocation, nous avons pu observer des changements globaux de réplication

sur I'ensemble du génome. Il est possible que la présence de la translocation génére une
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modification de lidentité cellulaire, qui pourrait expliquer les changements de timing
observés. Il est notamment connu que les cellules de patients présentent un phénotype
intermédiaires entre T matures et immatures (Foss et al., 1996; Hassler et al., 2016; Juco et
al., 2003; Malcolm et al., 2016; Moti et al., 2015), avec une inactivation de certains facteurs T
par NPM1-ALK (Ambrogio et al., 2009). La kinase pourrait étre responsable de ce changement

de différenciation.

Cependant, pour pouvoir envisager cette hypothése il serait nécessaire de refaire les analyses
dans des cellules proches de la cellule d’origine du cancer, afin d’étre sGr que les modifications
observées dans les RPE-1 ne soient pas un biais d a l'utilisation d’une lignée trop différente

de I'ALCL.

IV.  Vers un modele cellulaire plus physiologique

La plupart des résultats obtenus au cours de cette thése ont été générés dans une lignée
cellulaire modéle : la lignée RPE-1. Cette lignée présentait I'avantage d’avoir un caryotype tres
propre, ce qui n’est pas le cas de la plupart des lignées cellulaires, souvent dérivées de cellules
cancéreuses. Ainsi les RPE-1 étaient d’excellents modeles pour étudier les mécanismes
moléculaires liés aux translocations chromosomiques. Nous avons méme montré que nous
pouvions générer une signature transcriptionnelle proche de celle des patients ALCL par
simple induction de la translocation t(2,5). Cependant afin d’étudier les mécanismes
d’oncogenese, il est nécessaire de se placer dans un contexte plus physiologique et d’induire
la translocation dans la « bonne » cellule. De méme, le timing de réplication est lié au type
cellulaire (Ryba et al., 2010), il est donc important de confirmer nos résultats dans le « bon »
type cellulaire. Pour cela nous avons choisi d’induire la translocation dans des cellules T
matures issues de donneurs sains. Nos résultats préliminaires montrent qu’il est possible
d’'immortaliser les cellules par induction de la translocation t(2,5). Ces résultats confirment ce
qui avait été observé lors de la surexpression du géne de fusion dans ces mémes cellules

(Zhang et al., 2013a).
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A. Caractérisation cellulaire

La caractérisation des clones transloqués obtenus a partir de cellules T reste a effectuer. Il
faudra notamment étudier les marqueurs de surface de ces cellules comme cela a été effectué
par Zhang et al dans les modeéles de surexpression (Zhang et al., 2013a). Dans cette étude les
auteurs ont montré que leurs cellules transformées exprimaient peu le marqueur CD3 mais
fortement les marqueurs CD4, CD30 et CD25 comme observé chez les patients ALCL. Ce

résultat pourra étre comparé a nos modeles.

B. Potentiel tumoral

Lors de nos travaux in vitro, nous avons montré que |'efficacité de transformation de la
translocation était 1000 fois supérieure a l'efficacité de transformation de la protéine de
fusion NPM1-ALK seule ((Zhang et al., 2013a) et données du Dr. Meggetto). Ceci peut
s’expliquer par le dosage de NPM1-ALK qui nécessite une régulation fine et précise pour éviter
sa toxicité (Ceccon et al., 2016). Il est également possible que I’haplo-insuffisance NPM1 joue
un réle direct dans le processus de transformation. En effet, ce phénomeéne a déja été montré
dans d’autres cancers touchant les lignées lymphoides et myéloides (Grisendi et al., 2005;
Sportoletti et al., 2008). Enfin, il est possible que le contexte chromosomique soit important
et joue un role dans I'oncogenése. Nous avons notamment montré dans la lignée RPE-1 que
I'induction de la translocation permettait la formation d’ARN circulaire de fusion. Ces ARN
pourraient participer directement au processus tumoral comme cela a été décrit pour d’autres
fusions, telles que MLL-AF9 et EML4-ALK (Guarnerio et al., 2016; Tan et al., 2018). Il serait
intéressant d’étudier la présence de ces f-circRNA dans nos modeles de CD4+ transloqués. S’ils
sont détectés dans nos cellules, il sera possible de les inactiver a I'aide de shRNA afin d’étudier
lors réle potentiel dans la survie cellulaire, la prolifération, ou encore la migration. Nous avons
également montré que la translocation chromosomique jouait un rdle, indépendant de la
protéine fusion, dans le profil transcriptomique et le timing de réplication. Il est possible que

ce role soit important pour la transformation cellulaire.
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Zhang et al. ont montré qu’il était possible d’induire la formation de tumeurs chez la Souris
par injection de cellules CD4 surexprimant NPM1-ALK (Zhang et al., 2013a). Il est important
de vérifier le potentiel oncogéne de nos cellules transloquées. En effet, il avait été montré que
I"utilisation du systeme CRISPR/Cas9 pouvait mener a des résultats trés différents de la
surexpression dans le cas de la translocation MLL-ENL. Alors que les modéles de surexpression
étaient extrémement transformants, l'induction de la translocation par CRISPR/Cas9
présentait un phénotype beaucoup moins agressif (Barabe et al., 2007; Reimer et al., 2017).
Une injection de nos cellules transloquées chez la souris pourra nous indiquer leur potentiel
tumoral. Si des tumeurs sont formées, il faudra analyser leur profil histologique afin de

déterminer s’il est semblable aux ALCL.

C. Existence d’un effet donneur spécifique

Nous avons induit la translocation t(2,5) a partir de 17 donneurs différents. Seuls 5 d’entre
eux ont permis d’observer une survie cellulaire un mois aprés transfection, lorsque les cellules
sauvages cessent de proliférer et meurent. Par la suite, une réelle immortalisation des cellules
a été observée pour 3 donneurs. Parmi ces 3 donneurs, 2 d’entre eux ont permis I'émergence
de plusieurs clones transloqués, avec des séquences différentes au niveau des points de
jonction. Ces observations semblent donc indiquer gu’il existe un effet donneur spécifique. La
translocation pourrait donner un avantage sélectif uniquement dans un fond génétique
particulier. Il serait intéressant d’étudier la présence de mutations préexistantes chez les
donneurs les plus permissifs. Dans un premier temps, une analyse des génes fréquemment
mutés dans les hémopathies pourrait étre un bon point de départ. |l serait également possible
de réaliser une analyse d’exome. Si des mutations particulieres sont trouvées chez les
donneurs permissifs, il serait par exemple possible de les induire par CRISPR/Cas9 lors de
I'induction de la translocation chez les donneurs non permissifs. La présence de ces mutations
pourrait favoriser I'immortalisation cellulaire par la translocation. Peu de mutations
secondaires tres récurrentes ont été décrites dans les ALCL, cependant, il a par exemple été
montré que les protéines Rb et SHP-1 étaient fréquemment mutées dans ces lymphomes
(Honorat et al., 2006; Khoury et al., 2004; Rassidakis et al., 2004). La deuxieéme hypotheése,

avancée par Zhang et al (Zhang et al., 2013a) est que seule une partie des cellules est apte a
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étre transformée par NPM1-ALK. En effet, parmi les cellules T d’'un méme donneur il existe
une grande variabilité phénotypique. Il est envisageable que seule des cellules d’un phénotype
particulier soient capables d’étre transformées par la kinase de fusion. Certains donneurs
pourraient possédaient davantage de cellules de ce type et seraient alors plus permissifs. Il
serait intéressant de caractériser les marqueurs de surface du pool de cellules avant
transfection, et de les comparer aux marqueurs exprimés par les cellules transformées. Ceci

permettrait éventuellement de déterminer les cellules aptes a la transformation.

D. Analyse du timing de réplication

Les modeéles transloqués obtenus a partir de cellules T vont nous permettre de confirmer nos
résultats obtenus dans la lignée RPE-1. En effet grace a notre systeme, nous pouvons
comparer les cellules avant et aprés translocation, ce qui est impossible lors de I'analyse de
cellules de patients qui souvent sont issus de tumeur agressives qui ont accumulé des
mutations additionnelles loin de la cellule d’origine du lymphome. Le profil transcriptomique
ainsi que les analyses de timing de réplication pourront étre réalisées dans les cellules T
immortalisées, en utilisant les cellules du donneur correspondant, avant transfection, comme
contréle. Ces analyses nous permettront de confirmer I'effet de la kinase de fusion sur le
timing de réplication. De plus, nous devrions observer une signature en RNAseq plus proche
de celle des patients ALCL étant donné que le type cellulaire sera similaire. Une comparaison
de nos résultats avec ceux obtenus dans les modéles de surexpression (obtenu par notre
collaborateur le Dr. F. Meggetto au CRCT de Toulouse) nous permettra également d’analyser
I’effet de la translocation comparé a celui de la protéine de fusion. En effet, dans ces modeles
il nous sera impossible d’inactiver la protéine de fusion, comme nous I'avons fait dans la lignée

RPE-1, sans induire la mort cellulaire.

E. Vers ['origine cellulaire de I'ALCL

Enfin, le systeme développé dans les cellules T pourrait permettre de répondre a la question

de I'origine cellulaire du cancer. En effet, les cellules ALCL présentent des caractéristiques a la
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fois de T matures et de progéniteurs immatures (Foss et al., 1996; Hassler et al., 2016; Juco et
al., 2003; Krenacs et al., 1997; Malcolm et al., 2016; Moti et al., 2015). Nous sommes parvenus
a immortaliser des cellules T matures par induction de la translocation t(2,5), ce qui prouve
gu’une origine mature est possible. Cependant il serait intéressant d’induire la translocation
a différents stades de différenciation afin d’étudier d’une part I'effet sur la différenciation
cellulaire, et d’autre part le potentiel transformant. Nous sommes parvenus a induire la
translocation dans des progéniteurs hématopoiétiques CD34+ issus de sang de cordon, avec
la méme efficacité que dans les cellules T matures (données non montrées). Par la suite ces
cellules pourront étre conservées en culture afin d’étudier I'immortalisation, injectées chez la
souris afin d’étudier leur potentiel tumoral, ou encore différenciées in vitro et T matures par
co-culture OP9/DL-1 (Simons et al., 2018). Cette technique permet d’obtenir des progéniteurs
T double-positifs a partir de cellules souches hématopoiétiques CD34+. Il serait intéressant
d’induire la différenciation T des cellules CD34+ apres induction de la translocation, afin
d’étudier un éventuel blocage de différenciation, ou encore des anomalies lors de I'expression
de certains marqueurs et notamment du TCR. En effet, il a été montré que seuls 4% des ALCL
expriment le TCR (Bonzheim et al., 2004) et certaines tumeurs présentent des réarrangements
génomiques anormaux du TCR (Malcolm et al., 2016; O'Connor et al., 1987). L'induction de la
translocation dans des cellules T matures ne permet pas ce genre d’analyse, car les
réarrangements du TCR ont déja été réalisés dans ces cellules. Seule une dérégulation
éventuelle de I'expression du TCR pourra étre observée dans ce cas. C'est pourquoi une
analyse dans des cellules CD34+ différenciées en T serait un bon modéle pour répondre a cette

question.

Une autre question est liée a l'origine cellulaire : dans quelle cellule la formation de la
translocation est-elle facilitée ? En effet, il a été montré que la formation de translocation était
facilitée par la proximité nucléaire des loci transloqués (Kuroda et al., 2004; Lukasova et al.,
1997; Roix et al., 2003). Or dans les T matures les loci NPM1 et ALK ne sont pas
particulierement proches (Mathas et al., 2009). La différenciation in vitro de CD34+ en cellules
T pourrait permettre d’analyser la proximité de NPM1 et ALK a différents stades de
différenciation et corrélée a la fréquence de translocation que nous savons déterminer
simplement dans nos expériences. Si une proximité est observée a un stade particulier il est

possible qu’in vivo la translocation soit formée dans ce type cellulaire précis. A I'aide du
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systéme CRISPR/Cas9 il serait alors possible d’induire la translocation t(2,5) a ce stade de

différenciation afin d’étudier par la suite le potentiel transformant de la translocation.

V. Réflexion personnelle générale

Au cours de ma thése, j'ai eu la chance de travailler sur un projet de recherche novateur, mais
surtout, je me suis formée a une variété de méthodes allant de l'utilisation des CRISPR a
I'analyse bio-informatique des données, en passant par de nombreuses techniques de culture
cellulaire, et notamment a I'utilisation de cellules primaires (T et CD34+) ou encore d’iPS. Jai
ainsi pu acquérir une solide expertise expérimentale, mais j'ai également eu la chance de
participer a différentes collaborations nationales et internationales. J’ai notamment participé
aux travaux du laboratoire du Dr Jasin sur I'induction de translocations chromosomiques par
CRISPR/Cas9, avec expression conditionnelle du géne de fusion, dans des cellules
mésenchymateuses humaines. Ces travaux ont mené a une publication en 2017 dans PNAS :
Vanoli F, Tomishima M, Feng W, Lamribet K, Babin L, Brunet E, Jasin M, « CRISPR-Cas9-guided
oncogenic chromosomal translocations with conditional fusion protein expression in human
mesenchymal cells ». J'ai également participé a une collaboration sur les délétions de ’ADN
mitochondrial avec le Dr Sfeir, qui a mené a une publication en 2017 dans Molecular Cell:
Phillips AF, Millet AR, Tigano M, Dubois SM, Crimmins H, Babin L, Charpentier M, Piganeau M,
Brunet E, Sfeir A, « Single-Molecule Analysis of mtDNA Replication Uncovers the Basis of the
Common Deletion ». Ces deux articles sont présentés en annexe du manuscrit. J'ai aussi
participé a une collaboration avec le laboratoire du Dr Lopez sur les mécanismes favorisant
I'apparition de translocations dans les cellules, qui est en cours de publication. Enfin et
surtout, mon projet de thése fait partie d’une collaboration avec les laboratoires des docteurs
Mercher (IGR, Villejuif) et Deriano (Institut Pasteur, Paris), collaboration ponctuée tout au long

de ma thése de réunions régulieres pour discuter des différents projets dont le mien.

Jai travaillé avec des technologies récentes comme par exemple le systéme CRISPR/Cas9, qui
sont maintenant incontournables en biologie. Durant mes quatre années de thése, j'ai
bénéficié des avancées dans le domaine de I'édition du génome, avec notamment le
développement de nouveaux outils bio-informatiques pour I'analyse des taux de coupure, des

off-target ainsi que du développement de nouvelles méthodes de transfections permettant
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I"'utilisation du CRISPR dans des cellules primaires. L'utilisation de la protéine Cas9 et des
guides sous forme ARN a notamment permis de réaliser les expériences dans les cellules T

primaires humaines, en limitant la mortalité et augmentant I'efficacité de mutations.

J'ai obtenu des résultats intéressants dans la lignée cellulaire RPE-1 aussi bien pour I'étude
des ARN circulaires, du profil d’expression génique, que du timing de réplication. Cependant,
un certain nombre de résultats reste a confirmer dans les cellules primaires et notamment
dans les cellules T. Je pense que I'origine cellulaire est un point clé de I’étude de I'ALCL et que
les expériences a venir dans les cellules T matures et CD34+ pourront participer a la résolution

de cette question.

Les résultats obtenus ont montré I'importance de la translocation chromosomique dans
I’ALCL, au-dela du simple réle de la protéine de fusion. Je pense qu’il serait intéressant de
poursuivre ces analyses dans le cas d’autres translocations chromosomiques. La translocation

EWSR1-FLI1, autre modele du laboratoire, pourrait par exemple étre étudiée.
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Article 2: Single-Molecule Analysis of mtDNA Replication Uncovers the Basis of the Common
Deletion.

Phillips AF, Millet AR, Tigano M, Dubois SM, Crimmins H, Babin L, Charpentier M, Piganeau M, Brunet
E, Sfeir A.
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PARIS-SACLAY

Titre : Etude des translocations chromosomiques en utilisant les méthodes d'édition du génome : des mécanismes

moléculaires a I’oncogenése

Mots clés : Translocations chromosomiques — Cancer — CRISPR/Cas9

Résumé : Les translocations chromosomiques sont
associées a un grand nombre de cancers. Les translocations
chromosomiques sont impliquées dans la tumorigenese par
différents mécanismes : elles conduisent soit a une
dérégulation d’un oncogene, soit a la formation d’un
nouvel oncogéne de fusion. Cependant, le lien direct entre
I'apparition d'une translocation chromosomique et la
formation d'une tumeur n'est pas totalement établi. Par
exemple, plusieurs translocations associées au cancer ont
été détectées dans le sang d’individus sains voire dans le
sang de cordon des bébés avec une prévalence bien
supérieure a celle de la maladie. Ceci suggére que la seule
formation de la translocation ne suffit pas toujours a
induire ’oncogeneése. La plupart des travaux de recherche
antérieurs reposaient sur la surexpression de la protéine de
fusion, oncogéne supposé. Ces approches présentent de
nombreuses limites, la translocation chromosomique est
alors absente de méme que le contexte chromosomique
natif du géne de fusion (promoteur endogene, statut de la
chromatine, etc.) ou les éventuels effets d’haplo-
insuffisance qui ne sont pas récapitulés. La molécule
d’ADN étant organisée de maniére non aléatoire dans le
noyau, les réarrangements chromosomiques sont
également susceptibles d’affecter le statut épigénétique, la
réplication et la transcription du chromosome dérivatif
entier, en plus des segments

d’ADN nouvellement juxtaposés. Or la technologie
CRISPR/Cas9, permet de reproduire la translocation
chromosomique in situ, apres avoir induit deux cassures
double-brin simultanées. Ce travail de thése a porté
spécifiquement sur la translocation t(2,5) (p23, g35) qui
induit I’expression de la protéine de fusion NPM1-ALK
fréquemment rencontrée dans le lymphome anaplasique a
grandes cellules (ALCL). Nous avons reproduit la t(2,5) a
la fois dans des lignées cellulaires mais aussi dans des
cellules T primaires a la fin de ma thése. Nous avons pu
montrer des modifications significatives du timing de
réplication des cellules qui portent la translocation en
comparaison des cellules isogéniques de départ (par la
méthode du Répli-seq) pouvant avoir un impact sur
I’homéostasie des cellules tumorales. En paralléle, nous
avons mis en évidence la formation d'ARN circulaires de
fusion spécifiques, exprimés a partir du géne de fusion,
spécifiques des lignées tumorales. Ces ARN circulaires
pourraient donner naissance a de nouveaux biomarqueurs
diagnostic/pronostic dans le futur. Ces travaux permettront
de mieux comprendre les conséquences des translocations
chromosomiques oncogéniques dans les cellules humaines
et pourraient mener vers de nouvelles orientations
thérapeutiques a I’avenir.

Title : Cancer translocations induction using genome editing: from molecular mechanisms to oncogenesis
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Abstract: Chromosomal translocations are associated with
a wide range of cancers. These chromosomal
rearrangements are implicated in tumorigenesis by
different mechanisms: either they lead to oncogene
upregulation or tumor suppressor downregulation.
However, the direct link between the appearance of one
chromosomal translocation and tumor formation is not
always clear. For example, several cancer translocations
have been found in PBMCs or in cord blood cells from
healthy individuals, suggesting that translocation
formation alone is not always sufficient to drive
oncogenesis. Most of previous research works on cancer
translocation relied on studies using overexpression of the
fusion protein. These approaches do not reproduce the
chromosome arm translocation nor the chromosomal
context of the fusion gene (endogenous promotor,
chromatin status etc...) or do not recapitulate a potential
haplo-insufficiency of the translocated cells. Because the
DNA molecule is organized non-randomly in the nucleus,
chromosomal rearrangements are also likely to impact the
epigenetic, replication and transcriptional status of the
whole rearranged chromosome in addition to the newly
juxtaposed gene segments.

Using CRISPR/Cas9 technology, we can recapitulate
chromosomal translocation in situ, after inducing 2
concurrent double-strand breaks. In this work, we focus on
t(2,5)(p23,g35) leading to NPM1-ALK fusion protein
frequently found in Anaplastic Large Cell Lymphoma
(ALCL). We could recapitulate t(2;5) in cell lines but more
importantly in human primary T cells from healthy donors.
We showed significant modifications on Replication
Timing in model cell lines compare to isogenic non-
translocated cells (using Repli-seq analysis). Importantly,
these changes might have a direct impact on tumor cell
homeostasis. In parallel, we also highlighted the formation
of specific fusion circular RNAs expressed from the fusion
gene also found in tumor cells. These circular RNAs could
give rise to new diagnostic/prognostic biomarkers in the
future. This work will lead to a better understanding of the
consequences of cancer translocation in human cells and
could give new directions for therapeutics in future.
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