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Résumé

La leucémie myéloide chronique (LMC) est un modéle d’évolution tumorale dans les
cancers humains. Le processus d’évolution de la LMC de la phase chronique (PC) a la
phase blastique (PB) est caractérisé par un arrét de différenciation et 1’acquisition de la
capacité¢ d’autorenouvellement incontrolé d’une cellule souche ou d’un progéniteur
hématopoiétique. La LMC en PB est associée a la présence d’anomalies génétiques
additionnelles a la fusion BCR-ABLI qui résulte de la translocation chromosomique
t(9;22). Contrairement aux patients en PC, les patients en PB de la LMC n’obtiennent pas
une réponse moléculaire compléte a long terme avec 1’Imatinib mesylate, un inhibiteur de
la tyrosine kinase (ITK) BCR-ABLI1. De plus, les ITKs de deuxiéme et troisiéme
générations sont moins efficaces en PB de la LMC lorsque les cellules leucémiques ont
acquis une résistance au traitement indépendante des mutations de BCR-ABLI. Les
mécanismes moléculaires des voies de signalisation impliquées dans la progression de la
LMC en PB ne sont pas entierement ¢élucidés. Le but de notre travail est de caractériser de
nouvelles anomalies génétiques dans la PB de la LMC. Nous avons identifi¢ en
cytogénétique, quatre nouvelles translocations chromosomiques: t(1;21)(p36;922),
t(7;17)(p15;922), t(8;17)(q11;922) et t(2;12)(q31;p13) dans les cellules leucémiques de
patients en PB de la LMC résistants au traitement. En utilisant des techniques d'hybridation
in situ en fluorescence, de RT-PCR et de séquencage, nous avons délimité les régions a
investiguer au niveau des points de cassure et identifi¢ un réarrangement de plusieurs
genes codant pour des facteurs de transcription importants lors de 1’hématopoiése tels que
RUNXI1, ETV6, PRDM16 et HOXA. L’altération de ces génes pourrait expliquer 1’arrét de

différenciation et/ou 1’acquisition de la capacité d’autorenouvellement caractéristiques de



ii
la LMC en PB. Nous avons identifié les fusions RUNXI-PRDM]I16, MSI2-HOXA, MSI2-
SOX17 et ETV6-HOXDI 1, respectivement associées aux translocations chromosomiques
t(1;21), t(7;17), t(8;17) et t(2;12). Ces fusions génerent différents transcrits alternatifs qui
maintiennent et altérent le cadre ouvert de lecture. L’analyse des séquences des transcrits
chimériques identifiés dans ce projet, incluant RUNXI-PRDM16, MSI2-HOXA9, MSI2-
HOXA10, MSI2-HOXAIl et ETV6-HOXDI1, nous a permis de prédire les domaines
fonctionnels potentiellement présents au niveau des protéines chimériques prédites. Les
transcrits de fusion qui respectent le cadre ouvert de lecture peuvent générer des domaines
fonctionnels des deux partenaires. C’est le cas des deux transcrits identifiés pour la fusion
RUNXI-PRDM16 ou le domaine de liaison a ’ADN RHD (Runt homology domain) de
RUNXI est fusionné avec la quasi-totalit¢ des domaines de PRDM16. Les transcrits de
fusion qui ne respectent pas le cadre ouvert de lecture donnent des formes tronquées des
transcrits RUNX1, MSI2 et ETV6. La juxtaposition des régions promotrices de ces derniers
en 5’ de leurs partenaires entraine I’activation de la forme courte oncogénique de PRDM16
dans la t(1;21) ou de différents génes HOXA/D dans les t(7;17) et t(2;12), ainsi que
I’expression aberrante d’un nouveau transcrit alternatif de SOX17 dans la t(8;17). Notre
étude nous a permis d’identifier de nouveaux génes de fusion et/ou une activation de génes
qui pourraient coopérer avec la fusion BCR-ABLI dans la progression de la LMC et étre
impliqués dans la résistance au traitement de la LMC en phase avancée. La caractérisation
des événements génétiques associés a la transformation blastique de la LMC est essentielle
pour I’investigation des voies moléculaires impliquées dans cette phase de la maladie.
Investiguer la résistance au traitement de ces patients pourrait aussi contribuer a identifier
de nouvelles cibles thérapeutiques dans cette leucémie.

Mots-clés : leucémie myéloide chronique, phase blastique, translocation chromosomique,
gene de fusion, autorenouvellement.



Summary

Chronic myeloid leukemia (CML) is a model of tumor evolution in human cancer. The
evolution process of CML from the chronic phase (CP) to the blastic phase (BP) is
characterized by a blockade of differentiation and acquisition of uncontrolled self-renewal
capacity by hematopoietic stem or progenitor cells. CML-BP is associated with the
presence of other genetic abnormalities in addition to the BCR-ABLI fusion which results
from chromosomal translocation t(9;22). Unlike patients in the CP, patients with CML-BP
do not achieve a long-term complete molecular response to Imatinib mesylate, an inhibitor
targeting the BCR-ABL1 tyrosine kinase (TK). Moreover, second and third generation TK
inhibitors are less effective in CML-BP when leukemic cells have acquired a therapeutic
resistance independent of BCR-ABLI mutations. The molecular mechanisms of the
signaling pathways responsible for CML progression from CP to BP are poorly
understood. The aim of our project is to characterize novel genetic alterations in the BP of
CML. We have identified by cytogenetics, four novel chromosomal translocations:
t(1;21)(p36:;922), t(7;17)(p15;922), t(8;17)(q11;q22) and t(2;12)(q31;p13) in leukemic
cells of patients with CML-BP resistant to therapy. Using fluorescence in situ
hybridization, RT-PCR and sequencing techniques, we have mapped chromosomal
translocation breakpoints and identified rearranged genes encoding transcription factors
which are key regulators of hematopoiesis, such as RUNX1, ETV6, PRDM16 and HOXA.
The disruption of these genes could explain the differentiation blockade and/or
uncontrolled self-renewal associated with the CML-BP. We identified RUNXI-PRDM 16,
MSI2-HOXA, MSI2-SOX17 and ETV6-HOXDI1 fusions created by chromosomal
translocations t(1;21), t(7;17), t(8;17) and t(2;12) respectively. These fusions generate

different alternative transcripts that both maintain and alter the open reading frame.
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Sequence analysis of chimeric transcripts identified in this project, including RUNXI-
PRDM16, MSI2-HOXA9, MSI2-HOXA10, MSI2-HOXAI11 and ETV6-HOXDI 1, allowed us
to predict potential functional domains present in putative chimeric proteins. In-frame
fusion transcripts can generate functional domains from both fusion partners. For example,
in two RUNXI-PRDM16 transcripts, the RUNX1 DNA binding domain RHD (Runt
homology domain) is fused to the majority of PRDM16 domains. Out-of-frame fusion
transcripts resulted in truncated forms of RUNXI, MSI2 and ETV6. The juxtaposition of
promoter regions of these genes to the 5’ part of their partners resulted in the activation of
the oncogenic short form of PRDMI16 in the t(1;21) or of different HOXA/D genes in
t(7;17) and t(2;12), and in the aberrant expression of a novel alternative SOX17 transcript
in the t(8;17).
Our study allowed us to identify novel fusion genes and/or activation of genes that
potentially cooperate with BCR-ABLI fusion in the progression of CML and contribute to
treatment resistance of this disease. The characterization of genetic events related to the
blastic transformation of CML is an important step in the investigation of molecular
pathways involved in this stage of the disease. Understanding treatment resistance of these

patients might help to identify new therapeutic targets in this leukemia.

Keywords : Chronic myeloid leukemia, blastic phase, chromosomal translocation, fusion

gene, self-renewal.



Table des matiéeres

RESUIME ...ttt ettt e s e e st e e st e e st e e st eesabeeeas 1
SUMIMATY ...ttt e e e st e e et e e et e e sabte e sabteesabeeesabeeesnseesnnne i1
Table deS MALICTES ... ..eetiiiiiieiie ettt et et et e et e st e e bt e sbeeebens v
Liste des sigles et des abréVIations ...........c.cecuierieiiiienieeiieee et xi
Liste des taDlEAUX .....eoviiiiitieieiiet ettt xvii
LISt d@S TIZUIES ...veeiiiieeiiie ettt ettt e et e et e e et e e esaae e ssbeeesnbeeesnseeennseeennns xviil
DIEAICACE ...ttt et ettt e bt et e et e e bt e enbeeteeeabeenne XX
REMETCICIMENLS ... ..evteiiiiiiesiteteee ettt et a et e bt et eatesbe et saeens XX1
INTRODUCGTION ...ttt ettt ettt et e sttt et e bt enbeeaeeneeenee e 1
Chapitre 1: La leucémie myéloide Chronique............coceeeeviiriiiniininniiniineccceceeeesene 1

1.1.Hématopoiese normale, leucémie myéloide chronique et syndromes my¢loprolifératifs1

1.2.Historique, incidence et étiologie de la leucémie myéloide chronique............cccceeueennieen. 5
1.3.Facteurs pronostiques, cliniques et biologiques de la leucémie myéloide chronique......6
1.4.Mécanismes moléculaires de la leucémie myéloide chronique ...........cceevveeiiiiiiennennen. 9

1.4.1.La translocation t(9;22) et la fusion BCR-ABL1 dans la leucémie myéloide

CRTOMIQUE ...ttt ettt ettt e et e bt e s it e et e e sate e bt e snbeenbeesateenseesnneenseens 9
1.4.2.Effet oncogénique de la fusion BCR-ABLI .......cccooiiiiiiiiieceeeeeee e 14
1.5.Traitement de la leucémie myé€loide Chronique ...........ccceeviieiiiiiiieniieiee e 19
1.5.1.Avant I’ére de I'Imatinib ..........cooouiiiiiiiiiiiie e 19
L5 2. L7 IMALINID . ..ttt et e b ettt ebeeeaeas 20
1.5.3.Les inhibiteurs de tyrosine kinase de deuxiéme génération............ccceevvveeveerueennnenne. 23
1.5.3. 1. 1.1 NIIOtINID ..ottt et 23
1.5.3.1.2.1€ dasatiniD ......cooiiiiieiiieiiee ettt 24
1.5.4.La résistance a ’imatinib et aux inhibiteurs de tyrosine kinase de deuxiéme

oS 1 215 ) s WSRO 26
1.5.4.1.La résistance dépendante de la fusion BCR-ABLI........ccccoceiiiiiininiiniiiiieeene, 26
1.5.4.2.La résistance indépendante de la fusion BCR-ABLI ........ccccooeiiiiiiiiieiieeieeeee, 29
1.5.4.2.1.Lapompe d’efflux ABCBI1 .......coooiiiiiieeee et 29

1.5.4.2.2.La résistance indépendante de la fusion BCR-ABLI1 : le transporteur hOCT1 ....30



vi

1.5.4.2.3.La dérégulation des voies de signalisation alternatives indépendantes de la fusion

BOCRAABLI ettt sttt et ae e 31
Chapitre 2: La cellule souche et la leucémie myéloide chronique...........cccvveeeieeecieeennenn. 32
2.1.La cellule souche hématopoiétique normale et leucémique...........ccceevveeviienreenieennnnnne. 32
2.1.1.La cellule souche hématopoiétique normale............ccceeeviierieiiieniieiieneeeeee e 32
2.1.2.La cellule souche IeUCEMIQUE .......cccueeruiieiiiiiiieiieeie ettt 34
2.2.La cellule souche impliquée dans la leucémie my¢loide chronique ..........cccceeeverueennenne. 36

2.3.Les voies moléculaires cruciales impliquées dans la résistance de la cellule souche de

la leucémie mye€loide ChroNIQUE..........ccueiiiieiieiiieieeceete e 37
2.3.1.La quiescence et la migration de la cellule souche de la leucémie myéloide

CRTONIQUE....eeetieeeiie ettt et e e e et e e s te e e s tteeetaeeessaeesssbeeessaeesssaeessseeessseeennseesanseeans 37
2.3.2.Les principales voies d’autorenouvellement de la cellule souche de la leucémie
MYElOTAE CRTONIQUE ... .eiiiiiiiieciiieiieeie ettt ettt et e et e e e eteeebeesaeeesseensaeenseenns 38
2.3.2.1.La voie de signalisation Wnt/B-Catenin...........cccccveeriiieeriiieeniiieeniieerieeeeieeevee e 38
2.3.2.2.La voie de signalisation Hedgehog (Hh).........c.coccooiiiiniiiiiiiieee 40
2.3.2.3.La voie de signalisation NOtCh.........ccceeeiiiiiiiiiiiiieicee e 41
2.3.2.4.La voie de signalisation MSI2/NUMD .........cccceeviiiiriiiieeiiieeieeeieecee e 42
Chapitre 3: La phase blastique de la leucémie myéloide chronique ..........cccccvcveveeriennnenne. 45

3.1.L’ arrét de différenciation myéloide en phase blastique de la leucémie myéloide

CRTOMIQUE ...ttt et ettt et et e et e et e et e essee et e e sateenbeesneeenbeesneeenne 46
3.2.Dommage a I’ADN et instabilité génomique en phase blastique de la LMC ................ 47
3.2.1.Les especes réactives de I'0OXYZENE ....cc.eeeuieriiiiiieiiieiieeie ettt 47
3.2.2.La réparation de ’ADN et la voie NER........c.cooiiiiiiiiiiiiiiicceeecece e 49
3.2.3.Contribution du NHEJ a I’instabilité dans la LMC...........cccccooiiiiiiniiniiieieeee 50
3.4.Les anomalies cytogénétiques additionnelles les plus fréquentes dans la phase blastique
4 S ;1 01 (PSSRSO PRRPR 53
3.4.1.Les translocations chromosomiques récurrentes en phase blastique de la leucémie

MYELOTAE CRTONIQUE ... .eiiiieiiiiie ettt ettt 55
3.4.1.1.La translocation t(3;21)/RUNXI/MECOM et les autres réarrangements du locus

MECOM dans la phase blastique de 1a LMC........cccoooiiiiiiiiiiiiiiieciee e 55
3.4.1.2.La t(7;11)/NUP98/HOXAY et les autres réarrangements des genes HOX dans phase
blastique de la leucémie myéloide ChronNIqUE ...........cocoueeiiiiiiiiiiiiie e 56

3.4.1.3.Les mutations moléculaires les plus fréquentes dans la phase blastique de la
leucémie my€loide ChrONIQUE .......cc.eeiiiiiiiiiiieie e 57



LES OBJECTIFS DE NOTRE TRAVAIL........ccoccoiiiiiiiieiteeee e 60
L.ObJeCtif PIINCIPAL ..ottt ettt eebe e s e eneas 60
2.0D]JECtifS SPECTIIQUES ...uvveeeiiieeiiie ettt ettt et et e et e et e e e taeesraeesnbeeeesseeesnseeennseeens 60
MATERIEL ET METHODES ........ccoooviiimiiiinneiesiinesesessssssssssessssssssessssessesees 62
1.Echantillons de lignées et de cellules étudiés dans ce projet ..........ooweveveeeerceeeeeeeennnn. 62
2.Caryotype en bandes G obtenu suite a I’action de la Trypsine et du Giemsa................... 66
R O3 7011 o TSR] o1 o1 1 v | USSR 68
4.Hybridation in situ en fIUOTESCENCE.......cc.eivuiiiiiieiieiie ettt 70
S5.Préparation des vecteurs BACS €t PACS......ccuiioiiiieciieceeeee et 74
6.Marquage des vecteurs BACs/PACs par déplacement de coupures de type « Nick

ELANSIALION D 1.ttt et ettt ettt 75
7.Extraction des acides ribonucléiques totaux a partir du TRIZolI™............cccoevviriiniennnnne. 76
8.Extraction des acides déoxyribonucléiques a partir du TRIZol™............cccoeevveeveenirennnn. 77
9.Synthese des acides déoxyribonucléiques complémentaires .........c...coceeveeevereenieneenneenne. 77
10.Réactions en chalne par pOlyMETISAtION. ........eeeruvieeriieeriieerieeerieeerreeerreeesaeeesareeesaaeeens 78
11.Réactions de la transcription inverse - réaction en chaine par polymérisation............... 79

12.Amplification rapide des extrémités 3’ des acides déoxyribonucléiques

complémentaires - réaction en chaine par polymeérisation............cceeceevereiieenieniieeneeeieene 80
13.Extraction des acides déoxyribonucléiques a partir d’un gel d’agarose ...........ccceun.e.... 84
14.S€quencage de tyPe SANZET .......ccceevuieiirieriiiieriteteeteee ettt sttt 85
15.La PCR quantitative en temps 1€€l.........c.covriiiiiiiiiiiiiiiiieeieecee e 86
RESULTATS ....ooommiitmeiitsieseesis st esse st sss sttt 89
1.Investigation de la translocation t(1;21)(p36.3;q22.1) en phase blastique de la leucémie

my¢loide chronique (cas 02HOS50) .......ccuiiiiiiiiiiiieiee et 89
1.1.Présentation clinique et analyses CytOZENEtiQUES. .......ccvurerreerrieriierieerieenieeree e eieenenes 89

1.2.Caractérisation du point de cassure sur la bande chromosomique 21q22.1 et
identification du réarrangement du gene RUNXT .......ccccccvieviieeiieciieeiieiieeeeeiee e 91



viii

1.3.Caractérisation du point de cassure sur la bande chromosomique 1p36.3 et
identification du réarrangement du gene PRDMIG........ccc.coeveeeeeeuienciieiieeieeeiieere e 91

1.4 1dentification des transcrits de fusion RUNXI-PRDMIG..........ccouueeeoeeeeeeeeeeeeeeeeaaaannn. 96

1.5.Etude d’expression de PRDMI6 en phase chronique vs en phase blastique de la LMC
dans 1€ €as 02-HOS56 .....c.coouiriiniiiieee ettt 102

1.6.Etude d’expression de PRDM 16 dans 105 échantillons regroupant des patients avec des
leucémies aigués et chroniques my¢loides et des syndromes my¢élodysplasiques............. 104

1.7.Investigation des réarrangements et de I’amplification de PRDM 16 chez les cas

SUTEXPIIMANT PRIDM UG ...ttt ettt e sevee e e e etaa e e aaeesaeeesssaeennaeeens 111
2.Investigation de la translocation t(7;17)(p15;q22) en phase blastique de la leucémie
my¢éloide chronique (cas 06HO06) .........ccueveeviieiiieeiie et 114
2.1.Présentation clinique et analyses CytOgeNnEtiqUES. ........cccverrvrerieeriierieeiieerieereesveeneens 114
2.2.Caractérisation du point de cassure sur la bande chromosomique 7p15 et identification
du réarrangement du locus HOXA dans la translocation t(7;17)(p15;922) c.eeevveeveenreennnnne 115
2.3.Caractérisation du point de cassure sur la bande chromosomique 17q22 et identification
du réarrangement du gene MSI2 dans 1a t(7;17)(P15;922)..ccueeriiniriiiniiiinicnieienicneens 117
2.4 Identification des transcrits de fusion MSI2-HOXA9 dans la translocation

108 0 1 52 B 1 12 SRS 118
2.5.1dentification de deux nouvelles fusions MSI2-HOXA10 et MSI2-HOXA 11 dans notre
cas avec la translocation t(7;17)/MSI2-HOXAY .........uueeeeeeeeeeeeiieeeieeecee e 121
2.6.Activation des genes HOXA et épissage alternatif de HOXA9 dans la translocation

008 0 [ 52 BT 12 PSPPSR 125
2.7. Expression des genes HOXA dans d’autres leucémies...........cecveeevveeenieeenieeeneeeennee. 130

3.Investigation de la translocation t(8;17)(q11;q22) en phase accélérée de la leucémie
my¢éloide chronique (€as 02HO37) ..cc.uviieiiiieiieeeie et e 132

3.1.Présentation clinique et analyses CytOZENEtIQUES. .......couvervierieeriieniieeieeiie e eiee e 132

3.2.Identification du point de cassure sur la bande chromosomique 8q11-8q12 et altération
du locus SOXT7 dans 12 t(8;17) cuueeeeuieeeie et e 133

3.3.Identification du point de cassure sur la bande chromosomique 17q22 et altération du
eNe MSI2 dans 12 t(8;17) coueeruiieiieeie ettt ettt et ene e 137

3.4.Activation d’un nouveau transcrit de SOX17 dans le cas avec la translocation t(8;17)
141

4.Investigation de la translocation t(2;12) dans la phase blastique de la leucémie myéloide
Chronique (Cas 02HOS52) ......uiiuiiiiieiie ettt ettt ettt e e e e ssaeeaneens 144

4.1.Présentation clinique et analyses CytOZENEtIQUES. .......ueervieeririeeriieeeiieeeieeeeeeeeeeee e 144



4.2 .Réarrangement du géne ETV6 au niveau de la bande chromosomique 12p13............ 145

4.3.Identification du point de cassure sur la bande chromosomique 2q31 et altération du

locus HOXD dans 12 t(2512) c.ueeeeeeieeiieeeie ettt ee s tee e e e e e e e ennaeas 146
4.4 Formation d’une forme tronquée de E7V6 suite a la fusion ETV6-HOXDI I .............. 148
4.5.Activation de HOXD9 au niveau du locus HOXD dans 1a t(2;12) .cccveeevvveeeieeenienee. 153
DISCUSSION ...ttt ettt e a et e e st e bt este s st e nbeeneesneenneas 156

1.Caractérisation de la translocation t(1;21) et identification des fusions RUNXI-PRDM16,

des formes tronquées de RUNXI et activation de PRMDIG ..........c.cccoveecveeieeecenenieaieannen. 156
2.Caractérisation de la translocation t(7;17) et identification des fusions MSI2-HOXA, des
formes tronquées de MSI2 et activation de plusieurs génes du cluster HOXA ................. 166

3.Caractérisation de la translocation t(2;12) et identification de la fusion ETV6-HOXD11,

d’une forme tronquée de ETV6 et activation de HOXDO..........ccoeeeveeecieercieeeieeeieeenen. 174
4.Caractérisation de la translocation t(8;17) et identification de 1’altération des genes MSI2
AN 0 € AU PSURRRSPSRI 180
5. Les mécanismes communs pouvant étre altérés suite a ces quatre translocations
détectées dans la progression de la leucémie myéloide chronique ...........ccccvveeevveenneennnee. 185
CONCLUSION ET PERSPECTIVES ..ottt 188
REFERENCES..........oiiiiiiiieiie ettt 191
ANNEXE ..ottt ettt ettt et h ettt sat ettt s bt et st bt ene 219

Article publié: Hazourli et al., Genes, Chromosomes and Cancer 2006............................ 219






Liste des sigles et des abréviations

5-FU 5-fluorouracil

ABI Applied Biosystems

ADN acide désoxyribonucléique
ADNc ADN codant

AP Adapter primer

ara-C Cytosine Arabinoside

ARN acide ribonucléique

ARNm ARN messager

ATP adenosine triphosphate

AUAP Abridged Universal Amplification Primer
BAC Bacterial Artificial Chromosome
BCLQ Banque de Cellules Leucémiques du Québec
BrDU Bromodeoxyuridine

CCyR réponse cytogénétique compléte
CDB cassures double brin de I’ADN
CFC colony-forming cell

CFU Colony Forming Unit

CHR réponse hématologique compléte
CIC cellules initiatrices de cancer
CIL cellule initiatrice de la leucémie
CLP common lymphoid progenitor
CMN cellules mononuclées

CMP common myeloid progenitor

CN caryotype normal

CRU competitive repopulating unit

CS cellule souche

Xi



CSC
CSH
CSHd
CSL
CS-LMC
CT

Cy5

CyR
DAPI
DD

DK
DMSO
DOP-PCR
ECOG
EFS
ENESTn

EPO
ETS
FAB
FDA
FISH
FT
FPD
G-CSF
GMP
GSPp
GTG
GVL

Xii
cellule souche cancéreuse
cellule souche hématopoiétique
cellule souche hématopoiétique dormantes
cellule souche leucémique
cellule souche de la LMC
Threshold Cycle
Cyanine 5
réponse cytogénétique
4’,6’-diamidino-2-phenylindole
domaine de dimérisation
domaine kinase
diméthyl sulfoxide
Degenerate Oligonucleotide Primed-PCR
Eastern Cooperative Oncology Group
event-free survival

Evaluating Nilotinib Efficacy and Safety in Clinical Trials—Newly
Diagnosed Patients

érythropoiétine

E-twenty six

French—American—British Cooperative group
Food and Drug Administration

fluorescence in situ hybridization

facteur de transcription

familial platelet disorder

granulocyte-colony stimulating factor
progéniteurs granulocytes/macrophages
gene-specific primer

bandes G obtenues suite a I’action de la Trypsine et du Giemsa

greffon versus leucémie



HD
HDAC
HRR
HMG
HMT
HMR
HSR
IC50

IL1

IL6
[FN-alpha
M

IRIS

IS

ISCN 2009
ITK
ITRC-HSC
Kb

LA

LAL
LAM
LMC
LMC-PB
LSKs
LT-HSC
LT-CIC
Log
M-ber

domaine homéobox

histone désacétylase

homologous recombination repair
High Mobility Group

histone méthyl transférase
Hopital Maisonneuve-Rosemont
homogeneous staining region
concentration inhibitrice médiane
interleukine 1

Interleukine 6

interféron alpha

Imatinib

International Randomised Study of Interferon versus STI571

score International Scale

International System for Human Cytogenetic Nomenclature 2009

inhibiteur de la tyrosine kinase

intermediate reconstitution HSC

kilobases

leucémie aigué

leucémie aigué lymphoide

leucémie aigu€ myéloide

leucémie myéloide chronique

leucémie my¢éloide chronique en phase blastique
Lin- Scal+ cKit+

Long Term-Hematopoietic Stem Cells
long-term bone marrow culture-initiating cell
logarithm

major breakpoint cluster region

xiii



Xiv

m-ber minor breakpoint cluster region

M-CSF myeloid-colony stimulating factor
MCyR réponse cytogénétique majeure

MF My¢lofibrose primaire

MGG May Griinwald Giemsa

MEG mégacaryocytes

MEP progéniteurs mégacaryocytes/€rythrocytes
MO Moelle osseuse

MPP multipotent primitive progenitor

MSCV murine stem cell virus

NER Nucleotide excision repair

NHEJ non homologous end joining

NLS Nuclear Localisation Signal

NMP néoplasies myéloprolifératives

OMS Organisation Mondiale de la Santé

oS overall survival

PA phase accélérée

PAC Phage P1-derived artificial chromosome
PB phase blastique

PC phase chronique

PCM progéniteurs communs myéloides

PCR polymerase chain reaction

Ph chromosome Philadelphie

PFS Progression-free survival

PGM progéniteurs granulocytes/macrophages
PME progéniteurs mégacaryocytes/€rythrocytes
PR PRDI-BF1 and RIZ homology

PTN pointed



RQ
SCID
SCF
SET
SKY
SH1, 2,3
shRNA
SMD
SMP
SSA
ST-HSC
STIS71
SWOG
TAD
TE

TFS

polycythaemia vera

PCR quantitative en temps réel
Rapid Amplification of cDNA Ends
red blood cells

RNA binding domain

rémission hématologique compléte
Runt homology domain

réponse moléculaire majeure
ribonucleoprotein domain

RNA Recognition Motif

reverse transcription polymerase chain reaction

especes réactives de I'oxygene
Relative Quantity

severe combined immunodeficiency
stem cell factor

Su(var), Enhancer of zeste, Trithorax
spectral karyotyping

SRC-homology regions 1, 2, 3

Short hairpin RNA

Syndromes My¢lodysplasiques
Syndromes My¢éloprolifératifs
single-strand annealing

Short Term-Hematopoietic Stem Cells
signal transduction inhibitor number 571
Southwest Oncology Group
transactivation domain
thrombocytémie essentielle

transformation-free survival

XV



TK
TKI
Tyr
UAP
Uuv
WHO

tyrosine kinase

tyrosine kinase inhibitor
Tyrosine

Universal Amplification Primer
ultraviolet

World Health Organization

XVi



XVii

Liste des tableaux

Tableau . Définition des réponses hématologique, cytogénétique et moléculaire.............. 22
Tableau II. Liste des échantillons étudiés dans ce projet et technique utilisée. ................... 63
Tableau III. Liste des sondes Abbott utilisées dans ce projet. ........ceeceeevveriieniienieenieenneenne 71
Tableau IV. Liste des BACs utilisés dans c€ projet. ......ccceeecvveerieeeriieeniiieecieeesveeeevee e 72
Tableau V. Liste des amorces utilisées dans & Projet. .......ccceeecveereeecieerieniieeneenieenieeeeeenn 82
Tableau VI. Résultats de la PCR quantitative de PRDM 16 en fonction des caractéristiques
morphologiques et cytogénétiques des spécimens tudiés..........oovvvevienieriiienieeieeneennnen. 107
Tableau VII. Caryotypes et résultats des FISH ciblant PRDM16 chez les patients
SUTEXPIIMANE PRIDMIG. ......ooeeeeniiiiieiieeie ettt ettt et ete st esnbeesaesneeenee 111
Tableau VIII. Liste des échantillons utilisés pour 1’étude de I’expression des geénes
HOXA6, HOXA7 et HOXA9 par RT-PCR.......cccoiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee e 130

Tableau IX. Patients leucémiques avec une fusion RUNXI-PRDM]I16 rapportés dans la
JIEEETATUTE. ..ottt ettt et sb ettt sbe et es e e bt et e et e sbeenbeentens 162



Xviii

Liste des figures

Figure 1. Le développement de la leucémie myéloide chronique en phase chronique et en

PhASE DIASTIQUE. ..eevviieiiiieciiie ettt e st e et e e aeeetaeeetaeeesaeessseeessseeensseeennseeens 4
Figure 2. La morphologie de la leucémie myé¢loide chronique en phase chronique et en
PhASE DIASTIQUE. ..eeeviieiiiieciie ettt ettt e et e e ae e etaeeesaeesssaeessseeessseeensseeensseeans 8
Figure 3. La translocation chromosomique t(9;22)(q34.1;q11.2) et ses différents produits
A& FUSTOMN. ..ttt ettt b e et et e et esae e e beesaeeenee 13
Figure 4. Les principales voies de signalisation activées dans la leucémie myéloide
CRTOMIQUE. ..ottt ettt et e e et e e s te e e s abeeesbeeessbeeessseeessseesssaeessseeeasseeennseeennseeans 18
Figure 5. Structure d'ABL1 liée a 1'imatinib, au nilotinib et au dasatinib.............c.ccoeeneee. 25

Figure 6. Activit¢ de I'imatinib et des inhibiteurs de tyrosine kinase de deuxie¢me
génération, le nilotinib et le dasatinib, sur BCR-ABLI1 sauvage et sur différents mutants
BCR-ABLI chez des patients porteurs de LMC et représentation du complexe Imatinib-

ABLL e et sttt b e et h e b 28
Figure 7. Les différentes voies de signalisation impliquées dans l'autorenouvellement de la
cellule souche de la leucémie myé€loide Chronique. ...........ccceevevierieeiiienieeiiee e 43
Figure 8. Caryotypes en bandes GTG et caryotype spectral révélant la présence des
translocations chromosomiques t(9;22) et t(1;21) chez la patiente 02HO056......................... 90
Figure 9. Identification du réarrangement du géne RUNXI par hybridation in situ en
fluorescence dans la t(1;21)(P36.3;G11.2).uceeiieiiieieieece e 93
Figure 10. Délimitation de la région chromosomique 1p36.3 impliquée dans la
translocation t(1;21)(p36.3;q22.1) par hybridation in situ en fluorescence. ...........cc.ceu.e.... 94
Figure 11. Identification du réarrangement du géne PRDM16 par hybridation in situ en
fluorescence dans la t(1;21)(P36.3;G11.2).uuieiiiiiieieeeeeee e 95
Figure 12. Identification des transcrits de fusions RUNXI-PRDM16 dans la translocation
110 55220 ) TSP PROUPUR PR 98

Figure 13. Transcrit de fusion RUNXI-PRDMI16 qui respecte le cadre de lecture vs
transcrit de fusion qui ne respecte pas le cadre de lecture et domaines probables présents au

niveau des protéines de fUSION. ......ccecuviiiciiieiiie et e e e e 100
Figure 14. Expression de PRDM]I16 chez la patiente 02H056 en phase chronique vs en
phase blastique de la leucémie myéloide chronique ...........cccccvveeiiieeiiieeiieece e 102
Figure 15. Etude de I’expression de PRDM16 dans 105 échantillons. .............c..cocouue..... 105
Figure 16. Etude du réarrangement et de I’amplification du géne PRDMI6 dans les cas
SUTEXPIIMANE PRIDMIG. ......ooeeeeiieiiieiieeie ettt ettt ettt et et se e e eseeenee e 112
Figure 17. Caryotype en bandes GTG révélant la présence des translocations
chromosomiques t(9;22) et t(7;17) chez le patient 06HOO6.............cceevvieiiinineirienieeiee 115
Figure 18. Identification du réarrangement du locus HOXA par hybridation in situ en
fluorescence dans la translocation t(7;17)(P15;0272). ceeeeieeiienieeiieieeeeee et 116
Figure 19. Identification du réarrangement du geéne MSI2 dans la translocation
t(7;17)(p15;922) par hybridation in situ en fluoreSCence............cocueverveerieneeiieneeneneennnen 117
Figure 20. Identification des transcrits de fusion MSI2-HOXA9 dans la translocation
1Y (5 7 TSRS PRSPPI 120
Figure 21. Identification des transcrits de fusions MSI2-HOXA10 et MSI2-HOXA11 dans la
tranSIOCAtION T(7517). coueieiiieeeiie ettt e e et e e e ta e e e e e e s re e e e abee e nree e e 124

Figure 22. Expression des genes HOXA dans notre cas avec la translocation t(7;17)........127



Xix

Figure 23. Epissage alternatif identifié¢ au niveau de HOXAY. ........coooveeeemeeeeeeeeeeeeeeen 128
Figure 24. Expression des genes HOXA6, HOXA7 et HOXA9 dans la phase blastique de la
leucémie myéloide chronique et dans la leucémie aigué myéloide. .........covvevveeerreennneen. 131
Figure 25. Caryotype en bandes GTG révélant la présence des translocations
chromosomiques t(9;22) et t(8;17) chez le patient 02HO037..........cccovveeeieeriieeiieeeieeee. 133
Figure 26. Délimitation de la région chromosomique 8ql1-8ql2 impliquée dans la
translocation t(8;17)(q1?1;q2?2) par hybridation in situ en fluorescence. ........................ 135
Figure 27. Identification du réarrangement du locus SOX/7 dans la translocation t(8;17)
par hybridation in situ en flUOTESCENCE. .......cevviiiiiieeiiie et aee e eee e 136

Figure 28. Délimitation de la région chromosomique au niveau des bras longs du
chromosome 17, impliquée dans la translocation t(8;17) par hybridation in situ en

FTUOTESCRIICE. ...ttt ettt et sb ettt sbt et et sbeenbe et e sbeenaeas 138
Figure 29. Identification du réarrangement du géne MSI2 dans la translocation t(8;17) par
hybridation in situ en fITUOTESCENCE. ......c.eeviieriiiiiieiie ittt 139
Figure 30. Identification de la fusion MSI2-SOX17 dans la translocation t(8;17) par
hybridation in situ en fIUOTESCENCE. ......c.eeviieiiiiiiieiie et 140
Figure 31. Activation d’un nouveau transcrit de SOX/7 dans la translocation t(8;17)
détectée par RT-PCR et analysé par SEQUENCAZE. .......cccuerueeruiriireenieeienieieeieeeesie e 142
Figure 32. Caryotype en bandes GTG révélant la présence des translocations
chromosomiques t(9;22) et t(2;12) chez le patient 02HO52..........ccoociiiiiiiiiiiieieeeee 144
Figure 33. Identification d’un réarrangement du géne ETV6 par hybridation in situ en
fluorescence dans la t(2;12)(q31;p13) chez le patient 02HO52..........cccooieviieiiieieieen. 146
Figure 34. Délimitation de la région impliquée dans la translocation t(2;12) au niveau de la
bande chromosomique 2q31 par hybridation in situ en fluorescence. ...........cccceevuveeunennnee. 147
Figure 35. Identification d’un réarrangement du locus HOXD dans la translocation t(2;12).
............................................................................................................................................ 148

Figure 36. Identification d’une forme tronquée de E7V6 et d’une fusion ETV6-HOXDI1
par amplification rapide des extrémités 3° des acides désoxyribonucléiques
complémentaires - Réactions en chaine par polymeérisation. ..........c.ccceeveeeeveereeerreennennnen. 150
Figure 37. Identification d’une forme tronquée de ETV6 et d’un site d’épissage alternatif
commun aux translocations chromosomiques impliquant ETV6. ..........c.cccceeevveereenveennnnn. 152
Figure 38. Activation de HOXD9Y dans les cellules du patient 02H052 avec la translocation
(2512 ettt ettt ettt 154
Figure 39. Mod¢le proposé du role oncogénique de la t(1;21) dans la progression de la
leucémie Mmy€loide ChIONIQUE. .......ccveeiieiiiieiieiie ettt et be et e e esseeeabeens 164
Figure 40. Mod¢le proposé du role oncogénique de la t(7;17) dans la progression de la
leucémie My€loide ChIONIQUE. .......ccviiiieiiiieiieiie ettt ebe e e esreessaeeabeens 173
Figure 41. Mod¢le proposé du role oncogénique de la t(2;12) dans la progression de la
leucémie Mmy€loide ChIONIQUE. .......ccveeiieriiieiieiie ettt be et e e esseeeaneens 179
Figure 42. Mod¢le proposé du role oncogénique de la t(8;17) dans la progression de la
leucémie My€loide ChIONIQUE. .......ccvieiieriiieiiciie ettt et ebe et e e enseeeaneens 183
Figure 43. Mod¢le commun proposé¢ pour les quatre translocations chromosomiques
t(1;21), %(7;17), t(8;17) et t(2;12) dans la progression de la leucémie myéloide chronique.



Dédicace

Je dédie mon travail a mes chers parents et mon mari pour qui

aucune dédicace ne saurait exprimer mon profond amour et ma gratitude.

XX



XXi

Remerciements

J’aimerais tout d’abord remercier ma directrice de recherche, Dr Josée Hébert, de
m’avoir accueilli comme premicre étudiante a la Banque de cellules leucémiques du
Québec (BCLQ). Je tiens a exprimer ma plus since€re reconnaissance pour son soutien et
ses encouragements. Travailler auprés de vous et de votre équipe a été une expérience des
plus enrichissantes qui me guidera incontestablement dans le reste de mon cheminement.

Je remercie les deux équipes des laboratoires de cytogénétique a 1’hdpital
Maisonneuve-Rosemont, le laboratoire clinique et la BCLQ. Un grand merci & Lorraine
Forest, Claude Rondeau, Sylvie Lavallée, Marie-Claude Frenette et Annie S. Bilodeau
avec qui j’ai pass¢ mes années de formation et qui ne cessaient de m’encourager. Je
remercie mes collégues de laboratoire Amélie Giguere, Hend Chaker et Marie-Noélle
Séguin-Grignon, pour 1’échange scientifique et leur compagnie.

Merci a mes enfants, Raoul et Ryan, de m’avoir soutenu et supporté. Merci a mes
parents qui ne cessent de m’encourager de ’autre coté de I’Atlantique. Merci a toute ma
famille pour leur patience.

Je tiens a souligner que ces travaux ont été réalisés grace a une bourse de formation
du Fonds de recherche du Québec en Sant¢ (FRQS), des bourses d’exellence de
I’Université de Montréal et des fonds de recherche de ma directrice.

Et finalement, merci aux membres du jury d’avoir donné de leur temps pour évaluer

ce travail.



INTRODUCTION

Chapitre 1: La leucémie myéloide chronique

1.1.Hématopoiese normale, leucémie myéloide chronique et
syndromes myéloprolifératifs

L'é¢tude de I'nématopoicse a débuté lorsque Till et McCulloch ont découvert que les
cellules de la moelle osseuse (MO) injectées dans des souris irradiées donnaient naissance
a des colonies mixtes dans la rate (Till and Mc, 1961). D’autre part, Bradley et Metcalf ont
démontré que dans un milieu semi-solide, ces cellules formaient des colonies hétérogénes
(Bradley and Metcalf, 1966). Sous l'action de facteurs de croissance, ce processus
dynamique assure le remplacement continu des différentes cellules sanguines. Il repose sur
deux caractéristiques importantes de la cellule souche hématopoiétique (CSH):
I’autorenouvellement et la différenciation. L’autorenouvellement est la capacité¢ d’une
cellule souche de se diviser pour donner deux cellules souches identiques (division
symétrique). La différenciation des CSHs est la capacité de produire toutes les cellules
médullaires de morphologie et de fonction différentes. Dans ce cas une CSH produit deux
cellules différentes (division asymétrique), une cellule fille identique a la cellule meére et
une cellule (progéniteur) qui va se différencier en une cellule spécialisée du sang. On
distingue quatre compartiments soit les CSHs, les progéniteurs, les précurseurs et les
cellules matures fonctionnelles qui peuvent passer dans le sang. En se différenciant, la
CSH donne toutes les lignées hématopoiétiques qui vont constituer les lignées myéloides et
lymphoides : les neutrophiles, éosinophiles et basophiles, les monocytes et macrophages,
les plaquettes, les érythrocytes et les lymphocytes B et T (Zhu and Emerson, 2002). Le
maintien et le fonctionnement de ces différentes cellules hématopoiétiques, des
progéniteurs et des cellules souches, implique la coordination des voies de signalisation qui

répondent a des stimuli extracellulaires et des facteurs de croissance. Ainsi le maintien et le
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destin du pool de CSHs dépendent de plusieurs facteurs de transcription importants dans la
différenciation des cellules hématopoiétiques. La dérégulation de ces facteurs de
transcription et d’autres geénes impliqués dans les différentes voies liées a 1’hématopoicse
peut causer un état prénéoplasique ou néoplasique induisant des syndromes
my¢élodysplasiques (SMD), des syndromes my¢loprolifératifs (SMP), des leucémies ou des
lymphomes. Ce dysfonctionnement peut étre consécutif a une expression aberrante de ces
genes. Plusieurs causes peuvent étre a 1’origine de ce déréglement incluant des mutations
ponctuelles, des anomalies de structure telles que les translocations chromosomiques, ou
des effets épigénétiques qui peuvent €tre en cis ou en frans au niveau du locus ou se trouve

le geéne altéré affectant I’hématopoiese.

La leucémie est caractérisée par un blocage de maturation qui va favoriser 1’expansion
d’une population immature et I’extinction de la population mature normale qui a un role
fonctionnel au niveau du sang. En effet la leucémie est caractérisée par 1’accumulation
et/ou la prolifération non contrdlée des cellules hématopoiétiques destinées a se
différencier. Ces cellules immatures envahissent la moelle osseuse et empéchent la
production normale des cellules sanguines. Parmi les leucémies, on distingue les leucémies
aigués et les leucémies chroniques selon la rapidité d’évolution.

La leucémie aigué¢ myéloide (LAM) et la leucémie myéloide chronique (LMC) différent au
niveau de leurs caractéristiques cliniques et hématologiques. La LAM peut survenir a
n’importe quel age, tandis que la LMC est trés rare chez les enfants. Dans la LAM,
I’évolution de la maladie sans traitement est rapide et fatale en-dedans de 6 mois et moins,
alors que la LMC peut évoluer sur plusieurs années avec des signes cliniques plus
indolents. Une augmentation de volume de la rate est plus souvent notée dans la LMC que
dans la LAM. D’autre part, les paramétres hématologiques des deux leucémies sont
différents. En général, lors du diagnostic initial, la perte des fonctions normales des
cellules sanguines est beaucoup plus marquée dans la LAM. Le décompte des globules
blancs est variable dans la LAM mais il est élevé dans la LMC, tandis que le décompte
plaquettaire souvent abaissé dans la LAM, est fréquemment augmenté dans la LMC
(Swerdlow et al., 2008).

La LMC fait partie des syndromes myéloprolifératifs. Le terme syndrome myéloproliferatif
a été proposé en 1951 par William Damashek pour souligner la similarité entre la LMC, la

polycythaemia vera (PV) ou maladie de Vaquez, la thrombocytémie essentielle (TE) et la
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my¢lofibrose primaire (MF) (Damashek, 1951). Ce terme est proposé pour décrire un
groupe hétérogéne d’hémopathies malignes clonales acquises de la MO caractérisé par une
hyperplasie avec prolifération excessive d’une ou de plusieurs lignées cellulaires
myéloides représentées dans le sang périphérique par la surproduction des cellules
correspondantes. Compte tenu des difficultés a distinguer la PV, la MF, et d'autres SMP,
Dameshek proposa de les considérer comme "étroitement liées" (Damashek, 1951). Cette
idée s’est révélée remarquablement prémonitoire en ce qui concerne les fondements
génétiques de la maladie et 1'identification du role central des tyrosines kinases dans la
pathogenése de ces hémopathies. Dans cette entité, des découvertes importantes incluant le
gene de fusion BCR-ABL1 et la mutation de la kinase J4K2 ont mené au développement de

traitements ciblant spécifiquement 1’anomalie moléculaire.

Les SMP classiques comprennent quatre entités cliniques distinctes: la LMC, la PV, la TE
et la MF. Dans la LMC, la MO présente une hyperplasie granulocytaire (Figure 1) avec
augmentation prédominante des granulocytes neutrophiles, éosinophiles et basophiles dans
le sang périphérique (SP). Dans la PV, une hyperplasie érythroide dans la MO est
accompagnée par une augmentation des érythrocytes dans le sang, alors que la TE est
caractérisée par une prédominance des mégacaryocytes médullaires avec une augmentation
des plaquettes dans le sang (Wang et al., 1996). La MF est caractérisée par la diminution
de toutes les cellules sanguines (pancytopénie) surtout dans la derniére phase de la
maladie. Toutefois, dans les premiers stades de la MF on peut observer I’augmentation de
toutes les cellules de la lignée myéloide. Il est important de noter que malgré
I’augmentation dominante d’un type cellulaire particulier pour chaque entité, tous les types
de cellules myéloides peuvent étre augmentés dans les SMPs. La splénomégalie est la
caractéristique physique la plus fréquemment observée dans les SMPs, alors que la
présence d’hématopoicse extramédullaire est souvent notée sur le plan pathologique
(Randolph, 2005). En plus des transitions fréquentes entre ces syndromes, certaines
caractéristiques peuvent aussi se chevaucher ce qui peut rendre difficile la classification

d’un cas de SMP.

Dans la classification French—American—British Cooperative group (FAB), basée
principalement sur les caractéristiques morphologiques des hémopathies malignes (Bennett

et al.,, 1976), la LMC est classée dans les SMPs, se distinguant des autres types par la
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présence du chromosome Philadelphie (Ph). La nouvelle classification de 1’Organisation
Mondiale de la Sant¢ (OMS) « World Health Organization, WHO » révisée en 2008
(Swerdlow et al., 2008), a intégré des données génétiques aux données morphologiques,
immunophénotypiques et cliniques (Vardiman JW, 2002). En plus des SMPs classiques,
elle inclut les maladies des mastocytes, la leucémie chronique neutrophilique et la
leucémie chronique éosinophilique dans le groupe des SMPs, dorénavant nommés
néoplasies myéloprolifératives (NMP). Les syndromes éosinophiliques sont inclus dans
une catégorie caractérisée par des anomalies génétiques de PDGFRA, PDGFRB ou
FGFRI. Le diagnostic de la PV et la TE intégre les mutations de JAK2 (V617F) et de MPL
(WSI15K/L).

CML-BP
{(Myeloid) ChP @ cLP @ {Lymphoid)

@ MEP @ @ Additional

mutations

£, @ 2@

= Teeal B cell
Platelets

Figure 1. Le développement de la leucémie myéloide chronique en phase chronique et
en phase blastique.

La leucémie my¢loide chronique (LMC) est initiée par I’expression de la fusion BCR-
ABL] dans la cellule souche hématopoiétique (CSH). Ces CSHs avec la fusion BCR-ABLI
peuvent se différencier en progéniteurs communs my¢loides (CMP) qui se différencient a
leur tour en progéniteurs granulocytes/macrophages (GMP; progéniteurs des granulocytes
(G) et des macrophages (M)) et des progéniteurs mégacaryocytes/érythrocytes (MEP; les
progéniteurs des globules rouges (RBC) et des mégacaryocytes (MEG) qui produisent les
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plaquettes. Les CSHs se différencient également en progéniteurs lymphoides communs
(CLP) qui vont donner les cellules T et B. La phase initiale chronique de la LMC est
caractérisée par une expansion massive des cellules granulocytaires. L’acquisition de
mutations additionnelles cause la progression de la LMC de la phase chronique a la phase
blastique caractérisée par 1’accumulation de blastes my¢éloides ou lymphoides (Ren, 2005).
Figure reproduite avec permission de Nature publishing groupe (npg): Nature Review
Cancer, Ren R et al., Nat Rev Cancer. 2005 Feb; 5(3) 172-83., copyright 2010.

1.2.Historique, incidence et étiologie de la leucémie myéloide
chronique

La LMC a été décrite pour la premicre fois en 1845, simultanément par Rudolf Virchow a
Berlin et John Hughes Bennett & Edimbourg (Rowley, 1973b; Virchow, 1847). Ce dernier
a rapporté un cas "d’hypertrophie de la rate et du foie ou la mort a eu lieu de suppuration
du sang" dans le journal médical d’Edimbourg. Quelques semaines plus tard, Virchow a
Berlin a publi¢ un cas trés semblable. Bien que Bennett pensa que le patient avait eu une
infection, Virchow soupconna un trouble néoplasique qu'il appela « maladie du sang
blanc » et inventat le mot « leukdmie » (leucémie) en 1887 (Virchow, 1847). Ceci
représente les premicres descriptions de ce qui devint plus tard connu sous le nom de
leucémie myéloide chronique (LMC). En 1872 Ernst Neumann a observé que les cellules
leucémiques originaient de la moelle osseuse. Dans les décennies suivantes les notions de
leucémie a différenciation myéloide versus lymphoide et de leucémie aigu€ versus
chronique ont été décrites. En 1960, la découverte des chercheurs Peter Nowell et David
Hungerford fut une grande étape dans la recherche scientifique, car leur observation a
révélé sans équivoque que le cancer était causé par une anomalie génétique (Nowell and
Hungerford, 1960). En effet, Nowell et Hungerford ont découvert la présence d'un
chromosome anormalement petit, toujours présent dans les cellules leucémiques de la
LMC, appelé le chromosome de Philadelphie (Ph). L’origine de ce chromosome n’a été
identifiée que treize ans plus tard par Janet Rowley comme étant le produit d'une
translocation réciproque entre les chromosomes 9 et 22 (Rowley, 1973b).

L’incidence annuelle de la LMC est de 1 a 2 cas par 100,000 personnes (Swerdlow et al.,
2008). La maladie peut survenir a n’importe quel age mais 1’dge moyen au diagnostic se

5 éme

situe dans les et 6™ décades de vie. Les hommes sont affectés plus que les femmes
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avec un ratio de 3:2, et cette maladie est trés rare chez les enfants (Wang et al., 1996). Son
incidence augmente avec 1’age et est maximale a 53 ans.

Les facteurs prédisposant a la LMC sont inconnus dans la plupart des cas. Par contre, la
LMC a été associ¢e a I’exposition a la radiation (Preston et al., 1994) et a I’exposition
prolongée au benzéne a hautes doses (Lichtman, 2008). Cependant, aucune étude
¢épidémiologique n’a confirmé une association statistiquement significative entre la LMC et
I’exposition aux produits chimiques comme le benzéne, les agents alkylants, les inhibiteurs

de la topoisomérase II et autres agents de chimiothérapie (Lichtman, 2008).

1.3.Facteurs pronostiques, cliniques et biologiques de la leucémie
myéloide chronique

La plupart des patients porteurs de LMC sont diagnostiqués dans la phase chronique de la
maladie. Environ 20 a 40% des patients sont asymptomatiques au diagnostic et se
présentent seulement avec un taux ¢levé de globules blancs. La symptomatologie
commune comprend des sueurs nocturnes, une perte de poids, une splénomégalie et de
I’anémie (Cotta and Bueso-Ramos, 2007; Savage et al., 1997). Des présentations atypiques
sont aussi possibles, incluant une thrombocytose marquée non accompagnée par une
augmentation des globules blancs. Certains patients peuvent aussi se présenter en phase
avancée (LMC en phase accélérée ou blastique) (Anastasi et al., 1998; Cotta and Bueso-
Ramos, 2007; Savage et al., 1997). En absence de traitement la plupart des patients
progressent de la phase chronique (PC) a la phase blastique (PB), soit directement ou en
passant par une phase d’accélération (PA). La phase avancée de la maladie est
généralement caractérisée par des symptomes cliniques plus agressifs et une anémie
sévere, une thrombocytopénie ou une hypertrophie marquée de la rate (Garcia-Manero et
al., 2003). En phase chronique, le sang périphérique présente une leucocytose (12-
1000x10°/L, médiane : ~100x10°/L) avec présence de cellules myéloides a différents
stades de maturation (Swerdlow et al., 2008). Dans cette phase toutes les lignées sont
représentées (Figures 1 et 2) sans signe significatif de dysplasie et en général le
pourcentage des blastes sanguins est moins de 2% (Bennett et al., 1994; Spiers et al.,
1977). Une basophilie absolue est souvent présente et 1’¢osinophilie est commune (Bennett
et al., 1994; Spiers et al.,, 1977). Une monocytose absolue peut étre observée mais la

fraction est de moins de 3% (Bennett et al., 1994). Le décompte des plaquettes peut étre
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normal ou élevé (Savage et al., 1997). La cellularité de la MO est augmentée a cause de la
prolifération des cellules de la lignée granulocytaire, qui ont un profil de maturation
similaire a celui décrit dans le sang (Cotta and Bueso-Ramos, 2007; Muehleck et al.,
1984). Le pourcentage des blastes est de moins de 5% des cellules de la MO dans la PC, un
pourcentage de 10% et plus étant un signe de progression (Cortes et al., 2006). Les
mégacaryocytes peuvent étre normaux mais souvent plus petits que la normale avec des
noyaux hypolobulés (Swerdlow et al., 2008).

Les critéres de la PA de la LMC (Swerdlow et al., 2008) sont: (1) persistance ou
augmentation du nombre de globules blancs (>10x10°/L) et/ou persistance ou
augmentation de la splénomégalie qui ne répond pas au traitement, (2) persistance d’une
thrombocytose (>1000x10°/L) non contrdlée par la thérapie, (3) persistance d’une
thrombocytopénie (<100x10°/L) non reliée a la thérapie, (4) évolution cytogénétique
clonale, (5) présence de 20% ou plus de basophiles dans le sang périphérique, et (6)
présence de 10 a 19% de myéloblastes dans le sang ou la moelle. La présence de
lymphoblastes dans le sang ou la moelle en PA est inhabituelle et indique une évolution
vers une PB lymphoblastique (Derderian et al., 1993). Les critéres 1 a 4 sont associés a une
transition de la phase chronique a la PA, alors que les paramétres 5 et 6 sont plutot associés
a une transition de la PA a la PB. La PB est diagnostiquée lorsque le pourcentage de
blastes est supérieur ou égal a 20% dans le sang ou la moelle ou s’il y a prolifération
blastique extramédullaire. Dans environ 70% des cas les blastes sont d’origine myéloide et
dans approximativement 30% des cas ils sont de type lymphoide. Les sites de prolifération
blastique extramédullaires les plus communs sont la peau, les ganglions, le foie et le

systéme nerveux central (Swerdlow et al., 2008).



Figure 2. La morphologie de la leucémie myéloide chronique en phase chronique et en
phase blastique.

A) Frottis sanguin périphérique prélevé chez un patient en phase chronique de la leucémie
my¢loide chronique (LMC) aprés coloration au May Griinwald Giemsa (MGGQG) en
microscopie optique pour analyse cytologique révélant la présence de toutes les lignées
cellulaires incluant les neutrophiles. B) Frottis sanguin périphérique prélevé chez un
patient en phase blastique de la LMC apres coloration au MGG révélant 1’arrét de
différenciation hématopoiétique et I’exces de blastes. Les deux images sont extraites de la

banque de données morphologiques de la Banque de cellules leucémiques du Québec
(BCLQ).



1.4.Mécanismes moléculaires de la leucémie myéloide chronique

1.4.1. La translocation t(9;22) et la fusion BCR-ABLI dans la
leucémie myéloide chronique

La translocation chromosomique t(9;22)(q34.1;q11.2) génere un géne de fusion impliquant
le géne ABLI (c-abl oncogene 1, non-receptor tyrosine kinase) localisé sur la bande
chromosomique 9q34 et le géne BCR (breakpoint cluster region) localisé sur la bande
chromosomique 22q11.2 (Shtivelman et al., 1985). ABLI code pour une tyrosine kinase de
type « non récepteur » exprimée dans tous les tissus et ayant deux isoformes, la et 1b.
L’isoforme la ne contient pas en N-terminal le site de myristoylation présent dans
I’isoforme 1b. Les protéines Abl ont une organisation similaire a celle des membres de la
famille Src, caractérisée par une région N-terminale unique suivie des domaines
d’interaction SH3 (Src homology 3) et SH2, ainsi que du domaine catalytique SH1 qui
présente ’activité tyrosine kinase. La protéine c-Abl contient aussi un domaine central
riche en prolines qui permet des interactions avec des protéines possédant des domaines
SH3. La région C-terminale présente un domaine de liaison a I'ADN, important pour les
fonctions nucléaires, trois signaux de localisation nucléaire (NLS: Nuclear Localisation
Signal) ainsi qu’un site de liaison a I'actine (Pendergast, 2002). Le géne ABLI exprime des
ARNs messagers de 6 ou 7 kilobases (kb) selon 1’épissage alternatif des premiers exons.
Ces deux exons alternatifs d’ABLI, nommés exon la et 1b, sont localisés en position 5’ par
rapport a la région commune (exons 2-11) (Figure 3). Lorsque la protéine est traduite a
partir de I’exon 1la (ABL1A), elle est nucléaire. Par contre, si elle est exprimée a partir de
I’exon 1b (ABL1B), elle est cytoplasmique. Au niveau de la cellule, la protéine est
présente dans le noyau et le cytoplasme et peut se déplacer entre ces deux compartiments
(Sirvent et al., 2008). La localisation cytoplasmique est due a la myristoylation au niveau
de la glycine présente en N-terminal, qui permet a la protéine de se fixer sur la membrane
cytoplasmique. La capacit¢ de c-Abl a phosphoryler les substrats cibles est
considérablement plus faible que celle de Ber-Abl et v-Abl viral. En situation normale, la
protéine c-Abl est inactive (autoinhibition) grace a une conformation ne permettant pas a
I’ATP d’avoir accés au site de phosphorylation d’Abl (Pluk et al.,, 2002). Cette

autoinhibition est assurée par le groupement myristoyl rattach¢ au domaine SH3 dans la
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partie N-terminale de la kinase. La conservation de 1’état inactif de la kinase est essentielle,
et son activation de fagon constitutive dans les cellules hématopoiétiques peut entrainer
une LMC (Hantschel and Superti-Furga, 2004). D’autres kinases peuvent s’associer avec
Abl, changer sa conformation et compromettre son état inactif. c-Abl est impliquée dans
plusieurs processus cellulaires, incluant la différenciation, le cycle et la division cellulaire,
la mort cellulaire, la réponse au stress (en stabilisant p73 et p53), I’adhésion et la
transmission de 1’information via les intégrines (Sawyers et al., 1994; Sirvent et al., 2008;
Van Etten, 1999; Wang, 2000; Yuan et al., 1999). L’activation de c-Abl cytoplasmique
joue un réle important dans les réponses cellulaires induites par les facteurs de croissance,
incluant la synthése d’ADN et 1’assemblage de la F-actin. c-Abl a aussi des fonctions
négatives sur la prolifération cellulaire (Sawyers et al., 1994; Wen et al., 1996). En effet, c-
Abl a des fonctions antagonistes selon sa localisation cellulaire. Dans les noyaux, c-Abl est
activée en réponse aux dommages a I’ADN et contribue a I’apoptose (Wang et al., 2000).
La protéine c-Abl nucléaire induit un blocage en G1 dans le cycle cellulaire, tandis que c-
Abl cytoplasmique va activer la mitogenése (Vigneri and Wang, 2001). La protéine
nucléaire affecte également la mobilité et 1’adhésion cellulaire (Taagepera et al., 1998). Le
role positif mitogénique d’Abl a été révélé par des études fonctionnelles dans des cellules
Abl-déficientes. Ces cellules montrent un retard dans la synthése de ’ADN suite a
I’induction en présence de sérum et du facteur de croissance PDGF (Furstoss et al., 2002;

Plattner et al., 1999).

Le role oncogénique et le réarrangement d’4ABLI ne se limite pas a la LMC et la
t(9;22)/BCR-ABLI. A ce jour, quatre autres génes fusionnés & ABLI ont été décrits: ETVG,
ZMIZI1, EMLI et NUP214 (De Brackeleer et al., 2011b). Dans ces fusions, le domaine
kinase de ABLI1 est toujours présent avec soit le domaine hélice-boucle-hélice ou le
domaine « coiled-coil » du partenaire en N-terminal. Citons comme exemple, la présence
du domaine hélice-boucle-hélice de ETV6 dans la fusion ETV6-ABLI associée a la
translocation t(9;12)(q34;p13) retrouvée dans la leucémie aigué€ lymphoide (LAL), la LMC
et la LAM ou les conséquences de la fusion sont semblables a ceux de la fusion BCR-
ABLI, soit une activation constitutive de la kinase (Andreasson et al., 1997; Hannemann et
al., 1998; Papadopoulos et al., 1995).

Le gene BCR contient 23 exons et occupe une région de 135 kb sur le chromosome 22. 11

code pour deux protéines de 160 et 130 kDa issues respectivement des ARNm de 6,7 et 4,5



11

kb. L’expression de BCR est ubiquitaire dans les cellules humaines (Collins et al., 1987,
Hariharan and Adams, 1987; Heisterkamp et al., 1985). Dans les tissus murins et humains
le niveau de ’ARNm est plus élevé dans le cerveau et les cellules hématopoiétiques
(Collins et al., 1987; Zhu et al., 1990). La protéine Ber est exprimée plus fortement dans
les premiers stades de la différenciation my¢loide avec un niveau d’expression plus faible
dans les neutrophiles matures (Wetzler et al., 1993). Elle est essentiellement cytoplasmique
mais aussi détectable dans le noyau ou elle pourrait se lier a 'ADN (Wetzler et al., 1995).
La perturbation des fonctions de Ber est importante dans la pathogénése de la LMC.
Seulement la partie N-terminale de Ber est présente dans la fusion Ber-Abl. Elle comprend
un domaine d’oligomérisation et un domaine sérine/thréonine kinase, nécessaires au
potentiel transformant de la fusion BCR-ABLI dans les cellules lymphoides et les
fibroblastes transformés (McWhirter et al., 1993). Ce dernier domaine comprend trois sites
de liaison SH2 capables d’interagir avec des protéines ayant des domaines SH2 et inclut un
résidu TYR177 nécessaire pour la liaison a Grb2 (« growth factor receptor-bound protein
2 ») et pour I’activation de la voie de signalisation RAS (Ma et al., 1997; Reuther et al.,
1994). Le centre de la protéine Ber est composé de séquences DBL-like stimulant
I'échange GTP-GDP par les Rho-GEF (Guanine nucleotide Exchange Factor) (Denhardt,
1996; Goldman and Melo, 2003). Ce domaine GEF peut lier la protéine ERCC3 impliquée
dans la réparation de ’ADN (Maru et al., 1999). La région COOH terminale de Bcr
contient le domaine RAC-GAP composé de séquences homologues aux domaines
catalytiques des protéines GAP (GTPases-activating protein) qui agissent sur Rac et
régulent la polymérisation de 1'actine ainsi que l'activit¢ NADPH oxydase des macrophages
et des neutrophiles. En effet, une augmentation du métabolisme oxydatif des neutrophiles a
¢été démontrée dans un modele de souris « Ber-null » ce qui suggere un role de Ber dans la

régulation de la production de radicaux superoxydes (Voncken et al., 1995b).

Dans la t(9;22), le point de cassure au niveau d’4BL1 est localisé soit en amont de 1’exon
1b ou en aval de I’exon la (Figure 3), ou plus fréquemment entre 1’exon 1b et ’exon la
(Melo, 1996). Chez la plupart des patients porteurs de LMC ainsi qu’un tiers des patients
avec LAL pré-B Ph positif, le point de cassure au niveau de BCR est situé¢ dans une région
de 5.8 kb qui couvre les exons el2-e16 (anciennement nommés b1l-b5) appelée « major
breakpoint cluster region » M-bcr. L’épissage alternatif donne les transcrits de fusion

el3a2 (ou b2a2) et el4a2 (ou b3a2) qui génerent une protéine de 210 kDa p210BCR-ABL1
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(Faderl et al., 1999). Chez deux tiers des patients LAL-B Ph positif ainsi que dans de rares
cas de LMC, le point de cassure est localisé dans une région de 54.4 kb entre les exons e2
et €2’ (minor breakpoint cluster region ou m-bcer), qui génére le transcrit ela2 se traduisant
en protéine pl90BCR-ABLI1. Le troisiéme point de cassure est le p-ber qui donne une
protéine de fusion de 230 kDa (p230BCR-ABL1), retrouvée dans les leucémies chroniques
neutrophiliques (Pane et al., 1996) (Figure 3).

La fusion BCR-ABLI contient plusieurs domaines fonctionnels distincts de ABLI1
excluant son domaine N-terminal absent de la fusion, lui permettant de se libérer de son
autoinhibition. Les autres domaines d’ABL1 sont tous présents, soit les domaines SH3,
SH2, le domaine tyrosine kinase SH1, le domaine de fixation a I’ADN et les domaines de
liaison a D’actine (Figure 3). A Dextrémité N-terminale de la fusion, le domaine
d’oligomérisation de BCR assure ’activation constitutive de la fonction tyrosine kinase
d’ABL1 et la localisation majoritairement cytoplasmique de la protéine BCR-ABLI
(Goldman and Melo, 2003). La protéine de fusion BCR-ABL1 étant exprimée a partir de la
région promotrice de BCR, démontre un profil d’expression similaire 8 BCR au niveau de
la différenciation my¢loide (Wetzler et al., 1993). La fonction principale de I’oncoprotéine
p210BCR/ABLI1 est enzymatique. En effet, I'activité tyrosine kinase intrinséque de la
protéine ABLI1 est amplifiée par la juxtaposition de la protéine BCR avec son domaine de
dimérisation (DD) (Lugo et al., 1990). Cette tyrosine kinase ainsi activée de fagon
constitutive entraine la phosphorylation de nombreux substrats impliqués majoritairement
dans des voies de signalisation intracellulaires. Ces substrats sont eux-mémes activés en
permanence et entrainent la prolifération cellulaire, la résistance a l'apoptose, et les
phénomeénes d'adhésion. Plusieurs modéles expérimentaux ont ét¢ utilisés pour démontrer
I’effet oncogénique de la fusion BCR-ABLI1 et la spécificité de cette fusion dans
I’induction de la LMC. La fusion Bcr-Abll s’est avéré transformante dans des lignées
cellulaires de fibroblastes murins, des lignées cellulaires hématopoiétiques facteur
dépendantes et dans des cellules primaires de la moelle osseuse (Ren, 2002; Schuster et al.,
2003). Dans un modeéle murin, la transplantation de cellules souches hématopoiétiques
exprimant Ber-Abll induit la leucémie et des syndromes myéloprolifératifs, indiquant un
role direct de la fusion dans la LMC (Daley et al., 1990; Elefanty et al., 1990; Voncken et
al., 1995a). Cependant, plusieurs modeles expérimentaux ont étudi¢ la fusion BCR-ABL1

in vivo sous l’effet de promoteurs puissants, ce qui laisse plusieurs questions non
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répondues sur les effets réels de la fusion BCR-ABL1 dans les cellules hématopoiétiques
primaires humaines. Par contre, ces modeles ont aussi été importants pour 1’identification

de cibles thérapeutiques potentielles.
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Figure 3. La translocation chromosomique t(9;22)(q34.1;q11.2) et ses différents
produits de fusion.

Suite a la translocation t(9;22) et I’échange entre les bras longs des chromosomes 9 et 22,
le chromosome Philadelphie (Ph) porteur de I’oncogéne de fusion BCR-ABLI, est produit.
Trois points de cassure principaux sont décrits au niveau du géne BCR. M-bcr (major
breakpoint cluster region), m-ber (minor breakpoint cluster region) et p-ber. Les points de
cassure au niveau d’4BLI sont en amont de 1’exon 2. Les différents transcrits de fusion
el3a2 (b2a2) et e14a2 (b3a2) (point de cassure M-bcr) traduits en oncoprotéine p210BCR-
ABLI, le transcrit ela2 (point de cassure m-bcr) traduit en p190BCR-ABLI et le transcrit
el9a2 (point de cassure p-ber) traduit en p230BCR-ABLI. Dans la LMC classique,
I’oncoprotéine de fusion BCR-ABL1 est la p210BCR-ABL1 qui contient en N-terminal,
les domaines de la protéine BCR, soit le domaine de dimérisation (DD), le domaine de
liaison SRC-homology 2 [SH2], et les domaines Rho GTP-GDP exchange-factor [GEF].
La partie C-terminale de I’oncoprotéine contient la majorité des domaines fonctionnels
d’ABL1. Les SRC-homology regions 3, 2, 1 (SH3, SH2, SHI1 : domaine kinase) et les
domaines de liaison a I’ADN et a I’actine.
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1.4.2. Effet oncogénique de la fusion BCR-ABL1

La localisation de I’oncoprotéine p210BCR-ABL1 de fagon prédominante dans le
cytoplasme (Ren, 2002), lui permet de phosphoryler plusieurs protéines qui vont se
rassembler dans des complexes protéiques transmettant des signaux mitogéniques et
antiapoptotiques (Cortez et al., 1996). La fusion BCR-ABL1 déclenche dans les cellules
hématopoiétiques, [’activation de plusieurs voies de signalisation intéressant la
prolifération cellulaire, 1’apoptose, 1’adhésion et la migration, ainsi que des anomalies de

réparation de I’ADN, sujets qui seront discutés dans les sections suivantes.

1.4.2.1. Activation des voies de signalisation RAS et MAPK

Dans la leucémogenése, la voie de signalisation RAS activant la prolifération cellulaire est
impliquée dans la LMC induite par la fusion BCR-ABLI. Elle est aussi activée suite a
I’altération d’autres genes comme FLT3 et KIT (Steelman et al., 2008). Dans la LMC,
’activation de la voie RAS débute par I’interaction de la fusion Ber-Abll avec le complexe
Grb2. Ceci se fait via son site de liaison avec la portion Ber de la fusion ainsi que le
recrutement et la phosphorylation de I’adapteur Shc (Puil et al., 1994) (Figure 4).
L'autophosphorylation du résidu tyrosyl 177 de BCR procure un site d'ancrage au domaine
SH2 de GRB2 (Pendergast et al., 1993). L'équipe de Bhatia (Modi et al., 2011) a
récemment démontré que le « knockdown » de Grb2 inhibe de facon significative la
prolifération et la survie des cellules humaines CD34+ exprimant la fusion (Modi et al.,
2011). Grace a son domaine SH3, Grb2 recrute la protéine Sos « Son Of Sevenless » qui
favorise 1'échange d'un GDP contre un GTP au niveau de Ras, induisant la stabilisation et
I’accumulation de la forme active de Ras (Goga et al., 1995; Pendergast et al., 1993; Puil et
al., 1994; Tauchi et al., 1994). Suite a I’activation de la voie RAS et la cascade des
MAPKinases (MAPK/ERK1/2), des cibles nucléaires sont activées tel que Fos, Jun et Myc
impliquées au niveau de la prolifération cellulaire et la tumorigenése (Burgess et al., 1998;
Hess et al., 2002; Raitano et al., 1995; Sawyers et al., 1992) (Figure 4: axe vert). Ainsi
I’interruption de 1’activité de Myc par I’inhibiteur chimique 10058-F4 exerce un effet anti-
leucémique ainsi qu’une interaction synergique avec 1’imatinib (Fang et al., 2009). Une
autre cible de la voie MAPK/ERK1/2 est le géne PCBP2 qui est un inhibiteur de ’ARNm
de CEBPA, un géne important pour la différenciation hématopoiétique (Chang et al., 2007;
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Eiring et al., 2010). En conclusion, une des conséquences de 1’activation de la voie RAS
est I’expression anormalement élevée de différents génes impliqués de facon directe ou
indirecte au niveau de la transcription et de la réplication de I’ADN, affectant ainsi la

prolifération cellulaire hématopoiétique [67].

1.4.2.2. Activation de la voie de signalisation PI3K/AKT/
mTOR

La voie PI3K/AKT/mTOR (Figure 4: axes orange et jaune) est une voie de signalisation
intracellulaire importante jouant un réle clé dans la régulation de 1’apoptose, le cycle
cellulaire, ainsi que dans 1’angiogenése et 1’homéostasie cellulaire. Elle participe ainsi a
I’équilibre entre la survie et la mort cellulaire, et la rupture de cet équilibre dans les
cellules cancéreuses induit une prolifération cellulaire non contrélée. Dans la LMC, la voie
PI3K est une voie de signalisation trés importante activée par I’expression des protéines
oncogéniques Abll affectant la prolifération, le cycle cellulaire et la survie [86-89]. BCR-
ABLI1 interagit indirectement avec la sous-unité régulatrice p85 de PI3K33 (Jain et al.,
1996), via plusieurs autres protéines incluant Gab2 et Cbl (Jain et al., 1996; Sattler et al.,
2002). L’activation de PI3K via son interaction avec Gab2 est importante dans la
pathogenese de la LMC. En effet, les cellules de la moelle osseuse déficientes en Gab2
sont résistantes a la transformation induite par la fusion BCR-ABL1 (Sattler et al., 2002).
L’activation de la voie PI3K active ensuite la cascade Akt dépendante, qui joue un rdle
important dans la transformation et la survie cellulaire induite par BCR/ABL1 (Skorski et
al., 1997). En effet, Akt phosphoryle plusieurs cibles dont la protéine BAD. BAD est un
membre proapoptotique de la famille Bcl2. Le déséquilibre ou la séquestration des
membres proapoptotiques peut conférer un avantage anti-apoptotique a la cellule
(Salomoni et al., 2000). Le ratio et la distribution pro- vs anti-apoptotique des membres de
la famille Bcl2 localisés dans la mitochondrie sont importants dans I’apoptose. La protéine
BAD phosphorylée est délocalisée de la mitochondrie vers le cytoplasme par la protéine
14-3-3. L apoptose est ainsi inhibée via BAD (Datta et al., 1997) (Figure 4: axe orange).
Un autre exemple de génes cibles de Akt est FOXO3, dont la forme activée inhibe la
transcription de la protéine anti-apoptotique Bim (Stahl et al., 2002). Les protéines mTOR

« Mammalian target of rapamycin » sont aussi impliquées dans la voie PI3K/Akt. Ces
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cibles thérapeutiques intéressantes sont catégorisées selon leur sensibilité a la rapamycine.
Les protéines mTOR activent les protéines kinases qui sont impliquées dans la biosynthese
des ribosomes et la traduction de protéines ayant un rdle dans la transition G1-S (Benjamin
et al., 2011). Récemment, il a été démontré que le complexe rapamycin-insensible (RI)-
mTORCI joue un réle important dans la traduction des ARNm des génes impliqués dans
les réponses aux mitogeénes dans les cellules BCR-ABL1 positives. Par ailleurs, mTORC2
aurait un role dans la survie et la prolifération de ces cellules. Dans la LMC résistante a
I’Imatinib (IM) I’activation de la voie PI3K/Akt/mTOR a été¢ impliquée dans la survie des
cellules leucémiques (Burchert et al., 2005). Burchert et al., ont démontré que le traitement
a ’IM active cette voie dans les cellules primaires leucémiques BCR-ABL1 positives in
vitro, ainsi que chez les patients en phase chronique de LMC in vivo. Les inhibiteurs
chimiques ainsi que des ARNs d’interférence ciblant mTor antagonisent le développement
de la résistance a I’'IM. Lorsque ’on cible les deux complexes mTORC2 et mTORC]1 par
un inhibiteur chimique qui induit I’inhibition de ’assemblage des polysomes (OSI-027)
chez des patients atteints de LMC, cela réprime la prolifération des progéniteurs
leucémiques et induit I’apoptose, méme dans les cellules résistantes exprimant la mutation
T3151-BCR-ABLI (Carayol et al., 2010).

Cependant I’inhibition de mTor contourne la résistance a I’IM seulement quand la voie Akt
est fortement activée. Malheureusement, les patients porteurs de LMC résistants a I'IM
avec des mutations de la kinase BCR-ABLI et les patients porteurs de LAL avec fusion
BCR-ABL1 réfractaires au traitement, ont des mutations de la kinase indépendante de
I’activation de la voie Akt (Burchert et al., 2005). Enfin notons aussi que 1’activation de la
voie PI3K/mTOR contribue a la production des especes réactives de 1'oxygene (ROS) via
I’augmentation du métabolisme du glucose et de 1’activité de la chaine mitochondriale de

transport des électrons (Kim et al., 2005).

1.4.2.3. Activation de la voie de signalisation JAK/STAT

L’activation de STATS (Figure 4, axe bleu) est particuliérement liée a la transformation
my¢loide incluant les lignées granulocytaires, monocytaires, érythroides et
mégacaryocytaires. L’activation constitutive de cette voie a été décrite dans la LMC, les
érythroleucémies, les LAL, les SMPs et dans différents types de cancer (Kotecha et al.,

2008). La voie STATS est une des premicres voies identifiées comme activées
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constitutivement par les fusions p210BCR-ABL1 et pl190BCR-ABL1 (Carlesso et al.,
1996; Ilaria and Van Etten, 1996; Shuai et al., 1996). BCR-ABL1 induit directement la
phosphorylation et la dimérisation de STATS, entrainant sa translocation nucléaire pour se
lier a ’ADN, induisant ainsi 1’activation de genes cibles. Dans plusieurs systémes
expérimentaux, la protéine STATS a été démontrée comme étant essentielle pour la survie
des cellules leucémiques. La signalisation JAK-STAT est normalement activée par les
cytokines. L’activation de JAK2 et de STATS dans les cellules BCR-ABLI transformées
dépend de D’activité de la kinase ABLI. En effet, le traitement a 1I’'IM inhibe la
phosphorylation de JAK2 et de STATS (Fernandez de Mattos et al., 2004; Xie et al., 2001).
De plus, le traitement des cellules BCR-ABLI positives avec des inhibiteurs de JAK2 ou la
délétion de STATS, induit I’apoptose méme dans des cellules résistantes a I’'IM (Hoelbl et
al., 2010; Samanta et al., 2009; Samanta et al., 2006). 11 a ét¢ démontré que la voie STATS
est indépendante de JAK2 dans les cellules BCR-ABLI1 positives (Xie et al., 2001).
Récemment, Hantschel et collaborateurs (Hantschel et al., 2012) ont démontré dans des
modeles de leucémie chez la souris, que JAK2 est essentielle pour la transformation
lymphoide initiale. Toutefois, la transformation my¢éloide initiale et le maintien de la LMC
ne requierent pas JAK2 mais sont dépendantes de STATS. Les études biochimiques et
pharmacologiques présentées par ces auteurs suggerent aussi que la fusion BCR-ABL1
phosphoryle directement STATS. STATS active plusieurs voies anti-apoptotiques en aval
de BCR-ABLI (Carlesso et al., 1996; Ilaria and Van Etten, 1996; Shuai et al., 1996) et est
essentielle pour la transformation oncogénique de BCR-ABL1 (Hoelbl et al., 2006).
Récemment, la protéine Stat3 a aussi €t¢ démontrée comme étant nécessaire pour initier la
transformation. Par contre, la délétion de Stat5 mais pas de Stat3 induit un arrét du cycle
cellulaire en GO/G1 et I’apoptose des cellules Bcer-Abll transformées, sensibles ou
résistantes a 1I’IM in vitro (Hoelbl et al., 2010). En plus de I’activation de Bcl21 par Stat5
(de Groot et al., 2000; Gesbert and Griffin, 2000), Rad51 est aussi activée et est associée a
la résistance aux traitements (Slupianek et al., 2001). Stat5 et Stat3 induisent aussi
I’expression de Myc ainsi que des cyclines D1 et D2 (Horita et al., 2000; Steelman et al.,
2008).
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Figure 4. Les principales voies de signalisation activées dans la leucémie myéloide
chronique.

Transcription
d’ARNm

Axe vert: La voie de signalisation RAS (Rat sarcoma) débute par D’interaction de
I’oncoprotéine de fusion BCR-ABL1 avec le complexe GRB2/Gab2 (growth factor
receptor-bound protein 2) ainsi que le recrutement et la phosphorylation de 1’adapteur SHC
(SRC-homology—containing protein). Le recrutement de la protéine SOS (Son of
Sevenless), qui favorise I'échange d'un GDP contre un GTP au niveau de la protéine RAS
et va induire la stabilisation et ’accumulation de la forme active de RAS. La cascade des
MAPKinases (Rafl, MEK, ERK) est ensuite activée, entrainant I’activation des cibles
nucléaires Fos, Jun et Myc impliquées au niveau de la prolifération cellulaire. Axe orange:
La voie de signalisation PI3K (phosphatidylinositol-3 kinase) réprime le programme de
mort cellulaire et augmente la survie cellulaire. Axe bleu: La voie de signalisation STATS
(signal transducer and activator of transcription 5) est activée par BCR-ABLI1 directement
et/ou indirectement suite a l’activation de JAK2 (Janus kinase 2) ce qui entraine
I’activation des geénes de transcription comme le géne BCL2L1), induisant ainsi un signal
anti-apoptotique. Axe gris: L’adhésion et la motilité¢ cellulaire. BCR-ABLI est associée
avec les composantes de I’adhésion et de la motilité cellulaire (actine, paxillin, FAK (Focal
adhesion kinase) et CAS) ce qui va augmenter la motilité cellulaire et diminuer 1’adhésion
cellulaire.
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1.5.Traitement de la leucémie myéloide chronique

La progression du traitement de la LMC d’une thérapie non spécifique a une thérapie
ciblée a I’anomalie moléculaire représente un exemple de réussite dans I’histoire du

traitement des cancers.

1.5.1. Avant I’ére de I’imatinib

Avant la mise au point d’un traitement moléculaire ciblé, deux options thérapeutiques
dominaient la prise en charge des patients atteints de LMC. La premicre option était
l'allogreffe de cellules souches hématopoiétiques, seul traitement curatif, qui permet
I'¢limination des cellules tumorales grace au régime de conditionnement et a l'effet GVL
(greffon versus leucémie). Dans la littérature, la survie sans récidive a quatre ou cinq ans
chez les patients en PA de la LMC traités par allogreffe, est de 18% a 49% selon les études
(Gratwohl et al., 2006; Jiang et al., 2011; Kantarjian et al., 2005; Martin et al., 1988). En
raison des développements récents dans le traitement de la LMC, la transplantation est
actuellement indiquée dans les cas ou les patients ne répondent pas au traitement avec des
inhibiteurs de la tyrosine kinase (ITK) ou dans la phase avancée de la maladie. La
deuxiéme option était 1’utilisation de l'interféron alpha (IFN-alpha), susceptible d'induire
des réponses cytogénétiques complétes et durables dans 10 a 30%, avec une survie
atteignant plus de 10 ans chez les patients avec une réponse cytogénétique complete
(Bonifazi et al.,, 2001). L’IFN prolonge la survie des patients comparativement a la
chimiothérapie conventionnelle, avec une survie a 3 ans de 76% vs 53% (Kantarjian et al.,
1985). L’interféron a été incorporé dans le traitement des cancers en raison de ses
propriétés immuno-modulatrices et antiprolifératives. Led Verma et al. ont étudié
I’influence de I’interféron sur les leucocytes humains. En présence d’interféron, un déclin
dans la formation des colonies myé¢loides est observé, avec blocage de différenciation des
précurseurs myéloides de la moelle osseuse et augmentation du pourcentage des
progéniteurs granulocytaires immatures (Verma et al., 1979).

La premiere étude clinique utilisant I’IFN-alpha chez des patients atteints de LMC a
démontré une rémission hématologique chez 5 des 7 patients étudiés, avec une dose plus
¢levée que celle utilisée dans d’autres types de cancers, soit 9 millions U/jour, suggérant un

effet dose-réponse dans la LMC (Talpaz et al., 1983). Par la suite d’autres études chez des
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patients en phase chronique de la LMC utilisant les mémes doses d’IFN, ont montré que
80% des patients atteignent une réponse hématologique, dont 70% avec une rémission
hématologique compléte (CHR) et disparition des signes cliniques (Talpaz et al., 1987).
L’IFN-alpha est devenue la premiere thérapie liée non seulement a une réponse
hématologique compléte, mais aussi a une rémission cytogénétique durable associée a une
meilleure survie. Cependant de nombreux effets secondaires de I'IFN ont été décrits,
nécessitant l'interruption du traitement dans prés de 20% des cas. Le mécanisme d'action
de I’interféron demeure mal compris. Il posséde surtout des propriétés antiprolifératives
reliées a son effet sur le cycle cellulaire, principalement sur I’arrét en G1 (Roos et al.,
1984). 1l a été démontré que I’arrét du cycle cellulaire est associé a la surexpression des
inhibiteurs des cdks (cyclin-dependent kinases) p15, p19, p21 et p27 induisant I’arrét en
Gl (Matsuoka et al., 1998; Sangfelt et al., 1999; Sangfelt et al., 1997). L’arrét du cycle
cellulaire est aussi associ¢ a la diminution de 1’expression du facteur de transcription MYC
(Einat et al., 1985; Jonak and Knight, 1984; Sarkar et al., 2006) et a I’inhibition de la
phosphorylation du suppresseur de tumeur RB1. La forme non phosphorylée de RBI1 se lie
a D’activateur transcriptionnel E2F, induisant ainsi un arrét en G1 (Burke et al., 1992;
Kumar and Atlas, 1992; Thomas et al., 1998). D’autres voies cellulaires sont activées suite
au traitement a I’IFN type I incluant I’interféron a. En effet, une cascade de signalisation
cellulaire est activée suite a I’hétérodimérisation des IFN type I avec les sous-unités des
récepteurs transmembranaires [IFNAR1 et IFNAR2, activant les kinases associées aux
récepteurs Jakl et Tyk2. Plusieurs protéines cellulaires sont phosphorylées suite a la
liaison de I'IFN a ces récepteurs, dont Statl, Stat2, Stat5, ISGF3 (Interferon stimulated
gene factor 3), p38 MAPK, Akt, Crk, ainsi que les voies de signalisation en aval de PI3K,
impliquant Akt et mTOR (Bekisz et al., 2010). Ces protéines affectées par I'IFN activent

I’apoptose et donne un avantage antiprolifératif aux cellules traitées (Bekisz et al., 2010).

1.5.2. L’imatinib

Les travaux de Brian Druker, Nicholas Lydon et Charles Sawyers ont permis de
transformer la LMC en une maladie chronique avec une survie de plusieurs années, sans
nécessiter de traitement de chimiothérapie ou de greffe de cellules souches
hématopoiétiques pour la majorité des patients atteints de cette maladie. Les trois lauréats

du prix Lasker 2009 pour la recherche médicale clinique sont ainsi devenus les inventeurs
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de la premiere thérapie ciblée antitumorale. En 1996, Druker a identifi¢ une molécule
capable d’inhiber la prolifération des cellules de LMC en ciblant I’oncogéne BCR-ABLI.
Découverte en collaboration avec Nicholas Lydon, la molécule a ét¢ nommée « imatinib ».
Le STI571 (signal transduction inhibitor number 571), Imatinib ou Glivec® est un dérivé
2-phényl-amino-pyrimidine, de la famille des tyrphostines qui cible spécifiquement
I’activité tyrosine kinase de ’oncoprotéine ABL1 et des récepteurs KIT et PDGFR «
platelet-derived growth factor receptor ». Il agit par inhibition compétitive de 'ATP au
niveau du site catalytique de la protéine kinase (Figure 6). Une analyse structurale a permis
d'expliquer sa spécificité. Une étude du complexe ABLI1-inhibiteur en cristallographie, a
montré qu'il existait au sein du domaine catalytique d'’ABL1, une poche constituée d'acides
aminés, dont certains, relativement conservés, sont impliqués dans les interactions avec
I'ATP, tandis que d'autres, moins conservés se lient a l'inhibiteur. La formation du
complexe kinase-inhibiteur n'est possible que dans une conformation active avec
phosphorylation d'un résidu tyrosine situé¢ au sein d'une boucle d'activation (Schindler et
al., 2000). I1 en résulte un blocage des cascades des protéines kinases (MAP, JAK,... etc.)
qui sont activées par I’oncoprotéine BCR-ABLI1. Ainsi, le STI571 provoque la mort des
cellules avec la translocation t(9;22). Cette molécule peut induire une rémission compléte
dans plus de 80% des patients (Druker et al., 2001; O'Brien et al., 2003). Le STI571 a été
étudié¢ dans une importante étude randomisée de phase III, I’étude IRIS « International
Randomised Study of Interferon versus STI571 » dont I’objectif était de comparer le
STI571 a une dose de 400 mg par jour avec le traitement standard (IFN-a et ara-C) chez
1106 patients en phase chronique de la LMC (Hughes et al., 2010; O'Brien et al., 2008;
O'Brien et al., 2003). Selon I’étude IRIS, 98% des patients traités par le STI5S71 ont une
réponse hématologique compléte a 5 ans (tableau I). Un autre critére de réponse étudié
¢tait la réponse cytogénétique qui évalue le pourcentage de cellules avec la translocation
t(9;22) dans 20 métaphases analysées au niveau de la moelle osseuse. La réponse
cytogénétique compléte correspond a I’absence du chromosome Philadelphie dans les 20
mitoses analysées (tableau I). Dans 1’étude IRIS, comparativement aux patients traités avec
I’IFN, les patients traités avec le STIS71 avaient une réponse cytogénétique majeure
(MCyR) (87% vs 35%) et une réponse cytogénétique complete (CCyR) (76% vs 15%)
significativement plus importante. Aprés 60 mois, la survie sans éveénement ou EFS «
event-free survival » des patients traités avec le STI571 était de 80% et la survie sans

transformation ou TFS « transformation-free survival », de 93% (Druker et al., 2006). Le
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suivi des patients de 1’étude randomisée IRIS apreés 7 ans, continue de montrer des
réponses cytogénétiques et hématologiques durables et a révélé un taux de CCyR a 82%,
avec un EFS de 81%, un TFS de 93%, ainsi qu’une survie globale ou OS «overall
survival» de 86% (Hughes et al., 2010).

Une diminution de 3 logs a été retenue pour définir la RMM (réponse moléculaire majeure)
car les patients ayant atteint ce niveau dans les 18 premiers mois de traitement ont survécu
sans progression de la LMC durant au moins 5 ans. Une RMM est donc définie comme
étant la réduction des transcrits BCR-ABLI d’au moins 3 logs, déterminée a partir d'une
valeur médiane établie (Druker et al., 2006).

Récemment un autre parametre a ét¢ défini pour décrire la réponse moléculaire, le score
International Scale (IS). Cette échelle a été suggérée par Hughes et coll. afin de
standardiser la détection quantitative des transcrits BCR-ABLI dans les laboratoires
cliniques (Hughes et al., 2006). Un score IS de 0.1% détermine une RMM (Branford et al.,
2008; Hughes et al., 2006).

Tableau 1. Définition des réponses hématologique, cytogénétique et moléculaire
d’aprés Baccarani et al.

(Baccarani et al., 2009a):

Type de réponse Définition
Réponse hématologique complete Leucocytes < 10 000/mm3 et absence de
my¢lémie
Basophiles < 5%

Plaquettes < 450 000/mm’
Rate non palpable et absence d’atteinte
extra-médullaire

Réponse cytogénétique Compléte: métaphases Ph+ : 0%
Partielle: métaphases Ph+ : 1-34%
Mineure: métaphases Ph+ : 35- 65%
Minimale: métaphases Ph+ : 66-95%
Aucune: métaphases Ph+ > 95%

Réponse moléculaire Majeure: BCR-ABL1/géne contrdle IS % <
0.1%
Complete: BCR-ABL1 indétectable
(sensibilité > 0.0001)
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Des effets secondaires peuvent étre observés lors d’un traitement a 1’IM, les plus fréquents
¢tant des nausées (65% des patients), des vomissements (49%), des diarrhées (37%), de
I’cedéme périorbitaire (60%), des crampes musculaires (32%), des arthralgies (12%) et une
rétention liquidienne (11%). L’anémie, la thrombopénie, et la neutropénie sont aussi

rapportées comme effets secondaires hématologiques (Druker et al., 2001).

1.5.3. Les inhibiteurs de tyrosine kinase de deuxieme génération

1.5.3.1.1. Le nilotinib

Produit aussi par Novartis (Tasigna, AMN107; Novartis, Basel, Switzerland) le nilotinib,
un analogue de I'IM inhibe également I’ATP de fagon compétitive, mais il est
approximativement 30 fois plus efficace que I’IM (concentration inhibitrice médiane ou
IC50 <30 nM versus IC50 de 90 nM pour I'IM (Cowan-Jacob et al., 2007). Il inhibe
¢galement KIT (IC50 = 90 nM), PDGFR (IC50 = 72 nM) (Manley et al., 2005; Weisberg
et al.,, 2005) et la kinase relié¢e a ABL1, ARG ainsi que le récepteur ephrin EPHB4
(Weisberg et al., 2005). L’analyse cristallographique du complexe nilotinib/Bcr-Abll
démontre que cet inhibiteur est capable de se lier aux conformations actives et inactives de
Ber-Abll fournissant ainsi une explication au gain d’efficacité du nilotinib noté dans les
cellules leucémiques résistantes a 1I’IM. Le nilotinib prolonge la survie des souris
transplantées avec des lignées cellulaires hématopoiétiques ou des cellules primaires Ber-
Abl1 positives. Il prolonge aussi la survie des modeles de souris avec une LMC résistante a
I’IM (Weisberg et al., 2005).

Plusieurs des mutations de BCR-ABL1 induisant une résistance a 1’IM sont contournées
par le nilotinib. En effet, 32 des 33 mutations de BCR-ABL1 qui induisent une résistance a
I’IM sont inhibées in vitro a différentes concentrations par le nilotinib. La plupart des
patients qui présentent des mutations dans le domaine kinase répondent au nilotinib alors
qu’aucune réponse n’est observée chez les patients qui ont la mutation T3151 (O'Hare et
al., 2005a; Weisberg et al., 2006). L’efficacité du nilotinib a été confirmée dans I’étude de
phase III ENESTn («Evaluating Nilotinib Efficacy and Safety in Clinical Trials—Newly
Diagnosed Patients»), ou le nilotinib était utilisé deux fois par jour a 300mg ou 400mg
chez des patients en phase chronique de la LMC. Par la suite, une étude avec un suivi de 24

mois sur le traitement de patients avec LMC résistants a I’'IM, traités avec le nilotinib,
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montre que 124 des 321 patients (39%) ont continué le traitement au nilotinib, 59% des
patients ont obtenu une CyR (réponse cytogénétique), dont 44% avaient une CCyR et 56%
avaient une MCyR. Par ailleurs, 84% des patients avec CCyR maintenaient cette réponse a
24 mois avec une survie a 24 mois de 87%. Cette étude a démontré 1’efficacité du nilotinib

chez les patients résistants a I’IM en phase chronique de la LMC (Kantarjian et al., 2011).

1.5.3.1.2. Le dasatinib

Dasatinib (SPRYCEL®, BMS-354825; Bristol-Myers Squibb) est le premier inhibiteur de
Src et Ber-Abll approuvé par la FDA « Food and Drug Administration » pour le traitement
de la LMC chez les patients résistants ou intolérants a I’IM dans la phase chronique de la
LMC mais aussi dans les phases accélérée et blastique, et dans les LAL avec t(9;22). En
plus d’inhiber ABL1, dasatinib inhibe les récepteurs KIT, PDGFR, ephrin EPHB4 ainsi
que plusieurs membres de la famille des tyrosines kinases Src impliqués dans différentes
voies de signalisation intracellulaire ayant un réle dans la prolifération, la différenciation,
la migration, la survie cellulaire, et ’angiogenése. Cette famille inclut SRC, FYN, YESI,
HCK, LYN, FGR, LCK et BLK. L’expression des 3 premiers membres est ubiquitaire, alors
que l’expression des autres est restreinte au systéme hématopoiétique (Abram and
Courtneidge, 2000). En plus d’agir sur la forme inactive d’ABLI1, le dasatinib agit aussi sur
sa forme active, qui est similaire a la conformation des protéines Src (Tokarski et al.,
2006). 11 a été démontré que le dasatinib bloque la transition G1/S et inhibe la croissance
cellulaire normale et néoplasique (Fabarius et al., 2008). Comparativement a I’'IM, le
dasatinib a une plus grande affinité pour ABL1 avec une activité¢ 325 fois plus forte. Son
ancrage se fait au niveau du site de fixation de ’ATP, mais de fagon opposée a celle de
I’'IM (Figure 5). Ceci expliquerait son efficacité dans les cas de LMC avec présence de
mutations causant une résistance a I’IM car il ne se lie pas aux résidus mutés. Le dasatinib
semble étre avantageux dans la maladie résistante a I’IM avec une inhibition directe de 21
des 22 mutations BCR-ABLI1 résistantes a I’IM (Burgess et al., 2005; O'Hare et al., 2005b;
Shah et al., 2004). Une étude récente de phase III (DASISION), a comparé le dasatinib
(100 mg une fois par jour) avec I’IM (400 mg par jour) pendant 12 mois chez 547 patients
en phase chronique de la LMC. Avec un suivi de 12 mois, les réponses au dasatinib vs

I’IM étaient de 83% pour la CCyR (vs 72%) et 46% pour la RMM (vs 28%). Le taux de



25

progression en phase blastique était de 1.9% pour le dasatinib et 3.5% pour I'IM
(Kantarjian et al., 2010). Récemment, ’efficacit¢ du dasatinib a été confirmée avec un
suivi de 24 mois ou 2.3% des patients traités au dasatinib progressent en phase accélérée et

blastique comparativement a 5% des patients traités a I’'IM (Kantarjian et al., 2012).

Nilotinib Dasatinib

Av

Nilotinib Dasatlnlb

Figure 5. Structure d'ABL1 liée a I'imatinib, au nilotinib et au dasatinib.

A) Représentation des structures cristallographiques de la kinase ABLI1 liée a I’imatinib
(IM) (vert), au nilotinib (rouge) et au dasatinib (bleu) et comparaison des différents modes
de liaison des trois inhibiteurs d’ABL1. B) La position de la P-loop (rouge) et de la A-loop
(violet) varie selon la conformation de la kinase. Si la kinase est activée, la P-loop adopte
une conformation étendue et l'extrémité N-terminale de la loop d’activation adopte une
conformation active (dasatinib, a droite). Si la kinase est inactive, la P-loop est courbée sur
I’inhibiteur (en jaune) alors que I’extrémité N-terminale de la loop d’activation adopte une
conformation inactive (a gauche et au milieu). L’IM et le nilotinib bloquent la kinase dans
une conformation inactive. L hélice verte est I’hélice C, qui bouge selon I’état actif ou
inactif des kinases (Weisberg et al., 2007). Figure reproduite de Nature Reviews Cancer,
7(5),Weisberg E et al., « Second generation inhibitors of BCR-ABL for the treatment of
imatinib-resistant chronic myeloid leukemiay, 345-56, copyright 2007, avec permission de
nature publishing group.
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1.5.4. La résistance a I’imatinib et aux inhibiteurs de tyrosine
kinase de deuxiéme génération

1.5.4.1. La résistance dépendante de la fusion BCR-ABL1

La réponse des patients atteints de LMC traités avec I’IM est variable. Certains patients ne
répondent pas a 'IM et ce, dés le début du traitement. C’est ce que ’on appelle une
résistance primaire. Selon [’étude IRIS, les patients avec une résistance primaire
n’obtiennent pas de RHC en-dedans de 3 mois. Les patients qui n’ont pas de réponse
cytogénétique partielle en-dedans de 12 mois ou de CCyR en-dedans de 18 mois ont aussi
une résistance primaire a I’IM (Alvarado et al., 2009; Baccarani et al., 2006). D’autres
patients perdent leur réponse initiale a I’'IM et développent une résistance secondaire. Avec
un suivi de 5 ans, 17% des patients traités avec I’IM ont rechuté apres avoir eu une réponse
initiale (Druker et al., 20006).

Plusieurs mécanismes peuvent expliquer la résistance a I’IM et sont catégorisés en deux
groupes : la résistance liée a la fusion BCR-ABLI et la résistance indépendante de la
fusion. Le premier groupe est le mieux caractéris¢€. Les lignées cellulaires générées a partir
de cellules de patients résistants a 1’IM, ainsi que les cellules murines Ber-Abll positives
ont été utilisées comme modeles expérimentaux pour étudier les mécanismes de résistance.
Ces études ont ensuite été validées chez des patients avec LMC résistants a 1I'IM
(Hochhaus, 2003). La fréquence des mutations au niveau de BCR-ABL1 varie de 40% a
90% dépendamment de la définition de la résistance, du type de résistance et de la phase de
la LMC (Barnes et al., 2005; Corbin et al., 2003; Hochhaus and La Rosee, 2004; Hughes
and Branford, 2006; Lowenberg, 2003; Shah et al., 2002). Une des stratégies pour
contourner la résistance au traitement chez les patients en phase chronique de la LMC,
consiste a intensifier le traitement et a augmenter la dose d’IM a 600 ou 800mg par jour.
Cette dose est généralement tolérée, mais certains patients développent une toxicité qui
peut étre séveére nécessitant une diminution de la dose. En plus, malgré une réponse
hématologique et cytogénétique obtenue en début de traitement, ces réponses ne semblent
pas étre durables dans certains cas (Baccarani et al., 2009b; Kantarjian et al., 2009;
Kantarjian et al., 2003). Les mutations dans le DK peuvent induire des changements de
conformation au niveau de Ber-Abll, ce qui peut affecter la capacité de I’IM a s’ancrer et a
inhiber 1’activité de Ber-Abll (O'Hare et al., 2005a). Le séquengage moléculaire a révélé

plus d’une centaine de mutations différentes dans les spécimens de patients avec LMC qui
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ne répondent pas au traitement a I’IM (Branford, 2007; Ernst et al., 2009; Hughes et al.,
2009). Certains patients peuvent avoir plus d’une mutation au niveau de la fusion, ce qui
confére une résistance accrue (Quintas-Cardama et al., 2009; Shah et al., 2007).

Les études réalisées en cristallographie ont montré que des acides aminés bien définis,
situés dans le domaine tyrosine kinase et sa poche de liaison a I’ATP, sont essentiels pour
la fixation spécifique de I’IM. Le résidu Tyr 1294 de la fusion BCR-ABLI, (correspondant
au résidu Tyr 242 de ABL1) localisé dans la boucle d’activation du domaine kinase, doit
étre déphosphorylé et la kinase doit étre préférentiellement en configuration inactive pour
pouvoir lier 'IM. Tout ce qui modifie ceci peut entrainer une diminution de la liaison de
I’IM a BCR-ABL1 (Schindler et al., 2000). La premiére mutation qui a été décrite est une
mutation d’un nucléotide qui entraine la modification d’un acide aminé, la thréonine, situé
au cceur de la liaison entre BCR-ABLI1 et I’IM, pour une isoleucine au niveau du codon
315 de la protéine ABL1 (T315I) (Gorre and Sawyers, 2002). La thréonine en position 315
forme un pont hydrogeéne avec I’IM dans le site actif de ABLI1, et une mutation de ce
résidu conduit a la perte de cette liaison hydrogene. Cette mutation ne semble pas conférer
un avantage prolifératif aux cellules lorsque comparé a des cellules Ber-Abll positives
sauvages non traitées a I’'IM et n’induit pas une phosphorylation importante des substrats
cibles. Par contre, le traitement a 1I’IM sélectionne clairement les cellules leucémiques
exprimant cette forme mutante de Bcr-Abll in vivo et in vitro (Miething et al., 2006).
L’effet de la mutation T315I reste liaison spécifique et représente une des causes majeures
de résistance acquise a I’'IM (Corbin et al., 2003; Gorre and Sawyers, 2002).

Plusieurs autres mutations ont ensuite été caractérisées par séquencage du gene
ABLI, incluant des mutations au niveau des séquences codant pour la P-loop, I’hélice C, le
domaine SH2, le site de liaison du substrat, la A-loop et dans le lobe NH2-terminal
(O'Hare et al., 2007; Roche-Lestienne et al., 2002; Shah et al., 2002). Toutefois, la majorité
des ¢tudes publi¢es concernent des mutations localisées dans le domaine kinase de BCR-
ABLI. Tel que démontré dans la figure 6, les mutations au niveau de BCR-ABL1 qui
confeérent plus de résistance, sont localisées dans le domaine de liaison a I’ATP et au
niveau de la P-loop (résidus 244 a 255) du domaine de la kinase. Les tyrosines kinases
(TK) mutées dans cette région sont dix fois moins sensibles aux tests d’inhibition de la
prolifération in vitro en présence d’IM, et modifient la conformation inactive d’ABL1 en
une conformation active inadaptée a la fixation de I'IM (Branford et al., 2003;

Roumiantsev et al., 2002). D’autres régions d’ABL1 sont affectées par les mutations,
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incluant ’activation de la A-loop (résidus 381-402). La conformation de cette structure
flexible qui régule I’activité¢ de la TK, dépend de 1’état de phosphorylation du résidu
tyrosine 393. Lorsque celui-ci est phosphorylé, la conformation ouverte de la A-loop
permet une grande accessibilité du site catalytique aux molécules d’ATP. Les mutations
dans cette région affectent la conformation de la A-loop en stabilisant sa conformation
active, inadaptée a la liaison de I'IM. En général, les mutations dans la A-loop sont
associées a une faible résistance a I’'IM in vitro, suggérant un bénéfice probable d’une
augmentation de dose de I'IM chez les patients porteurs de mutations dans cette région.
Une série de mutations est détectée plus fréquemment dans la phase avancée de la LMC
(mutations GIn253, Tyr253, Glu255, Thr315, Glu459 et Phe486) (Apperley, 2007). Les
mutations qui touchent les résidus Tyr253, Glu255, Thr315, Met351, et Phe359
représentent 60%-70% de toutes les mutations décrites (Weisberg et al., 2007).
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Figure 6. Activité de l'imatinib et des inhibiteurs de tyrosine kinase de deuxiéme
génération, le nilotinib et le dasatinib, sur BCR-ABL1 sauvage et sur différents
mutants BCR-ABL1 chez des patients porteurs de LMC et représentation du
complexe Imatinib-ABL1.

Dans le tableau, les concentrations (valeurs de la concentration inhibitrice médiane ou
IC50) des inhibiteurs de tyrosine kinase sont représentées en nanomoles par millilitre. Les
concentrations les plus €élevées sont notées en violet suivies par les concentrations notées
en bleu foncé et ensuite en bleu pale. La représentation tridimensionelle de la structure du
domaine kinase d’ABL1 (turquoise) liée a I’imatinib (orange) est illustrée a droite. Le site
de liaison a ’ATP est localisé entre la boucle d’activation (A-loop, violet) et la boucle de
liaison au phosphate (P-loop, jaune). La A-loop contrdle I’activité catalytique d’ABL1 en
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changeant entre différents états dépendamment de la phosphorylation. L’imatinib insére
son groupement pyridinyl sous I’hélice aC dans le lobe NH2-terminal de la kinase ABL1,
gardant la kinase dans sa conformation inactive car I’ATP ne peut plus se fixer (Quintas-
Cardama and Cortes, 2009).

Figure reproduite de Blood, 113(8), Quintas-Cardama A, et Cortes J. « Molecular biology
of bcr-abll-positive chronic myeloid leukemia », p.1619-1630, copyright 2009, avec
permission de Copyright Clearance Center.

Un autre mécanisme de résistance a I’IM est I’amplification de la fusion BCR-ABLI soit au
niveau génomique ou au niveau des transcrits. Plusieurs chercheurs ont généré des clones
résistants a ’IM suite a plusieurs passages des cellules dans des milieux de culture qui
contiennent de I’'IM. Ils ont démontré une activité¢ ¢levée de la kinase ABLI1 reliée a
I’amplification génétique des séquences BCR-ABLI (le Coutre et al., 2000; Mahon et al.,
2000; Weisberg and Griffin, 2000). Cependant tous ces clones sont produits in vitro et
peuvent ne pas étre représentatifs des mécanismes de résistance in vivo. L’étude de
I’équipe de Gorre (Gorre et al., 2001) a démontré une résistance a I’'IM dans des spécimens
de patients avec duplication génique de BCR-ABLI. Plusieurs cas ont ensuite été décrits
mais sans preuve formelle que I’amplification BCR-ABLI est la cause primaire de la
résistance au traitement (Bixby and Talpaz, 2011; Campbell et al., 2002; Morel et al.,
2003).

1.5.4.2. La résistance indépendante de la fusion BCR-ABL1

1.54.2.1. La pompe d’efflux ABCB1

Comme dans d’autres mode¢les en oncogenése, une augmentation de l’expression du
transporteur ABCB1 « ATP binding cassette, sub-family B member 1 », aussi connu sous
le terme Pgp « P-glycoprotein 1 » ou MDRI1 « multidrug resistance protein 1 » qui
détermine la synthése de la pompe d’efflux Pgp, a été décrite initialement dans la lignée
cellulaire LAMAS84R résistante a I’'IM (Mahon et al., 2003).

Le role d’ABCBI in vitro et in vivo dans la résistance a I’IM est un sujet controversé. Il a
¢été relativement bien établi que I’IM est un substrat de la pompe d’efflux Pgp (Hegedus et
al., 2002). En utilisant des lignées cellulaires résistantes a 1’IM, Mahon et al. (Mahon et al.,

2000) ont démontré une augmentation de I’expression de Pgp. Dans une de ces lignées,
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Ber-Abll était amplifié et il n’a pas été déterminé si la résistance a I’IM était reliée a une
amplification de Ab/] ou a une expression augmentée de Pgp. En utilisant deux inhibiteurs
de Pgp différents, Che et Kotaki (Che et al., 2002; Kotaki et al., 2003) ont pu restaurer la
susceptibilité a I’IM durant la phase blastique de la LMC. L’inhibition de ABCBI par ARN
interférence rétablissait une réponse a 1I’I[M dans les lignées cellulaires, associée a une
augmentation dans la concentration intracellulaire de I’'IM (Rumpold et al., 2005; Widmer
et al., 2007). Récemment, Dulucq et collégues ont étudié des polymorphismes dans le géne
ABCBI et ont décrit trois nucléotides polymorphiques, suggérant que différentes séquences
pourraient altérer 1’efficacité¢ de la pompe d’efflux entrainant des réponses thérapeutiques
différentes (Dulucq et al., 2008). Cependant, il n’y a pas de corrélation bien documentée
entre différents polymorphismes de ABCBI et les niveaux intracellulaires de I’'IM. Par
ailleurs, des études suggerent un role du nilotinib, soit comme substrat, ou comme
inhibiteur des protéines d’efflux (Davies et al., 2009; Hiwase et al., 2010; Mahon et al.,
2008).

1.5.4.2.2. Larésistance indépendante de la fusion BCR-
ABL1 : le transporteur hOCT1

Récemment, le transporteur hOCT1 ou OCT1 « organic cation transporter, member 1 »
codée par le gene SLC22A41 « solute carrier family 22 (organic cation transporter), member
1 », a été évalué comme cause potentielle de résistance a I’'IM. Il a été démontré que 1I’'IM
mais pas le nilotinib, est importé dans les cellules de patients atteints de LMC via hOCT1
(White et al., 2006). En utilisant différents inhibiteurs ciblant hOCT1 dans plusieurs
lignées cellulaires, 1’absorption de 1I’'IM via ce transporteur est réduite. Toutefois aucune
corrélation n’a été clairement établie entre la réduction des niveaux de la drogue et la
diminution d’efficacité de I’IM. En comparant les niveaux d’expression de hOCT1 chez
des patients en phase chronique et des patients en phase blastique de la LMC, une
différence statistiquement significative a été rapportée pour la CCyR a 6 mois ainsi que
pour la survie globale et la PFS (Progression-free survival) contrairement aux autres
transporteurs tels que ABCB1, ABCG2 et ABCCl qui ne corrélent pas avec ces
parametres. Les patients ayant une faible expression de hOCT1 déterminée par RT-PCR
quantitative ont une réduction dans les taux de RMM a 12 mois quand I’IM est donnée a

une dose standard (Bixby and Talpaz, 2011; White et al., 2008).
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1.5.4.2.3. La dérégulation des voies de signalisation
alternatives indépendantes de la fusion BCR-ABL1

De nombreuses cascades de signalisation en amont et en aval de BCR-ABL1 sont
dérégulées avant 1’aboutissement en une phase blastique résistante. Le role de chacune de
ces voies et les interactions entre elles sont complexes et il devient alors difficile d’établir
si la résistance a la maladie est dépendante ou indépendante de la fusion BCR-ABLI.

La cellule souche qui initie la LMC ainsi que les cellules de LMC en phase blastique sont
résistantes aux traitements avec les inhibiteurs de tyrosine kinase. Etant donné
I’importance des notions de cellule souche hématopoiétique (CSH), de cellule souche
leucémique (CSL) et des voies qui y sont associées dans la pathogénése et la thérapie de la
LMC, ainsi que I’identification dans nos travaux de plusieurs génes liés a ces voies, nous

discuterons de ces notions dans les sections suivantes.
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Chapitre 2: La cellule souche et 1a leucémie my¢éloide chronique

2.1.La cellule souche hématopoiétique normale et leucémique

2.1.1. La cellule souche hématopoiétique normale

Toutes les lignées hématopoiétiques peuvent étre reconstituées a partir d’une seule cellule
dérivée de la moelle osseuse, appelée cellule souche. Le systéeme hématopoiétique est le
premier systeme pour lequel les cellules souches ont été identifi¢es (Till and Mc, 1961).
L’expérience qui a mis en évidence I’appartenance des cellules différenciées a une cellule
hématopoiétique primitive a été réalisée dans le laboratoire de Till et McCulloch (Becker
et al., 1963). Ces chercheurs ont démontré que suite a une irradiation des souris a une dose
pouvant entrainer une aplasie médullaire I1étale, 1I’injection de cellules de la moelle osseuse
de souris immunologiquement compatibles, est capable de reconstituer les différentes
lignées hématopoiétiques. Ils ont aussi démontré, grace a I’induction d’anomalies
cytogénétiques par irradiation dans les cellules injectées, qu’un nodule splénique originait
d’une méme cellule. En effet, toutes les cellules en mitose, incluant les cellules
érythroides, myéloides matures, lymphocytaires B et mégacaryocytaires d’un méme
nodule, possédaient une anomalie cytogénétique identique. Le modele humain équivalent
ou l’on retrouve une méme anomalie chromosomique dans toutes les lignées
hématopoiétiques et ou I’anomalie est aussi présente dans la cellule souche est la LMC

avec la translocation chromosomique t(9;22).

Le test CFU « Colony Forming Unit » évalue une population primitive qui comprend les
cellules souches ainsi que des populations cellulaires plus matures associées a une
reconstitution in vivo a court terme chez la souris (Purton and Scadden, 2007). Les tests de
reconstitution a long terme présentent une meilleure information qualitative et semi-
quantitative sur les CSHs. Ils sont utilisés pour mesurer la capacit¢ des cellules

hématopoiétiques a reconstituer 1’hématopoicse des souris rendues aplasiques par
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irradiation (Domen and Weissman, 1999; Morrison et al., 1995). L’essai de reconstitution
fonctionnel qui définit le mieux la CSH est le CRU ou « competitive repopulating unit ».
Ce test de repopulation compétitive mesure la capacité d’une source inconnue de cellules
souches (cellules testées) a repeupler le systétme hématopoiétique suite a une
transplantation chez des souris irradiées, comparé a une source connue de cellules souches
marquées. L’essai CRU donne une meilleure évaluation de la population de CSH en
utilisant différentes dilutions de cellules transplantées chez des souris receveuses irradiées,
avec un nombre fixe de cellules appelées « helper » de la méme souche que la souris
receveuse. La mesure du nombre de souris receveuses ayant une reconstitution my¢loide et
lymphoide adéquate, dépend du nombre initial de cellules souches dans les populations
cellulaires transplantées (Purton and Scadden, 2007). Une méthode statistique basée sur la
distribution de Poisson est ensuite appliquée pour calculer la fréquence de cellules souches
en CRU, des cellules testées (Purton and Scadden, 2007). Ces études ont permis de
distinguer deux principaux sous-types de CSH : les LT-HSCs « Long Term Hematopoietic
Stem Cells » et les ST-HSCs « Short Term Hematopoietic Stem Cells ». Les LT-HSCs ont
la capacité de reconstituer I’hématopoicse plus de 16 semaines, tandis que les ST-HSCs ont
cette capacité pour 3 a 6 semaines seulement (Morrison et al., 1995). La population
multipotente est ainsi constituée de LT-HSCs capables de donner naissance aux ST-HSCs
donnant eux-mémes naissance aux progéniteurs multipotents qui ne posseédent plus de
capacité d’auto-renouvellement (Morrison et al., 1997). Récemment une sous-population
de CSHs, appelée intermediate-term HSCs (IT-HSCs) a été identifiée dans la fraction LT-
HSCs sur la base d’une expression différente du marqueur CD49b (Benveniste et al., 2010;
Schroeder, 2010). 11 a été déterminé, a 1’aide d’études utilisant le 5-fluorouracil (5-FU),
que les cellules les plus primitives (LT-HSCs) sont largement quiescentes (ou dormantes),
alors que les cellules impliquées dans la reconstitution a plus court terme (ST-HSCs) sont
actives dans le cycle cellulaire et sont dépendantes des cyclines (Hodgson et al., 1982;
Lerner and Harrison, 1990). Une deuxiéme injection de 5-FU va éliminer toutes les LT-
HSCs (Harrison and Lerner, 1991), indiquant que le pool des CSHs entre dans le cycle
cellulaire aprés 1’épuisement des progéniteurs qui sont en cycle cellulaire suite a la
premicre injection de 5-FU (Randall and Weissman, 1997). Malgré une certaine
controverse sur ce sujet dans la littérature, une étude récente effectuée chez la souris en
utilisant des techniques d’immunophénotypage combinées a un essai avec le BrdU «

Bromodeoxyuridine », a démontré que les CSHs (lineage-negative : Lin- Scal+, cKit+;
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LSK) peuvent étre séparées en CSHs actives et en CSH dormantes (CSHd), les CSHd étant
capables d’étre recrutées dans un état actif quand elles subissent un stress (Wilson et al.,

2008).

2.1.2. La cellule souche leucémique

Deux études initiales ont contribu¢ a appuyer I’hypothése de I’existence d’une cellule
souche a I’origine du cancer (CSC), et plus spécifiquement de la CSL et de la cellule
initiatrice de leucémie (CIL). Dans la premicre étude, Lapidot et al. ont identifi¢ une sous-
population de cellules leucémiques myéloides primaires CD34+/CD38- ayant le potentiel
de produire un grand nombre de progéniteurs formant des colonies lorsque transplantées
chez les souris SCIDs « severe combined immunodeficiency » (Lapidot et al., 1994). Ces
expériences ont confirmé que seulement une fraction des cellules malignes est capable de
générer une nouvelle leucémie apres transplantation. Une deuxiéme étude effectuée par
Bonnet et Dick (Bonnet and Dick, 1997), a démontré que les cellules humaines de LAM
transplantées chez la souris SCID, possédaient deux caractéristiques importantes soit la
différenciation et la prolifération, avec un potentiel d’autorenouvellement des cellules
souches. Ces travaux ont décrit le modele hiérarchique pour expliquer la prolifération
tumorale. Contrairement au mod¢le stochastique qui appuie I’existence d’une seule cellule
d’origine qui va subir des modifications, la sélectionnant et la transformant en cellule
leucémique, le modéle hiérarchique propose qu’une tumeur est constituée de cellules
hétérogenes et que seulement les cellules initiatrices de cancer (CICs) ou CSCs ont la

capacité de s’autorenouveller (Visvader and Lindeman, 2008).

A cause des similitudes phénotypiques entre les CSHs normales et les CSLs, il a été
postulé que la CSL provienne de la CSH (Satoh and Ogata, 2006). En raison de ses
propriétés d’autorenouvellement lui conférant une plus grande viabilité, la CSH est une
cible idéale pour I’acquisition de mutations la transformant en cellule leucémique.
Cependant, des expériences subséquentes ont démontré que les CSLs de LAM,
contrairement aux CSHs, n’expriment pas le marqueur CD90 (Thyl) (Blair et al., 1997).

Deux hypothéses découlent de cette observation : les CSLs pourraient originer des CSHs
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mais perdent I’expression du CD90 durant la transformation, ou originer de cellules plus

différenciées tel que les progéniteurs communs.

D’une facon intéressante, dans les cellules Lin—CD34+CD38-CD90— représentant la
fraction de CSLs, la fusion RUNXI-RUNXITI était présente chez des patients ayant
développé une LAM suite au bombardement de Hiroshima. Cependant, dans la MO des
patients sans la maladie, la fusion était aussi présente dans les CSHs Lin—CD34+CD38—
CD90+ ayant une différenciation hématopoiétique normale in vitro. Ceci suggere que la
fusion RUNXI-RUNXITI serait présente dans une cellule préleucémique avec un
phénotype de CSH et qu’elle est nécessaire mais non suffisante pour induire une leucémie
(Miyamoto et al., 2000). En effet, I’induction d’une leucémie par la fusion RUNXI-
RUNXITI nécessite un événement mutationnel additionnel et ceci a aussi ét¢ documenté

dans un mode¢le murin transgénique (Yuan et al., 2001).

Plusieurs protéines de fusion ont été étudiées afin de répondre a la question de I’origine de
la CSL (CSH vs progéniteurs communs). Les fusions MLL-MLLT1/ENL et MLL-GAS7,
générées par les translocations chromosomiques t(11;19)(q23;p13.3) et t(11;17)(q23;p13)
respectivement, peuvent transformer les CSHs ainsi que les progéniteurs myéloides
dépourvus de la capacité d’autorenouvellement (Cozzio et al., 2003; So et al., 2003).
Lorsqu’introduite dans les progéniteurs communs, une autre fusion, MLL-MLLT3/AF9
associée a la t(9;11)(p22;q23), transforme ces progéniteurs en CSLs avec réactivation du
programme d’autorenouvellement (Krivtsov et al., 2006). En comparant 1’effet des fusions
BCR-ABLI1 et MOZ-TIF2 au niveau des progéniteurs, Huntly et al. ont démontré que seule
la fusion MOZ-TIF2 avait la capacit¢ de réactiver le programme d’autorenouvellement

associ¢ a la transformation des progéniteurs en CSLs (Huntly et al., 2004).

Ces ¢études suggérent qu’il y a possiblement au moins deux types d’événements pouvant
induire une leucémie. Le premier événement est que la CSH normale acquiert des
mutations qui vont altérer les mécanismes impliqués dans le contrdle de la croissance
cellulaire et la résistance a ’apoptose et vont interférer avec la capacité de différenciation
des progéniteurs. Le deuxiéme est que les progéniteurs partiellement différenciés vont
réacquérir les propriétés d’autorenouvellement des CSHs, ce qui interfére avec leur

capacité a se différencier.
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2.2.La cellule souche impliquée dans la leucémie myéloide chronique

Avant I’ére de I'IM, la greffe de cellules souches hématopoiétiques était le traitement
optimal pour les patients atteints de LMC éligibles a la greffe. Chez ces patients greffés, la
majorité ont une longue survie. Toutefois, certains patients rechutent, ce qui suggére la
persistance d’une CSL qui n’a pas été éliminée par ce traitement. Par ailleurs, la plupart
des patients traités avec I’IM auront une CCyR mais les transcrits BCR-ABL1 seront encore
détectés par RT-PCR, le traitement a I’IM induisant une réponse moléculaire compléte
chez une minorité de patients. Dans le cas ou les transcrits BCR-ABLI ne sont plus détectés
par RT-PCR, I’arrét subséquent de I’IM entraine a nouveau la détection des transcrits chez
ces patients, indiquant la persistance de cellules leucémiques (Merante et al., 2005;
Rousselot et al., 2007). Il a ét¢ démontré par Bhatia et al. (Bhatia et al., 2003) que des
progéniteurs hématopoiétiques BCR-ABLI positifs résiduels sont présents chez les patients
avec CCyR traités a I’IM. Dans cette étude, les cellules CD34+ ont été sélectionnées a
partir des cellules mononuclées (CMNs) de la moelle osseuse et analysées par FISH pour
la détection de la fusion génique BCR-ABLI. Les cellules CD34+ ont aussi €té mises en
culture pour effectuer les tests de CFC « colony-forming cell » et LTC-IC « long-term
bone marrow culture-initiating cell » pour évaluer les progéniteurs communs et les cellules
souches. Les colonies formées dans les deux cas ont démontré la présence de la fusion
BCR/ABLI détectée par technique FISH, chez tous les patients. La RT-PCR quantitative a
démontré un taux plus élevé d’ARNm BCR-ABLI dans les cellules CD34+ comparé aux
CMNs. De plus, I’évaluation des échantillons a différents temps a démontré la persistance
des progéniteurs BCR-ABLI positifs malgré un traitement continu a I’IM. Ceci suggére que
I’IM n’¢élimine pas les progéniteurs primitifs anormaux chez les patients atteints de LMC.
La maladie résiduelle semble étre présente particulierement au niveau de la cellule souche
et persiste au-dela de 5 ans malgré des réponses cytogénétiques completes. L’étude des
cellules CD34+ de patients avec LMC en CCyR traités a I’'IM a révélé la présence de
mutations au niveau de la kinase ABL1 (Chu et al., 2005). Il semble que I’effet de I’IM est
dépendant du cycle cellulaire et que les cellules souches quiescentes sont résistantes a ce
traitement (Graham et al., 2002). Jiang et al. ont comparé la toxicité de I’IM dans les
compartiments CD38- et CD38+ des cellules lin-CD34+ de LMC en phase chronique. Ils
ont démontré que la portion la plus primitive lin-CD34+CD38- était caractérisée par une

expression élevée de BCR-ABLI, ainsi que de IL-3 et G-CSF, avec une expression
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diminuée d’OCTI et une expression ¢levée d’ABCG2 (Jiang et al., 2007). Cette
combinaison d’altérations pourrait refléter une plus grande résistance de ces cellules

primitives a I’IM.

2.3.Les voies moléculaires cruciales impliquées dans la résistance de la
cellule souche de la leucémie myéloide chronique

A ce jour, la majorité des études ont été orientées sur I’étude des propriétés spécifiques des
CSLs dans la LMC. Bien que cette approche a contribué a une meilleure compréhension de
la nature de ces cellules, elle n'a pas fourni de preuves sur le réle causal de ces propriétés
dans la résistance aux traitements (Chu et al., 2005; Graham et al., 2002; Holyoake et al.,
1999; Jiang et al.,, 2007; Konopleva and Andreeff, 2007; Sorel et al., 2004). Les
mécanismes de résistance de la cellule souche de la LMC (CS-LMC) aux traitements
demeurent inconnus. Des facteurs comme la quiescence, le taux élevé de I’expression de
BCR-ABLI, 1’acquisition de mutations au niveau des oncogénes, la surexpression des

protéines qui sont des transporteurs dans ces cellules, peuvent expliquer cette résistance.

2.3.1. La quiescence et la migration de la cellule souche de la
leucémie myéloide chronique

La CS-LMC étant une cellule souche, elle doit survivre et se protéger du stress extérieur, et
pour se faire, elle réside dans un microenvironnement protecteur ou « niche ». Les CS
cultivées a partir de la moelle osseuse ou du sang peuvent ne représenter qu’une fraction de
toute la population de cellules souches. Selon certaines études, cibler la niche pourrait
aussi €tre une des stratégies adoptées pour éradiquer la CS-LMC (Raaijmakers and
Scadden, 2008). En effet, des évidences démontrent que 1’utilisation des ITKs augmente la
migration des CS primitives vers les niches (Jin et al., 2008). Jin L et al. (Jin et al., 2008)
ont démontré dans les lignées cellulaires KBMS5 et K562, que les ITKs (IM ou INNO-406),
augmentent 1’expression du récepteur membranaire CXCR4 ainsi que la migration. Cette
augmentation dans I’expression de CXCR4 est aussi observée chez les patients avec LMC
traités a I’'IM ou I’'IFN. De plus, I’'IM induit un arrét des cellules de LMC en phase G0O-G1
au niveau du cycle cellulaire. En présence de cellules souches mésenchymateuses présentes

dans un systéme de co-culture, les cellules de LMC peuvent étre protégées de la mort
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induite par I’'IM (Jin et al., 2008). En ciblant le CXCR4 avec des antagonistes tel que
AMD3465, I’effet anti-apoptotique est aboli. Ceci suggere que 1’augmentation de
I’expression de CXCR4 par I’IM stimule la migration des cellules de LMCs vers le stroma
médullaire, et cause un arrét en phase GO-G1 du cycle cellulaire, assurant ainsi la survie et

la quiescence des cellules leucémiques (Jin et al., 2008).

2.3.2. Les principales voies d’autorenouvellement de la cellule
souche de la leucémie myéloide chronique

L’autorenouvellement est une propriété normalement attribuée a la CSH. Des études ont
démontré que dans la leucémie myé¢loide chronique en phase blasique (LMC-PB), les
progéniteurs engagés vont acquérir cette propriété des cellules souches. Des mécanismes
dépendants (Coluccia et al., 2007; Jamieson et al., 2004) et indépendants (Corbin et al.,
2011) de BCR-ABLI1 contribuent a 1’acquisition de I’autorenouvellement par les GMPs de
la LMC-PB (CD34+CD38+CD45RA+CD123+Lin-). Plusieurs voies de signalisation sont
impliquées dans I’autorenouvellement, et de nombreux genes essentiels pour le maintien
du pool de CSHs ont été identifiés. Ces mémes voies/génes peuvent étre activés au niveau

des CSLs incluant la CSL de la LMC-PB.

2.3.2.1. La voie de signalisation Wnt/B-catenin

La voie Wnt/B-catenin (Figure 7, axe orange) est une des voies les plus citées pour
I’autorenouvellement de la cellule souche. Durant I'embryogenése, les protéines Wnt sont
impliquées directement dans la détermination du destin cellulaire a divers stades de
développement de plusieurs organes ou systemes, incluant le systéeme cardiovasculaire, le
systéme nerveux central, les reins et les poumons (Grigoryan et al., 2008). Au total, 19
différentes protéines Wnt ont ét¢ identifiées dans le génome humain et de souris (Staal and
Luis, 2010) et leur mode d'expression peut se chevaucher temporellement au cours du
développement, soulevant la possibilité de redondance fonctionnelle entre les protéines
Wnt (Nusse and Varmus, 1992). Au moins trois différentes voies de signalisation Wnt sont
actuellement reconnues: la voie canonique Wnt médiée par les facteurs Catenin beta-1

(CTNNBI) et TCF/LEF, la voie PCP « planar cell polarity », et la voie Wnt-Ca”" (Staal et
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al., 2008). Plusieurs ¢études démontrent que la signalisation Wnt canonique est essentielle
pour la prolifération des thymocytes, le développement des cellules T ainsi que pour la
biologie de la CSH (Malhotra and Kincade, 2009; Staal and Clevers, 2003, 2005). La
majorité¢ des études en hématopoiése et en cancer se limitent a 1’étude de la voie de
signalisation Wnt/Catenin beta-1 qui a ét¢ démontrée importante pour le développement
des CSHs (Reya et al., 2003).

En absence de Wnt, CTNNBI1 est inclus dans un complexe protéique comprenant 1’ Axine,
I’APC et la kinase GSK-3B « glycogen synthase kinase-3 beta ». Suite a sa
phosphorylation, la CTNNBI1 est dégradée par le protéasome, empéchant ainsi sa
translocation dans le noyau. Par contre, en présence des protéines Wnt qui se lient a leur
récepteur Frizzled (Fz), il n’y a pas de dégradation du médiateur Wnt/Catenin beta-1, et
ceci grace a la dissociation de la Catenin beta-1 du complexe APC/Axine/GSK-3f. La
Catenin beta-1 n’est donc pas phosphorylée et peut migrer dans le noyau ou elle se lie aux
facteurs de transcription TCF « T-cell factor » et LEF « lymphoid enhancer factor » et
initie la transcription de plusieurs genes incluant MYC et CCNDI (Figure 7). La Catenin
beta-1 peut aussi étre liée a la cadhérine et controler 1’adhérence intercellulaire (Adesina et
al., 2009; Staal and Luis, 2010).

Dans un mod¢le expérimental de LMC chez la souris, la perte de la Catenin beta-1 retarde
le développement de la LMC et il y a diminution de la croissance a long terme et du
maintien des CSHs apres la transplantation (Zhao et al., 2007). Les résultats de cette étude
suggerent que Ctnnbl requiert préférentiellement une cellule souche pour induire une
leucémie dépendante de BCR-ABLI1 (Zhao et al., 2007).

Chez les patients en phase blastique de la LMC, Jamieson et al. ont rapporté que la
protéine Catenin beta-1 est activée au niveau des progéniteurs my¢loides et est transloquée
dans le noyau suite a cette activation (Jamieson et al., 2004). Ceci pourrait s’expliquer du
moins en partie, par le fait que ces progéniteurs myéloides leucémiques acquierent des
propriétés de cellules souches, dont I’autorenouvellement impliquant CTNNBI. Dans la
LMC-PB, un défaut au niveau de I’épissage de la GSK-3/ a aussi ét¢ associé a I’activation
de CTNNBI (Abrahamsson et al., 2009).

D’une facon intéressante dans les translocations chromosomiques t(8;21) et t(15;17)
générant respectivement les fusions RUNXI-RUNXITI et PML-RARA, il y a activation de
la voie Wnt et augmentation de 1’expression de la CTNNBI et de la CTNNA3 induisant
I’expression des genes cibles de 7CF et LEF, tels que MYC et CCNDI (Muller-Tidow et
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al., 2004). L’activation de JUP (gamma-catenin, Plakoglobin) dans ces translocations
induit aussi une augmentation de la prolifération et de la croissance cellulaire. Plusieurs
molécules chimiques sont présentement en ¢évaluation en raison de leur potentiel
d’inhibition de la voie de signalisation Wnt (Takebe et al., 2011).

Des évidences suggerent aussi que CTNNBI est impliquée dans la prolifération des cellules
de LMA, ainsi que dans l’adhésion et la progression du cycle cellulaire et que la
progression des leucémies est dépendante d’une voie Wnt fonctionnelle (Siapati et al.,
2011).

Récemment, I’inactivation génétique et pharmacologique de Ctnnbl associée a I’IM s’est
avérée un succes pour éradiquer la CS-LMC dans un modele murin. En effet, Heidel et al.,
ont démontré que I’inactivation de Ctmnbl apres transplantation des CSLs BCR-ABLI1
positives dans un modéle murin, réduit la fréquence des CSLs en affectant
I’autorenouvellement. En utilisant des inhibiteurs de COX-2, les auteurs ont aussi
démontré une inhibition pharmacologique de Ctnnbl. De plus, lorsque combinés avec I’'IM
une réduction significative des cellules LSK+ était notée comparativement a I’IM utilisé en
agent seul. Cette étude souligne la nécessité¢ de combiner les stratégies afin d’optimiser la

thérapie de cette maladie (Heidel et al., 2012).

2.3.2.2. La voie de signalisation Hedgehog (Hh)

La voie Hedgehog (Figure 7, axe bleu) est une autre voie d’auto-renouvellement de la
cellule souche qui est impliquée dans plusieurs cancers, incluant la LMC (Taipale and
Beachy, 2001). Cette voie est trés importante particulicrement au niveau de
I’embryogenéese. La voie Hh est impliquée dans la réponse au stress et la régénération
hématopoiétique (Beachy et al., 2004; Ingham and Placzek, 2006; te Welscher et al., 2002;
Trowbridge et al., 2006). Trois isoformes du ligand HH ont été décrites a ce jour, soit
Sonic (SHH) qui joue un rdle dans le développement tissulaire embryonnnaire, Indian
(IHH) qui a un réle dans le développement hématopoiétique précoce et Desert (DHH) qui
est exprimée dans les testicules et le tissu nerveux (Irvine and Copland, 2012). Le
récepteur transmembranaire PTCH1 (patched) de ces ligands peut aussi inhiber cette voie
et cela en leur absence. L’inhibition du récepteur PTCH1 se fait grace a sa liaison a la

protéine SMO (smoothened) bloquant la voie de signalisation Hh. En présence du ligand
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HH, PTCHI1 libére SMO qui va activer les facteurs de transcription GL1, GLI2 et GLI3
ainsi que les génes en aval, qui sont des régulateurs de la prolifération cellulaire (Irvine and
Copland, 2012). Dans la LMC, la voie Hh est activée dans les progéniteurs et les cellules
souches et devient plus active avec la progression de la maladie (Dierks et al., 2008;
Radich et al., 2006; Zhao et al., 2009). Deux groupes ont ¢tudié I’implication de la voie Hh
dans la LMC (Dierks et al., 2008; Zhao et al., 2009) en délétant Smo et en exprimant la
fusion Bcer-Abll dans un modéele murin. L’absence de Smo réduit le nombre des CSLs
ainsi que la propagation de la leucémie. Une réduction de la population de CSLs et un
prolongement de la survie sont aussi obtenus suite a un traitement inhibant la voie Hh, la

cyclopamine. (Irvine and Copland, 2012).

2.3.2.3. La voie de signalisation Notch

La voie Notch (Figure 7, axe vert) est aussi impliquée dans 1'autorenouvellement de la

cellule souche. Les protéines Notch sont des récepteurs de surface cellulaire trés conservés,
qui régulent plusieurs processus cellulaires incluant la détermination du destin de la
cellule, la différenciation, la prolifération et la mort cellulaire (Yin et al., 2010). La voie
Notch est normalement activée dans les CSHs (Duncan et al., 2005). L'expression
constitutive de Notchl conduit a I'immortalisation des progéniteurs lymphoides et
my¢loides in vivo et in vitro (Varnum-Finney et al., 2000). /n vitro, 1'inhibition de la voie
de signalisation Notch conduit a une différenciation accélérée plutdt qu’a
I’autorenouvellement, ce qui explique probablement I'épuisement des CSHs observé in
vivo (Duncan et al., 2005). Il existe un lien entre les voies Wnt et Notch et il a été démontré
que pour que les protéines Wnt affectent I’autorenouvellement de la CSH, la voie Notch
doit étre intacte (Duncan et al., 2005). Des mutations du géne NOTCHI ont été décrites
dans plusieurs types de cancers, dont le cancer du sein et les leucémies. Des mutations
activatrices du gene NOTCH1 sont détectées dans 56% des LAL-T et de rares patients avec
LAL-T sont porteurs d’une t(7;9)(q34;q34) ou NOTCH1 est réarrangé et forme un geéne de
fusion avec le géne TRB@ (Palomero et al., 2006; Weng et al., 2004). La voie de
signalisation Notch est aussi importante pour la phase blastique de la LMC. Hes! « Hairy
and enhancer of split 1 » est une cible importante de la voie NOTCH (Nakahara et al.,
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2010). Le gene HESI a été décrit surexprimé chez 8 des 20 patients étudiés en LMC-PB
dans I’é¢tude de Nakahara et collaborateurs (Nakahara et al., 2010). De plus, il a été
démontré dans un modele murin, que la coexpression de BCR-ABLI et Hesl dans des
progeniteurs GMPs et CMPs immortalise les progéniteurs et induit une LAM qui
ressemble a la phase blastique de la LMC (Nakahara et al., 2010). Récemment, une
activation des cibles de la voie Notch, Hes! et Trib2, a été rapportée dans la LMC-PB suite
a I’inactivation de Numb par Msi2 (Figure 7) (Ito et al., 2010).

2.3.2.4. La voie de signalisation MSI2/Numb

La voie MSI2/Numb (Figure 7, axe violet) a récemment ¢été identifiée comme étant une
voie cruciale pour I’autorenouvellement de la CSH. En utilisant une stratégie d’ARN
interférence, Msi2 a été identifié comme un régulateur positif de I’activité de la CSH chez
la souris (Hope et al., 2010). MSI2 module la régulation des voies et des génes impliqués
dans 1’autorenouvellement et la prolifération des CSHs (voies Ras-MAPK, Hedgehog et
Notch, genes MEIS1, HOXA9 et HOXA10) (Hope et al., 2010; Hope and Sauvageau, 2011;
Moore, 2010). Dans la CSH normale, Msi2 est fortement exprimé et il a été démontré que
HoxA9 augmenterait son expression en s’attachant a un site de liaison qui reconnait

HoxA9 localisé en position —5.7 kb du géne murin Msi2 (Ito et al., 2010).

Pour tester la coopération de MSI2 avec BCR-ABLI dans la progression de la LMC, Kharas
et al, ont démontré dans un systeme d’expression inductible par la doxycycline, que la
surexpression de MSI2 induit I’accumulation de colonies myéloides plus immatures in
vitro ainsi que 1’expansion des CSHs et des progéniteurs (cellules LSK) (Kharas et al.,
2010). D’autre part, afin d’avoir un modéle de LMC en phase blastique, Ito et al. ont
coexprimé les fusions BCR-ABLI et NUP98-HOXA9 et ont démontré une activation
importante de Msi2. L’inhibition de Msi2 par ARN interférant au niveau des cellules
blastiques diminue la propagation de la leucémie et induit une augmentation dans
I’expression de Numb. Ceci a aussi été confirmé dans des spécimens de patients en LMC-
PB ou Dexpression de MSI2 est augmentée, accompagnée d’une diminution dans

I’expression de NUMB dans deux études (Ito et al., 2010; Kharas et al., 2010).
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Figure 7. Les différentes voies de signalisation impliquées dans 1'autorenouvellement
de la cellule souche de la leucémie myéloide chronique.

A) Axe orange: La voie Wnt/B-caténine. Les protéines Wnt se lient a leur récepteur
Frizzled (Fz), ce qui va prévenir la dégradation protéosomale de la B-caténine. Cette
derniere se dissocie du complexe APC/Axine/GSK-3 et migre dans le noyau ou elle se lie
aux facteurs de transcription LEF/TCF pour déclencher la transcription de génes cibles
incluant MYC, CCNDI1, TCF1, ectc. B) Axe violet : La voie MSI2/Numb. Le facteur de
transcription Hoxa9, se lie au niveau du site de liaison en 5’ de Msi2 pour activer sa
transcription, ce qui va promouvoir I’autorenouvellement et I’expansion de la CSH et de la
CSL. Suite a I’activation de Msi2, Numb est inhibé. Normalement, quand il est exprimé,
Numb va inhiber les voies de signalisation Notch et Hedgehog via 1’ubiquitination (Ub) E3
de ITCH, par dégradation protéosomale de NICD (Notch intracellular domain) et du
facteur de transcription en doigt de zinc GLI de la voie de signalisation Hedgehog. Donc
I’inhibition de Numb via Msi2, induit D’activation des geénes cibles des voies de

signalisation Notch et Hedgehog. C) Axe vert: La voie Notch. Les protéines Notch sont
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des récepteurs transmembranaires qui sont activés suite a la liaison a la membrane des
ligands Delta ou Jagged. Au niveau membranaire, le récepteur NOTCH est reconnu par des
ligands DLL d’une autre cellule ce qui entraine le démasquage d’un site de clivage S2 par
le complexe protéosomal ADAM/TACE, qui permet ensuite un nouveau clivage au niveau
des sites transmembranaires S3 et S4, par le complexe protéolytique y-sécrétase. Le
récepteur ainsi tronqué (NICD) peut migrer vers le noyau grace a ses domaines de
localisation nucléaire. Au niveau nucléaire, il est reconnu par la protéine CSL capable de
se fixer sur I’ADN, ce qui permet le recrutement d’une protéine MAMLI et ainsi la
transcription des genes cibles. C) Axe bleu: La voie Hedgehog (Hh). Le récepteur
transmembranaire PTCH1 (patched) reconnait trois ligands HH, Sonic (SHH), Indian
(IHH) et Desert (DHH). Suite a la liaison du récepteur a son ligand, il y a libération de la
protéine SMO (smoothened) activant les facteurs de transcription GL1, GLI2 et GLI3 ainsi

que les génes en aval, qui sont des régulateurs de la prolifération cellulaire.
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Chapitre 3: La phase blastique de la leucémie myéloide
chronique

La LMC est un modéle qui permet de suivre les étapes de la leucémie d’une phase
chronique a une phase accélérée et blastique, d’ou I’intérét d’identifier les altérations qui se
rajoutent a I’événement initial, la fusion BCR-ABL1. Ces altérations pourraient contribuer
a la résistance de la LMC en phase blastique aux thérapies ciblées. La persistance de la
LMC, malgré une thérapie avec les inhibiteurs de TK, peut étre dépendante de la fusion
BCR-ABLI1 chez les patients porteurs de certaines mutations de ABL1. D’autres études
démontrent que dans la phase blastique de la LMC, la résistance au traitement est
indépendante de la fusion BCR-ABL1 et que de nouvelles mutations sont a 1’origine de
cette résistance. Récemment, le groupe de Brian J. Druker a démontré que I’insensibilité de
la cellule souche de la LMC a I’'IM ne dépend pas de I’activité de la fusion BCR-ABLI1 et
ce, méme chez des patients avec un diagnostic récent de LMC (Corbin et al., 2011). Ces
résultats suggérent que d’autres mutations seraient responsables de cette résistance et de la
transition de la LMC en phase blastique.

La nature hétérogéne des anomalies moléculaires et chromosomiques identifiées, ainsi que
des voies cellulaires altérées dans la LMC-PB rend difficile I’investigation de la LMC-PB.
Un des défis importants demeure 1’identification des mutations a I’origine de cette phase
de la LMC et non des mutations secondaires qui sont dues a une instabilité génomique et a
un avantage prolifératif. Les principales caractéristiques de cette phase sont 1’expansion
rapide de la population myéloide ou lymphoide et ’arrét de différenciation (Kantarjian et

al., 1987).
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3.1.L’arrét de différenciation myéloide en phase blastique de la
leucémie myéloide chronique

La transformation blastique de la LMC est associée a I’expansion clonale du pool des
GMPs BCR-ABLI1 positifs qui ont perdu la capacité de se différencier en réponse aux
stimuli tel que les cytokines (Jamieson et al., 2004). L arrét de différenciation des GMPs
Ph positifs a été démontrée comme étant une conséquence de 1’augmentation de
I’expression de BCR-ABLI, et inversement, de faibles taux d’expression de la fusion
induisent une maturation granulocytaire (Chang et al., 2007).

L’expression de PCBP2 (antérieurement nommé poly(rC)-binding protein 2 ou hnRNP-
E2), une protéine de liaison a I’ARN poly(rC), dépend du niveau d’expression de BCR-
ABLI. La stabilit¢ de la protéine PCBP2 au niveau post-transcriptionnel suite a
I’activation constitutive de la voie de signalisation MAPK* ! dépend de BCR-ABLI
(Chang et al., 2007). La réduction in vivo et in vitro de I’expression de PCBP2 et de sa
phosphorylation par I’inhibition de I’activité MAPK™R®!2 rétablit I’expression de CEBPA,
ce qui va initier la différenciation des cellules 32D BCR-ABLI positives, des progéniteurs
CD34+ de patients en LMC-PB, ainsi que des cellules lin- exprimant 1’oncoprotéine

p210BCR-ABL1(Chang et al., 2007).

L’effet de D’expression élevée de BCR-ABLI sur I’arrét de différenciation myéloide
dépend de CEBPA (Perrotti et al., 2002), un facteur de transcription essentiel pour la
différenciation granulocytaire. En effet, I’expression de la protéine CEBPA est faible dans
les cellules médullaires de patients en LMC-PB, par contre son transcrit CEBPA est
clairement présent. La traduction de CEBPA serait réprimée dans ces cellules, via une
interaction de ’ARNm de CEBPA avec PCBP2 (Perrotti et al., 2002). Par ailleurs,
I’expression ectopique de CEBPA induit la différenciation des précurseurs myéloides
BCR-ABLI positifs, ainsi que des progéniteurs CD34+ de patients en LMC-PB (Ferrari-
Amorotti et al., 2006; Perrotti et al., 2002; Schuster et al., 2003).

Un arrét de différenciation en LMC-PB a aussi ét¢ démontré dans un modéle murin, en
utilisant une coopération entre les fusions BCR-ABL1 et RUNX1-MECOM. La fusion
RUNXI-MECOM, générée par la translocation t(3;21)(q26;q22), réprime aussi
I’expression de la protéine CEBPA, tandis que ’ARNm de CEBPA est exprimé (Cuenco
and Ren, 2001; Helbling et al., 2004). En effet, la réexpression du microARN miR-328 qui



47

est sous-exprimé dans la LMC-PB, rétablit I’expression de CEBPA et induit la
différenciation des cellules blastiques. Cet effet s’explique par ’interaction du microARN
avec PCBP2, ce qui va séquestrer cette protéine, empéchant ainsi son effet inhibiteur sur la
traduction de ’ARNm de CEBPA (Eiring et al., 2010).

Récemment des chercheurs ont identifi¢é une oncoprotéine, MUCI-C, qui inhibe la
différenciation des cellules blastiques par un mécanisme impliquant les especes réactives
de I'oxygene (ROS). Le réle des ROS dans la LMC-PB sera discuté dans les prochaines
sections. L’inhibition de MUCI1-C va réguler négativement 1’expression de BCR-ABLI
ainsi que de CTNNBI induisant la différenciation myéloide par des mécanismes liés a la

voie ROS (Yin and Kufe, 2011; Yin et al., 2011).

3.2. Dommage a I’ADN et instabilité génomique en phase blastique de
la LMC

Dans la LMC, il a était difficile de démontrer le lien entre ’instabilité génomique induite
par la fusion BCR-ABLI et les anomalies chromosomiques observées chez les patients en
PB. Cependant, I’induction des dommages a I’ADN par la fusion BCR-ABLI a été le sujet
de plusieurs études ces dernieres années. Les dommages a I’ADN peuvent aussi étre
induits par les radiations ionisantes et les drogues génotoxiques utilisées dans le régime de
préparation lors de la transplantation de cellules hématopoiétiques chez les patients atteints
de LMC. Comparativement aux cellules normales, les cellules avec la fusion BCR-ABL1
accumulent plus de lésions a I’ADN induites par l’irradiation et les drogues, ce qui

engendre plus d’aberrations chromosomiques [170, 171].

3.2.1. Les espéces réactives de 1'oxygene

Les especes réactives de l'oxygene (ROS) ont des interactions importantes avec les
molécules biologiques incluant I’ADN, les protéines et les lipides. L’augmentation dans le
taux de ROS peut causer des dommages oxydatifs irréversibles, induisant la mort
cellulaire. Lorsque comparé¢ aux cellules normales, les cellules cancéreuses semblent
fonctionner avec des taux ¢levés de stress oxydatifs endogénes in vivo et in vitro

(Kawanishi and Hiraku, 2006; Szatrowski and Nathan, 1991). La chaine respiratoire
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mitochondriale pourrait jouer un role dans ce phénomene (Rodrigues et al., 2008). Les
ROS peuvent causer des dommages au niveau des bases azotées et des résidus
désoxyriboses de I’ADN et au niveau des nucléotides libres, générant ainsi des bases
oxydées et des cassures double brin de ’ADN (CDB) (Beckman and Ames, 1997). Le
nombre de « hits » oxydatifs par jour au niveau de ’ADN dans les cellules normales est
d’environ 10, Les cellules normales contiennent approximativement 50 CDBS par cellule
par cycle cellulaire. Les cellules CD34+ de patients avec une LMC présente 3 a 8 fois plus
de nucléobases oxydées et 4 a 8 fois plus de CDBs (Cramer et al., 2008; Koptyra et al.,
2006; Nowicki et al., 2004).

L’activation d’oncogenes et le dysfonctionnement des mitochondries par exemple, sont des
facteurs intrinséques qui causent I’augmentation de la production des ROS dans les cellules
cancéreuses (Brandon et al., 2006; Horn and Vousden, 2007; Irani et al., 1997; Rodrigues
et al., 2008). L’expression de geénes associés a la transformation tumorale, tel que KRAS,
BCR-ABLI et MYC induit la production des ROS (Behrend et al., 2003; Cramer et al.,
2008; Koptyra et al., 2006; Slupianek et al., 2006; Vafa et al., 2002). Dans les lignées
cellulaires et les cellules primaires de patients avec une LMC, la transformation induite par
la fusion BCR-ABL1 augmente la production des ROS, causant des dommages oxydatifs
et des mutations (Kim et al., 2005; Sattler et al., 2000). Les lignées transformées par BCR-
ABLI et les cellules CD34+ de patients avec une LMC contiennent 2 a 6 fois plus de ROS
que les cellules normales. De plus, les cellules en phase blastique de la LMC produisent
plus de ROS que les cellules en PC-LMC (Cramer et al., 2008; Koptyra et al., 2006;
Slupianek et al., 2006). Pour protéger les cellules leucémiques de 1’exces de ROS et des
agents génotoxiques induisant les CDBs, la kinase BCR-ABLI1 stimule les voies de
réparation de type HRR « homologous recombination repair », NHEJ « nonhomologous
end-joining » et le SSA « single-strand annealing » (Cramer et al., 2008; Nowicki et al.,
2004). Une réparation inadéquate des CDBs induite par I’oxydation des bases de ’ADN
via les ROS peut induire des mutations ponctuelles et des aberrations chromosomiques

(Bernstein et al., 2002).
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3.2.2. La réparation de ’ADN et la voie NER

La voie NER (Nucleotide excision repair) est la voie principale de réparation des
dommages a I'ADN causés par les radiations ultraviolet (UV) et corrige une grande variété
de lésions de I’ADN qui provoquent une distorsion de la double hélice et qui par
conséquent, bloquent la transcription et la réplication. Les distorsions sont reconnues par le
complexe du groupe xeroderma pigmentosum C-Rad23B. Ce complexe recrute a son tour
d’autres protéines NER dont le facteur de transcription TFIIH et les hélicases NER qui
déroulent la double hélice d’ADN en présence d’ATP. Cela est suivi par I’intervention de
deux endonucléases simple brin en 5 et 3’ de la Iésion qui permet 1’¢élimination d’un
oligonucléotide simple brin de 27 a 34 bases. La réparation de I’ADN est complétée par les
polymérases et finalement I’ADN est ligué¢ par ’ADN ligase. Plusieurs groupes ont étudié¢
I’interaction de BCR-ABL1 avec les complexes protéiques impliqués dans la voie NER.
Toutefois, 1’effet de la fusion sur le mécanisme NER demeure controversé (Canitrot et al.,
2003; Laurent et al., 2003). L expression de BCR-ABLI pourrait rendre les cellules plus
sensibles aux UVs, induisant des dommages a I’ADN tel que les 6-4 photoproduits et les
diméres pyrimidine (Canitrot et al., 2003; Laurent et al., 2003). Selon cette hypothése, la
fusion BCR-ABLI atténue le processus de réparation de I’ADN entrainant de 1’instabilité
génomique, ce qui favorise la progression de la LMC en phase blastique. Selon une
deuxieme hypothése, BCR-ABLI1 rend les cellules plus résistantes en activant la voie NER,
stimulant ainsi la réparation des CDBs. Par contre, la fidélit¢ de la réparation par les
mécanismes HRR, NHEJ et SSA est compromise.

Il a ét¢ démontré que I’expression de la p210BCR-ABL1 dans la lignée murine lymphoide
Ba/F3 inhibe I’activité du NER, rendant ces cellules plus sensibles aux UVs et facilitant le
phénotype mutateur (Canitrot et al., 2003).

Par contre, I’expression de la p210BCR-ABL1 dans les lignées myé¢loides humaines et de
souris, ainsi que dans les cellules primaires de la moelle osseuse, induit une augmentation
de ’activité NER et une résistance aux radiations UVs. Ceci pourrait étre associé a un effet
anti-apoptotique protecteur dans les cellules leucémiques (Laurent et al., 2003). L’IM
renverse ces effets suggérant que ’activité de la tyrosine kinase est responsable de la
dérégulation de la voie NER. La fusion p210BCR-ABL1 semble donc avoir un effet
différent sur la lignée myéloide vs lymphoide. Par contre, la pl90BCR-ABL1 n’affecterait

pas la voie NER dans les cellules myéloides et lymphoides.
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3.2.3. Contribution du NHEJ a Pinstabilité dans la LMC

Le NHEJ ou la réparation par jonction des extrémités non-homologues est le principal
mécanisme de réparation des CDBs utilisé¢ chez les mammiféres et n’est pas basé sur
I’homologie des séquences comme c’est le cas pour la recombinaison homologue.
Plusieurs évidences supportent [’hypotheése qu’un mécanisme NHEJ défectueux est associé
avec l’augmentation des aberrations chromosomiques, incluant les translocations. Les
souris qui présentent des déficiences au niveau d’un des éléments de la voie NHEJ,
incluant XRCC6, PRKDC et DNA Ligase IV, finissent par développer des lymphomes
avec des translocations chromosomiques complexes, ciblant fréquemment le gene MYC
(Mills et al., 2003).

Dans la LMC, il a été démontré que la fusion BCR-ABLI facilite la réparation des CDBs
induites par D’irradiation. Les lignées cellulaires 32Dcl3 murines exprimant BCR-ABL1
accumulent plus de cassures comparativement aux cellules normales suite a 1’exposition
aux irradiations y. Ces cassures sont réparées par les deux mécanismes de réparation le
NHE]J et le HRR. Cependant des mutations et des délétions de grande taille sont détectées
dans ces cellules BCR-ABL1 positives, suggérant une réparation anormale pouvant
contribuer a I’instabilité génomique de ces cellules (Slupianek et al., 2006). Un défaut au
niveau de la réparation des CDBs a aussi été rapporté dans les échantillons de patients avec
LMC avec des délétions allant de 30 a 400 pb (Gaymes et al., 2002). Cette derniére étude
identifie deux protéines de la voie NHEJ, XRCC6 et XRCC5, comme étant responsables
de I’infidélité dans la réparation des CDBs. En effet, I’utilisation des anticorps contre ces
deux protéines diminue considérablement la fréquence et la taille des délétions. Cela
suggere que des mutations ou des modifications post-transcriptionnelles affectant ces deux
protéines pourrait étre la cause de la réparation anormale observée (Gaymes et al., 2002).
D’autres études démontrent que la fusion BCR-ABLI aurait un effet sur la protéine
PRKDC, avec une expression diminuée et en relation inverse avec le taux d’expression de
BCR-ABLI, dans les cellules hématopoiétiques humaines et murines irradiées ainsi que
dans les cellules CD34+ de patients en LMC-PB. La diminution de 1’expression de
PRKDC induite par BCR-ABL]I est associée a une déficience dans la réparation de I’ADN

ce qui pourrait jouer un role au niveau de I’instabilité génomique en phase blastique de la
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LMC (Deutsch et al., 2001). Récemment, Poplawski et Blasiak 2010 (Poplawski and
Blasiak, 2010) ont démontré que la PRKDC peut étre dérégulée par la fusion BCR-ABLI
dans les lignées BV173 lorsqu’un dommage a ’ADN est induit par deux différents
inhibiteurs de I’ADN topoisomerase II. Les Iésions d’ADN induites par le sobuzoxane sont
réparées par la voie D-NHEJ (PRKDC-NHEJ), alors que les dommages induits par
I’étoposide utilisent deux voies du NHEJ, soit la voie dépendante du PRKDC D-NHEJ et
la voie indépendante du PRKDC (voie « backup NHEJ, B-NHEJ »). Dans cette étude il est
suggéré que la voie alternative B-NHEJ déclenchée par la fusion BCR-ABLI1 induit plus
d’erreurs dans la réparation, contribuant ainsi a 1’instabilité génomique. Ceci démontre que
le contexte cellulaire, ainsi que 1’agent inducteur des CDBs sont des ¢léments importants.
Récemment Chakraborty et collegues (Chakraborty et al., 2012) ont fourni une preuve
expérimentale de I’instabilit¢ chromosomique issue d’un dommage a I’ADN dans les
cellules primaires de LMC des patients en PC, suggérant que BCR-ABLI dérégule le
NHEJ, initiant ainsi la progression de la LMC en PB. Cependant, contrairement aux
résultats publiés par Deutsch et collaborateurs (Deutsch et al., 2001), la persistance du
dommage a ’ADN n’est pas liée a la réduction de la réparation des CDBs reli¢e a la
diminution du NHEJ. En effet, selon Chakraborty et al. le mécanisme de NHEJ est plutot
augmenté dans ces cellules. Cette cinétique augmentée du NHEJ confirme les résultats de
I’étude de Slupianek A et al. (Slupianek et al., 2006).

I1 faut toutefois noter que les cellules CD34+ isolées chez des patients avec une LMC en
PC dans I’étude de Deutsch (Deutsch et al., 2001) ont subi plusieurs divisions cellulaires
dans des milieux de culture in vitro, contrairement aux cellules CD34+ des patients avec
une LMC en PC fraichement isolées et analysées dans 1’é¢tude de Chakraborty. Ceci

pourrait expliquer, du moins en partie, la différence des résultats obtenus dans ces études.

3.3.Fusion BCR-ABL]1, instabilité chromosomique et formation des
translocations chromosomiques

Lorsque les patients passent de la phase chronique a la phase blastique de la LMC, des
anomalies cytogénétiques additionnelles sont souvent détectées. La premiére expérience
qui a ¢étudi¢ I’hypothése que l'expression de p2l0bcr-abll pourrait étre responsable de
I’instabilité chromosomique observée en phase blastique de la LMC, a été réalisée en 1992.

Les auteurs ont démontré que les lignées cellulaires murines interleukine 3 (IL-3)-
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dépendantes, qui deviennent indépendantes des cytokines en exprimant la fusion p210bcr-
abll, développent une instabilit¢ chromosomique (Laneuville et al., 1992). Des
changements au niveau de I’expression génique, la prolifération cellulaire et la régulation
du cycle cellulaire ont aussi été¢ notés. Par cytométrie en flux, les auteurs ont observé que
les cellules s’accumulent au niveau de la phase G2/M, ce qui représente un blocage partiel
de la progression du cycle cellulaire. L’accumulation des cellules en G2/M est une
caractéristique des cellules qui entrent dans la réparation de I’ADN apres exposition a des
radiations ionisantes et des agents causant des dommages a I’ADN (Kubbies et al., 1985).
Plusieurs groupes ont par la suite confirmé le role de BCR-ABL1 dans la génération de
I’instabilit¢ chromosomique, un phénotype clairement associ¢ a la phase blastique de la
LMC. Deutsch et al., ont analysé¢ les échanges entre les chromatides sceurs et les
réarrangements chromosomiques par FISH et ont démontré que les lignées cellulaires
exprimant BCR-ABL1 ont une incidence plus élevée de translocations chromosomiques
apres le dommage a I’ADN induit par les irradiations gamma (Deutsch et al., 2003). Ils ont
aussi observé une réduction importante de I’expression de BRCAL1 suite a I’expression de
la protéine de fusion BCR-ABLI, cette répression étant absente avec une protéine mutante
BCR-ABLI1. De plus, un traitement des cellules avec le STI571 rétablissait I’expression de
BRCAL1 (Deutsch et al., 2003). Ceci a aussi €té observé dans les cellules primaires de la
LMC (Suljagic et al., 2010). Dierov et al. ont démontré que la fusion BCR-ABLI induisait
une instabilit¢é chromosomique dans les lignées hématopoiétiques murines Ba/F3
exprimant p210BCR-ABL1 dans des conditions de stress génotoxique en utilisant
I’étoposide, un inhibiteur de la topoisomérase II (Dierov et al., 2009). Dans cette étude, ils
ont aussi observé cette instabilité dans les cellules primaires CD34+ de patients avec LMC
en phase chronique, accélérée et blastique. Ils ont noté une augmentation de la fréquence
des translocations chromosomiques dans les cellules exprimant BCR-ABLI1 traitées a
I’étoposide comparativement aux cellules normales. Trois translocations chromosomiques
par mitose sont présentes dans les cellules CD34+ des patients en PC-LMC
comparativement a 1’absence de translocation dans les CD34+ de moelle normale traité
avec 10 uM d’étoposide.

La présence d’anomalies chromosomiques et plus spécifiquement des translocations
chromosomiques dans les cellules BCR-ABLI1 positives aprés un stress oxidatif ou une

irradiation a aussi été confirmée dans une autre étude (Skorski, 2008). L’utilisation d’un
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inhibiteur de ROS, la vitamine E, diminuait considérablement la fréquence des

translocations chromosomiques dans ces cellules.

3.4.Les anomalies cytogénétiques additionnelles les plus fréquentes
dans la phase blastique de la LMC

Approximativement 80% des patients en phase blastique de la LMC développent des
anomalies cytogénétiques additionnelles au chromosome Philadelphie. Cette évolution
clonale reflete I’instabilité génétique qui caractérise la transition de la phase chronique a la
phase blastique (Zippelius et al., 2007). Cependant ces clones doivent avoir un avantage
prolifératif pour persister. Les anomalies les plus fréquentes en LMC-PB sont Ia
duplication du chromosome Ph (38%), la trisomie 8 (34%) et I’isochromosome i(17)(q10)
(20%) (Calabretta and Perrotti, 2004; Irvine et al., 2010; Radich, 2007). D’autres
anomalies ont été décrites, tel que les trisomies 19, 21, 17 et les anomalies du chromosome
7 dans moins de 10% des cas (Calabretta and Perrotti, 2004; Irvine et al., 2010; Radich,
2007). La perte du chromosome Y est aussi présente en LMC-PB (5%). La perte du
chromosome Y chez les patients avec LMC ne semble pas avoir un pronostic
significativement différent des patients qui présentent seulement la t(9;22). Notons que le
chromosome Y est fréquemment perdu chez les hommes agés et que les patients avec LMC
en rémission compléte peuvent aussi perdre le chromosome Y. Ceci suggere que la perte
du chromosome Y est un évenement indépendant de la maladie et de sa progression

(Fabarius et al., 2011; Lippert et al., 2010).

Ces anomalies sont plus fréquemment associées a la progression de type myéloide.
Récemment dans une étude de 1151 patients avec LMC, les anomalies chromosomiques
additionnelles ont été classées dans deux groupes, soit un groupe principal incluant la
trisomie 8, un deuxiéme chromosome Ph et I’isochromosome i(17)(q10), et un second
groupe comprenant les autres anomalies dont les translocations t(3;12), t(4;6), t(2;16) et
t(1;21) (Fabarius et al., 2011).

La trisomie 8, anomalie cytogénétique la plus fréquente en LMC-PB, est retrouvée seule en
association avec la t(9;22) dans 10% des cas, et avec d’autres anomalies dans 25% des cas

(Huret, 1998). Elle peut étre présente lors du diagnostic de la LMC dans ~10% des cas et
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confére alors un pronostic défavorable (Huret, 1998). Lorsque détectée durant 1’évolution
de la maladie, elle est surtout associée a une transformation myéloide. Cette anomalie
chromosomique est fréquemment rapportée dans plusieurs types d’hémopathies malignes
et tumeurs solides est fréquement associée a d’autres translocations chromosomiques
primaires (Huret, 1998). Le ou les genes impliqués sur le chromosome 8 demeurent
inconnus, mais I’implication de MYC, localisé au niveau de la bande chromosomique 8q24,
a été proposée. En effet, dans la phase blastique de la LMC, MYC peut étre amplifié¢ et
surexprim¢ (Blick et al., 1987). Toutefois, une correlation entre la trisomie 8 et
I’amplification ou la surexpression de MYC n’a pas été clairement démontrée (Jennings
and Mills, 1998). Des analyses d’expression par micropuces, d’échantillons de patients
avec LAM présentant une trisomie 8§ comme seule anomalie, ont montré une surexpression
de plusieurs genes localisés au niveau du chromosome 8 mais aussi au niveau d’autres
chromosomes, ainsi qu’une diminution d’expression d’autres génes incluant MYC
(Virtaneva et al., 2001).

De facon intéressante, une association a été établie récemment entre la trisomie 8 et
I’augmentation de ’expression des génes HOJX, particulicrement HOXA9 et HOXAI0),
indépendamment d’un réarrangement du géne MLL (Kok et al., 2010).

L’isochromosome 17q retrouvée en LMC-PB est une anomalie chromosomique qui
entraine la perte des bras courts d’un chromosome 17. Il a été proposé qu’elle soit associée
a des mutations de 7P53 localisée en 17p13.1. Cependant des mutations de 7P53 ne sont
en général pas détectées dans les cellules de LMC avec i(17q) (Fioretos et al., 1999;
Schutte et al., 1993). Le premier article qui a exclu cette association entre 1’i(17q) et les
mutations de 7P53 a analysé 21 patients avec i(17q) dont 8 en phase blastique de la LMC.
Le point de cassure était souvent localisé au niveau ou a proximité de la région de délétion
commune du Syndrome Smith Magenis (SMS) en 17pl1 (Fioretos et al., 1999). Cette
région riche en genes est génétiquement instable et plusieurs syndromes de microdélétion y
sont localisés. Par ailleurs, en utilisant les sondes centromériques du chromosome 17, il a
été noté que la majorité des isochromosomes sont dicentriques. Ceci suggeére que
I’'1(17)(q10) est formé suite a un événement de recombinaison intrachromosomique

(Fioretos et al., 1999).
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Le role du double chromosome Ph dans la progression de la LMC n’est pas clair, mais
pourrait étre 1ié a Iaugmentation de ’expression de BCR-ABLI, qui est aussi rapportée
dans la LMC-PB (Elmaagacli et al., 2000; Gaiger et al., 1995). Cependant la relation entre
la présence d’un deuxiéme Ph et I’augmentation de 1’expression de la fusion n’est pas bien

¢tablie (Calabretta and Perrotti, 2004).

3.4.1. Les translocations chromosomiques récurrentes en phase
blastique de la leucémie myéloide chronique

Les translocations chromosomiques en phase blastique de la LMC sont rares (<5%)
(Radich, 2007). Les plus fréquentes sont la translocation t(3;21)(q26;q21)/fusion RUNXI-
MECOM, la translocation t(7;11)(p15;p15)/fusion NUP98-HOXA9 (Mitani et al., 1994;
Nakamura et al., 1996a; Radich, 2007) et plus récemment la t(1;21)(p36;q21)/fusion
RUNXI-PRDM16 (Hazourli et al., 2006; Roche-Lestienne et al., 2008). La translocation
t(3;21) est retrouvée dans approximativement 2% des cas et la t(7;11) est encore moins
fréquente (Calabretta and Perrotti, 2004). D’autres translocations sont rarement observées
en LMC-PB tel que la t(8;21)(q22;q22)/RUNXI/RUNXITI (Ammatuna et al., 2009;
Najfeld et al., 2011) et la t(3;12)(q26;p13)/ETV6-MECOM (Nakamura et al., 2002). L’effet
oncogénique transformant des translocations t(3;21) et t(7;11) en phase blastique de la

LMC sera discuté dans les sections suivantes.

3.4.1.1. La translocation t(3;21)/ RUNXI/MECOM et les autres
réarrangements du locus MECOM dans la phase blastique
de la LMC

La t(3;21) est présente dans la phase blastique de la LMC, mais peut aussi étre détectée
dans les LAM et les SMD. Elle est associée a un mauvais pronostic. MECOM (EVII) est
aussi réarrangé dans la t(3;12)(q26;p13) et la t(3;3)(q21;26) ou inv(3)(q21926) en LMC-
PB (Levy et al., 1994; Suzukawa et al., 1997). Dans la classification WHO 2008, les LAM
avec 1nv(3)(q21926.2) ou t(3:;3)(q21;q26.2)/RPNI-EVII font partie d’une nouvelle entité
dans la catégorie des LAM avec anomalies génétiques récurrentes et représentent 1% a 2%

des LAM (Swerdlow et al., 2008). Cette entité est caractérisée par une dysplasie des trois
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lignées et une mégacaryocytopoiese atypique (Lowenberg, 2008; Rubin et al., 1990). Les
LAMs avec inv(3)/t(3;3) ont un pronostic tres défavorable (Grimwade et al., 2010).

Cuenco et al. ont démontré 1’effet oncogénique de la fusion RUNXI-MECOM chez les
souris transplantées avec des cellules de moelle osseuse transfectées avec des vecteurs
rétroviraux contenant cette fusion. Durant la phase préleucémique, I’expression de cette
fusion ne bloquait pas la différenciation myéloide et les souris développent une LAM avec
une latence de 5 a 13 mois (Cuenco et al., 2000). Cependant la coexpression de RUNXI-
MECOM avec la fusion BCR-ABLI induit un blocage de la différenciation myéloide et
induit rapidement une leucémie myéloide aigué (Cuenco and Ren, 2001). Ces résultats
suggerent que la coopération entre deux mutations dont 1’une active une tyrosine kinase et
I’autre altere un facteur de transcription impliqué dans 1’arrét de la différenciation

my¢loide, peut induire une leucémie myéloide aigué (Cuenco and Ren, 2001).

34.1.2. Lat(7;11)/NUP98/HOXAY et les autres réarrangements
des génes HOX dans phase blastique de la leucémie
myéloide chronique

La translocation t(7;11)(p15;p15) n’est pas fréquente en phase blastique de la LMC.
Toutefois, la fusion NUP98-HOXA9 est importante car son effet oncogénique a été
démontré chez la souris. En effet, la coexpression des génes de fusion BCR-ABLI et de
NUP98-HOXA9 dans un modele murin cause rapidement une maladie progressive
correspondant a la phase blastique myéloide de la LMC (Dash et al., 2002; Mayotte et al.,
2002). Une ¢étude a démontré une collaboration entre la fusion BCR-ABLI et la fusion
NUP98-HOXA9 ou une surexpression de HOXA9. Les souris transplantées avec des
cellules de MO coexprimant les fusions BCR-ABLI et NUP98-HOXA9 développent une
leucémie aigué en 7 a 10 jours aprés la transplantation. Toutefois, I’expression d’une seule
fusion, BCR-ABLI1 ou NUP98-HOXAY9, n’entrainait pas de leucémie au-dela de 175 jours
pour la premiére fusion et au-dela de 2 mois pour la deuxiéme fusion (Mayotte et al.,
2002). Dans cette ¢tude, HOXA9 est surexprimé chez les 3 patients ¢tudiés en LMC-PB et
non chez les 2 patients en phase accélérée, suggérant que I’augmentation de 1’expression
de HOXA9 pourrait étre impliquée seulement dans la phase blastique. La fusion NUP9S-
HOXA9 augmente aussi la prolifération et la survie des progéniteurs my¢loides. Ceci a été

confirmé par Takeda et al., qui ont démontré que la fusion NUP98-HOXA9 induit la
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prolifération des précurseurs érythroides, affecte la différenciation my¢loide et érythroide
et bloque la différenciation des cellules CD34+ primaires humaines (Takeda et al., 2006).
Dans une culture a long terme (qui refléte les cellules les plus primitives in vitro), la fusion
augmente aussi la prolifération des progéniteurs/cellules souches suggérant une
augmentation dans 1’autorenouvellement des cellules primitives. Dans la méme étude,
I’expression génique étudiée par micropuces a révélé que la fusion NUP98-HOXA9 a un
effet bi-phasique sur la prolifération des cellules CD34+. Une premicre phase de répression
de la croissance cellulaire est associée a la surexpression du gene /FNBI ainsi que des
genes induits par I’'IFN. Une deuxiéme phase de prolifération est associée a 1’expression
des genes codant pour des facteurs de transcription homeobox, ainsi que les genes FLT3,
KIT, et WTI1. Plus tardivement, plusieurs génes suppresseurs de tumeurs et des genes

associés a la différenciation hématopoiétique sont réprimés.

3.4.1.3. Les mutations moléculaires les plus fréquentes dans la
phase blastique de la leucémie myéloide chronique

Plusieurs génes impliqués dans la différenciation hématopoiétique, le cycle cellulaire,
I’apoptose, ou d’autres voies cellulaires peuvent étre mutés dans la LMC-PB. Les
mutations les plus fréquentes dans la PB sont détectées au niveau du geéne suppresseur de
tumeur 7P53 (20%—-30%) (Calabretta and Perrotti, 2004; Di Bacco et al., 2000), du facteur
de transcription hématopoiétique RUNXI (38%) (Roche-Lestienne et al., 2008), et du géne
CDKN2A4/B « cyclin-dependent kinase inhibitor 2A/2B » (50%) impliqué dans Ia
progression du cycle cellulaire (Mullighan et al., 2008b). D’autres facteurs de transcription
sont mutés, tel que lkaros (IKZF1) impliqué dans la spécification lymphoide des lignées
hématopoiétiques (muté dans 55% des cas de transformation lymphoblastique de LMC)
(Mullighan et al., 2008a) et GATA2 dans 11% des LMC-PB (Zhang et al., 2008a), la
mutation L359 V (GATA2) étant exclusivement rapportée dans la LMC-PB (Zhang et al.,
2009).

D’autres geénes sont dérégulés en raison des changements épigénétiques causés par
I’expression constitutive de la fusion BCR-ABLI (Yong and Melo, 2009), comme par
exemple PRAME, MZF1, MECOM, WTI, and JUNB qui pourraient avoir un role dans la
progression blastique (Calabretta and Perrotti, 2004; Oehler et al., 2009; Radich et al.,

2006). 11 est a noter que plusieurs mutations peuvent coexister chez un méme patient.



58

Le géne muté qui a été le plus étudi¢ en LMC-PB est 7P53. Ce géne joue un rdle
important dans le traitement a ’IM. Les souris hétérozygotes pour la fusion BCR-ABLI et
pour p53 meurent d’une leucémie aigué précédée d’un SMP ressemblant a la LMC chez
I’humain. Ces leucémies sont des tumeurs clonales de type T, et ceci est similaire a
I’induction de lymphomes a cellules T chez les souris p53-/- (Donehower et al., 1992).
L’effet de p53 en LMC-PB ne semble pas étre li¢ a I’arrét de différenciation mais plutot a
I’expansion du pool des progéniteurs hématopoiétiques (Calabretta and Perrotti, 2004). En
effet la protéine p53 régule négativement des facteurs de transcription importants pour les
voies de signalisation Wnt et Hedgehog. Spécifiquement, p53 régule négativement
I’activité transcriptionnelle de GLII affectant 1’autorenouvellement (Stecca and Ruiz i
Altaba, 2009). Les régulateurs transcriptionnels de la voie Wnt, CTNNBI et TCF4 sont
aussi négativement régulés par TP53 soit par dégradation (Prowald et al., 2007) ou par
répression de la transcription (Prowald et al., 2007). La voie p53 pourrait donc étre une
cible thérapeutique intéressante dans la LMC-PB (Peterson et al., 2011).

Un traitement des cellules exprimant BCR-ABLI avec I’IM, induit une activation sélective
de TP53 suite a I’inhibition de la kinase BCR-ABL1 (Wendel et al., 2006). Par contre
I’inactivation de 7P53 qui accompagne la progression de la LMC bloque la réponse a I'IM
in vitro et in vivo malgré I’inhibition de la kinase BCR-ABLI1. Par conséquent, les
mutations qui affectent la voie p53, peuvent contribuer a la résistance a I’'IM dans la LMC-

PB (Wendel et al., 2006).

Nous avons cité les mutations les plus fréquentes. Cependant, de nombreux autres génes
peuvent étre mutés en phase blastique de la LMC (Grossmann et al., 2011). La
caractérisation de ces anomalies est importante afin de distinguer entre les mutations qui
reflétent I’instabilité génomique, les mutations importantes pour la résistance au traitement
ainsi que les mutations impliquées dans 1’arrét de la différenciation hématopoiétique.

La caractérisation de ces anomalies génétiques additionnelles pourrait ainsi
contribuer a mieux comprendre les mécanismes oncogéniques impliqués dans la
transformation blastique de la LMC et dans la résistance aux traitements associée a cette

phase de la maladie.
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Les objectifs de notre travail

1. Objectif principal

Contrairement a la phase chronique de la LMC, la phase blastique est associée a un
pronostic trés défavorable car les patients sont résistants aux traitements. Les mécanismes
moléculaires impliqués dans cette évolution ne sont pas entiérement élucidés. L’objectif
principal de notre projet est d’identifier de nouveaux mécanismes d’altérations génétiques
dans la LMC-PB. La caractérisation cytogénétique et moléculaire des translocations
chromosomiques détectées dans des cellules leucémiques de patients en LMC-PB
permettra d’identifier les génes impliqués ainsi que les mécanismes d’altération de ces
geénes, soit par la formation de génes de fusion et/ou par la dérégulation de 1’expression des
genes impliqués. Ces anomalies génétiques pourraient collaborer avec la fusion BCR-ABL1

dans la transformation blastique de la LMC.

2. Objectifs spécifiques

Nous avons détect¢é quatre nouvelles translocations  t(1;21)(p36;q22),
t(7;17)(p15;7922), t(2;12)(q31;p13) et t(8;17)(q?11;?q22) dans des cellules leucémiques de
patients en PB de la LMC collectées par la Banque de cellules leucémiques du Québec

(BCLQ).
Nos objectifs sont :
- Délimitation des points de cassure des translocations chromosomiques et

identification des génes et des loci impliqués.

- Identification de nouveaux mécanismes d’altération génique dans ces
translocations, soit par la formation de transcrits de fusion et/ou par I’altération de

I’expression des génes impliqués.
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- L’expression des genes identifiés sera ensuite étudiée dans d’autres spécimens de
leucémies aigués myéloides de différents types morphologiques et génétiques afin

d’étudier leur implication potentielle dans cette maladie.
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MATERIEL ET METHODES

1. Echantillons de lignées et de cellules étudiés dans ce projet

Tous les échantillons de patients proviennent de la BCLQ et ont été obtenus avec un
consentement du patient. Les échantillons des quatre patients qui ont été utilisés pour ce
projet ont été sélectionnés en tenant compte de la morphologie et du pourcentage de blastes
(représentatif d’une transformation de la LMC), de leurs anomalies cytogénétiques
(translocations chromosomiques additionnelles a la t(9;22)), ainsi que de la résistance des

patients au traitement.

Pour I’é¢tude d’expression de PRDM16, 105 échantillons ont été¢ étudi€és comprenant des
¢échantillons de 90 patients incluant 14 patients avec syndrome my¢lodysplasique (SMD) et
SMD transformés en LAM, 7 avec LMC-PB incluant le cas 02-H056 avec la translocation
t(1;21), ’échantillon de la méme patiente en phase chronique de la LMC sans la t(1;21), 68
avec LAM de différents types morphologiques (FAB M0, M1, M2, M4, M5) et de
différents groupes cytogénétiques avec les translocations chromosomiques t(11q23),
t(15;17), t(8;21) et I’inversion 16, inv(16) (Tableau II). Dans notre étude, nous avons
¢galement utilis¢ des échantillons de 4 moelles normales (MN), un échantillon de cellules
CD34 positives de donneur normal, 5 échantillons de sang périphérique normal (PB), ainsi
que des cellules de la lignée HCT-116 et de quatre lignées cellulaires de LMC-PB (K562,
KUS812, MC3, MEG-01). La lignée HCT116 est une lignée cellulaire dérivée d’un
carcinome colorectal et ces cellules de type épithélial a haute capacité proliférative sont
couramment utilisées dans de nombreuses études. Le caryotype de cette lignée est
complexe avec un nombre modal de 45 chromosomes. Les lignées K562 et MC3 nous ont
¢té fournies par les Dr Denis-Claude Roy et C. Gambacorti-Passerini respectivement. La
lignée K562 a été établie a partir des cellules d’une patiente de 53 ans en transformation
blastique de la LMC. Le nombre des chromosomes est triploide avec une quinzaine de
marqueurs chromosomiques. La lignée MC3 est pseudodiploide et posséde deux
chromosomes Ph. Les deux lignées KU812 (CRL-2099) et MEG-01 (CRL-2021) ont été
fournies par ATCC (www.atcc.org/). La lignée KU812 a été établie a partir du sang

périphérique d’un patient en LMC-PB et le caryotype de cette lignée est a 58 chromosomes
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avec trois chromosomes Philadelphie ainsi que 1’addition de plusieurs chromosomes. La
lignée MEG-01 est issue des cellules d’un patient ayant eu une transformation
mégacaryoblastique de la LMC avec un caryotype hyperdiploide de 56 a 58 chromosomes.
Huit échantillons de patients surexprimant PRDM16 dans notre étude ont ensuite été
investigués par FISH afin de vérifier si I’augmentation de I’expression de PRDM 16 était
reliée a la présence d’une translocation chromosomique impliquant PRDM16 ou d’une
amplification génique.

Neuf échantillons de patients avec des pourcentages de blastes élevés supérieur a 35%,
dont quatre patients en LMC-PB, 5 avec des LAM de types morphologiques différents
(M1, M2 et M4) et une MN ont été utilisées pour 1’étude d’expression des génes HOXA6,
HOXA7 et HOXA9 par RT-PCR (Tableau VIII).

Les échantillons utilisés dans les différentes études dans ce projet sont décrits dans le

Tableau II.

Tableau II. Liste des échantillons étudiés dans ce projet et technique utilisée.

Code Diagnostic Investigation par FISH Investigation moléculaire

BCLQ

00-HO059 LMC-PC FISH pour alteration de PRDM16 qPCR PRDM16
Délimitation des régions impliquées au

02HO037 LMC-PB niveau des points de cassures et PCR, RT-PCR

identification des génes altérés

Délimitation des régions impliquées au
02H052 LMC-PB niveau des points de cassures et PCR, RT-PCR, RACE-PCR
identification des génes altérés

Délimitation des régions impliquées au

02H056 LMC-PB niveau des points de cassures et PCR, RT-PCR
identification des génes altérés

03HO054 LMC-PB FISH pour altération de PRDM16 qPCR PRDM16

04H027 LMC-PB FISH pour altération de PRDM16 qPCR PRDM16, RT-PCR HOXA

04H049 LMC-PB FISH pour altération de PRDM16 qPCR PRDM16, RT-PCR HOXA
Délimitation des régions impliquées au

06H006 LMC-PB niveau des points de cassures et PCR, RT-PCR, qPCR
identification des génes altérés

08HO037 LMC-PB RT-PCR HOX4

02H003 MO qPCR PRDM16

03H030 MO qPCR PRDM16

03H039 MO qPCR PRDM16

04H096 MO qPCR PRDM16

02HO009 Ml FISH pour altération de PRDM16 qPCR PRDM16

02H025 Ml qPCR PRDM16

02H028 M1 qPCR PRDM16




02H041 M1 qPCR PRDM16
02H045 Ml qPCR PRDM16
02H053 M1 qPCR PRDM16
02H060 Ml qPCR PRDM16
02H066 M1 qPCR PRDM16
02HO075 qPCR PRDM16
03H024 Ml qPCR PRDM16
03HO033 M1 FISH pour altération de PRDM16 qPCR PRDM16
03HO081 Ml qPCR PRDM16
03H094 M1 qPCR PRDM16
03H116 Ml qPCR PRDM16
03H119 M1 qPCR PRDM16
04HO001 Ml qPCR PRDM16
04HO006 M1 FISH pour altération de PRDM16 qPCR PRDM16
04H112 M1 RT-PCR HOXA
04H024 Ml qPCR PRDM16
04H025 M1 qPCR PRDM16
04H048 Ml qPCR PRDM16
04HO055 M1 qPCR PRDM16
04H103 Ml qPCR PRDM16
04H120 M1 FISH pour altération de PRDM16 qPCR PRDM16
08HO053 M1 RT-PCR HOXA
09H002 Ml RT-PCR HOXA
01H002 M3 t(15;17) qPCR PRDM16
02H046 1\(/[135\;]1 7 qPCR PRDM16
03HO070 M3 t(15;17) qPCR PRDM16
04H123 M3 t(15;17) qPCR PRDM16
03H067 MS5t(11)(q23) qPCR PRDM16
04H041 ?{IISIE);(qB) qPCR PRDM16
04HO080 ?{ﬁ;qza qPCR PRDM16
05H066 1\(/[141 )q23) qPCR PRDM16
03HO065 M2 (8;21) qPCR PRDM16
03HO083 M2 (8;21) qPCR PRDM16
05HO001 M2 (8;21) qPCR PRDM16
05H042 M2 (8;21) qPCR PRDM16
04H141 M2 RT-PCR HOXA
03H109 MA4E inv(16) qPCR PRDM16
03H112 MAE inv(16) qPCR PRDM16
04H030 MA4E inv(16) qPCR PRDM16
04HO061 MA4E inv(16) qPCR PRDM16
04H091 M4 inv(16) qPCR PRDM16

64
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05H050 M4 RT-PCR HOXA
03HO17 SMD qPCR PRDM16
03HO060 SMD/LAM qPCR PRDM16
03H097 SMD/LAM qPCR PRDM16
04HO11 SMD/LAM qPCR PRDM16
04H037 SMD qPCR PRDM16
04H050 SMD/LAM qPCR PRDM16
04H063 SMD/LAM qPCR PRDM16
04H070 SMD/LAM qPCR PRDM16
04HO079 SMD/LAM qPCR PRDM16
04H134 SMD qPCR PRDM16
05H005 SMD qPCR PRDM16
05H009 SMD qPCR PRDM16
02H004 M6 qPCR PRDM16
02H026 M5A qPCR PRDM16
02H033 M5A qPCR PRDM16
03HO16 M5A qPCR PRDM16
03H028 M6B qPCR PRDM16
03H041 M5 qPCR PRDM16
03H052 M5B FISH pour altération de PRDM16 qPCR PRDM16
04HO006 M2 qPCR PRDM16
04H054 M2 qPCR PRDM16
04HO068 M2 qPCR PRDM16
04H084 M5B qPCR PRDM16
04H107 M2 qPCR PRDM16
04H118 M5A qPCR PRDM16
04H132 M4 qPCR PRDM16
04H140 M4 qPCR PRDM16
04H141 M2 qPCR PRDM16
05H033 M2 qPCR PRDM16
05H050 M4 qPCR PRDM16
09H027 MN1 RT-PCR HOXA
10H025 MN2 RT-PCR HOXA
07H140 MN3 RT-PCR HOXA

Tableau II : Liste des échantillons étudiés dans ce projet. Chaque patient a un numéro
d’identification de la BCLQ pour codifier 1’échantillon de sang ou de moelle. Les patients
avec réarrangements de la bande 11923 (géne MLL), translocations t(15;17)/fusion PML-
RARA, et inversion du chromosome 16, inv(16)/fusion CBFf/MYHI11, ont été confirmés
par FISH. Le type morphologique de la leucémie aigué¢ myé¢loide (LAM) dans la
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classification FAB est not¢ (M0 a M6). LMC-PB, leucémie my¢loide chronique en phase
blastique ; LMC-PC, leucémie myéloide chronique en phase chronique ; SMD, syndrome

my¢lodysplasique; MN1 2 3, moelles normales 1, 2, 3.

2. Caryotype en bandes G obtenu suite a ’action de la Trypsine et du
Giemsa

La découverte de Hsu T.C en 1952 permettant la distinction des chromosomes a marqué le
début de la cytogénétique standard (le caryotype) (Hsu, 1952). Des améliorations ont
ensuite ét¢ apportées a la technique, favorisant une augmentation du nombre et de la
qualité des métaphases (Nowell, 1960; Tjio and Levan, 1956). Malgré sa faible résolution,
le caryotype est devenu un outil important utilisé en recherche et en clinique, permettant
une analyse globale des anomalies chromosomiques numériques et structurales des
cellules. Le marquage chromosomique en bandes GTG (bandes G obtenues suite a 1’action
de la Trypsine et du Giemsa) est la technique de marquage chromosomique la plus utilisée

dans I’investigation des réarrangements chromosomiques dans les cancers.

Culture cellulaire

Dans notre laboratoire, les cellules mononuclées du sang ou de la moelle sont récupérées
par centrifugation suite a 1’utilisation du milieu Ficoll-Paque. Les cellules mononuclées se
retrouvent dans une couche blanchatre entre deux couches, une couche supérieure
contenant le plasma et une couche inférieure contenant le Ficoll et les autres types
cellulaires. La culture des cellules mononuclées pour les leucémies aigu€s se fait a
différents temps : 24 heures, 48 heures et 72 heures. Nous utilisons comme milieu soit le
MarrowMax (Gibco; cat. no. 12260-014) ou le RPMI 1640 (Invitrogen; cat no.11875-093).
Le MarrowMax est un milieu complet spécifique pour la culture des cellules
hématopoiétiques. Il est composé de sérum de veau feetal, de L-glutamine, d’antibiotiques
ainsi que de facteurs de croissance pour les cellules hématopoiétiques. Le RPMI 1640 est
un milieu de base auquel nous ajoutons du sérum de veau feetal, de la L-glutamine et de la
pénicilline (100 Ul/ml). Pour favoriser la croissance des cellules my¢loides, des facteurs de
croissance peuvent également étre utilisés, dont le GM-CSF (Granulocyte Macrophage-

Colony Stimulating Factor), le SCF (Stem Cell Factor) et le ligand-FLT3. Les cellules sont
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cultivées a 37°C, et a une teneur en CO2 de 5%. Un agent intercalant de 1'ADN
I’actinomycine D, peut étre ajouté 30 minutes avant la fin de la culture. Cet agent inhibe la
condensation de I’ADN, améliorant ainsi le niveau de résolution du marquage
chromosomique. Enfin, la colcémide (KaryoMAX Colcemid™ Solution, Life
technologies) un inhibiteur de la dépolymérisation des microtubules du fuseau mitotique,
est ajouté a la fin de la culture pour une durée de 15 minutes, bloquant les cellules en
métaphase.

Toutes les lignées cellulaires leucémiques ont été cultivées a 37°C dans le RPMI 1640
auquel nous ajoutons du sérum de veau feetal, de la L-glutamine et de la pénicilline (100

Ul/ml).

Récolte

Les cellules sont centrifugées pendant 8 minutes a 1000 rpm et le culot est suspendu dans
une solution hypotonique de chlorure de potassium (KC1 0.56%) a 37°C pendant 15
minutes. On centrifuge pendant 8 minutes a 1000 rpm et les cellules sont resuspendues
dans du Carnoy 3:1 composé de 3 volumes de méthanol et 1 volume d’acide acétique
glacial. Deux étapes successives de fixation au Carnoy et de centrifugation sont réalisées.

Suite a la fixation, les cellules sont gardées a -20°C jusqu’a utilisation.

Marquage en bandes GTG

Idéalement 1’étalement des cellules sur lames se fait au Thermotron, sinon il faut prendre
en considération I’humidité et la température pour un étalement optimal. Les lames
vieillies sont traitées a la trypsine, rincées a 1’éthanol 70% et colorées au Giemsa 4%
pendant 3 a 5 minutes avant d’étre rincées dans deux bains d’eau et séchées a la
température de la piece. L’analyse des lames au microscope permet la capture d’au moins
une vingtaine d’images de mitoses, réalisée a I’aide d’une caméra et d’un logiciel de
capture et d’analyse d’images (dans notre laboratoire : CytoVision, Leica Microsystems).
Le caryotype permet la détection d’anomalies chromosomiques suite a un classement des
chromosomes par paires. La formule chromosomique est écrite selon les normes établies
par le systéme international de nomenclature de cytogénétique ISCN 2009 (International

System for Human Cytogenetic Nomenclature 2009) (Shaffer et al., 2009).
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3. Caryotype spectral

La technique de SKY « Spectral karyotyping » permet une analyse de I’ensemble des
chromosomes suite a une seule hybridation in situ avec 24 sondes de peinture
chromosomique. Ceci permet la visualisation de chaque paire chromosomique avec une
couleur distincte. Les sondes obtenues commercialement (Applied Spectral Imaging) ont
été préparées suite a la séparation des chromosomes par cytométrie en flux (Sillar and
Young, 1981; Young et al., 1981) ou par microdissection (Greulich, 1992; Guan et al.,
1992). Par la suite, grace aux amorces aléatoires dégénérées, des amplifications ont été
réalisées pour chaque chromosome par la réaction DOP-PCR « Degenerate
Oligonucleotide Primed-PCR » (Guan et al., 1992; Telenius et al., 1992a; Telenius et al.,
1992b).

Le marquage des sondes de peinture spécifique a chaque chromosome est effectué grace a
plusieurs combinaisons de cinq fluorochromes: le Spectrum vert, le Spectrum orange, le
Texas red, la Cyanine 5 (Cy5) et la Cyanine 5.5 (Cy5.5). Ainsi, chaque chromosome a une
combinaison unique de fluorochromes. La visualisation de tous les chromosomes ayant
chacun une couleur distincte, nécessite une analyse des signaux d’hybridation par un
interféromeétre et I’attribution d’une couleur de classification pour chaque chromosome par
le logiciel d’analyse.

Le principe du SKY est le méme que celui de ’hybridation in situ en fluorescence « FISH
» (voir paragraphe suivant). Quatre étapes principales sont nécessaires pour réaliser la
technique de SKY: 1) Préparation des lames; 2) Dénaturation de I’ADN double brin de la
sonde et de la cible sur lame (métaphases pour le SKY, cellules interphasiques et
métaphases pour le FISH); 3) Hybridation de la sonde a ’ADN cible et lavages; 4)

Détection des sondes et analyse des images.

1) Préparation des lames

Les lames sélectionnées sont d’abord déshydratées dans 1’alcool en concentration
croissante de 70%, 80% et 100% puis traitées a la RNAse A/2x SCC (4 mg Rnase/40 ml 2x
SCC) a 37°C pendant 45 minutes et sont lavées dans le tampon 2x SSC a température piece
pendant 5 minutes a 3 reprises. Les lames sont ensuite trempées dans une solution de
0.6mg pepsine/50 ml de 0.01M HCL & 37°C pendant 2 minutes, puis lavées dans une

solution 1x PBS a température piéce pendant 5 minutes a 2 reprises. Puis, les lames sont
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lavées dans une solution de 1x PBS/MgCI2 (5 ml de 1M Mgcl2 plus 95 ml 1x PBS) a
température piece pendant 5 minutes et traitées dans une solution de 1% formaldéhyde/1x
PBS/MgCl12 (2,7 ml de formaldehyde 37% ad 100 ml avec du 1x PBS /Mgcl2) a
température piece pendant 10 minutes.

Elles sont enfin lavées dans du 1x PBS a température piece pendant 5 minutes puis

déshydratées dans des solutions d'éthanol 70%, 80% et 100% pendant 2 minutes.

2) Dénaturation de I’ADN cible et de la sonde

La dénaturation des lames se fait a 70°C (+ ou- 20°C) dans la formamide 70%/2x SSC (35
ml formamide + 10 ml H20 distillée + 5 ml 20X SSC) durant 1 minute, puis elles sont
déshydratées dans trois bains successifs d’alcool froid a 70%, 80% et 100% pendant 2
minutes et séchées a 1’air libre. La sonde du caryotype spectral est dénaturée séparément
dans le bain-marie a 80°C pendant 7 minutes puis gardée a 37°C pendant 1 heure (jusqu'a

utilisation).

3) Hybridation et lavages

On dépose la sonde sur la lame et on incube dans une chambre humide a 37°C pour 36 a 48
heures. Suite a I’incubation des lames, une série de lavages est effectuée dont trois lavages
dans la formamide 50%/2X SSC a 45°C pendant 5 minutes et deux lavages dans du 1X
SSC a 450C pendant 5 minutes, puis les lames sont trempées dans une solution 4x
SSC/0.1% Tween 20 pour 2 minutes. Le colorant Cy5 (80 ul) est appliqué, la lame est
recouverte d’une lamelle et incubée dans une chambre humide a 37°C pendant 45 minutes.
Ensuite, trois lavages sont effectués dans du 4XSSC/Tween 20 0,1% a 450C pendant 3
minutes. Puis, 80 ul de colorant Cy5.5 est appliqué sur la lame qui est couverte d'une
lamelle et incubée dans une chambre humide a 37°C pendant 45 minutes. Trois lavages
successifs de 4xSSC/0.1% Tween 20 sont ensuite effectués pour 3 minutes et les lames
sont rincées avec de l'eau distillée dans un bain avec une 1égére agitation constante, puis
sécher a I’air libre. Le DAPI est appliqué sur la lame comme contre colorant, puis la lame
est couverte avec une lamelle. L’analyse est effectuée dans notre laboratoire avec le
logiciel de capture Spectral Imaging 2.3 et le logiciel d’analyse SKYview 1.6.1 de Applied
Spectral Imaging (San Jose, CA). La fluorescence générée par la combinaison de différents

fluorochromes est analysée par le logiciel et une couleur spectrale est assignée a chaque
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combinaison grice 4 un systéme a filtre triple (SKY CUBE™, Applied Spectral Imaging)

permettant 1’identification des chromosomes.

4. Hybridation in situ en fluorescence

Le principe du FISH « fluorescence in situ hybridization » repose sur 1’hybridation
moléculaire d'une sonde d'ADN marquée avec un fluorochrome, permettant sa
visualisation suite a son hybridation spécifique a une séquence cible complémentaire
d’ADN, au niveau des noyaux interphasiques ou des chromosomes métaphasiques. Trois
étapes principales sont nécessaires pour réaliser la technique du FISH: 1) Dénaturation de
la sonde et de la lame; 2) Hybridation et lavages; 3) Visualisation des sondes et analyse des

images.
1) Dénaturation de la sonde et de I’ADN cible sur lame

La dénaturation se fait grace a la chaleur et la formamide, cette derniére déstabilise les
liaisons hydrogeénes liant les deux brins d’ADN permettant une dissociation des deux brins
a des températures qui n’affectent pas la structure des chromosomes et des noyaux. La
dénaturation des lames se fait dans la formamide 70%/2X SSC a 73°C pendant 5 minutes,
suivie par une déshydratation a 1’alcool 70%, 85% et 100% pendant une minute puis un
séchage a D’air libre. La dénaturation de la sonde a I’abri de la lumicre, se fait a la méme

température, 73°C, pendant 2 a 5 minutes dépendamment de la sonde utilisée.
2) Hybridation et lavages

L’hybridation entre la sonde et ’ADN cible se fait durant une incubation de 16 heures a
37°C dans une chambre humide dans la noirceur. Le lendemain, un premier lavage est fait
avec la solution 0,4X SSC/0,3% NP-40 a 73°C. Le temps du lavage (quelques secondes a 2
minutes) dépend du type de sonde utilisée : sondes commerciales généralement de grande
taille, ou sondes préparées au laboratoire a partir de vecteurs de type BACs (Bacterial
artificial chromosomes) ou PACs (Phage Pl-derived artificial chromosomes). Un
deuxieme lavage se fait a température piece dans une solution 2X SSC/0,1% NP-40
pendant quelques secondes a une minute dépendamment de la sonde utilisée. Dans le but
de maximiser le signal d’hybridation spécifique et de minimiser les signaux générés par

une hybridation non spécifique (bruit de fond), une optimisation des conditions de lavage
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est nécessaire pour chaque sonde utilisée. En général, pour les sondes BACs/PACs, de plus
petites tailles que les sondes commerciales, les conditions de lavage sont moins stringentes.
De plus, une validation de la localisation de ces sondes en les hybridant sur des

préparations métaphasiques de sujets normaux est nécessaire.
3) Détection des sondes et analyse des images

Suite a la contre coloration des lames au DAPI, la visualisation et I’analyse des lames de
FISH sont effectuées en utilisant une combinaison de filtres qui permettent la visualisation
des différents fluorochromes utilisés dans le marquage des sondes. Les images sont

capturées a I’aide du logiciel CytoVision® version 3.6 (Leica Microsystems) dans notre

laboratoire.

Tableau III. Liste des sondes Abbott utilisées dans ce projet.

Nom de la sonde | Localisation Génes Caractéristiques Utilisation dans
/locus le projet
9q34.1 ABLI Sonde LSI ABLI : Confirmation de la
ES-BCR-ABLI1 - spectrum orange fusion BCR-ABL1
(extra signal - taille 650 Kb chez les patients
BCR-ABLI) - couvre les génes ABLI et ASS atteints de LMC
22ql1 BCR Sonde LSI BCR :
- spectrum vert
- taille 300 Kb
- couvre la majorité du géne BCR
(exons 1 a 14).
8q21.3 RUNXIT | Sonde LSI RUNXITI : Investigation du
RUNXI/RUNXIT 1 - spectrum orange réarrangement de
1 DF (double - taille 655 Kb RUNXI dans la
fusion) - couvre le geéne et une région t(1;21) ainsi que
adjacente chez les patients qui
21q22 Sonde LST RUNXI : surexpriment
RUNXI | - spectrum vert PRDM16
- taille 1,4 Mb
- couvre le gene et une région
adjacente
12p13 ETV6 Sonde LSI ETV6 : Investigation du
ETV6/RUNXI - spectrum vert réarrangement de
« ES Dual Color - taille 350 kb RUNXI dans la
» - couvre la partie 5” ETV6 (exons 1 | t(1;21) et du
a 4) et une région adjacente réarrangement de
21q22 RUNXI | Sonde RUNXI : ETV6 dans la
- spectrum orange t(2;12)
- taille 500kb
- couvre tout le géne et une région
adjacente
12p13 ETV6 - couvre les deux parties 5’ et 3’ de | Investigation du
ETV6 Dual Color ETV6, de deux couleurs différentes. | réarrangement de
« Break Apart » Sonde 3° I’ETVG : ETV6 dans la
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- spectrum vert

- taille 632 kb
Sonde 5° d’ETV6 -
- spectrum orange
- taille 486 kb

1(2;12)

1p36.32 TP73 et | Sonde 1p36.32 : Investigation du
LSI Ip36/LSI EGFL3 | - spectrum orange réarrangement de la
1925 - taille 400 kb bande 1p36 dans la
1925 ABL2 et | Sonde 1g25: t(1;21)
ANGPTL | - spectrum vert
1 - taille 620 kb
17921 RARA - couvre les deux parties 5’ et 3’ de | Investigation du
LSI RARA Dual RARA, de deux couleurs différentes. | réarrangement de la
Color Break Sonde 5° de RARA : bande 17q21 dans
Apart - spectrum orange lat(8;17)

- taille 150 kb
Sonde 3’ de RARA :
- spectrum vert

- taille 417 kb

Tableau IV. Liste des BACs utilisés dans ce projet.

Nom du BAC ou du
PAC Localisation Géne (s) ou locus étudiés avec cette sonde
t(1;21)(p36.3;q22.1)

RP11-421C4 1p36.33 Plusieurs génes a partir du géne CPSF3L jusqu’a ATAD3B

RP1-283E3 1p36.33 Plusieurs génes a partir du géne CDK/ 1B jusqu’a GNBI

RP1-163G9 1p36.32 PRDM16 (exon 1 et intron 1)

RP4-785P20 1p36.32 PRDM]16 (intron 3-exon 17)

RP11-659J6 1p36.32 PRDM16 (intron 1- intron 4)

RP11-59J21 1p36.32 PRDM16 (exons 3 a 12)

RP11-299D9 21g22.1 RUNXI (exons 2 a 8)

RP11-771C10 21g22.1 RUNXI (exons 7 et 8)

t(2;12)(q?31;p12)

RP11-8921.20 2qg31.1 KIAA1715 centromérique au locus HOXD
RP11-116M4 2q31.1 KIAA1715 centromérique au locus HOXD
RP11-426F12 2q31.1 KIAA1715 centromérique au locus HOXD

RP11-99121 2q31.1 A partir du géne KIAA1715 jusqu’a HOXD4
RP11-203G19 2q31.1 locus HOXD a partir de EVX2 jusqu’a HOXD1
RP11-1078K2 2q31.1 Région sans géne connu, centromérique au locus HOXD

RP11-12N7 2q31.1 ATF2

RP11-446K13 2q31.1 TLK1
RP11-1023G22 2q31.1 SP3
RP11-1125C19 2g31.1 METAPID, DLX1, DLX2

t(7;17)(p15;q?22)

RP11-6921L4 7p21.2 ETV1

RP11-1132K14 Tpl5.2 HOXA3 jusqu’a EVX1
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RP11-22E20 17q22 MSI2 (exons 7 a 14)
RP11-166N4 17q22 MSI2 (intron 5)
RP11-959D16 17q22 MSI2 (intron 6 a ’exon 11)
RP11-964F3 17922 MSI2 (exon 1 a I’intron 5)
RP11-1089N22 17922 MSI2 (exon 1 a I’intron 5)
RP11-1002113 17q22 AKAPI et 5'MSI2 (exon 1 a intron 5)
RP11-449M1 179253 SEPTY9
RP11-676C19 17922 ANKFNI (exonl & intron 2)
RP11-1018A15 17q22 ANKFN]I (intron2 a exon 17)
RP11-9G4 17q22 HLF
RP11-799D23 17g21.33 CAT7, TAC4
RP11-209M4 17921 MEOXI, SOST et DUSP3 (exonl)
t(8;17)(q?12:;92q22)
RP11-845K20 8qll1.21 SNAI2, EFCABI
RP11-1314 8ql1.21 PRKDC, CEBPD, KIAA0146
RP11-30L15 8ql11.23 RGS20, TCEAI, LYPLAI
RP11-246M7 8ql2.1 TGS1, LYN
RP11-22E14 8ql2.1 LYN, RPS20, SNORD56, MOS
RP11-196H10 8ql2.1 XKR4
RP11-122D2 8ql2.1 PLAGI, CHCHD7
RP11-653L18 8ql11.23 RPI
RP11-30G11 8ql11.23 SoX17
RP11-359F18 8ql1.23 SoxX17
RP11-832F24 8ql11.23 SOX17
RP11-9719 8q11.23 Centromérique a SOX17
RP11-22E20 17q22 MSI2 (exons 7 a 14)
RP11-166N4 17q22 MSI?2 (intron 5)
RP11-1089N22 17922 MSI2 (exon 1 a intron 5)
RP11-3K24 17q23.2 USP32
RP11-430B7 17q24.2 KPNA2, LOC100499466
RP11-945N10 179243 MAP2K6
RP11-435]17 17922 LPO, MPO, SUPT4HI, BZRAPI, RNF43, HSF5
RP11-142B17 17q22 TEXI14, RAD51C, PPMIE
RP11-209M4 17921 MEQOXI et SOST
RP11-640G9 17q22 VEZFI, SRSF1
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5. Préparation des vecteurs BACs et PACs

Les BACs et les PACs utilisés comme sondes dans la technique de FISH, sont des vecteurs
comprenant des séquences du génome humain (insert). Chaque séquence est associée a un
numéro correspondant (nomenclature commengant par RP11 pour le BAC et par RP1 ou
RP4 pour le PAC). La taille de I’insert pour ces vecteurs est en moyenne de 100 a 150 kb.
Nous avons sélectionné les BACs et les PACs utilisés dans ce projet, dans les régions

d’intérét a I’aide du site du Genome Browser UCSC (http://genome.ucsc.edu/) et ils ont été

obtenus du BACPAC Ressources Center (http://bacpac.chori.org/). Le BAC est constitué
d’un vecteur dérivé du plasmide F (facteur de fertilité) assurant sa réplication et son
expression une fois inséré dans la bactérie E.Coli. Un site de clonage dans le géne lacZ est
aussi présent, fournissant la sélection de criblage blanc/bleu. Au niveau du BAC, une
origine de réplication oriS maintient les copies de 1 a 2 par cellule limitant les phénoménes
de recombinaison. La présence du geéne de résistance au chloramphénicol permet la
sé¢lection des bactéries contenant le BAC. Le PAC, dérivé du bactériophage P1, se réplique
comme un plasmide a une copie unique grace au réplicon plasmidique de P1 et il est tres
stable. Les clones recombinants sont sélectionnés en présence de kanamycine, grace a une
enzyme toxique pour E.coli, codée par le géne SacB, qui s’exprime seulement en absence

du fragment d’ADN humain.

Différents protocoles d’extraction des BACs/PACs ont été utilisés dans ce projet dont le
Qiagen large-construct kit (Qiagen, cat. no. 12462) et le Spin doctor BAC prep kit (Gerard
Biotech, cat. no. S121L). Les bactéries E.coli contenant les vecteurs sont regues dans des
milieux LB semi solides. Afin d’isoler une colonie nous entreprenons des cultures dans le
milieu LB et I’antibiotique approprié afin d’éviter les contaminations. Pour les BACs, la
concentration du Chloramphénicol est de 12.5ul./ml et pour les PACs, la concentration de
la kanamycine est a 50 ug/mL. Suite a une incubation toute la nuit, des étalements sont
effectués dans des boites de pétri afin d’obtenir des colonies isolées. A partir d’une colonie
isolée, on effectue une culture bactérienne pour I’extraction de ’ADN des BACs. La
période d’incubation dans le milieu LB (125 mL) avec antibiotiques est de 16 heures a
37°C. On sépare en premier les bactéries du milieu par centrifugation 10 minutes a 5000
rpm. Le culot bactérien est par la suite homogénéis¢ dans 10 mL de solution P1 (5 mL de

TRIS 1M a pH=8, 2 mL de EDTA a 0.5M a pH=8, 93 mL d’eau DIUF, 50 pL de RNase 20



75

mg/mL). On y rajoute 10 mL de solution P2 (80 mL de NaOH a 0,25N, 1 gr de SDS plus
20 mL d’eau). Le mélange est incubé pendant au moins 5 minutes avant le rajout de 10 mL
de solution P3 (KOAc a 3M, pH=5.5). Suite a une centrifugation a 10000 rpm pendant 10
minutes nous récupérons I’ADN dans le surnageant par filtration. L’ADN est précipité par
I’isopropanol froid (30 mL), avec incubation de 5 minutes et centrifugation de 15 minutes
a 9000 rpm. Le surnageant est jeté et le culot qui contient ’ADN est lavé a 1’éthanol 100%.
A la fin de I’extraction, nous suspendons 1I’ADN dans le TE (Tris-EDTA 1X) et on mesure

la concentration de I’ADN par densité optique.

6. Marquage des vecteurs BACs/PACs par déplacement de coupures
de type « Nick translation »

Suite a I’extraction de I’ADN des BACs ou PACs et quantification, le marquage se fait par
ajout du fluorochrome sélectionné, Spectrum vert ou orange. En premier, grace a ’enzyme
DNase I, des coupures simple brin se font au hasard au niveau de I’ADN. En deuxi¢me
lieu, ’ADN polymérase I s’associe aux extrémités 3’ des cassures et allonge le brin en
direction 5°-3’ en incorporant les nucléotides marqués (dUTP) tout en excisant devant elle

les nucléotides non marquées 5°.

Le kit de « Nick translation » utilisé pour le marquage des sondes (Abbott Molecular ; cat.
no. 32-801300) nécessite une quantité¢ de 1ug d’ADN a marquer dans la noirceur, 2.5 pL
de fluorochrome 0,2 mM de Spectrum vert ou orange (Enzo Life Sciences ; cat. no.
02N32-050 et cat. no. 02N33-050), 10 uL (0,1 mM) de dNTPs (désoxyribonucléotides), 5
uL (0,1 mM) de dTTP et ’enzyme (10 pL) et son tampon (5 pL). Les quantités d’eau et
d’ADN sont ajustées afin de marquer 1pg d’ADN par réaction. Cette dernicre se fait sur
glace et en noirceur suite a une incubation de 8 a 16 heures. La réaction est arrétée a une
température de 70°C pendant 10 min. Suite au marquage des sondes, on rajoute de ’ADN
COT-1 humain a 30pg/ml (Invitrogen ; cat. no. 15279-011), ainsi que de I’ADN de sperme
de saumon (Sigma ; cat. no. D9156-1ML). Ces deux types d’ADN facilite la précipitation
de ’ADN de la sonde et minimise 1’hybridation non spécifique. Le mélange d’ADN (ADN
du BAC ou PAC marqué, COT-1 et sperme de saumon) est précipité avec 0.1 volume

d’acétate de sodium (9 pL) ainsi que 2.5 volumes d’éthanol 100% (250 pL) a -20°C pour
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toute la nuit ou a -80°C pour 4 heures. La réaction est suivie d’une centrifugation a 4°C, 30
minutes a 12000 rpm. Le culot est séché pendant 15 minutes, puis suspendu dans 6 pL
d’eau sans nucléase et 14 uL de solution d’hybridation (50% formamide, 10% dextran
sulphate, 2xSSC pH=7.0). La sonde est préte a utiliser en FISH et peut étre conservée a -

20°C dans la noirceur.

7. Extraction des acides ribonucléiques totaux a partir du TRIzol™

A la BCLQ, la conservation des spécimens humains pour I’étude de ’ARN se fait dans le
TRIzol™ (Invitrogen ; cat. no. 15596018) a -80°C, ce milieu assurant une meilleure
conservation des cellules pour I’extraction des ARNs totaux de haute qualité. On prépare la
zone de travail minutieusement afin d’éliminer toute source de contamination et de
dégradation de ’ARN. Afin d’homogénéiser 1’échantillon, on le met pendant 5 a 10
minutes sur la glace pour assurer la dissociation du complexe nucléoprotéine. Il faut
s’assurer que 1’échantillon soit bien décongelé. L ajout de 200 pl de chloroforme permet de
séparer les protéines, les lipides et les polysaccharides (composants hydrophobes qui vont
rester dans le chloroforme), des acides nucléiques (composants hydrophiles qui vont étre
dans la partie aqueuse supérieure). La centrifugation a 12000 rpm pendant 15 minutes a
4°C permet de séparer trois phases : une phase inférieure rouge, la phase de phénol-
chloroforme, une interphase, et une phase aqueuse supérieure sans couleur. L'ARN reste
uniquement dans la phase aqueuse. Le volume de la phase aqueuse est d’environ 60% du
volume de TRIzol™ utilisé. La phase aqueuse hydrophile contenant les acides nucléiques
est transférée dans un tube de 1.5 mL. Pour la précipitation de I’ARN nous rajoutons 500
uL d’isopropanol dans chaque tube et on mélange plusieurs fois en inversant. Afin de
donner le temps a I’ARN de précipiter, on incube a température piecce de 5 a 10 minutes
puis on centrifuge a 12000 rpm pour 10 minutes a 4°C. On décante et on jette le surnageant
en prenant soin de ne pas déplacer le culot d’ARN. On fait un lavage a EtOH 75% (1 ml),
suivi d’une centrifugation des échantillons a 7500 rpm a 4°C pendant 5 minutes, puis on
décante en prenant soin de ne pas déplacer le culot de couleur blanchatre. Suite a
I’évaporation de I’éthanol, on ajoute 60 uL d’H20 DEPC (diethylpyrocarbonate), on

incube a 60°C de 10 a 15 minutes, et on conserve immédiatement a -80°C. Pour la
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quantification des ARNs, nous avons utilis¢ un spectrophotometre et le bio-analyseur

Agilent Bioanalyzer 2100.

8. Extraction des acides déoxyribonucléiques a partir du TRIzol™

L’extraction des acides déoxyribonucléiques (ADN) a été effectuée a partir des tubes
TRIzol™ restants de 1’extraction de I’ARN. On enléve la phase aqueuse résiduelle afin
d’éviter une contamination par I’ARN. On ajoute 300 pL d’éthanol a 100% et on mélange
par inversion. Aprés avoir laissé reposer 2 a 3 minutes, on sédimente I’ADN par
centrifugation a une vitesse maximale de 2000 rpm pendant 5 minutes a 4°C. On peut
garder la phase aqueuse contenant les protéines a -20°C. L’ADN est lavé avec 1mL de
solution de citrate de sodium et 10% d’éthanol. A chaque lavage on laisse le culot d’ADN
30 minutes a température de la piéce dans la solution avec des inversions périodiques sur le
rotateur puis on centrifuge a 2000 rpm pendant 5 minutes a 4°C. Le lavage est répété 2 a 3
fois selon la grosseur du culot d’ADN obtenu. Par la suite I’ADN est resuspendu dans
1,5mL d’éthanol a 75% et laissé a température piece pendant 10 a 20 minutes en
mélangeant périodiquement. Suite a la centrifugation a 2000 rpm pendant 5 minutes a 4°C,
on séche le culot d’ADN a D’air libre pendant 5 a 15 minutes. L’ ADN est dissous dans 300
a 600uL de TE 1X. Une derniére centrifugation est effectuée et on récupére I’ADN dans la
phase aqueuse. Finalement, pour permettre a I’ADN de bien se dissoudre dans le TE 1X on

peut chauffer a 55°C pendant une heure, puis garder a -20°C.

9. Syntheése des acides déoxyribonucléiques complémentaires

La syntheése des acides déoxyribonucléiques complémentaires (ADNc) est effectuée a
partir des ARNSs, pour faire les réactions d’amplification RT-PCR et les RT-PCR
quantitatives (voir les paragraphes suivants) en deux étapes séparées (synthése de ’ADNc
et amplification par PCR). Deux kits ont été utilisés, celui de Invitrogen (SuperScript®
First-Strand Synthesis System for RT-PCR; cat. no. 11904-018) et celui d’ABI (High-
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit; cat. no. 4368814). Pour les deux kits une
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quantit¢ de 2ug ARN est requise par réaction, ainsi que des amorces aléatoires ou «
random hexamers ». Pour le kit Invitrogen, on ajoute a I’ARN, 1 pL de random hexamers
et | uL de dANTP a 10 nM et on ajuste 1’eau DEPC jusqu’a 10 pL selon le volume d’ARN
initial. Le tube est incubé a 65°C pendant 5 minutes et mis sur glace par la suite. Pour
chaque tube on rajoute un mélange préalablement préparé, composé de 2 uL du tampon RT
10X, 2 uL de DTT 0,1M, 4 pL de MgCl2 25 mM ainsi qu’1 pL du mélange d’enzymes
recombinante RNaseOUT et de 1’inhibiteur de la ribonucléase. Pour une bonne efficacité,
la réaction est incubée a 25°C pendant 2 minutes avant de rajouter 1 pL d’enzyme
SuperScriptTM II RT (50 unités). La synthése de I’ADNCc se fait au thermocycleur suivant
un cycle de 10 min a 25°C, 50 min a 42°C et 15 min a 70°C. Afin de dégrader I’ARN initial
restant a la fin de la réaction, il faut ajouter 1 uLL de I’enzyme endoribonucléase RNase H
et finalement incuber a 37°C pendant 20 minutes. Pour le kit d’ABI, le premier mélange
ajouté a ’ARN est composé de 2 pL. de « random primers », 2 uL du tampon 10X RT, 0,8
uL de ANTP 25X (100mM) et 1 uL de I’enzyme « MultiScribe reverse transcriptase ». Le
volume est ajusté avec de ’eau « nuclease free » pour un volume final de 20uL. La
synthése de I’ADNC se fait au thermocycleur suivant un cycle de 10 min a 25°C, 120 min a

37°C et 5 min a 85°C.

10.Réactions en chaine par polymérisation

La réaction de la PCR «Polymerase Chain Reaction » est une technique qui nous permet a
partir d’un fragment d’ADN, et grace a ’amplification enzymatique de la Taq polymérase,
d’obtenir un grand nombre (des millions) de copies identiques au fragment d’ADN
initialement ciblé par des amorces sélectionnées. Plusieurs kits de PCR ont été utilisés dans
ce travail, dont celui de Qiagen « HotStar HiFidelity PCR » (cat. no. 202602) et
d’Invitrogen « Taq Platinum Polymerase High fidelity » (cat. no.11304-011) pour
I’amplification des ADN génomiques et des ADNc. Pour le Kit Qiagen « HotStar
HiFidelity PCR », la quantit¢ d’ADN requise est entre 10 et 100 ng et les amorces sont
utilisées a une concentration de 5 uM (10 pL). Le tampon PCR 5X HotStar HiFidelity (10
uL) ainsi que 1 pL d’enzyme HotStar HiFidelity ADN polymérase sont ajoutés dans la
réaction et on ajuste au volume final de 50 pL. Le cycle utilis¢ au thermocycleur est le

suivant : 5 minutes de dénaturation, 35 cycles de dénaturation a 94°C pendant 15 secondes,
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hybridation a 55-60°C pendant 1 minute et extension a 72°C ou 68°C pendant 1 minute par
Kb de produit a amplifier. Une étape finale d’extension de 10 minutes & 72°C est ajoutée

apres les 35 a 40 cycles.

Pour la PCR de High Fidelity d’Invitrogen, la quantit¢ d’ADN utilisée est de 100 ng et les
amorces sont utilisées (1 pL) a une concentration de 10 uM, plus 5 pL du tampon de PCR
10X High Fidelity, 1 pL du mélange de dNTP a 10mM, 2 pL. de MgSO4 a 50mM ainsi que
0,2 uL de I’enzyme Platinum Taq High Fidelity. On ajuste le volume final jusqu’a 50 pl.
Le cycle utilisé au thermocycleur est le suivant : un cycle de 2 min de dénaturation, 35
cycles de dénaturation a 94°C pendant 30 secondes, hybridation a 60°C pendant 30
secondes et extension a 68°C pendant 3 min. Une étape finale d’extension a 68°C pendant
10 min est ajoutée. Les produits de PCRs peuvent étre mis sur gel directement ou

conservés a 4°C ou a -20°C si on veut les garder plus longtemps.

11. Réactions de la transcription inverse - réaction en chaine par
polymérisation

La RT-PCR « Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction » est une réaction
d’amplification de PCR qui se fait apres la transcription inverse d’un ARN en ADN
complémentaire (ADNc). Durant ce projet, plusieurs kits de RT-PCR en une seule étape
ont été utilisés dont celui de QIAGEN « OneStep RT-PCR » (Kit no Catalog. 210212) et
celui de Invitrogen « OneStep RT-PCR » (Kit no Catalog.12574-026). Pour le kit de
QIAGEN, la transcription reverse se fait a 55°C pendant 30 minutes pour 1’obtention de
I’ADNc a partir de I’ARN. Par la suite I’amplification de cet ADNc, précisément de la
région ou du gene d’intérét, se fait par PCR grace aux amorces choisies. La PCR est
initialement activée par une pré-étape d’échauffement de 15 minutes a 95°C, ou I’enzyme
HotStarTag ADN Polymerase est activée, les transcriptases réverses sont inactivées, et
I’ADNc est dénaturé. Par la suite, trois étapes vont se répéter en cycle afin d’assurer
I’amplification : la dénaturation de I’ADN et des amorces d’une durée de 30-60 secondes a
94°C, l’alignement de I’ADN et des amorces 30-60 secondes a 50-68°C
(approximativement 5°C en bas de la température de fusion Tm (melting temperature) des
amorces; I’équation utilisée pour le calcul de la Tm est la suivante : (nombre de A+T) x 2

+ (nombre de C+G) x 4). Par la suite I’extension qui dure une minute a 72°C pour les
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produits de RT-PCR de 1-2 kb. Le nombre de cycles est entre 25 a 40 selon la quantité
initiale d’ARN ainsi que I’abondance du transcrit ciblé dans 1’échantillon (en moyenne 35
cycles). Une extension finale de 10 min a 72°C est ajoutée. La quantité d’ARN utilisé dans
la réaction est de 0.01 pg a 1 pg pour Invitrogen et 1 pg a 2 ug pour Qiagen. La
concentration des amorces diffeére aussi pour les deux kits utilisés, soit 0.6 uM pour le kit

de Qiagen et 10 uM pour celui d’Invitrogen.

12. Amplification rapide des extrémités 3’ des acides
déoxyribonucléiques complémentaires - réaction en chaine par
polymérisation

La technique RACE « Rapid Amplification of cDNA Ends » est congue pour I’isolation et
la caractérisation des parties 3’ ou 5’ des ARNm ou I’'une des deux extrémités 5’ ou 3’ est
inconnue. C’est la technique de choix pour I’identification de nouveaux génes de fusion
lorsque 1’'un des deux geénes partenaires est connu. Elle est aussi utilisée pour
I’identification de genes lorsque de fortes homologies de séquences sont conservées entre
différentes espéces. La 3° RACE PCR (Invitrogen Catalog no. 18373-019) convertit les
ARNms en ADNc en utilisant la transcriptase reverse et 1’amorce oligo-dT ou AP
«Adapter primer». Les ADNc sont donc obtenus du sens 3’ vers la queue poly(A). L’ajout
de la RNase H va dégrader I’ARNm en hétéroduplexe avec I’ADNc. L’ ADN spécifique est
par la suite amplifi¢ en utilisant deux amorces, 1’amorce spécifique choisie, GSP «gene-
specific primer» et ’amorce universelle d’amplification, UAP «Universal Amplification
Primer» ou AUAP «Abridged Universal Amplification Primer» qui reconnait une partie de
la premic¢re amorce utilisée AP dans la queue poly(A). Le choix de I’amorce GSP est
important, il faut qu’elle soit spécifique et corresponde aux normes minimales pour une
amplification ciblée. Une fois que I’ADNc est synthétisé par I’enzyme SuperScript™ II
avec 1’amorce GSP1 et ’amorce universelle, on réamplifie en PCR nichée avec une

amorce spécifique nichée «nested GSP» ainsi que ’amorce universelle.

La quantité¢ d’ARN total utilisée pour synthétiser I’ADNc est de 5 pug pour un volume total
de 11 pl ou I’on met 10X PCR buffer 25 mM MgCl2, 10 mM dNTP mix, 0.1 M DTT ainsi
que ’amorce AP a une concentration finale de 500 nM. Le tout est incubé a 42°C pour 2 a

5 min, suivi par I’ajout de 1 pl de SuperScript™ II RT pour une incubation a 42°C pendant
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50 min et une incubation a 70°C pendant 15 min pour I’arrét de la réaction. Un volume de
1 ul de RNase H est rajouté pour une incubation de 20 min a 37°C avant d’entamer la
procédure du deuxiéme protocole pour I’amplification de 1’ADNc cible. Pour
I’amplification par PCR, seulement 2 pl d’ADNc synthétisé est utilisé par réaction, qui
contient aussi I’amorce spécifique GSP et ’amorce universelle AUAP. Le kit de PCR
utilisé pour I’amplification des ADNc de la RACE-PCR est la PCR a haute fidélité de
Qiagen « HotStar HiFidelity Polymerase Kit » (Qiagen Catalog no. 202602). Bri¢vement,
10 a 100 ng d’ADNec, 10 pL de tampon PCR 5X HotStar HiFidelity, 10 pL d’amorces a 5
UM (concentration finale des amorces sens et anti-sens a 0.2 uM) sont utilisés dans la
réaction. Finalement, 1 uL d’enzyme HotStar HiFidelity ADN polymérase est rajouté et le
volume final de la réaction est ajusté a 50 pL. Au thermocycleur les conditions
d’amplification sont les suivantes: une premicre étape de « HotStar » de 5 min a 95°C,
suivi de 35 a 40 cycles de dénaturation a 94°C pendant 15 secondes, hybridation a 55-60°C
pendant 1 minute et extension a 72°C ou 68°C pendant 1 minute par Kb a amplifier. La

réaction se termine par une étape d’extension finale de 10 minutes a 72°C.

Tous les produits de PCR, RT-PCR et RACE-PCR sont mis sur gel d’agarose pour
¢lectrophorese et pour visualisation et extraction. La conservation de ces produits a court

terme se fait a 4°C et a long terme a -20°C.



Tableau V. Liste des amorces utilisées dans ce projet.

Code | Génes Exons Séquences 5'-3' des amorces
1(1;21)(p36.3;q11.2)/RUNX1-PRDM16
1.1 |RUNXI Exon 4 fr CTAGGGGATGTTCCAGATGG
1.2|RUNXI Exon 5 fr TGTCGGTCGAAGTGGAAGAGG
1.3|RUNXI Exon 6 fr CCTCCCTGAACCACTCCACT
2.1|PRDM16 |Exon2rev [AAGTCTGCTGGGATCGGAA
22|PRDMI16 |Exon3rev |[|CCTTCCTGGGGCGACACTTCC
23| PRDMI16 |Exon4rev [CGCCACACGGATGTACTTGAG
1(7;17)(p15;922)/MSI12-HOXAI/MSI2-HOXA10/MSI2-HOXA11
130 | MSI2 Exon4 fr TTC GCA GAC CCA GCA AGT GTA GAT
131 | MSI2 Exon9rev | TCC CAG GTG GGA ACA TGA CTT CTT
132 | MSI2 Exon3 fr TGAGAGATCCCACTACGAAACGCT
133 | MSI2 Exon9 fr AGC CGA AAG AAG TCA TGT TCC CAC
135 | MSI2 Exon2 fr ATGTTTATCGGTGGACTGAGCTGG
137| HOXA9 Exonl fr AAC TAC TAC GTG GAC TCG TTC CTG
138 | HOXA9 Exonl rev |GCC GCT CTC ATT CTC AGC ATT GTT
139 | HOXA9 Exon3 rev |GCC CAA ATG GCA TCA CTC GTC TTT
140 | HOXA10 |Exon3rev |ACT CTT TCT CCA GTT CCA GGG TCT
353 | HOXAS5 Exon2rev |TTT CAA TCC TCC TTC TGC GGG TCA
355|HOXA6 Exon2rev |GCT GCG TGG AAT TGA TGA GCT TGT
357T|HOXA7 Exon2rev |AGA TCT TAA TCT GGC GCT CGG TGA
358 | HOXA10 |Exon2rev |AAA GTC AGA ACA AAC CAG CCC TGC
361 | HOXAll Exon2rev [CAGTTG CAG GCG CTT CTC TTT GTT
365|HOXA13 |Exon2rev |TGT AGC CTG AAA GGT TCA GCT GGT
locus HOXA
350 | HOXA4 Exonl fr AAC TAC ATC GAG CCC AAG TTC CCT
351 | HOXA4 Exonl rev | TAA CGG CGC TGA CAT GGA TCT TCT
352 | HOXAS5 Exonl fr TAC AAT GGC ATG GAT CTC AGC GTC
353 | HOXAS5 Exon2rev |TTT CAA TCC TCC TTC TGC GGG TCA
354| HOXA6 Exonl fr TTT ACC CTT GGA TGC AGC GGA TGA
355|HOXA6 Exon2rev |GCT GCG TGG AAT TGA TGA GCT TGT
356 |HOXA7 Exonl fr TCG ACC GTT CCG GGC TTA TAC AAT
357| HOXA7 Exon2rev |AGA TCT TAA TCT GGC GCT CGG TGA
137 | HOXA9 Exonl fr AAC TAC TAC GTG GAC TCG TTC CTG
138 | HOXA9 Exonl rev |GCC GCT CTC ATT CTC AGC ATT GTT
358| HOXA10 |Exon2rev |AAA GTC AGA ACA AAC CAG CCC TGC
359| HOXA10 |Exonlafr |TTA AAG CAA CGC GCA TTC GCT AGG
360| HOXA11 |Exonl fr TTT CTA TAG CAC CGT GGG CAG GAA
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361 |HOXA1I Exon2rev |CAG TTG CAG GCG CTT CTC TTT GTT
362| HOXA13 |Exonlbfr |[TAA GGA GTT CGC CTT CTA CCA CCA
363| HOXA13 |Exonlafr |[CGA CGA GCT CAA CAA GAA CAT GGA
364 | HOXA13 |Exon2 fr ACG CTT CAG AACTCG TTG CTT TGC
365|HOXA13 |Exon2rev |[TGT AGC CTG AAA GGT TCA GCT GGT
t(8;17)(q11.23;q22)/MS12-SOX17
130 | MSI2 Exon4 fr TTC GCA GAC CCA GCA AGT GTA GAT
131 | MSI2 Exon9rev |[TCC CAG GTG GGA ACA TGA CTT CTT
132 | MSI2 Exon3 fr TGAGAGATCCCACTACGAAACGCT
133 | MSI2 Exon9 fr AGC CGA AAG AAG TCA TGT TCC CAC
135 | MSI2 Exon2 fr ATGTTTATCGGTGGACTGAGCTGG
141|SOX17 Exonl fr TTT CAT GGT GTG GGC TAA GGA CGA
142 | SOX17 Exon2 rev |GCT TGC ACA CGA AGT GCA GAT ACT
143 |SOX17 Exonl rev |[TCG TCC TTA GCC CAC ACC ATG AAA
144 SOX17 Exonl fr TTG AGC AAG ATG CTG GGC AAGT
161|SOX17 Exon2 rev |AGT GTG TAA CAC TGC TTC TGG CCT
162 | SOX17 Exon2rev |[|ATC TTA AAC CCA GCG ATG CTT GCC
163 |SOX17 Exon2rev |[GCT TGC CAC TTC CCA AGG TGT AAA
1(2;12)(q31.1;p12)/ETV6-HOXD
183|HOXDI11 |exon2rev |ACT GCA GAC GGT CTC TGT TCA GTT
184 | HOXDI11 |exon2rev |TTG ACC GTG GGA AGG AAT CGT GAA
185|HOXDI11 |exonl fr TAG CAA GCC TTC GTT CCT TTC CCA
186 | HOXDI11 |exon2rev |TTT GAC TTG CCG GTC AGT GAG GTT
187| HOXDI13 |[exon2rev |[TGT CCG GCT GAT TTA GAG CCA CAT
188 | HOXDI13 |[exon2rev |AAG CTG CAG TTT GGT GTA AGG CAC
189 | HOXDI3 |exon2 rev TTC TAA GCT GTC TGT GGC CAA CCT
190 | HOXD13 |exonl fr GCT TAC AGC AGA ATG CGC TCA AGT
191 |ETV6 exonl fr ATG TCT GAG ACT CCT GCT CAG TGT
192 | ETV6 exon2 fr ATA TAC ACC TCC AGA GAG CCC AGT
193 | ETV6 exon3 fr TTG CAG CCA ATT TAC TGG AGC AGG
194 | ETV6 exon4 fr TTC TGA AGC AGA GGA AAC CTC GGA
195 | ETV6 exon5 fr ATC ACG ACA AAT CAC CGG CCT TCT
196 | ETV6 exon3rev [AGC GAA AGT CCT CTT TGG TCA GCA
197 | ETV6 exond rev | TAT GAC CTC CGG CTG TGT GTG TAT
198 | ETV6 exon5rev [CAA CAG TTC AAT GGT GGG AGG GTT
199 | ETV6 exon6 rev [ AGG ACG CTG GGC AGT GAT TAT TCT
locus HOXD
329 | HOXDS Exonl fr GTT TGT AAA CCG AGG CCA GAG TGT
330 | HOXDS Exonl rev |TAC AGC GGG TTC ACG AAG TAC GAA
333 | HOXDY Exonl fr AAA TGT CTT CCA GTG GCA CCC TCA

83



84

335| HOXD9 Exon2 fr TCC TTT GTG GGT GTT TGG TGC TTG
336 | HOXD9 Exon2rev |TGT CGC TCT GCC TTC ATT CTT GGA
339| HOXD10 |Exon2 fr TGG CAG AAA GAA GAG GTG CCC TTA
340| HOXD10 |Exon2rev |TTG CTG GAT GGA TGG ATG GAT GGA
184 | HOXD11 |Exon2rev |TTG ACC GTG GGA AGG AAT CGT GAA
185|HOXDI11 |Exonl fr TAG CAA GCC TTC GTT CCT TTC CCA
341 |HOXDI12 |Exonl fr TGA ATC TGC AGT CGC CAG ACT CTT
343 | HOXD12 |[Exon2rev |[TGG ACA ATT CCT TGC GTT TCT GCC
344 | EVX2 Exonl fr TTT GAC CAG TCA TTC CCT CGC TCT
346 | EVX2 Exon3 rev |CGT GCG TCA TCA TGT AGG TGT AGA
Amorces des génes controles et de la RACE-PCR

210 ACTE Exon3 fr ACCAACTGGGACGACATGGAGAAA

(b-actin)
211 ACTE Exond rev | TAGCACAGCCTGGATAGCAACGTA

(b-actin)
235 (AP GGCCACGCGTCGACTAGTACTTTTTTTTTTTTTTTTT
236 [UAP CUACUACUACUAGGCCACGCGTCGACTAGTAC
237 [ AUAP GGCCACGCGTCGACTAGTAC

Tableau V: Liste des amorces utilisées dans ce projet. Les amorces ont ¢ét¢ choisies a
I’aide du site IDT « Integrated DNA Technologies » http://www.idtdna.com/site en
respectant la longueur optimale de 20 a 30 nucléotides, la température de 55 a 60°C ainsi

que le pourcentage de nucléotides CG. Chaque amorce est ensuite testée pour vérifier si
elle est spécifique a la séquence d’intérét a 1’aide du site http://genome.ucsc.edu/. fr
«forward» : amorces sens ; rev «reverse» : amorces anti-sens.

13. Extraction des acides déoxyribonucléiques a partir d’un gel d’agarose

Une fois les PCR terminées, la migration des produits de PCR est effectuée sur un gel
d’Agarose a 2% auquel le bromure d’éthidium est ajouté pour visualiser les bandes
d’ADN. Nous rajoutons ¢galement le tampon de charge (bleu bromophénol), ce qui permet
de suivre ’avancement de la migration électrophorétique sur le gel d’agarose. Une fois la
migration complétée, on coupe les bandes d’ADN du gel. Le kit utilisé pour 1’extraction de
I’ADN des produits de PCR est celui de Qiagen : QIAEX II (cat. no. 20021). Un volume
de solution QX1 qui dépend du poids net de la bande coupée et 10 uL de la solution
QIAEX II sont ajoutés pour < 2ug d’ADN. Les tubes sont chauffés a 50°C pendant 10 min
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en présence de la solution QX1 a forte teneur en sels. Ceci permet la dissolution de
I’agarose et la libération de ’ADN qui va se lier aux particules de silices. Une fois en
contact avec une solution a faible teneur en sels (eau DIUF), I’ADN est libéré. Auparavant,
les billes sont récupérées par centrifugation et lavées une fois avec la solution QX1 et deux
fois avec le tampon PE. Nous séchons les tubes et nous incubons a température piece

pendant 5 minutes dans 15 a 20 pL d’eau DIUF a pH 7.0 a 8.5.

14. Séquencage de type Sanger

Les échantillons ont été séquencés a la plateforme de génomique de I'IRIC et le
séquencage a été effectué avec I’appareil d'Applied Biosystems (ABI 3730) qui repose sur
la méthode de Sanger. Suite a la fixation de 1’amorce spécifique au fragment a séquencer
(notre échantillon d’ADN), 1’¢longation s’effectue graice a I’ADN polymérase en
incorporant les quatre déoxynucléotides et des ddNTPs (didéoxynucléotides) ajoutés. Les
ddNTPs présents dans le milieu vont empécher la liaison phosphodiester avec le nucléotide
suivant (extrémité 3'OH remplacée par 3'H) ce qui va interrompre 1’¢longation. En effet,
l'absence de l'atome d'oxygene en 3' empéche la formation d'une nouvelle liaison
phosphodiester. Cela permet d’avoir un mélange de fragments d’ADN de tailles
croissantes. La détection des fragments synthétisés se fait en incorporant des traceurs
fluorescents attachés aux différents ddNTPs (ddATP, ddTTP, ddGTP et ddCTP). Les
fragments d’ADN synthétisés portent un fluorophore terminal appelé terminateur
d’¢longation ou « BigDye Terminator ». Il y a plusieurs structures de ddNTP fluorescents :
6-TAMRA-ddTTP, 6-FAM-ddATP, 5-TET-ddCTP, S5-HEX-deaza-ddGTTP. Les
différentes fluorescences sont captées et décryptées en chromatogramme correspondant a
la séquence de I’ADN étudié. Les réactifs utilisés pour la réaction de séquencgage sont la
solution de séquengage « BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit » contenant les
dNTPs et les ddNTPs, le tampon de réaction ainsi que le produit de PCR purifié et
I’amorce spécifique de ce produit. Pour la réaction de séquengage sur les appareils ABI, le
programme est de 25 cycles avec les températures suivantes : 96°C (pré-réchauffement),
50°C (hybridation), 60°C (élongation) d’une durée de 10 secondes, 5 secondes, 1 minute et

15 secondes respectivement. Suite a la purification et la précipitation par éthanol/acétate de



86

sodium, les produits sont resuspedus dans une solution d’injection et sont préts a passer

dans le séquenceur.

15. La PCR quantitative en temps réel

La PCR quantitative en temps réel (QPCR) est basée sur la détection et la quantification
d’un émetteur fluorescent ou «reporter» pendant le processus d’amplification.
L’augmentation du signal d’émission fluorescente est directement proportionnelle a la
quantité d’amplicons produits durant la réaction. Il existe deux principes généraux pour la
détection quantitative des amplicons : les agents se liant a I’ADN double brin (ex. SYBR
Green I) et les sondes fluorescentes. Pour cette derniere catégorie, plusieurs technologies
existent dont les sondes TagMan® que nous avons utilisées pour notre projet. Cette étude
de qPCR a été effectuée en collaboration avec 1’équipe de la plate-forme de génomique de
I’IRIC.

Deux amorces (une amorce sens qui se fixe sur le brin négatif et une amorce antisens qui
se fixe sur le brin positif) sont nécessaires a I'amplification. A ’extrémité 5' de la sonde
TagMan se trouve un fluorochrome (reporter) et a son extrémité 3' se trouve un
groupement « quencher ». Lorsque le fluorochrome et le quencher sont proches, la
fluorescence est absorbée par le quencher. Durant I'étape d'élongation de la PCR, il y a
séparation du fluorochrome de la sonde suite a 'activité 5'-3' exonucléase de la polymérase
thermostable qui dégrade la sonde grace a son activité 5’exonucléase. Cette hydrolyse
permet le relachement du reporter ce qui produit I’émission de la fluorescence qui sera
captée a chaque cycle d’amplification. Avant la procédure, il est important d’effectuer une
courbe standard pour chaque essai de qPCR. Cette courbe sert a vérifier 1’efficacité de la
réaction en utilisant une série de dilutions d’'un ADNc universel ou spécifique, testées en
duplicata.

La quantification relative de PRDM16 a été réalisée par qPCR, grace au systeme de
détection de séquence ABI Prism 7900HT. Briévement, les valeurs CT (Threshold Cycle)
de PRDM16 ont été normalisées aux valeurs CT d’un géne contrdle, le GAPDH. Le CT
étant le cycle seuil représentant le nombre de cycles requis ou le signal d’émission de
fluorescence est significativement plus élevé que le signal résiduel. La normalisation par
rapport au GAPDH est représentée par la mesure « delta Ct » (ACt = Ct prpuis — Ct Garpm)

qui est comparée a un calibrateur en utilisant la mesure « delta delta Ct » (AACr = ACr
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¢chantillon = ACT catibrateur)- L€ calibrateur utilisé dans notre étude est la valeur moyenne des Ct
de quatre échantillons de moelle normale. La variation du nombre de copies du gene cible
PRDM16 est représentée par la valeur RQ (Relative quantity) qui est égale a 2 AACT,
L’efficacité pour chaque essai est calculée a partir de la pente de la courbe: E = [10C"P")]
-1.

Pour I’¢tude de I’expression de PRDM 16 chez la patiente 02H056 en LMC-PB, comparé a
I’expression de PRDM 16 de la méme patiente 00-H059 en PC-LMC, 3 essais d’expression
TagMan® ont été effectués. Les amorces ciblant ’exon 4 du geéne controle, GAPDH
correspondent a I’essai TagMan® PN4326317E. Pour PRDMI16, deux différentes
quantifications ont été effectuées. Les amorces ciblant les exons 1 et 2 de PRDMI6
(Hs00922674 m1, ABI) ont été utilisées dans le premier essai, afin de discriminer entre
I’expression de 1’allele normal de PRDM16 et de 1’alléle transloqué RUNXI-PRDM1I16
puisque ce dernier ne contient pas 1’exon 1. Dans le deuxiéme essai, les amorces ciblant les
exons 9-10 de PRDM16 (Hs00922679 ml, ABI) ont été utilisées pour détecter 1’allele

transloqué et 1’allele normal.

La deuxi¢me étude d’expression de PRDM16 a été effectuée sur 105 échantillons avec des
amorces ciblant I’exon 9-10 de PRDM16 (Hs00922679 m1, ABI) et pour le géne contrdle,
GAPDH, des amorces ciblant I’exon 4 (PN4326317E).

Pour la réaction de PCR, 25 a 50 ng d’ADNc ont été utilisés dans un volume total de 10ul
comprenant le mélange universel «TagMan® Universal Master Mix» ainsi que les essais
TagMan® d’expression des génes (Applied Biosystems, USA). Le thermocycleur ABI
Prism 7900HT SDS est programmé en une étape initiale de 2 min a 50°C et 10 min a 95°C,
suivi par 40 cycles de 15 secondes a 95°C et 1 minute a 60°C. Toutes les réactions ont été

effectuées en triplicata.
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RESULTATS

1. Investigation de la translocation t(1;21)(p36.3;q22.1) en phase
blastique de la leucémie myéloide chronique (cas 02H056)

1.1. Présentation clinique et analyses cytogénétiques

La patiente de 60 ans se présente en avril 2000 avec une leucocytose, une thrombocytose et
une hépatosplénomégalie. L analyse cytogénétique standard et la biologie moléculaire ont
confirmé le diagnostic de LMC avec présence d’un chromosome Philadelphie dans toutes
les mitoses analysées ainsi que la fusion BCR-ABLI (transcrit b3a2) par RT-PCR. La
patiente est mise sous IFN. A la 25°™ et 36°™ semaine, I’analyse FISH démontre une
fusion BCR-ABLI a 40% et 29% respectivement, représentant une réponse cytogénétique
majeure (MCyR) (Baccarani et al., 2009a). Aprés deux ans de traitement, la patiente
demeure en phase chronique de la LMC. D¢s que I'IM a été disponible en clinique, la
patiente a été traitée avec une dose de 400 mg/jour. Malgré ce nouveau traitement, la
patiente développe une neutropénie sévere avec une déviation gauche de la lignée
my¢loide et les blastes représentent environ 10% de la cellularité, suggérant une
accélération de la LMC. Apres six mois de traitement, on note une thrombopénie sévere
avec présence de 40% de blastes au frottis sanguin. Une aspiration médullaire a confirmé
un diagnostic de LAM de type M1. En attente d’une allogreffe la patiente est traitée par
chimiothérapie. Malheureusement, la patiente décéde en janvier 2001 de plusieurs
complications médicales dont une embolie pulmonaire.

Suite a la transformation blastique, le caryotype effectué sur les cellules sanguines a révélé
une asymeétrie au niveau des bras longs d’un chromosome 21 suggérant une délétion 21q
comme anomalie additionnelle a la translocation t(9;22) dans les 20 métaphases analysées.
La formule chromosomique est la suivante : 46,XX,t(9;22)(q34;q11.2),7del(21)(q22)[20]
(Figure 8A.). Toutefois il est difficile de déterminer avec certitude si le chromosome 21
réarrangé résulte d’une délétion terminale ou interstitielle ou d’une translocation
chromosomique cryptique. Afin de caractériser 1’asymétrie du chromosome 21, des

techniques de cytogénétique moléculaire ont été utilisées, dont le caryotype spectral qui a
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révélé une translocation d’une portion des bras longs du chromosome 21 au niveau des
bras courts du chromosome 1 (Figure 8C). Toutefois, la technique SKY ne nous a pas
permis dans ce cas-ci de déterminer que la translocation chromosomique t(1;21) était
réciproque. La réciprocité de la translocation t(1;21) a été confirmée par FISH avec une
sonde localisée sur la bande chromosomique 1p36 qui a hybridé sur les chromosomes

réarrangés 1 et 21 (résultats non démontrés).
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Figure 8. Caryotypes en bandes GTG et caryotype spectral révélant la présence des
translocations chromosomiques t(9;22) et t(1;21) chez la patiente 02H056.

A) En bandes GTG le caryotype sur le prélévement sanguin du cas 02H056 avec une
leucémie myéloide chronique en phase blastique révele la présence d’une translocation
chromosomique t(9;22)(q34.1;q11.2) (fleches bleues) ainsi qu’une asymétrie au niveau des
bras longs du chromosome 21 (fleche rouge) suggérant une délétion ou une translocation

chromosomique cryptique. B) Caryotype partiel et idiogrammes des chromosomes 1 et 21
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suggérant des points de cassure au niveau des bandes 1p36.3 et 21g22.1. C) Le caryotype
spectral (SKY) révele la présence du dérivé 9 de la translocation t(9;22) (fleche bleue)
ainsi que la présence d’un dérivé 1 d’une translocation chromosomique cryptique t(1;21),
avec la peinture spécifique du chromosome 21 présente sur le chromosome dérivé 1, der(1)

(fleche rouge).

1.2. Caractérisation du point de cassure sur la bande chromosomique
21q22.1 et identification du réarrangement du gene RUNX1

Le géne candidat au niveau de la bande chromosomique 21q22.1 est le facteur de
transcription hématopoiétique RUNXI/AMLI fréquemment réarrangé dans les leucémies
aigués (De Braekeleer et al., 2011a). Deux sondes qui couvrent le locus RUNXI ont été
utilisées en FISH, soit la sonde RUNXI/RUNXITI (Figure 9A) de taille 1.4 Mb et la sonde
ETV6/RUNXI (Figure 9B) de taille 500 pb (Abbott Molecular, Des Plaines, IL). Les deux
sondes ont révélé un réarrangement du locus RUNXI. Afin de préciser le point de cassure
au niveau du geéne, deux BACs couvrant RUNXI ont été utilisés. Le BAC RP11-771C10
couvrant I’intron 6 a I’exon 8 du géne RUNXI a révélé une position télomérique du point
de cassure par rapport a la région couverte par la sonde, puisque le signal d’hybridation est
resté sur le der(21) (Figure 9C). L’utilisation du deuxieme BAC, RP11-229D9 a révélé un
point de cassure entre ’intron 1 et I’exon 8 du géne RUNXI (Figure 9D).

1.3. Caractérisation du point de cassure sur la bande chromosomique
1p36.3 et identification du réarrangement du géne PRDM16

L’analyse cytogénétique de la translocation t(1;21) a montré un point de cassure en 1p36.3
(Figure 8B). La bande 1p36.3 d’environ 7Mb peut étre subdivisée en 3 sous-bandes :
1p36.31, 1p36.32 et 1p36.33 et comprend une centaine de genes. Parmi les génes candidats
on note le géne 7P73 en 1p36.32 impliqué dans différents cancers incluant les hémopathies
malignes (Alexandrova and Moll, 2012; Bisso et al., 2011; Boominathan, 2007). La FISH

avec la sonde LSI 1p36 (Figure 10) montre que le géne 7P73 n’est pas réarrangé et nous
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indique une position télomérique du point de cassure (Figure 10). Au niveau de la sous-
bande chromosomique 1p36.33, les analyses en FISH effectuées avec le BAC RP11-421C4
et le PAC RP1-283E3 ont démontré un point de cassure centromérique aux deux loci
étudiés par ces sondes (Figure 10). Ces résultats nous ont permis de réduire la région a
investiguer a moins de 2 Mb entre les loci TP73 en 1p36.32 et la kinase NADK en 1p36.33
(Figure 10). Dans cette région, nous avons utilis¢ deux PACs pour cibler le géne candidat
PRDM16/MELI, un géne surexprimé dans les LAMs et les SMDs en présence de la
translocation chromosomique t(1;3)(p36.32;q21) (Lahortiga et al., 2004; Mochizuki et al.,
2000; Nishikata et al., 2003; Xinh et al., 2003). Le PAC RP4-785P20 couvre I’intron 3
jusqu’au dernier exon de PRDM16 (exon 17) et le PAC RP1-163G9 couvre I’exon 1 et
I’intron 1 du géne (Figure 11). L’hybridation avec le PAC RP4-785P20 a révélé que le
point de cassure était télomérique a I’intron 3 de PRDM16 et I’hybridation avec le PAC
PR1-163G9 a confirmé un réarrangement de PRDM 16 avec un point de cassure au niveau
de I’intron 1 (Figure 11). Ce résultat nous a permis d’identifier un nouveau gene partenaire

de RUNXI dans la phase blastique de la LMC.
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Figure 9. Identification du réarrangement du géne RUNXI par hybridation in situ en
fluorescence dans la t(1;21)(p36.3;q11.2).

A) Analyse par hybridation in situ en fluorescence (FISH) sur métaphases des cellules
sanguines du cas 02H056 avec la sonde RUNXI/RUNXIT (Abott) révélant un
réarrangement du locus RUNXI. La sonde du locus RUNXI (couleur verte) hybride au
niveau du chromosome 21 normal et des chromosomes réarrangés dérivés, der(1l) et
der(21). B) L’analyse en FISH avec la sonde ETV6/RUNXI (Abott) confirme aussi un
réarrangement du locus RUNXI. La sonde du locus RUNXI (couleur orange) hybride au
niveau du chromosome 21 et des chromosomes dérivés, der(21) et der(1). C) Analyse par
FISH avec le BAC RP11-771C10 (couleur verte) couvrant les exons 6 a 8 du gene RUNX],
qui hybride sur le chromosome 21 normal et sur le chromosome dérivé der(21), indiquant

une position télomérique du point de cassure. D) Analyse par FISH en utilisant le BAC
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RP11-299D9 (couleur orange) indiquant un point de cassure entre les exons 2 et 8 du geéne
RUNXI. On note un signal sur le chromosome 21 normal et un signal réarrangé sur chacun

des chromosomes dérivés der(21) et der(1).
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Figure 10. Délimitation de la région chromosomique 1p36.3 impliquée dans la
translocation t(1;21)(p36.3;q22.1) par hybridation in situ en fluorescence.

A) Localisation des sondes utilisées et des geénes au niveau des sous-bandes
chromosomiques 1p36.33 et 1p36.32. B) et C) Hybridation in situ en fluorescence (FISH)
sur chromosomes avec le BAC RP11-421C4 (couleur rouge) et le PAC RP1-283E3
(couleur verte) au niveau du chromosome 1 normal et du chromosome dérivé, der(21),
indiquant une position centromérique du point de cassure. D) Analyse par FISH ciblant le
locus TP73 (couleur rouge) avec la sonde LSI 1p36 qui hybride aux niveaux du
chromosome 1 normal et du chromosome réarrangé der(1l), indiquant une position

télomérique du point de cassure.
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Figure 11. Identification du réarrangement du gene PRDM16 par hybridation in situ
en fluorescence dans la t(1;21)(p36.3;q11.2).

A) Hybridation in situ en fluorescence (FISH) sur métaphases avec le PAC RP4-785P20
(couleur rouge), ciblant les exons 4 a 17 du géne PRDM]I16, qui hybride au niveau du
chromosome 1 normal et du chromosome dérivé, der(1) indiquant une position télomérique
du point de cassure. B) Analyse par FISH en utilisant le PAC RP1-163G9 (couleur orange)
révélant un point de cassure dans I’intron 1 du géne PRDM16. On note un signal sur le
chromosome 1 normal et un signal réarrangé sur chacun des chromosomes dérivés, der(1)

et der(21).
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1.4. Identification des transcrits de fusion RUNXI-PRDM16

Les résultats du FISH suggerent fortement une fusion entre les deux génes altérés RUNX]
et PRDM16. L’orientation des deux génes PRDM16 et RUNXI est en direction 5°-3” par
rapport au centromere. Suite a la translocation t(1;21), la partie 5’ du gene RUNXI est
déplacée sur le der(1) et fusionne avec la partie 3° du géne PRDM16 (Figure 12A). La
partie 5° du géne PRDM 6 est transloquée a la partie 3 du géne RUNXI sur le der(21), s’il
n’y a pas de délétions accompagnant la translocation. Afin d’amplifier les fusions RUNX]-
PRDM16 et PRDMI16-RUNXI potentiellement exprimées, plusieurs combinaisons
d’amorces ont été utilisées en RT-PCR. Nous avons identifié 8 transcrits de fusion
RUNXI-PRDM16 parmi lesquels deux respectent le cadre de lecture avec des jonctions
trinucléotidiques AGT ou GGT donnant une arginine ou une guanine a cette position
(Figure 12C). Dans la premicre jonction trinucléotidique, I’exon 5 de RUNXI finissant
avec le nucléotide A est fusionné a 1’exon 2 de PRDMI6 débutant avec les deux
nucléotides GT. Dans la deuxiéme jonction trinucléotidique, 1’exon 6 de RUNXI finissant
avec le nucléotide G est fusionné a I’exon 2 de PRDMI6 débutant avec les deux
nucléotides GT. Lors de 1’épissage, le trinucléotide formé dans la jonction exon 1- exon 2
de PRDM16 sauvage est composé du dernier nucléotide de 1’exon 1 et des deux premiers
nucléotides de I’exon 2. Le nucléotide de 1’exon 1 de PRDM 16 réarrangé est remplacé soit
par le nucléotide A ou G de I’exon 5 ou 6 de RUNXI. Dans les six autres transcrits, le
cadre de lecture est modifi¢é menant a des formes tronquées de RUNXI. Le gene RUNXI
est de 260 Kb et est composé de 10 exons (1a, 1b, 2, 3, 4, 5, 6, 7a, 7b et 8) (Mikhail et al.,
20006). 11 posséde deux promoteurs P1 distal et P2 proximal, qui permettent I’expression de
plusieurs transcrits dont les trois principaux sont le transcrit variant 3 (NM_001122607.1)
RUNXla, le transcrit variant 2 (NM_001001890.2) RUNXIb qui est le transcrit le plus
exprimé et le transcrit variant 1 (NM_001754.4) RUNXIc (Mikhail et al., 2006). Le

domaine conservé RHD « Runt Homology domain » de RUNX1, de 128 aa, est codé par
les exons 3, 4 et 5 (Figure 13). Le RHD est présent dans les protéines issues des trois
transcrits de RUNXI. Les deux transcrits RUNXIb et RUNXIc partagent ¢galement un
autre domaine de régulation transcriptionnelle TAD « transactivation domain » codé par
les exons 7b et 8§ (Mikhail et al., 2006). Au niveau des six transcrits de fusion qui ne

respectent pas le cadre de lecture dans la fusion RUNXI-PRDM]16, les exons 1 a 6 de
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RUNXI sont présents, ce qui suppose la présence du domaine RHD et I’absence du
domaine TAD dans ces formes tronquées de RUNX].

La séquence de PRDM16 est présente en 3’ des transcrits de fusion a partir des exons 2, 3
ou 4. PRDMI16 sauvage posséde deux transcrits majeurs, soit le transcrit variant 1
(NM_022114.3) composé des exons 1 a 17a, et le transcrit variant 2 (NM_199454.2) qui
possede également le méme nombre d’exons. Le domaine PR « PRDI-BF1 and RIZ
homology » de PRDM16, homologue au domaine SET « Su(var), Enhancer of zeste,
Trithorax », est en 5’ de la protéine. Plusieurs doigts de zinc (Zf-C2H2) sont présents et
correspondent a deux domaines de liaison a ’ADN. En 3° de la protéine un domaine
d’interaction avec CTBP1 (Figure 13)

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/289547572?report=graphe est également présent.

Dans les fusions RUNXI-PRDM16 respectant le cadre de lecture, on retrouve la quasi-
totalit¢ de PRDM16 et la partie 5° de RUNXI avec son domaine RHD (Figure 13).
Cependant les transcrits de fusion qui ne respectent pas le cadre de lecture ménent a des

codons stop prématurés sans aucun domaine fonctionnel de PRDM16 (Figure 13).
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Figure 12. Identification des transcrits de fusions RUNXI-PRDMI16 dans la
translocation t(1;21).

A) Les résultats de 1’analyse FISH suggéerent une fusion de la partie 5’ de RUNXI avec la
partie 3° de PRDM16 sur le chromosome dérivé, der (1) et une fusion potentielle de la
partie 5° de PRDM16 avec la partie 3° de RUNXI sur le chromosome dérivé, der(21). Le
gel de bromure d’éthidium a 2% montrent plusieurs produits de fusion RUNXI-PRDM16
amplifiés par RT-PCR a partir des cellules mononuclées du cas 02H056 présentant la
t(1;21) en phase blastique de la leucémie myé¢loide chronique (LMC-PB) en utilisant des
amorces sens au niveau des exons 4 (amorce 1.1) et 5 (amorce 1.2) de RUNXI (fleches
horizontales rouges) et des amorces antisens au niveau des exons 2 (amorce 2.1) et 4

(amorce 2.3) de PRDMI6 (fleches horizontales bleues). Les trois premiers puits
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représentent les produits d’amplification obtenu avec les amorces RUNXI exon 4 sens et
PRDM16 exon 4 antisens (1 : contréle sans ARN (H20), 2 : produit d’amplification obtenu
a partir d’un échantillon de moelle d’un cas avec une LMC sans la t(1;21), 02H024,
comme contrdle négatif, 3 : produit d’amplification obtenu a partir de 1’échantillon de sang
du cas 02HO056 avec la t(1;21). Le produit principal (étoile) est de 778 pb (puits 3). Puits 4,
5 et 6 : produits d’amplification obtenus pour ces 3 mémes échantillons avec les amorces
RUNXI exon 5 sens et PRDM16 exon 4 antisens. Le produit principal (étoile) est de 650
pb (puits 6). Puits 7, 8 et 9 : produits d’amplification obtenus avec les amorces RUNXI
exon 4 sens et PRDM 16 exon 2 antisens. Le produit principal (étoile) est de 501 pb (puits
9). Le marqueur de poids moléculaire de taille 100 pb a été utilisé. B) Huit transcrits de
fusion étudiés par séquengage confirment une fusion de I’exon 5 ou 6 de RUNXI avec les
exons 2, 3 ou 3b de PRDMI6. Seulement les transcrits de fusion encadrés en rouge
respectent le cadre de lecture. C) Séquences partielles des transcrits de fusion qui
respectent le cadre de lecture fusionnant I’exon 5 ou 6 de RUNXI avec I’exon 2 de
PRDM]16. Exemple de séquence partielle de la fusion RUNXI-PRDM]I16 ou le cadre de
lecture est décalé avec fusion de 1’exon 6 de RUNXI avec I’exon 3 de PRDM16.
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A) Transerit RUNX1 exon5 - PROM16 exon2 B) Transcrit RUNX1 exons - PROM16 exon3
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Figure 13. Transcrit de fusion RUNXI-PRDM16 qui respecte le cadre de lecture vs
transcrit de fusion qui ne respecte pas le cadre de lecture et domaines probables
présents au niveau des protéines de fusion.
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A) Le transcrit de fusion RUNXI exon5 — PRDM 16 exon2. Les nucléotides codant pour les
exons sont alternés en vert et en noir, et le premier ATG ou la transcription débute est noté
en rouge. Le point de fusion entre les deux geénes est surligné en rouge (ATG). Le A du
trinucléotide appartient a I’exon 5 de RUNX1I et le GT appartient a I’exon 2 de PRDM16.
Le trinucléodide formé (AGT) assure donc un cadre de lecture non décalé. Le gene
PRDM16 est présent a partir de son deuxieme exon. Dans la protéine chimérique probable,
il y a présence des séquences codant pour le domaine RHD (en jaune) de RUNXI, ainsi
que les séquences codant pour le domaine PR (en vert) de PRDM16 et son domaine de
liaison avec le CtBP (en gris). Les séquences codant pour les doigts de zinc de PRDM16
sont surlignées en rose. B) Exemple de transcrit RUNXI (exon5)-PRDM]16 (exon2) qui ne
respecte pas le cadre de lecture. Le trinucléotide formé lors de la fusion des deux geénes
(ACA) est surligné en rouge. Dans cette forme tronquée de RUNX1, seulement le domaine
RHD de RUNX (en jaune) est présent. Les domaines de PRDM16 ne sont pas présents en
raison d’un décalage de lecture et de la présence d’un codon stop prématuré (indiqué par

une étoile)
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1.5.Etude d’expression de PRDM 16 en phase chronique vs en phase
blastique de 1a LMC dans le cas 02-H056

Afin de comparer I’expression de PRDM16 chez notre patiente en phase chronique vs en
phase blastique de la LMC par PCR quantitative en temps réel (QRT-PCR), nous avons
placé des amorces dans les exons 1-2 et 9-10 de PRDMI6. Ceci nous permet de
différencier entre 1’alléle sauvage de PRDMI6 et 1’allele réarrangé, puisque la fusion
implique PRDM16 a partir de son exon 2. Le contrdle endogene utilisé¢ dans notre étude est
le géne GAPDH, et le calibrateur (RQ=1), est un échantillon de moelle d’un patient avec
une LAM de type M2 sans la t(1;21). Chez notre patiente en phase chronique de la LMC
(00-H59), 1a valeur Ct (Cycle Threshold) de PRDM16 avec les amorces ciblant les exons 1
et 2 et les exons 9 et 10 est de 0 indiquant que PRDM 16 n’est pas exprimé. Cependant en
phase blastique de la LMC, la valeur Ct de PRDM16 avec les amorces ciblant les exons 9
et 10 est de 33.58 et la valeur Ct du GAPDH est de 33.11. Le ACt = Ctprpmis — Ctarpu =
0.47, cela montre que PRDMI6 est plus exprimé que le GAPDH en LMC-PB.
L’expression de PRDM 16 reste absente avec les amorces placées dans les exons 1 et 2. Ces
résultats démontrent que suite a la translocation t(1;21), ’expression de PRDMI6 est
fortement augmentée, plus précisément I’expression de I’alléle transloqué de PRDM16

tandis que I’expression de 1’all¢le normal de PRDM 16 est absente (Figure 14).
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Figure 14. Expression de PRDM16 chez la patiente 02H056 en phase chronique vs en
phase blastique de la leucémie myéloide chronique
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A) Analyse des courbes d’amplification de la PCR quantitative en temps réel (QRT-PCR) a
partir des cellules mononuclées de la patiente 00H059 en phase chronique de la leucémie
my¢loide chronique. Seule la courbe d’amplification du controle endogene, le GAPDH
(courbe mauve) est détectée alors que cette courbe est absente pour I’amplification ciblant
les exons 9 et 10 du gene PRDM16. B) Analyse des courbes d’amplification de la qRT-
PCR a partir des cellules mononuclées de la patiente 02H056 présentant la t(1;21) en phase
blastique de la leucémie myé¢loide chronique. Le nombre d’amplicons de PRDM16 avec
des amorces localisées dans les exons 9 et 10 est plus important que celui du contréle
endogéne GAPDH. Ceci est représenté par la courbe d’amplification de PRDM16 (courbe
bleue) qui est détectée avant la courbe de GAPDH (courbe verte).
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1.6. Etude d’expression de PRDM16 dans 105 échantillons regroupant
des patients avec des leucémies aigués et chroniques myéloides et
des syndromes myélodysplasiques

Par PCR quantitative nous avons étudi¢ 1’expression de PRDM 16 en ciblant les exons 9 et
10 pour pouvoir détecter les différentes formes alternatives des transcrits. Cent-cinq
échantillons ont été étudiés dont 7 échantillons de patients en LMC-PB incluant le cas 02-
HO056 avec la translocation t(1;21), I’échantillon de la méme patiente en phase chronique
de la LMC (00-H059) sans la t(1;21), 14 échantillons de patients avec un SMD ou
SMD/LAM et 68 échantillons de LAMs de différents groupes FAB (M0, M1, M2, M4,
MS5) et de différents groupes cytogénétiques, ont également été analysés. Ces derniers
regroupent les translocations chromosomiques impliquant la bande chromosomique 1123
t(11g23)/réarrangement du géne MLL associés a un mauvais pronostic, et les
réarrangements chromosomiques a bon pronostic t(15;17)(q24;q21), t(8;21)(q22;q22) et
I’inversion 16, inv(16)(p13q22). Nous avons inclus dans I’étude 5 échantillons de moelle
normale comprenant un échantillon de cellules CD34 positives, 5 échantillons de sang
normal, 4 lignées de LMC-PB (K562, KU812, MC3, MEG-01) et la lignée HCT-116.
Toutes les analyses ont été effectuées en duplicata et la valeur moyenne a été utilisée pour
la quantification.

Des 90 patients étudiés avec SMD, LAM et LMC, 8 patients surexpriment PRDM 16 dont
notre cas avec la t(1;21). Un seul autre patient en phase blastique de la LMC (06-H006)
exprime significativement PRDMI16. Son caryotype réveéle une translocation
chromosomique t(7;17)(p15;922) comme anomalie additionnelle a la t(9;22) (voir section
suivante des résultats). Les caryotypes prédominants chez les patients surexprimant
PRDM]16 sont des caryotypes normaux chez 4 patients (02H009, 03H033, 04HO006,
03HO052) dont 3 LAM de type M1 et 1 LAM de type M5B. Dans notre étude, PRDM16 est
faiblement exprimé dans les LAM avec réarrangements impliquant la bande
chromosomique 11g23 et les LAM avec les translocations t(8;21) et t(15;17) et avec
I’inversion 16, inv(16) (Tableau VI et Figure 15).
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Figure 15. Etude de I’expression de PRDM16 dans 105 échantillons.

Quantification relative de PRDM16 par PCR quantificative en temps réel en utilisant des
amorces localisées dans les exons 9-10 de PRDM16 dans 105 échantillons comprenant : 14
syndromes my¢lodysplasiques (MDS) et SMD transformés en leucémie aigué¢ myéloide
(AML/MDS), 7 leucémies my¢loides chroniques en phase blastique (CML-BP) incluant le
cas 02-H056 avec la translocation t(1;21), I’échantillon de la méme patiente en phase
chronique de la LMC (CML-CP, 00-H59) sans la t(1;21), 68 LAM de différents types
morphologiques (FAB M0, M1, M2, M4, M5) et de différents groupes cytogénétiques avec
les translocations chromosomiques t(11q23), t(15;17), t(8;21) et ’inversion 16, inv(16), 5
moelles normales (BM) dont un échantillon de cellules CD34 positives, 5 échantillons de
sang périphérique (PB), la lignée HCT-116 et quatre lignées cellulaires de leucémie
my¢loide chronique en phase blastique (K562, KU812, MC3, MEG-01). Le graphique
montre les ratios 1/ACT. ACt = Ctprpuris — Ctoarpm, le CT (Cycle Threshold) représente le
cycle seuil qui est la mesure relative de la concentration du géne cible dans la réaction de
I'amplification de la PCR quantitative. La ligne continue horizontale indique le ratio de

I/moyenne des ACT des quatre échantillons de moelle normale (calibrateur). La ligne
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horizontale discontinue en haut de la ligne horizontale continue, montre un ratio 1/ACT de
0.21 indiquant une expression ¢élevée. La ligne horizontale discontinue en bas de la ligne
horizontale continue, montre un ratio 1/ACT de 0.09 indiquant une expression basse. Une
surexpression est définie dans notre étude par une expression 10 fois plus élevée que
I’expression des ARNm détectées dans les cellules controles BM. Les valeurs ACT sont :
04-HO070: 3.1; 02-H056: 0.3; 06-H006: 3.4; 00-H59: 7.3; 02-H009: 0.2; 02-H075: 3.1; 03-
HO033: 1.9; 04-H120: 1.7; 04-HO006: 0.5; 04-H054: —2.2; 03-H052: 1.1. La moyenne des

valeurs ACT des moelles normales est de 8.0.

Figure reproduite de Genes, Chromosomes and Cancer, 45, Sawcene Hazourli, Pierre
Chagnon, Martin Sauvageau, Raouf Fetni, Lambert Busque, Josée Hébert
« Overexpression of PRDM16 in the presence and absence of theRUNX1/PRDM16 fusion
gene in myeloid leukemias. », p. 1072-1076, copyright Aug 9, 2006, avec permission de
Copyright Clearance Center.
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Tableau VI. Résultats de la PCR quantitative de PRDM16 en fonction des
caractéristiques morphologiques et cytogénétiques des spécimens étudiés.

Echantillon | Diagnostic | Tissu RQ Caryotype
PRDM16

00H59 LMC-PC MO 1.2165 46,XX,1(9;22)(q34;q11.2)[20]

02HO037 LMC-PB SP 2.8346 47,XY,14(8;17)(q11;923),t(9;22)(q34;q11.2),
+der(22) 1(9;22) (q34;q11.2)[21]

02H052 LMC-PB MO 0.0341 45,XY,1(2;12)(q31;p12),t(9;22)(q34;q11.2),
der(9) t(9;22)(q34;q11.2) -22[3])/ 47, XY
4(2;12)(q315p12), 1(9;22)(q34:q11.2),
+der(22)t(9;22)(q34;q11.2)[15]/ 46,XY[3]

02H056 LMC-PB SP 203.8325 | 46,XX,t(1;21)(p36;922),t(9;22)(q34;q11.2)[20]

03H054 LMC-PB MO 0.117 46,XY,1(9;22)(q34;q11.2)[1]/47,idem,+8[18]

04H027 LMC-PB MO 0.029 Absence de metaphase

04H049 LMC-PB MO 8.5031 46,XX,1(9;22)(q34;q11.2)[18]/47,XX,1(9;22)
(q34;q11.2),+8[2]

06H006 LMC-PB MO 23.6808 47, XY, 4(7;17)(p15;9?22),t(9;22)(q34.1;q11.2),
+der(22)t(9;22)(q34.1;q11.2)[20]

02H003 MO SP 12.3035 46,XX,del(2)(q31),add(8)(p21)[17]/46,XX[1]

03H030 MO SP 0.165 44~48,XX,add(1)(p3?2),del(5)(q13),del(6)(p22),
+8, add(18)(p11.3),+21[cp22]

03H039 MO SP 16.177 Absence de metaphase

04H096 MO MO 0.0038 45,XY,-7[3)/46,XY[18]

02H009 M1 MO 171.1954 | 46,XX][21]

02H025 M1 SP 18.7703 46,XX,t(2;16)(p11.2;q24)[8]/46,XX,del(12)(p13
), der(17)?t(17;22)(q25;q11.2)[4)/46,XX[11]

02HO028 M1 MO 0.0822 46,XY,del(1)(p11p22)[22]

02H041 M1 MO 6.1933 46~47,XX,-10,-18,der(18)?t(10;18)(q22;q23),
+1~3 mar|[cp6]/46,XX[16]

02H045 M1 MO 0.0567 46,XX,del(9)(q22)[19]/46,XY[1]

02H053 M1 MO 0.0653 46,XY[20]

02H060 M1 SP 0.0399 45,XY,-21[3]/46,XY[22]

02H066 M1 MO 6.1405 46,XX[22]

02HO075 Ml SP 30.7849 45~47,XY,2,add(5)(q13),del(7)(p15),
add(17)(p13),-20,+1~4mar[cp19]/ 46,XY[2]

03H024 M1 MO 0.4931 47 XY, +8[18]/48,XY,+8,+8[3]/46,XY[1]

03H033 M1 SP 71.3482 46,XX[21]

03H081 M1 MO 18.2886 47,XX,+8[21]

03H094 M1 SP 8.9939 45,XY,-3,del(3)(q12),-4,der(5)t(3;5)
(p12;q11.2), del(6)(q21q25),t(9;10)
(p13;q26),add(11)(p15),
7del(12)(q22),der(12)t(4;12)(q32;q22),-15,
?add(16)(p11.2),-17,der(17)add(17)(p11.2),
?del(17)(q12q22),add(18)(p11.2),t(17;18)(q12;q
23), +del(22)(q13),+1~2mar[19]

03H116 M1 MO 0.0252 46,XX[21]
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03H119 Ml MO 0.0663 46,XY[20]
04HO001 Ml SP 16.0362 47 XY, +13[13]/49,XY,+9,+13,+13[7]/46, XY
[1].
04H024 Ml MO 2.4567 46,XX[21]
04H025 Ml MO 4.8782 46,XY[21]
04H048 M1 MO 0.1126 46,XY,del(9)(q22q33)[19]/46,XY[1]
04HO055 M1 SP 0.0085 46,XY,del(20)(q11.2)[19]/46,XY][1]
04H103 M1 SP 5.3071 46,XY,t(4;12)(q11-q12;p13)[21]
01HO002 M3 MO 0.0103 46,XY,1(15;17)(q24;q21)[17]/45,XY ,-
t(15;17) 13,t(15;17) (q24;921)[3]
02H046 M3V SP 0.0547 46,XX,t(15;17)(q24;q21)[20]
t(15;17)
03H070 M3 0.0048 FISH PML-RARA positif
t(15;17)
04H123 M3 1.3171 FISH PML-RARA positif
t(15;17)
03H067 M5 MO 0.0189 46,XY,t(11;17)(q23;925)[19]/46,XY[1]
t(11)(q23)
04H041 M5B MO 0.0109 46,XY,t(11;17)(q23;925)[18]/46,XY[2]
t(11)(g23)
04H080 MS5A MO 0.0137 46,XY,t(9;11)(p22;q23)[14]/46,XY|8]
t(11)(q23)
05H066 M4 MO 0.0091 46,XX,t(6;11)(q27;q923)[20]
t(11)(q23)
03H065 M2 ¢(8;21) | MO 0.0189 46,XY,1(4:8;21)(p14;q22;q22)[21]
03H083 M2 t(8;21) | SP 0.0549 46,XY,1(8;21)(g22;922),inv(9) (p11q12)c[20]
05HO001 M2 t(8;21) | MO 0.024 45,X,-Y,t(8;21)(q22;q22)[14] /46,XY[7]
05H042 M2 t(8;21) | MO 0.0011 47,XY,1(8;21)(q22;922),+8[21]
03H109 MA4E SP 0.0075 46,XY,inv(16)(p13q22)[20]
inv(16)
03H112 MA4E SP 0.0086 46,XY,inv(16)(p13q22)[20]
inv(16)
04H030 MA4E MO 0.0107 46,XY, inv(16)(p13q22)[21]
inv(16)
04HO061 MA4E MO 0.0248 46,XX,inv(16)(p13g22)[20]
inv(16)
04H091 M4 inv(16) | MO 0.0017 46,XY,inv(16)(p13q22)[5]/46,XY ,der(16)
inv(16) (p13g22)t(16;16)(q22;q22)[4]
03HO017 SMD MO 1.0726 47,XY,+8[1]/46,XY[19]
03H060 SMD/LAM | MO 0.071 47,XY,+19[20]/46,XY,+19,-21[3]
03H097 SMD/LAM | MO 0.0395 46,XY[22]
04HO11 SMD/LAM | MO 0.0462 46,XY[23]
04H037 SMD MO 0.1371 46,XY,add(9)(q21)[21]
04H050 SMD/LAM | MO 0.023 46,XX,inv(3)(q21q26)[21]/46,XX,del(3)(q12926
)[3]
04H063 SMD/LAM | SP 1.3933 46,XX,1(3;3)(q21;926)[20]
04H070 SMD/LAM | MO 30.5025 42~45,XY ,-Y,5,add(7)(q11.2), der(10;13)

(q10;q10),t(12;17) (p11.2;q11.1),-17,
add(18)(p11.2),-20,-20,-21,+1~5mar[cp8]/
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46,XY[1]

04H079 SMD/LAM | MO 0.0625 46,XX,inv(3)(q21q26)[23]

04H134 SMD MO 7.6501 46,XY,del(20)(q11)[22]

05H005 SMD MO 1.9888 46,XY[20]

05H009 SMD MO 0.5061 46,XY[22]

02H004 M6 MO 3.4176 42~43 XY ,der(3)?del(3)(q11.2q13.3)?inv(3)(q21
q26),4,del(5)(q22q31),add(7)(q22),
add(7)(q11.2),-8,-10,-11,-15,-16,-17,-18, -
18,+1~6mar[cp20]/46,XY[2]

02H026 MS5A MO 0.0256 46~47,XY ,add(1)(p36),add(4)(p16),+8,add(21)
(922)[cp17)/46,XY][7]

02H033 M5SA MO 0.0173 47,XY,+8[17]/49,XY,+6,+8,+8[2]/46,XY[2].

03HO016 MS5A MO 1.6958 46,XY[20]

03HO028 M6B MO 0.1241 40~43,XY ,+2,-4,-5,-5,-7,-7,-14,-15,-17,-19,-19,-
22 +7mar [cp4] /46,XY[14]

03H041 M5 MO 2.6332 46,XX][22]

03H052 M5B MO 121.9239 | 46,XY[20]

04HO006 M2 MO 181.084 46,XX][20]

04H054 M2 MO 1185.465 | 46,XY,add(1)(q44),?add(2)(p11.2),?add(2)
(q21),add(3)(q13),add(5)(p15),t(6;9)(p23;q34),d
el(17)(q23),add(19)(q13.4),del(20)(q12),+mar[c
p21]

04H068 M2 MO 0.0408 46,XX[20]

04HO084 M5B MO 1.3009 46,XX[20]

04H107 M2 MO 16.7545 46,XY[20]

04H118 M5SA MO 0.1394 47,XY,+8[1]/49,XY ,+8,+8,+20[20]

04H132 M4 SP 0.3433 45,XY,del(6)(q15),-7,t(9;13)(q10;q10)[11]/
46,idem,t(17;21) (q11.2;922),+mar[9]

04H140 M4 MO 11.4579 46,XX[20]

04H141 M2 MO 0.0003 46,XY[20]

05H033 M2 MO 2.5262 46,XY[22]

05HO050 M4 MO 4.2362 46,XY[20]

Tableau VI. Résultats

de la PCR quantitative de PRDMI16 en fonction des

caractéristiques morphologiques et génétiques des spécimens étudiés. La premicre

colonne correspond a I’identification des cas étudiés avec les numéros de code de la

BCLQ. La deuxiéme colonne correspond au diagnostic morphologique : leucémie

my¢loide chronique (LMC) en phase chronique (PC-LMC) ou en phase blastique (LMC-
PB), leucémie aigiic my¢loide (LAM) classée selon la classification FAB : M0, M1, M2,
M3, M4, M5A, M5B. La troisiéme colonne indique le tissu étudié : moelle osseuse (MO)

ou sang périphérique (SP). Les résultats de la PCR quantitative pour le géne PRDM16 sont

exprimés en RQ (Relative Quantity) et sont notés en rouge (surexpression importante: RQ
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supérieur a 70), en vert (expression modérée a moyenne: RQ entre 3 et 30.7) ou en noir

(expression faible ou absente).
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1.7. Investigation des réarrangements et de I’amplification de
PRDM16 chez les cas surexprimant PRDM16

Suite a I’analyse des caryotypes des patients surexprimant PRDM16 (cas 02H009, 03H033,
03HO052, 04HO006, 04HO054, 04H120 et 06H006) nous n’avons observé aucun
réarrangement impliquant la bande chromosomique 1p36.3 en cytogénétique standard. De
plus, pour confirmer I’absence de réarrangement des génes RUNXI et PRDM16 dans ces
cas, nous avons complété nos investigations par une étude en FISH avec des sondes ciblant
ces genes. Un seul cas présentait un réarrangement de RUNXI (04H120) suite a une
t(7;21)(p22;922), translocation qui a été caractérisée dans notre laboratoire (Giguere and
Hebert, 2011). Nous n’avons détecté aucun autre cas qui présentait une translocation
impliquant PRDM 16 avec la technique de FISH et les sondes utilisées. Toutefois, nous ne
pouvons pas exclure totalement la présence d’un réarrangement de ce géne qui ne serait
pas détecté pas cette technique. De plus aucune amplification de ce géne n’a été¢ démontrée
par FISH dans ces cas. Ces résultats suggerent que PRDM16 peut &tre surexprimé en
présence ou en absence de réarrangements chromosomiques et que la surexpression notée

dans nos cas n’est pas associée a une amplification de PRDM16.

Tableau VII. Caryotypes et résultats des FISH ciblant PRDM16 chez les patients
surexprimant PRDM16.

BCLQ Diagnostic Caryotype RP1-163G9  RP4-785P20
02H009 LAM-M1  46,XX[21] Négatif Négatif
02H0S6 LMC-PB  46,XX,t(1;21)(p36;q22),t(9;22)(q34;q11.2)[20] Positif Négatif
03H033 LAM-M1  46,XX[21] Négatif Négatif
03H052 LAM- 46,XY[20] Négatif Négatif
M5B
04H006 LAM-M1  46,XY[20] Négatif Négatif
04H054 LAM-M2  46,XY,add(1)(q44),?add(2)(p11.2), Négatif Négatif

?add(2)(q21),add(3)(q13),add(5)(p15),
1(6;9)(p23;q34),del(17)(q23),add(19)(q13.4),
del(20)(q12),tmar[cp21]

04H120 LAM-MI  46,XY,del(5)(q22q33),del(21)(q22)[20] Négatif  Négatif

06H006 LMC-PB  46,XY,t(7;17)(p15,92?72),t(9;22)(q34.1;q11.2)[9])/ Négatif Négatif
47,idem,+der(22)t(9;22)(q34.1;q11.2)[14]
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Tableau VII. Caryotypes et résultats des FISH ciblant PRDM16 chez les patients
surexprimant PRDM16. Le PAC RP1-163G9 couvre I’exon 1 et une partie de I’intron 1
de PRDM16 et le PAC RP4-785P20 couvre une partie de I’intron 3 jusqu’a I’exon 17 de

PRDM]16. Différents types de leucémie aigiie my¢loide (LAM) sont représentés : les cas
02H009, 03H033, 04H006 et 04H120 sont des LAM-M1; le cas 04H054 est une LAM M2,
et le cas 03H052 est une LAM M5B. Les cas 02H056 et 06H006 sont des leucémies

my¢loides chroniques en phase blastique (LMC-PB).

Patient 02H009 Patient 04H006 Patient 04H054

Patient 03H052 Patient 03H033 Patient 06H006

Patient 02H009 Patient 04H006 Patient 04H054

Patient 03H052 Patient 03H033 Patient 06H006

Patient 06H120

Patient 02H056

Figure 16. Etude du réarrangement et de I’amplification du géne PRDM16 dans les

cas surexprimant PRDM16.
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L’analyse par hybridation in situ en fluorescence (FISH) avec le PAC RP1-163G9 ciblant
I’exon 1 et I’intronl de PRDM16 et le BAC RP11-785P20 ciblant I’intron 4 4 ’exon 17 de
PRDM16 sur la bande 1p36.32. L’analyse FISH sur les métaphases des spécimens
02H009, 03H033, 03HO052, 04H006, 04H054, 04H120 et 06HO06 montre que chaque
sonde hybride en 2 copies sur la bande 1p36, indiquant que ces régions de PRDM1I16 ne
sont pas transloquées ni amplifiées. L ’analyse FISH avec le PAC RP1-163G9 est positive
seulement pour le cas 02H056 avec présence de 3 signaux (fleches blanches) tel que

démontré dans la figure 11B.
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2. Investigation de la translocation t(7;17)(p15;q22) en phase blastique
de la leucémie myéloide chronique (cas 06H006)

2.1.Présentation clinique et analyses cytogénétiques

Le patient 4gé de 37 ans s’est présenté en mars 2005 avec une splénomégalie et une
leucocytose. L’analyse FISH a démontré une fusion BCR-ABLI et un chromosome Ph était
présent dans toutes les mitoses analysées comme anomalie isolée au caryotype. Suite a ces
résultats, le patient a ét¢ mis sous IM (400 mg/jour). Sept mois plus tard, le patient ne
répondant plus au traitement, la dose d’IM a ¢été augmentée a 800 mg/jour.
Malheureusement le patient a cess¢ de lui-méme son traitement a cause des effets
secondaires. La qRT-PCR a révélé une augmentation significative des transcrits de fusion
BCR-ABLI. Une recherche de mutations au niveau du domaine tyrosine kinase d’ABL1
s’est avérée négative. En janvier 2006, 1’aspiration médullaire a démontré la présence de
35% de cellules blastiques, signe de transformation blastique de la LMC. Le caryotype a
révélé la présence additionnelle d’une translocation chromosomique entre les bras courts
du chromosome 7 et les bras longs du chromosome 17 dans toutes les mitoses analysées et
une évolution clonale dans 14 cellules sur 23 analysées, avec 1’addition d’un deuxiéme Ph.
Vue la similarité du marquage chromosomique entre les extrémités 7p et 17q, il était
difficile de préciser les bandes chromosomiques impliquées au caryotype standard. La
formule chromosomique a été ¢établie comme suit :
46,XY,4(7;17)(p15,9272),t(9;22)(q34.1;q11.2)[9]/47,idem,+der(22)t(9;22)(q34.1;q11.2)

[14] (Figure 17). Le patient étant réfractaire au traitement (chimiothérapie et IM), il n’était
donc pas ¢ligible a une greffe allogénique de cellules souches et il est décédé a 1’age de 38

ans en juillet 2006.
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Figure 17. Caryotype en bandes GTG révélant la présence des translocations
chromosomiques t(9;22) et t(7;17) chez le patient 06H006.

A) Caryotype en bandes GTG avec une résolution de 500 bandes, effectué¢ a partir des
cellules mononuclées du patient 06H006 en phase blastique de la leucémie myéloide
chronique révélant la présence du chromosome Philadelphie (Ph) résultant de la
translocation t(9;22)(q34.1;q11.2) (fleches bleues), un deuxiéme Ph (fleche orange), ainsi
qu’une translocation chromosomique entre les bras courts du chromosome 7 et les bras
longs du chromosome 17 (fleches rouges). B) Caryotype partiel et idiogrammes des
chromosomes 7 et 17, suggérant des points de cassure au niveau des bandes

chromosomiques 7p15 et 17q2?2.

2.2.Caractérisation du point de cassure sur la bande chromosomique
7p15 et identification du réarrangement du locus HOXA dans la
translocation t(7;17)(p15:;q22)

Un seul cas de translocation chromosomique t(7;17)(p15;q22) impliquant les génes MSI2
et HOXA9 a été rapporté a ce jour (Barbouti et al., 2003). Nous avons donc ciblé ces génes
avec des BACs couvrant le locus HOXA localisé en 7pl5 et le géne MSI2 localisé en
17922. D’autre part, au niveau des bras courts du chromosome 7, les génes les plus
fréquemment impliqués dans les leucémies sont localisés au niveau du locus HOXA. Ce

dernier regroupe les genes HOXAI, HOXA2, HOXA3, HOXA4, HOXAS5, HOXA6, HOXA7,
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HOXA9, HOXA10, HOXAII, HOXA13 et EVXI. Des ARNs non codants sont aussi
présents dont HOTAIRM1, LOCI100133311, HOTTIP et le microARN MIR196B. Les
genes les plus fréquemment altérés dans les leucémies sont HOXA9, HOXAI1 et HOXAI3
(Fujino et al., 2002; Hatano et al., 1999; Suzuki et al., 2002; Taketani et al., 2002b; Wong
et al., 1999b). Nous avons étudié ces genes par FISH avec le BAC RP11-1132K 14 et nous
avons identifi¢ un point de cassure au niveau des bras courts du chromosome 7 entre

HOXA3 et EVXI (Figure 18).

che7 (p15.2) [ I N
100 kb} { hg1g
27150000| 27200000| 27250000 27300000|

Chromosome Bands Localized by FISH Mapping Clones
7p15.2

BAC End Pairs

RP11-1132K14

RefSeq Genes
HOXA1H HOXA4f MIR196B EVX1H
HOXA1 i HOXASf|  HOXA1 )
HOTAIRM1 H HOXAGS || HOXA13 i
HOTAIRM1 H HOXAT i) HOTTIP H
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HOXA3f}—44  HOXA101
LOC100133311 i 06H006

LOC100133311 -
HOXA10-HOXA9 H—
HOXA11-ASTH

Figure 18. Identification du réarrangement du locus HOXA par hybridation in situ en
fluorescence dans la translocation t(7;17)(p15;q2?2).

L’hybridation in situ en fluorescence (FISH) sur les métaphases obtenues a partir des
cellules mononuclées du cas 06-HO06 en phase blastique de la leucémie myéloide
chronique avec le BAC RP11-1132K14 (couleur rouge) ciblant le locus HOXA, démontre
une hybridation sur le chromosome 7 normal ainsi que sur les chromosomes 7 et 17
réarrangés, der(7) et der(17), limitant la région a investiguer entre les génes HOXA3 et

EVXI.
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2.3.Caractérisation du point de cassure sur la bande chromosomique
17q22 et identification du réarrangement du géne MS12 dans la
t(7;17)(p15;q22)

Nous avons ciblé le gene MSI2 avec le BAC RP11-959D16 qui couvre la partie 3’ du gene,
soit de I’intron 6 jusqu’a I’exon 11 (Figure 19B). Il s’agit du point de cassure rapporté dans
la littérature (Barbouti et al., 2003). Cependant, le point de cassure détecté dans notre cas
au niveau du chromosome 17 est centromérique a la position rapportée (Barbouti et al.,
2003). En effet, le BAC RP11-1089N22 indique que le point de cassure est localisé entre
les exons 1 et 6 de MSI2. Nous avons donc identifié dans notre cas, un nouveau point de

cassure localisé dans la partie 5° de MSI2 (Figure 19A).

A) ['RP11-1089N22" 'RP11-959D16

423 45 % 12345 6 7 8910 14
MSI2 g3n3-3 MSI2 g3 I—I-1-1-l=—3333
centr™ centr tel

06H006 . 06HO006

Figure 19. Identification du réarrangement du géne MSI2 dans la translocation
t(7;17)(p15;q22) par hybridation in situ en fluorescence.

A) L’hybridation in situ en fluorescence (FISH) sur métaphases obtenues a partir des
cellules mononuclées du patient 06-H006 en phase blastique de la leucémie myéloide
chronique avec le BAC RP11-1089N22 (couleur rouge), démontre un signal au niveau du
chromosome 17 normal et au niveau des chromosomes réarrangés der(7) et der(17),
indiquant un point de cassure dans la partie 5° de MSI2 entre les exons 1 et 6. B) L’analyse

par FISH sur métaphases avec le BAC RP11-959D16 (couleur rouge) démontre un signal
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au niveau du chromosome 17 normal et au niveau du chromosome dérivé 7, der (7),

révélant un point de cassure centromérique par rapport a la position de ce BAC.

2.4.1dentification des transcrits de fusion MSI2-HOXA9 dans la
translocation t(7;17)(p15;q22)

Les résultats de 1’analyse FISH révélent un nouveau point de cassure au niveau du gene
MSI?2 entre les exons 1 et 6. Le géne MSI2 (taille génomique : 424 kb) s’étend sur 14 exons
et possede deux principaux transcrits, le variant 1 (NM 138962.2) et le variant 2
(NM_170721.1) comprenant 14 et 11 exons respectivement. L’absence des derniers exons
dans le transcrit variant 2 n’affecte pas la structure de la protéine puisque les exons 12, 13
et 14 ne sont pas traduits. MSI2 posséde deux domaines RRM « RNA Recognition motifs
». Le premier domaine RRM commence a partir du deuxieéme nucléotide de I’exon 2 et
couvre les exons 2, 3, 4 et les trois premiers nucléotides de I’exon 5. Le deuxieéme domaine
RRM débute au 19°™ nucléotide de I’exon 6 et couvre les exons 6, 7, 8 et une partie de

I’exon 9 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/25121991?report=graph). Nous avons

identifi¢ par RT-PCR et séquengage la présence des exons correspondant au premier
domaine RRM de MSI2 au niveau des deux nouveaux transcrits de fusion MSI2-HOXA9.
Ces nouveaux transcrits chimériques fusionnent I’exon 5 ou ’exon 6 alternatif de MSI2
avec I’exon 1 de HOXA9 (Figure 20). Le géne HOXA9 d’une taille de 3.09 kb, comprend 2
exons et possede une seule séquence référence représentative du transcrit principal de
HOXA9 (NM _152739.3). Nous avons identifi¢ dans notre cas avec la t(7;17), un point de
cassure au début de I’exon 1b (nucléotides TT), I’exon 1 de HOXA9 étant anciennement
subdivisé¢ en exons la et 1b (Kim et al., 1998), tel que rapporté dans la majorité des
translocations ciblant HOXA9 (Barbouti et al., 2003; Borrow et al., 1996) (Figure 20B).
Malgré un point de cassure commun au niveau de HOXAY, les fusions MSI2-HOXA9
détectées dans notre cas ne respectent pas le cadre de lecture contrairement aux
translocations impliquant HOXA9 rapportées précédemment (Barbouti et al., 2003; Borrow
et al., 1996). Suite a la fusion MSI2-HOXA9 détectée dans notre cas, il y a un décalage du
cadre de lecture pour les deux transcrits chimériques ce qui meéne a 1’absence du domaine

homéobox caractéristique des genes HOX, localisé au niveau de I’exon 2 (Figure 20). Les
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fusions identifiées représentent donc des formes tronquées de MSI2 avec présence du

premier domaine RRM seulement.

A) oo MSI2 HOXA9
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Figure 20. Identification des transcrits de fusion MSI2-HOXA9 dans la translocation
t(7;17).

A) Les résultats du FISH suggerent une fusion de la partie 5’ de MSI2 avec la partie 3’ de
HOXAY sur le chromosome dérivé der(17) et une fusion réciproque potentielle HOXA9-
MSI2 sur le chromosome dérivé der(7). Le gel de bromure d’éthidium a 2% montre des
produits d’amplification d’une fusion MSI2-HOXA9 par RT-PCR, obtenus a partir des
cellules mononuclées du patient 06H006 avec la t(7;17) en phase blastique de la leucémie
my¢loide chronique. Les amorces utilisées sont localisées dans 1’exon 2 de MSI2 (amorce
135, sens) et dans I’exon 1 de HOXA9 (amorce 138, antisens). Les deux produits séquencés
sont le produit principal de 308 pb (bande intense avec 1’étoile blanche) et le produit de
413 pb (bande moins intense avec 1’¢toile jaune). B) Séquences partielles des deux
transcrits de fusions MSI2-HOXAY. Un premier transcrit chimérique (transcrit principal)
fusionne 1’exon 5 de MSI2 avec I’exon 1 de HOXA9 et un deuxiéme transcrit chimérique
fusionne 1’exon 6 alternatif de MSI2 avec I’exon 1 de HOXA9. C) Analyse de la séquence
de fusion du transcrit 1 principal MSI2-HOXAY9 comparée a la séquence de HOXA9
sauvage. Les exons de MSI2-HOXA9 et de HOXAY sont alternés en vert et en noir. Le
cadre de lecture n’est pas respecté et le premier domaine RRM « RNA Recognition Motif
» de MSI2 (surligné en jaune) est présent dans le produit prédit résultant de cette fusion.
Au niveau de la jonction (point de cassure de la translocation), les trois derniers
nucléotides de 1’exon 5 de MSI2, AAG (surlignés en vert), et les deux nucléotides TT du
triplet GTT (surlignés en rouge) de I’exon 1 de HOXA9 sont présents. Le décalage de
lecture est donc causé par I’absence d’un nucléotide G. Le domaine homéobox (surligné en
mauve) codé par I’exon 2 de HOXA9 sauvage, ainsi que le motif d’interaction avec MEIS1
(surligné en gris) ne sont pas présents dans la fusion MSI2-HOXAY. Les deux points de

cassure de la translocation t(7;17) au niveau de HOXA9 sont surlignés en rouge.
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2.5.1dentification de deux nouvelles fusions MSI2-HOXA10 et MSI2-
HOXAII dans notre cas avec la translocation t(7;17)/MS12-
HOXA9

Plusieurs genes du locus HOXA sont transloqués dans les leucémies, tels que HOXA9,
HOXAII et HOXA13, avec le géne partenaire NUP98 dans la t(7;11)(p15;p15) (Borrow et
al., 1996; Fujino et al., 2002; Mizoguchi et al., 2009; Taketani et al., 2002a). Afin
d’investiguer la possibilit¢ d’une altération d’un autre géne HOXA en fusion avec MSI2
dans notre cas avec la t(7;17), nous avons tenté d’amplifier d’autres fusions potentielles
MSI2-HOXA. En RT-PCR nous avons utilisé des amorces localisées au niveau de 1’exon 2
de MSI2 (amorce 135) et au niveau des exons 2 ou 3 de HOXAS5, HOXA6, HOXA7,
HOXA10, HOXAI1 et HOXAI3 (amorces : 353, 355, 357, 140, 361, 365 respectivement).
Nous avons isolé deux nouveaux transcrits de fusion, soit MSI2-HOXAI0 et MSI2-
HOXAIlI. Au niveau du locus HOXA, les génes HOXA9, HOXAIO et HOXAII se
succedent dans la méme orientation, dans une région de 25 kb (Figure 21A). Les génes
HOXAII et HOXA10 sont de 3.7 kb et 9.63 kb respectivement. Ils sont composés de deux
exons et leur domaine homéobox est situé¢ au niveau de I’exon 2. Un transcrit représentatif
majeur HOXA11 (NM_005523.5) code pour la protéine homéobox. Pour HOXA10, trois
transcrits majeurs sont connus, le transcrit variant 1 (NM_018951.3), le transcrit variant 2
(NR _037939.1) non codant, ainsi que le transcrit résultant de 1’épissage alternatif entre
HOXA9 et HOXAI10 non codant et récemment validé (USCS RefSeq, Mar 2011 :
http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=288302817). Les deux fusions
chimériques MSI2-HOXA10 et MSI2-HOXAI1 détectées dans notre cas, fusionnent 1’exon
5 de MSI2 avec I’exon 2 de HOXA10 et HOXAI1I (Figure 21B). Comme pour la fusion
MSI2-HOXA9, MSI2-HOXA10 et MSI2-HOXA11 ne respectent pas le cadre de lecture. En
effet, I’exon 2 de HOXAII fusionne avec MSI2 a partir du deuxiéme nucléotide. Le

premier nucléotide de I’exon 2 de HOXA11 étant absent de la fusion, le cadre de lecture
n’est pas respecté (Figure 21B). Dans la fusion MSI2-HOXA10, I’exon 5 de MSI2 fusionne
avec ’exon 2 de HOXAI0. Le cadre de lecture est encore une fois décalé a cause de

I’absence d’un nucléotide au niveau du point de fusion avec HOXAI(. Donc, les trois
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fusions identifiées dans notre cas, MSI2-HOXA9, MSI2-HOXA10 et MSI2-HOXAI1 sont
caractérisées par I’absence du domaine homéobox du gene HOXA4 impliqué et la présence
du premier domaine RRM de MSI2. Les trois fusions représentent des formes tronquées de

MSI2 avec présence d’un seul domaine RRM.
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Figure 21. Identification des transcrits de fusions MSI2-HOXA10 et MSI2-HOXA11
dans la translocation t(7;17).

A) Translocation des genes HOXA9, HOXAI0 et HOXAII sur le dérivé du chromosome
17, der(17) en aval de la partie 5° de MSI2. Une partie du locus HOXA, incluant HOXA9Y,
HOXA10 et HOXAI1, est transloquée a la partie 5’ de MSI2 au niveau du chromosome
dérivé 17. A gauche, le gel de bromure d’éthidium & 2% montre le produit d’amplification
MSI2-HOXA10 (~ 360 pb) de la RT-PCR, obtenu a partir des cellules mononuclées du
patient 06H006 présentant la t(7;17) en phase blastique de la leucémie my¢éloide chronique.
Les amorces utilisées sont localisées dans I’exon 2 de MSI2 (amorce sens, 135) et dans
’exon 2 de HOXA10 (amorce anti-sens, 358). A droite, le gel de bromure d’éthidium a 2%
montre le produit d’amplification MSI2-HOXAI1 (~ 350 pb) de la RT-PCR, obtenu a partir
des cellules mononuclées du patient 06H006 présentant la t(7;17) en LMC-PB. Les
amorces utilisées sont localisées dans 1’exon 2 de MSI2 (amorce sens, 135) et dans I’exon 2
de HOXAII (amorce anti-sens, 140). Le marqueur moléculaire utilisé¢ pour les deux gels
est le 1 kb. B) Séquences partielles des transcrits de fusion MSI2-HOXAI10 et MSI2-
HOXAII. Le premier transcrit chimérique fusionne 1’exon 5 de MSI2 avec I’exon 2 de
HOXA10 et le deuxiéme transcrit chimérique fusionne I’exon 5 de MSI2 avec I’exon 2 de
HOXAII. C) Analyse de la séquence de fusion du transcrit MSI2-HOXA 1l comparée a la
séquence de HOXA11 sauvage. Les exons de MSI2-HOXAI1 et de HOXAI1 sont alternés
en vert et en noir. Le cadre de lecture n’est pas respecté et le premier domaine RRM «
RNA Recognition Motif » de MSI2 (surligné en jaune) est présent dans le produit prédit
résultant de cette fusion. Au niveau de la jonction (point de cassure de la translocation), les
trois derniers nucléotides de I’exon 5 de MSI2 AAG (surlignés en vert) et les deux
nucléotides GT (surlignés en rouge) du triplet AGT de I’exon 2 de HOXA11 sont présents.
Le décalage de lecture est causé par I’absence d’un nucléotide A. La séquence de HOXA11
sauvage est démontrée sur le schéma de droite. Le domaine homéobox codé par 1’exon 2
(surligné en mauve) n’est pas présent dans la fusion MSI2-HOXA11. Le point de cassure au

niveau de HOXA11 est surligné en rouge.
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2.6.Activation des génes HOXA et épissage alternatif de HOXA9 dans
la translocation t(7;17)(p15;q22)

Suite a la translocation t(7;17) et au positionnement de MSI2 en 5’ des génes HOXA, ces
derniers peuvent étre activés sous la dépendance de la région promotrice de MSI2. D’autre
part, un changement du statut de la chromatine des génes HOXA pourrait étre causé par un
repositionnement des domaines chromatiniens lors de 1’échange de matériel
chromosomique entre les chromosomes 7 et 17. En effet, suite a la translocation
chromosomique t(7;17) les éléments régulateurs cis et/ou trans et les modifications de la
chromatine en conformation moins condensée peuvent aussi €tre a I’origine de I’activation
des génes HOXA. La majorité des génes HOXA sont préférentiellement exprimés au niveau
des populations enrichies de CSHs et des progéniteurs immatures. Leur expression diminue
avec la différenciation (Argiropoulos and Humphries, 2007). Afin d’investiguer
I’expression des génes HOXA et les conséquences de la t(7;17) sur leur épissage, nous
avons amplifié par PCR les cDNA de HOXAS5, HOXA6, HOXA7, HOXA9, HOXAIO),
HOXAIl, HOXAI3. Pour les génes HOXA9, HOXA10 et HOXAII, nous avons étudié
I’alléle normal (allele non fusionné avec MSI2) en utilisant des amorces ciblant I’exon 1
absent dans les trois fusions. Les résultats révelent une activation des genes HOXAG,
HOXA7, HOXAI0 ainsi que trois transcrits de HOXA9. Cependant, les génes HOXAS,
HOXAII et HOXA13 ne sont pas exprimés. Ces résultats suggerent que le point de cassure
le plus probable au niveau génomique est dans I’intron 1 du gene HOXA11 (Figures 22A,
B). Suivant cette hypothése, MSI2 ne peut activer HOXA 13 qui est resté sur le chromosome
dérivé 7 ainsi que HOXAI1 sauvage. La juxtaposition de MSI2 dans cette position pourrait
induire 1’activation des transcrits en 3’ de HOXAI1, soit HOXA6, HOXA7, HOXA9 et
HOXA10 dans notre cas.

Le séquencage a confirmé la présence des transcrits de HOXA6, HOXA7 et HOXAY. Le
transcrit HOXA10 n’a pas ¢été testé. Les transcrits 1 et 2 de HOXA9, (Figure 22C) ont une
séquence identique a partir du 30¢me nucléotide. Les 30 nucléotides manquants en 5’ de la
séquence pourraient expliquer la différence de taille entre les deux bandes amplifiées. De

facon intéressante, nous avons détecté un troisiéme transcrit de HOXAY9 (nommé
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HOXA9T), récemment identifié en 2012 par He et collaborateurs dans des leucémies avec
réarrangements du géne MLL (He et al., 2012). L’ ¢épissage alternatif au niveau de ce
transcrit cause un codon STOP prématuré entrainant 1’absence du domaine homéobox
(Figures 22C et 23). Il s’agit du méme site d’épissage alternatif que le transcrit HOXA49-
HOXA10 non codant, rapporté récemment sur le site UCSC. Il est intéressant de noter que
le point de fusion de MSI2-HOXA9 est localisé au niveau du site d’épissage alternatif de
HOXA9 (Figure 23).
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Figure 22. Expression des génes HOXA dans notre cas avec la translocation t(7;17).

A) Suite a la translocation t(7;17) il y a juxtaposition de MSI2 avec plusieurs génes HOXA
dont HOXAI1, HOXA10, HOXA9, HOXA7, HOXA6 et HOXAS5 avec une fusion probable
MSI2-HOXA11 sur le plan génomique. B) Le gel de bromure d’éthidium a 2% montre les
produits amplifiés par RT-PCR, obtenus a partir des cellules mononuclées du patient
06HO006 présentant la t(7;17) en phase blastique de la leucémie myéloide chronique. Le
marqueur moléculaire utilisé est le 1 kb. Premier puits : amplification de ACTB (gene

contrdle) avec les amorces 210 et 211, controle sans ARN (H20); 2°™ puits : amplification
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de ACTB avec les amorces 210 et 211, controle positif (192 pb); 3°™ puits : amplification

de HOXAS5 avec les amorces 352 et 353 localisées au niveau des exons 1 et 2; 4

eme

puits :

amplification de HOXA6 avec les amorces 354 et 355 localisées au niveau des exons 1 et 2

(258 pb); 5™ puits : amplification de HOXA7 avec les amorces 356 et 357 localisées au

niveau des exons 1 et 2 (385 pb) 6°™ puits : amplification de HOXA9 avec les amorces 137
et 138 localisées au niveau de 1’ exon 1 (produit 1 HOXA9 : 531 pb, produit 2 : 500 pb,
produit 3 : 358 pb); 7°™ puits : amplification de HOXA10 avec les amorces 359 et 358

localisées niveau des exons 1 et 2; 8¢

puits : amplification de HOXAI1 avec les amorces

360 et 361 localisées au niveau des exons 1 et 2, 9°™ puits : amplification de HOXAI3

avec les amorces 364 et 365 localisées au niveau de I’exon 2. C) Séquences partielles des

transcrits de HOXA6, HOXA7 et des deux transcrits de HOXA9 identifiés. Les fléches

bleues indiquent le début de la différence entre les séquences des deux transcrits HOXAY.

MSI2-HOXAY g o0 5 A HOXA9 exon 1

(AN R T

CCTCGTCGAGCGCAACCC TG'T GA GAAA

200 21q 220 230

CGCCKNCCGGACGGCAG
260 270

I

I

I

HOXA?9 transcrit 2 i
] ]

ACATGCGCTCCTGGCTGGAC
280 290

$6GCGNCNCC GGAC GOCA
240 250

%)+ | A 1 QD

1880 1870

L
ICTCACCGAGRAGGCHG

GAGTGGCTCTCCGTCCAGTTCTAGARCCAAGGTCTTGGE

HOXA9 transcrit principal et épissage alternatif

ATG GCC ACC ACT GGG GCC CTG GGC AAC TAC TAC GIG GAC TCG TIC CT6
CTG GGC GCC GAC GCC GCG GAT GAG CTG AGC GIT GGC CGC TAT GCG CCG
GGG ACC CTG GGC CAG CCT CCC CGG CAG GCG GCG ACG CTG GCC GAG CAC
CCC GAC TTC AGC CCG TGC AGC TTC CAG TCC AAG GCG ACG GTG TTT GGC
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GCG GTG TAC CAC CAC CAT CAC CAC CAC CCC TAC GIG CAC CCC CAG GCG
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Figure 23. Epissage alternatif identifié au niveau de HOXA9.

A gauche, comparaison des séquences partielles des différents transcrits résultant de

I’épissage alternatif de HOXA9, obtenus par RT-PCR a partir des cellules mononuclées du

patient 06-HO06 en phase blastique de la leucémie myéloide chronique pour les transcrits
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MSI2-HOXA9, HOXA9 transcrit 1 et HOXA9 transcrit 2. La séquence du transcrit HOXA9-

HOXA10 (http://genome.ucsc.edu/) est indiquée pour comparaison avec les trois transcrits

détectés dans les cellules du cas 06H006 avec la translocation t(7;17). Un site commun
d’épissage alternatif (fleche rouge) est partagé par les transcrits MSI2-HOXAY, transcrit 1
HOXA9 sauvage et transcrit 2 HOXA9 sauvage (HOXAY9T). Le transcrit chimérique
HOXA9-HOXA10 publié partage le méme site d’épissage que les trois transcrits identifiés
dans notre cas. A droite, séquence nucléotidique du transcrit 1 principal de HOXA9 et
épissage alternatif du transcrit 2 de HOXAY. Les nucléotides dans le cadre orange sont
absents du transcrit 2. Cet épissage produit un codon STOP prématuré TGA (étoile rouge).
Les nucléotides TT et AC surlignés en rouge sont les deux points de cassure de la
translocation t(7;17). Le domaine homéobox (surligné en mauve) codé par I’exon 2 de
HOXA9, ainsi que le motif d’interaction avec MEIS1 (surligné en gris) sont absents du

transcrit 2 de HOXA9.
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2.7. Expression des génes HOXA dans d’autres leucémies

Plusieurs genes HOXA sont exprimés dans le cas 06H006 en phase blastique de la LMC
avec la t(7;17). Nous avons aussi évalué par RT-PCR, I’expression de ces geénes dans 7
autres cas de leucémies (Tableau VIII et Figure 24). Tel que démontré a la figure 24, un
autre échantillon de patient en LMC-PB (08H037) sur trois étudiés, exprime les genes
HOXA6, HOXA7 et HOXAY. Les trois échantillons de LAM de type M1 testés expriment
¢galement ces geénes. Une LAM de type M2 (04H041) avec présence d’une mutation du
geéne NPM1 exprime ces trois genes HOXA, alors que leur expression est absente dans une
LAM de type M4 (05H050) sans mutation de NPMI. Une corrélation entre la présence
d’une mutation au niveau de I’exon 12 de NPM1 et la surexpression de certains génes HOX
a été rapportée précédemment (Verhaak et al.,, 2005). On note que les trois LAM M1
(04H112, 08HO053 et 09H002) qui expriment HOXA6, HOXA7 et HOXA9 (Figure 24) ont

des caryotypes normaux.

Tableau VIII. Liste des échantillons utilisés pour I’étude de I’expression des génes
HOXA6, HOXA7 et HOXA9 par RT-PCR.

Code Diagnostic Blastes Caryotype
BCLQ (%)

06HO06  LMC-PB 35 46,XY,t(7;17)(p15,92?2),t(9;22)(q34.1;q11.2)
[91/47,idem,+der(22),t(9;22)(q34.1;q11.2)[14]

04HO027 LMC-PB 88 Quantité de cellules insuffisante

(lymphoblastique)

04H049 LMC-PB 49 46,XY,%(9;22)(q34.1;q11.2) [18]/47,idem,+8[2]

08H037  LMC-PB 71 46,XY,1(9;22)(q34.1;q11.2) [20]

04H112 LAM-MI1 90 46,XX[21]

08H053  LAM-MI 95 46,XX[21]

09H002  LAM-MI1 78 46,XX[23]

05H050 LAM-M4 94 46,XY[20] / NPM1 non muté

04H141 LAM-M2 60 46,XY[20]/ NPMI muté

Tableau VIII. Liste des échantillons utilisés pour I’étude de I’expression des génes
HOXA6, HOXA7 et HOXA9 par RT-PCR. Différents types morphologiques et
génétiques de leucémies sont représentés. Leucémie myéloide aigué (LAM) de type M1 :
04H112, 08HO53 et 09H002, M4 : 05H050 et M2 : 04H141. Les cas 06H006, 04H027,
04H049, 08HO037 sont des leucémies myéloides chroniques en phase blastique (LMC-PB)
incluant un cas de LMC en phase blastique de type lymphoblastique (04H027).
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LMA LAM
PB PB PB NPM1 NPM1

LMC MN LMC1 LMC2 LMC3 LAM LAM LAM non muté muté

M H20 pgHoog O07H140 04.H027 04H049 08HO37 04H112 08HO53 09-HO02 05-HO50 04H141

HOXA6
(354-355)

HOXA7
(356-357)

HOXA9
(137-138)

ACTB
(210-211)

Figure 24. Expression des genes HOXA6, HOXA7 et HOXA9 dans la phase blastique
de la leucémie myéloide chronique et dans la leucémie aigué myéloide.

Le gel de bromure d’éthidium a 2% montre les produits amplifiés par RT-PCR obtenus a
partir des cellules mononuclées de patients en phase blastique de la leucémie myéloide
chronique (LMC-PB) et de patients avec des leucémies aigués myéloides (LAM). Puits de
gauche a droite : marqueur de poids moléculaire 1Kb; produit d’amplification de ACTB
(géne contrdle) avec les amorces 210 et 211, contréle sans ARN (H20); cas 06H006 en
LMC-PB avec la translocation t(7;17); moelle normale (MN) 07H140; cas 04H027,
04HO049 et 08H037 (LMC-PB); cas 04H112, 08H053, 09H002, 05H050 et 04H141 (LAM).
La premicre ligne horizontale correspond au produit d’amplification de HOXA6 avec les
amorces 354 et 355 (258 pb), la deuxiéme ligne horizontale correspond au produit
d’amplification de HOXA7 avec les amorces 356 et 357 (385 pb) et la troisiéme ligne
horizontale correspond au produit d’amplification de HOXA9 avec les amorces 137 et 138
(transcrit 1 HOXA9 : 531 pb, transcrit 2 : 500 pb, transcrit 3 : 358 pb). La derniere ligne
horizontale correspond au produit d’amplification de ACTB (geéne contrdle) avec les

amorces 210 et 211 (192 pb).
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3. Investigation de la translocation t(8;17)(q11;q22) en phase accélérée
de la leucémie myéloide chronique (cas 02H037)

3.1.Présentation clinique et analyses cytogénétiques

Le patient agé de 40 ans s’est présenté en mars 2001 avec une leucocytose importante, une
perte de vision subite a I’ceil gauche secondaire a une thrombose rétinienne et une
splénomégalie importante. Sa formule sanguine démontrait 332,000 x 10°L globules
blancs, une hémoglobine a 123g/L et un décompte plaquettaire a 548 x 10°/L. Le frottis
sanguin périphérique montrait une myé¢lémie étagée et une basophilie. Les résultats du
médullogramme et de la cytogénétique ont confirmé le diagnostic de LMC en phase
chronique avec une formule chromosomique a 46,XY,t(9;22)(q34;q11.2)[22]. En raison de
la leucocytose sévere avec complication vasculaire oculaire, le patient a subi une
leucaphérése, puis il a été traité avec une chimiothérapie (Hydroxyurée). Le patient a
ensuite subi une allogreffe de cellules hématopoiétiques avec un donneur apparenté, qui
s’est compliquée d’une maladie du greffon contre 1'hote séveére. Un caryotype standard
effectu¢ en juillet 2002 a montré la formule chromosomique suivante :
47,XY,1(8;17)(q1?1;92?2),t(9;22)(q34.1;q11.2),+der(22)t(9;22)(q34.1;q11.2)[21]  (Figure
25), révélant la présence d’une translocation t(9;22), un deuxiéme Ph et une translocation
t(8;17) additionnelle dans toutes les métaphases analysées. L’analyse FISH a révélé la
présence de la fusion BCR-ABLI dans 95% des cellules interphasiques. La présence d’une
blastose sanguine a 15%, d’une blastose médullaire a 14% avec 36% de basophiles, ainsi
que I’analyse cytogénétique, ont confirmé le diagnostic de LMC en transformation. Le
patient est décédé des complications de la greffe et d’une progression de sa maladie le 23

septembre 2002.
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Figure 25. Caryotype en bandes GTG révélant la présence des translocations
chromosomiques t(9;22) et t(8;17) chez le patient 02H037.

A) Caryotype en bandes GTG avec une résolution de 500 bandes, effectu¢ a partir des
cellules mononuclées du patient 02H037 en phase accélérée de la leucémie myéloide
chronique révele une translocation t(9;22)(q34.1;q11.2) (fleches bleues), un deuxiéme Ph
(fleche orange), ainsi qu’une translocation chromosomique entre les bras longs des
chromosomes 8 et 17 (fleches rouges). B) Caryotype partiel et idiogrammes des
chromosomes 8 et 17, suggérant des points de cassure au niveau des bandes

chromosomiques 8q1?1 et 17q272.

3.2.1dentification du point de cassure sur la bande chromosomique
8q11-8q12 et altération du locus SOX17 dans la t(8;17)

La translocation t(8;17) impliquant les bras longs des chromosomes 8 et 17 a été rapportée
deux fois dans la littérature avec des points de cassure au niveau des bandes
chromosomiques 8ql3 et 17q23. Il faut cependant noter que le profil du marquage
chromosomique en bandes G au niveau des régions impliquées dans la t(8;17) montre une
similarité des bandes qui peut ne pas donner une estimation précise des points de cassure

cytogénétiques. Il est intéressant de noter que les deux cas rapportés sont des LMC en
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transformation et que les génes impliqués n’ont pas encore été identifiés (Mashal et al.,
1990; Swolin et al., 1983). Au niveau du chromosome 8, grace a I’analyse FISH nous
avons délimité la région a investiguer de 10Mb a moins de 1 Mb. Nous avons ciblé en
premier le géne candidat PLAGI en 8ql2.1 qui est impliqué dans des réarrangements
chromosomiques dans les lipoblastomes (Hibbard et al., 2000). Le FISH métaphasique
ciblant le géne PLAGI avec le BAC RP11-122D2 a révélé une position centrométrique du
point de cassure. Un deuxieme BAC en 8ql2.1, RP11-246M7 qui couvre le gene 7GS/ et
une partie du géne LYN indique un point de cassure centromérique a cette position (Figure
26). L’hybridation in situ avec les BACs RP11-1314 et RP11-845K20, localisés sur la
bande 8ql1.2, montre une position télomérique du point de cassure. Ces résultats
délimitent la région d’intérét & 1 Mb entre les bandes chromosomiques 8q11.23 et 8q12.1
(Figure 26). Dans cette région, au niveau de la sous-bande chromosomique 8q11.23 nous
avons ciblé le géne SOX17 impliqué dans 1’hématopoiese néonatale chez la souris (Kim et
al., 2007). Le BAC RP11-30G11 a montré un réarrangement du locus SOX77 qui a ensuite
été confirmé avec un deuxiéme BAC, le RP11-359F18. A noter que ces deux BACs
couvrent seulement le géne SOX17 (Figure 27).
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Figure 26. Délimitation de la région chromosomique 8q11-8q12 impliquée dans la
translocation t(8;17)(q1?1;q2?2) par hybridation in situ en fluorescence.

A) Régions et genes ciblés par les BACs (notés en orange) localisés au niveau des bandes
chromosomiques 8q11 et 8q12. B) et C) Hybridation in situ en fluorescence (FISH) sur les
métaphases obtenues a partir des cellules mononuclées du patient 02H037 en phase
accélérée de la leucémie myéloide chronique. Les BACs RP11-1314 et RP11-30L15 ciblant
la région 8ql1.21 donnent un signal d’hybridation localis¢ au niveau du chromosome 8
normal et du chromosome dérivé 8, der(8), indiquant une position télomérique du point de
cassure. D) et E) FISH sur les métaphases obtenues a partir des cellules mononuclées du
patient 02HO037. Les BACs RP11-122D2 et RP11-246M7 ciblant les génes PLAGI et LYN
respectivement, donnent un signal d’hybridation localis¢ au niveau du chromosome 8
normal et du chromosome dérivé 17, der(17), indiquant une position centromérique du
point de cassure. La région qui reste a investiguer (cadre bleu pointillé) est localisée entre
les bandes chromosomiques 8q11.23 et 8q12.1. Le géne candidat dans cette région est le

gene SOX17 (pointé avec une fleche bleue).
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Figure 27. Identification du réarrangement du locus SOXI7 dans la translocation
t(8;17) par hybridation in situ en fluorescence.

A) Localisation des BACs utilisés en hybridation in situ en fluorescence (FISH) au niveau
du locus SOX17 sur la bande chromosomique 8q11.23. B) et C) Analyse par FISH sur les
métaphases obtenues a partir des cellules mononuclées du patient 02H037 en phase
accélérée de la leucémie myéloide chronique avec les BACs RP11-359F18 et RP11-30G11
couvrant le locus SOX17 (région de 150kb approximativement). Les deux BACs hybrident
sur le chromosome 8 normal et sur les deux chromosomes réarrangés, der(8) et der(17),

révélant un réarrangement du locus SOX17.
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3.3.1dentification du point de cassure sur la bande chromosomique
17q22 et altération du gene MSI2 dans la t(8;17)

Lors de I’investigation de la t(8;17), nous avons étudi¢ plusieurs génes candidats sur le
chromosome 17 entre les bandes chromosomiques 17q22 et 17q24.2. Nous avons d’abord
ciblé¢ la partie 5° de MSI2 avec le BAC 1089N22, qui a indiqué un point de cassure
télomérique a cette position. Les autres BACs étudiés, localisés sur les bandes
chromosomiques 17q24 et 17q23 hybridaient au niveau du chromosome 17 normal et du
chromosome 8 réarrang¢ suggérant une position centromérique du point de cassure (Figure
28). Nous nous sommes rapprochés jusqu’a la position du locus MSI2 (Fig. 28). Le BAC
RP11-22E20 en position 3’ du gene MSI2 a révélé un point de cassure entre I’intron 7 et
I’exon 14 de ce gene (Figure 29). Les deux BACs réarrangés au niveau des chromosomes 8
(RP11-30G11) et 17 (RP11-22E20) ont ensuite ét¢ hybridés ensemble afin de confirmer la
fusion au niveau génique. Deux signaux de fusion sont observés sur les chromosomes
dérivés der(8) et der(17) (Figure 30) avec le BAC couvrant les exons 7 a 14 de MSI2 et le
BAC couvrant le géne SOX17.
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Figure 28. Délimitation de la région chromosomique au niveau des bras longs du
chromosome 17, impliquée dans la translocation t(8;17) par hybridation in situ en
fluorescence.

A) Régions et génes ciblés par les BACs (notés en orange) localisés au niveau des bandes
chromosomiques 17q22-q24.3. B) Hybridation in situ en fluorescence (FISH) sur les
métaphases obtenues a partir des cellules mononuclées du patient 02H037 en phase
accélérée de la leucémie myéloide chronique. Les BACs RP11-430B7, RP11-3K24 et
RP11-640G9, localisés respectivement sur les bandes chromosomiques 17q24.2, 17q23.1
et 17q22, donnent un signal d’hybridation (couleur rouge) sur le chromosome 17 et sur le
chromosome dérivé 8 indiquant une position centromérique du point de cassure. Le BAC
RP11-1089N22 (couleur rouge) qui couvre les exons 1 a 6 de MSI2, hybride sur le
chromosome 17 et sur le chromosome dérivé 17, der(17), indiquant une position

télomérique du point de cassure.
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Figure 29. Identification du réarrangement du gene MSI2 dans la translocation
t(8;17) par hybridation in situ en fluorescence.

A) Hybridation in situ en fluorescence (FISH) sur les métaphases obtenues a partir des

cellules mononuclées du patient 02H037 en phase accélérée de la leucémie myéloide

chronique avec le BAC RP11-1089N22 (couleur rouge) ciblant les exons 1 a 6 du gene

MSI2. Les signaux d’hybridation au niveau du chromosome 17 normal et du chromosome

dérivé 17, der(17), révélent une position télomérique du point de cassure. B) Analyse par

FISH avec le BAC RP11-22E20 (couleur rouge) sur les métaphases obtenues a partir des

cellules mononuclées du patient 02H037. Les signaux d’hybridation démontrent un signal

au niveau des chromosomes réarrangés, der(8) et der(17), révélant un point de cassure de la

translocation t(8;17) entre I’intron 7 et I’exon 14 de MSI2.
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Figure 30. Identification de la fusion MSI2-SOX17 dans la translocation t(8;17) par

hybridation in situ en fluorescence.

Hybridation in situ en fluorescence (FISH) sur les métaphases obtenues a partir des

cellules mononuclées du patient 02H037 en phase accélérée de la leucémie myéloide
chronique avec les BACs RP11-22E20 (couleur verte) et RP11-30G11 (couleur orange).
Les BACs RP11-22E20 et RP11-30G11 qui couvrent les exons 7 a 14 du géne MSI2 et le

gene SOX17 respectivement, montrent la présence de deux signaux de fusion au niveau des

deux chromosomes réarrangés, der(8) et der(17), un signal vert au niveau du chromosome

17 normal et un signal orange au niveau du chromosome 8 normal.
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3.4.Activation d’un nouveau transcrit de SOX17 dans le cas avec la
translocation t(8;17)

Plusieurs essais en RT-PCR et en RACE-PCR ont été réalisés pour tenter d’amplifier de
possibles transcrits de fusion MSI2-SOX17 et/ou SOX17-MSI2 issus de la translocation
t(8;17)(q11.23;q22). Cependant aucun transcrit chimérique n’a été obtenu par ces
techniques avec les amorces que nous avons utilisées (amorces listées dans la section
matériel et méthode Tableau V). L’implication de MSI2 dans une translocation
chromosomique qui n’engendre pas la formation d’un transcrit de fusion a déja été
rapportée et sera discutée ultérieurement (De Weer et al., 2008). Nous avons donc émis
I’hypothése que SOXI7 pourrait étre activé suite a sa juxtaposition avec MSI2. Nos
résultats démontrent que SOX17 est activé suite a la t(8;17) et qu’il s’agit d’un nouveau
transcrit alternatif de SOX77. Ce nouveau transcrit respecte le cadre de lecture et conserve
le domaine HMG « High Mobility Group » caractéristique des protéines SOX (Figure 31).
Ce domaine est codé par une partie de I’exon 1 ainsi qu’une partie de 1’exon 2 (Figure
31C) http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/145275218?report=graph. Une seule séquence
référence de SOX17 existe a ce jour (NM_022454.3). Le gene SOXI7 est normalement

exprimé lors de I’hématopoic¢se embryonnaire mais il n’est pas exprimé dans les cellules
souches hématopoiétiques adultes (Kim et al., 2007). Son expression aberrante dans notre
cas avec la t(8;17) pourrait étre causée par sa juxtaposition avec la région promotrice de

MSI2 et/ou par un changement de conformation de la chromatine suite a la t(8;17).
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Figure 31. Activation d’un nouveau transcrit de SOX77 dans la translocation t(8;17)
détectée par RT-PCR et analysé par séquencage.

A) Les résultats de 1’analyse FISH suggérent une fusion MSI2-SOX17 sur le chromosome
dérivé 17, der(17), et une fusion potentielle SOX17-MSI2 sur le chromosome dérivé §,
der(8). Différentes combinaisons d’amorces ont ¢été utilisées en RT-PCR pour
I’amplification des transcrits de fusion possibles MSI2-SOX17 et SOX17-MSI2 et pour
I’amplification de SOX17 a partir des cellules mononuclées du patient 02H037. Le gel de
bromure d’éthidium a 2% montre le produit d’amplification de SOX77 (quatrieme puits)
obtenu avec une combinaison d’amorces localisées dans I’exon 1 (amorce sens, 141) et
dans I’exon 2 (amorce antisens, 161) de SOX17 (366 pb). Le premier puits correspond au

marqueur du poids moléculaire 1kb, le deuxiéme puits correspond a ’amplification du
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gene controle ACTB avec les amorces 210 et 211, contréle sans ARN (H20), le troisiéme
puits correspond au produit d’amplification de ACTB obtenu avec les amorces 210 et 211
(192 pb). B) Séquencage partiel de SOX17 en utilisant les amorces 141 (sens) et 161(anti-
sens) révélant un transcrit alternatif au niveau de 1’exon 2 de SOXI7. La fleche rouge
montre la position de 1’épissage. C) Analyse de la séquence de SOX17 révélant que le
cadre de lecture est respecté dans le nouveau transcrit alternatif avec présence du domaine
HMG « High Mobility Group » (surligné en couleur jaune). Les nucléotides surlignés en
rouge forment un nouveau triplet nucléotidique GGG (point d’épissage) correspondant a
I’acide aminé (aa) Guanine, le méme aa étant présent dans le transcrit principal. Les
nucléotides de ’exon 1 de SOX17 sont en noir et les nucléotides de 1’exon 2 sont en vert.
Les nucléotides en gris ne sont pas présents dans le nouvel épissage du transcrit SOX17

amplifié. Les fleches en rouge indiquent les sites d’épissage.



144

4. Investigation de la translocation t(2;12) dans la phase blastique de la
leucémie myéloide chronique (cas 02H052)

4.1.Présentation clinique et analyses cytogénétiques

Il s’agit d’un patient de 49 ans ayant recu un diagnostic de LMC en phase chronique en
novembre 2000 avec présence de la fusion BCR-ABLI (b3-a2) confirmée par RT-PCR. Le
patient a d’abord été traité par I’interféron puis 1’imatinib. En juillet 2002, il est sous
imatinib et on note a ce moment, une absence de la fusion BCR-ABLI en FISH et en RT-
PCR. Malheureusement, le patient progresse en LMC-PB dés octobre 2002. Le
médullogramme démontre 90% de blastes et I’analyse cytogénétique effectuée sur ces
cellules démontre la formule chromosomique suivante :
45,XY,1(2;12)(q31;p13),der(9)t(9;22)(q34;q11.2),-22[3]/47,XY,t(2;12)(q31;p13),

t(9;22)(q34;q11.2),+der(22)t(9;22)(q34;q11.2)[15]/46,XY[3]. Le caryotype suggere que les
points de cassure de la t(2;12) sont localisés sur les bandes chromosomiques 12p13 et 2q31
(Figure 32). Aprés un traitement de chimiothérapie associée avec 1’imatinib, le patient est
traité en mars 2003 par une greffe allogénique. Il est décédé¢ en novembre 2003 d’une

maladie du greffon contre 1’hdte et de complications infectieuses.
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Figure 32. Caryotype en bandes GTG révélant la présence des translocations
chromosomiques t(9;22) et t(2;12) chez le patient 02H052.
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A) Caryotype en bandes GTG avec une résolution de 500 bandes, effectué¢ a partir des
cellules mononuclées du patient 02H052 en phase blastique de la leucémie myéloide
chronique révélant la présence d’un chromosome dérivé 9 résultant de la translocation
t(9;22)(q34.1;q11.2) (fleche bleue) ainsi qu’une translocation chromosomique entre les
bras longs d’un chromosome 2 et les bras courts d’un chromosome 12 (fleches rouges). B)
Caryotype partiel et idiogrammes des chromosomes 2 et 12, suggérant des points de

cassure au niveau des bandes chromosomiques 2q31 et 12p13.

4.2.Réarrangement du géne E7V6 au niveau de la bande
chromosomique 12p13

Nous avons ciblé en premier le géne candidat ETV6 localisé sur la bande chromosomique
12p13, un gene fréquemment réarrangé dans les hémopathies malignes (Bohlander, 2005).
Deux sondes spécifiques ciblant E7V6 ont été utilisées. La premiere est une sonde de type
« Break apart » couplée a deux fluorochromes : le spectrum orange pour la sonde (490 Kb)
couvrant la partie 5° du locus E7V6 et le spectrum vert pour la sonde (630Kb) couvrant sa
partie 3’ (Figure 33). Cette sonde a révélé que la partie 5 du locus ETV6 était transloquée
sur le chromosome dérivé 2, der(2), et que la partie 3’ demeurait sur le chromosome dérivé
12, der(12). Afin de préciser le point de cassure, nous avons utilisé la sonde ETV6-RUNXI
qui couvre les exons 1 a 4 du géne ETV6. Cette sonde a confirmé que le point de cassure de

la t(2;12) est situé entre les exons 1 a 4 de ETV6.
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Figure 33. Identification d’un réarrangement du géne ETV6 par hybridation in situ
en fluorescence dans la t(2;12)(q31;p13) chez le patient 02H052.

A) Analyse par hybridation in situ en fluorescence (FISH) sur les métaphases obtenues a
partir des cellules mononuclées du patient 02H052 en phase blastique de la leucémie
my¢éloide chronique révélant un réarrangement du locus E7V6 avec une sonde de type
« Break apart» de ETV6. Sur métaphase, on note un signal de fusion correspondant a
I’allele normal de ETV6 au niveau du chromosome 12 normal et un signal séparé avec la
partie 5° de ETV6 (couleur orange) au niveau du chromosome dérivé 2, der(2), et la partie
3’ de ETV6 (couleur verte) sur le chromosome dérivé 12, der(12). B) Analyse FISH avec la
sonde ETV6/RUNXI (sonde ETV6 : couleur verte, sonde RUNXI : couleur orange) révélant
un point de cassure localisé entre les exons 1A et 4 de ETV6 avec hybridation de la sonde

au niveau des deux chromosomes dérivés, der(2) et der(12).

4.3.1dentification du point de cassure sur la bande chromosomique
2q31 et altération du locus HOXD dans la t(2;12)

Au niveau de la bande chromosomique 2q31, HOXDII et HOXDI3 sont des génes

candidats impliqués dans des translocations associées aux leucémies (Shimada et al., 2000;
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Taketani et al., 2002¢). Nous avons ciblé en premier le locus HOXD avec le BAC RP11-
203G19 qui a donné un signal d’hybridation au niveau du chromosome 2 normal et du
chromosome dérivé 12, der(12), indiquant une position centromérique du point de cassure
(Figure 34). L’utilisation d’un BAC centromérique a RP11-203G19, le BAC RP11-99121,
qui couvre la majorité¢ des génes du locus HOXD, a donné un signal d’hybridation sur les

chromosomes dérivés, der(2) et der(12), confirmant I’implication de ce locus (Figure 35).
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Figure 34. Délimitation de la région impliquée dans la translocation t(2;12) au niveau
de la bande chromosomique 2q31 par hybridation in situ en fluorescence.

A) Régions et geénes ciblés par les BACs (notés en couleur orange) au niveau de la bande
chromosomique 2q31. B) C) et D) Hybridation in situ en fluorescence (FISH) sur les
métaphases obtenues a partir des cellules mononuclées du patient 02H052 en phase
blastique de la leucémie myéloide chronique avec les BACs RP11-1125C19, RP11-
1023G22, RP11-69E10. Les trois BACs ciblent respectivement les loci DLXI, SP3 et
ATF?2 et hybrident au niveau du chromosome 2 normal et au niveau du chromosome dérivé
2, der(2), indiquant une position télomérique du point de cassure. E) Analyse FISH avec le
BAC RP11-203G19 ciblant le locus HOXD qui hybride au niveau du chromosome 2
normal et du chromosome dérivé 12, der(12), indiquant une position centromérique du

point de cassure.
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Figure 35. Identification d’un réarrangement du locus HOXD dans la translocation
t(2;12).

Hybridation in situ en fluorescence (FISH) sur les métaphases obtenues a partir des

cellules mononuclées du patient 02H052 en phase blastique de la leucémie myéloide
chronique avec le BAC RP11-99121 qui couvre les génes HOXD4, HOXDS, HOXD?Y,
HOXDI10, HOXD11, HOXD12, HOXDI3 et EVX2. On note un signal d’hybridation sur le

chromosome 2 normal et sur les chromosomes dérivés, der(2) et der(12), identifiant

point de cassure dans ce locus.

un

4.4.Formation d’une forme tronquée de E7V6 suite a la fusion ETV6-

HOXDI11

Suite a I’identification des réarrangements du géne ETV6 et du locus HOXD dans

t(2;12), nous avons procédé a 1’amplification des fusions potentielles ETV6-HOXD

la

et
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HOXD-ETV6. Au niveau du locus HOXD, les génes HOXDI1 (Taketani et al., 2002c¢) et
HOXD13 (Shimada et al., 2000) ont été identifiés comme étant fusionnés a NUP98 dans la
translocation chromosomique t(2;11)(q31;p15) détectée dans la LAM. Par RT-PCR nous
n’avons pas obtenu de transcrits de fusion ETV6-HOXDII ou ETV6-HOXDI3 avec
plusieurs combinaisons d’amorces. Nous avons donc utilis¢ la technique de la 3> RACE
PCR qui nous a permis de confirmer la présence d’un transcrit de fusion ETV6-HOXD11
(Figure 36). Les résultats du FISH ayant révélé un point de cassure entre les exons 1 et 4
de ETV6, nous avons placé les amorces spécifiques ciblant E7V6 dans les exons 1 et 2. La
séquence partielle de ce produit obtenu par RACE PCR correspond a la séquence de I’exon
2 de ETV6, une portion de la séquence génomique de I’intron 2 de ETV6, ce qui donne un
exon 2 alternatif, ainsi qu’une courte séquence spécifique au géne HOXD11 (Figure 37A).
Malheureusement la quantité limitée de matériel cellulaire disponible n’a pas permis une

investigation plus approfondie de ce cas.

HOXDI1 s’étend sur deux exons et son domaine homéobox est codé par I’exon 2

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/23510367?report=graph). Il possede un seul

transcrit représentatif (NM_021192.2). Pour le géne ETV6, un seul transcrit composé de 8
exons traduits est décrit (NM_001987.4). Au niveau de la protéine, le domaine SAM est
codé par I’exon 3 et une partie de I’exon 4, tandis que le domaine ETS est codé par les
exons 6, 7 et une partie de I’exon 8. Le site d’initiation de la transcription de ETV6 est
localisé au niveau de I’exon 1

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/153267458?report=graph). Au niveau du point de

cassure de la translocation t(2;12)/fusion ETV6-HOXD11 un codon stop est produit a la fin
de I’exon 2 alternatif de ETV6 (Figure 37B). La présence des deux premiers exons de
ETV6 comportant un site d’initiation de la transcription adjacent au locus HOXD, pourrait
activer un ou plusieurs geénes de ce locus, tel que décrit dans plusieurs des translocations
chromosomiques impliquant E7V6 qui n’entrainent pas la formation de transcrits de fusion

(voir discussion).
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Figure 36. Identification d’une forme tronquée de ETV6 et d’une fusion ETV6-
HOXDI11 par amplification rapide des extrémités 3’ des acides désoxyribonucléiques
complémentaires - Réactions en chaine par polymérisation.

A) Suite a la translocation t(2;12), la partie 5’ de ETV6 est transloquée au niveau du
chromosome dérivé 2, der(2), et juxtapose le locus HOXD dans les cellules leucémiques du
patient 02H052 en phase blastique de la leucémie myéloide chronique. B) Position des
amorces pour I’amplification rapide des extrémités 3’ des acides désoxyribonucléiques
complémentaires - Réactions en chaine par polymérisation (3> RACE PCR) et pour la PCR

nichée a partir des cellules mononuclées du patient 02H052 afin d’identifier le partenaire
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du géne ETV6 dans la t(2;12). C) Etapes de la 3> RACE PCR et de la PCR nichée pour
I’identification de la jonction E7V6-HOXDI11. 1) L’ARNm total est transcrit en ADNc
grace a l’amorce universelle AP « adapter primer » qui reconnait les poly(A). 2)
L’utilisation d’une amorce spécifique de ETV6 (amorce sens 191) localisée dans I’exon 1
et de I’amorce universelle AUAP « Abridged Universal Amplification Primer », permet
d’amplifier spécifiquement par PCR ce qui suit I’exon 1 de E7V6, dont I’all¢le sauvage,
I’allele transloqué et d’autres formes d’épissage. Les produits d’amplification ont été
détectés sur un gel d’agarose de 2% (puits de droite : bandes 1 a 6, bande principale 5
(indiquée par une étoile) de ~ 390 pb). 3) Pour chaque bande une PCR nichée est réalisée
avec une amorce localisée dans I’exon 2 de ETV6 (amorce sens 192) ainsi que I’amorce
AUAP. Deux produits d’amplification principaux ont été obtenus, une premicre bande
(indiquée par une étoile) de ~ 390 pb et une deuxiéme bande de ~ 296 pb. 4) Une seconde
PCR nichée est réalisée a partir de la premiére bande (indiquée par une étoile) du gel 2
avec I’amorce sens 192 de ETV6 et ’amorce anti-sens 184, localisée au niveau de 1’exon 2
de HOXD11. Un produit d’amplification principal de 233 pb (indiqué par une étoile) a été

obtenu. Ce produit a ensuite été séquenceé.
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Figure 37. Identification d’une forme tronquée de E7V6 et d’un site d’épissage
alternatif commun aux translocations chromosomiques impliquant E7TV6.

A) Séquence partielle du produit d’amplification E7V6 exon 2 (amorce sens 192)/HOXD11
exon2 (amorce antisens 184) obtenu a partir des cellules mononuclées du patient 02HO052.
La séquence comprend I’exon 2 de ETV6, I’intron 2 de ETV6 et une partie de I’exon 2 de
HOXDI11. B) Analyse de la séquence ETV6-HOXDI1. Les nucléotides de I’exon 1 de
ETV6 sont en vert et ceux de I’exon 2 de ETV6 sont en noir. Les nucléotides introniques
qui sont inclus dans ce transcrit sont en lettres minuscules en gris. Les acides aminés
correspondants sont en bleu. Un codon STOP prématuré est produit peu apres 1’exon 2 de
ETV6 (indiqué par une étoile bleue). Le nucléotide C surligné en rouge est celui qui est
impliqué dans 1’épissage intragénique suite a la translocation chromosomique. C) Point de
cassure commun (dans I’exon 2) identifi¢é dans les translocations chromosomiques
impliquant le gene ETV6 (fleche rouge)

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/153267458?report=graph.




153

4.5.Activation de HOXDY au niveau du locus HOXD dans la t(2;12)

Une des conséquences possibles de la translocation t(2;12) est I’activation de un ou
plusieurs génes du locus HOXD. Suite a I’amplification par PCR du cDNA des genes
adjacents a HOXDI1, soit HOXD10, HOXD9 et HOXDS, une bande spécifique a été
obtenue correspondant a I’amplicon de HOXD9 (Figure 38B). Des amorces ciblant I’exon
2 ont été utilisées. Rapellons qu’auparavant nous avons testé plusieurs combinaisons
d’amorces afin d’amplifier une fusion probable ETV6-HOXD (HOXDI3, HOXDII,
HOXDY9, HOXDS). Cependant, la seule séquence obtenue est celle d’ETV6 avec HOXD11
décrite précédemment. En ciblant I’exon 2 de HOXDY, nous avons obtenu une bande ayant
la taille attendue de la séquence ciblée de HOXA9 (Figure 38). Cependant nous ne pouvons
pas exclure une fusion probable avec ETV6, et la possibilité que la combinaison d’amorce
utilisée ne fonctionne pas. Malheureusement, nous n’avons pu compléter le s€équencage en
raison de matériel biologique insuffisant pour ce cas. Cependant la taille du produit obtenu
correspond a la taille prédite, soit 381 pb (Figure 38). De fagon similaire aux genes HOX4,
HOXDY9 comprend deux exons et son domaine homéobox est codé par 1’exon 2 avec un
seul transcrit représentatif (NM_014213.3). 1l n’est pas exprimé lors de I’hématopoicse
normale mais son activation a été rapportée récemment dans les cellules de gliomes et dans

les cellules souches de gliomes (Tabuse et al., 2011) (voir discussion).
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Figure 38. Activation de HOXDY9 dans les cellules du patient 02H052 avec la
translocation t(2;12).

A) Genes du locus HOXD adjacents 8 HOXDI11 et positionnement de E7V6 en 5° de ces
genes dans la translocation t(2;12). La fléche rouge pointe le gene HOXDY. B) Gel de
bromure d’éthidium 2% démontrant les produits d’amplification par PCR du cDNA de
HOXDS, HOXD9, HOXD10 et HOXDI1 obtenu a partir des cellules mononuclées du
patient 02HO052, avec les combinaisons d’amorces 329-330, 335-336, 339-340, 185-184
respectivement. On note la présence d’un produit d’amplification significatif seulement
avec la combinaison d’amorces 335-336 ciblant HOXD9. C) Séquence et taille prédites du
produit d’amplification de HOXD9. Les amorces 335 et 336 sont surlignées en jaune au
niveau de la séquence de HOXDY. La taille prédite du produit amplifié avec les amorces

335 et 336 est de 381 pb.
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DISCUSSION

1. Caractérisation de la translocation t(1;21) et identification des
fusions RUNXI-PRDM16, des formes tronquées de RUNXI et
activation de PRMDI16

Dans la translocation chromosomique cryptique t(1;21)(p36.3;922), nous avons identifié et
rapporté un réarrangement des génes RUNX! (antérieurement nommé AMLI) et PRDM16
(antérieurement nommé MELI) ((Hazourli et al., 2006) et Annexe). Le facteur de
transcription RUNXT1 « runt-related transcription factor 1 » est la sous-unité alpha du CBF
« Core Binding Factor ». Le complexe protéique CBFo/CBFp se lie a I’ADN cible aux
séquences enhancer (TGTGGT) au niveau des régions régulatrices de plusieurs génes
importants pour la différenciation hématopoiétique, dont CSFI/R (Zhang et al., 1994),
CSF?2 (Frank et al., 1995; Takahashi et al., 1995), CD4 (Taniuchi et al., 2002), /L3 (Uchida
et al., 1997) et BLK (Libermann et al., 1999). Quant 8 PRDM16 (PR domain containing
16), il code pour une protéine en doigts de zinc avec un domaine PR (PRDI-BF1-RIZ1
homologous). Cette famille de génes comprend aussi MDSI-EVII/MECOM (3q26),
RIZI/PRDM?2 (1p36), BLIMP-1/PRDM1 (6q21) et PFM1/PRDM4 (12q23). Cette famille
serait impliquée dans les cancers humains de deux facons différentes dépendamment de la
présence ou de ’absence du domaine PR. Le produit PR-plus est inactivé ou sous-exprimé,
alors que le produit PR-moins est présent ou surexprimé dans les cellules cancéreuses. Ce
déséquilibre dans la quantit¢ des deux produits aurait un réle important dans la

leucémogenese (Jiang and Huang, 2000).

RUNXI est fréquemment altéré dans les leucémies par des remaniements chromosomiques,
des mutations ponctuelles ou une amplification associées a différents types de leucémie
dont la LAM, la LAL, ainsi que la LMC en phase blastique. Cependant les réarrangements

chromosomiques les plus fréquents de RUNXI sont les translocations. Les translocations
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les plus fréquentes et les geénes de fusions impliquant RUNXI sont la translocation
t(8;21)(q22;q922)/RUNXI-RUNXITI (Gao et al., 1991; Miyoshi et al., 1993; Miyoshi et al.,
1991; Rowley, 1973a) et la translocation t(3;21)(q26.2;q22)/RUNX1-MECOM (Nucifora,
1997; Nucifora et al., 1994) dans les LAM, ainsi que la translocation
t(12;21)(p13;q22)/ETV6-RUNXI dans les LAL pédiatriques (Golub et al., 1995; Romana et
al., 1995; Zelent et al., 2004). Des mutations somatiques ont aussi ¢t¢ identifiées au niveau
du domaine RHD de RUNXI dans les SMD ainsi que les LAM (Harada et al., 2004;
Matsuno et al., 2003; Osato et al., 1999; Preudhomme et al., 2000; Taketani et al., 2003). A
noter aussi que des mutations germinales de RUNX/ causent la maladie appelée FPD
« familial platelet disorder », de transmission autosomale dominante, qui prédispose au
développement de SMD et de LAM (Owen et al., 2008; Song et al., 1999).

Dans notre translocation t(1;21), la fusion des exons 5 et 6 de RUNXI avec le géne
partenaire, suggere que le point de cassure génomique est localisé au niveau de 1’intron 5
et/ou 6 du géne RUNXI, un des points de cassure communs de plusieurs translocations
RUNXI dans les leucémies. En effet, il a ¢été identifié dans les translocations
chromosomiques les plus fréquentes, soit la t(8;21)(q22;q22) et la t(3;21)(q26;q22). Cette
région a été associée a des sites de fixation de I’enzyme topoisomérase II ou des sites
d’hypersensibilité a la DNAse (Hromas et al., 2000; Roulston et al., 1998; Webb et al.,
2002; Zhang and Rowley, 2006). Nous avons identifié¢ le point de cassure au niveau du
gene PRDM 16 par technique FISH dans ’intron 1. En RT-PCR, la fusion implique 1’exon
2 de PRDM16, ce qui suggere qu’au niveau génomique, le point de cassure est localisé
dans I’intron 1. D’une fagon intéressante, il a ét¢ démontré par Du et al. (Du et al., 2005)
que I’intron 1 de Prdm16 est une cible fréquente d’intégration rétrovirale du « murine stem
cell virus » (MSCV) dans les lignées de progéniteurs myéloides. Suite a cette insertion, les
cellules hématopoiétiques qui normalement ont un autorenouvellement limité, deviennent
immortalisées. Une insertion rétrovirale au niveau de Prdml6 comme seul « hit » causant
la leucémie chez la souris, a par la suite été confirmée par Modlich U et al. (Modlich et al.,
2008). Les protéines de fusions prédites RUNX1-PRDM16, issues des deux transcrits de
fusion respectant le cadre ouvert de lecture dans notre leucémie, contiennent le domaine
RHD de RUNXI1 qui est le site de liaison a I’ADN des genes cibles de RUNXI1, et le site
d’hétérodimérisation avec CBFp (Figures 13 et 39). Une hypothése possible est que le role

de RUNXI1 dans la différenciation hématopoiétique pourrait étre affecté suite a
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I’interaction de RUNXI1 (all¢le transloqué) avec CBFp. En effet, si CBFf a plus d’affinité

avec RUNX1 muté, le fonctionnement de RUNX1 normal pourrait étre perturbé.

La fusion RUNX1-PRDM16 démontre une grande homologie avec la fusion RUNXI-
MECOM. En plus de la similarit¢ de la partie 5° de RUNXI impliquée dans la
translocation, I’homologie entre PRDM16 et MECOM-MDSI1/EVII est de 64.3% en
nucléotides et 64.2% en séquences d’acide aminés, et les domaines de structure sont les
mémes (Mochizuki et al., 2000). Un exemple de similarité fonctionnelle entre MECOM et
PRDMI16 est leur role suppresseur au niveau de la voie de signalisation TGFB en
interagissant avec les protéines SMADs, ce qui va diminuer ’effet répresseur de la voie
TGFP sur la prolifération cellulaire (Bjork et al., 2010; Kurokawa et al., 1998a; Kurokawa
et al., 1998b; Takahata et al., 2009; Warner et al., 2007). La fusion RUNX1-PRDM16
pourrait donc avoir un role dans la prolifération comme c’est le cas pour la fusion RUNX1-

MECOM (Kurokawa et al., 1998a) (Figure 39).

Dans la fusion RUNXI-PRDM16 identifiée dans ce travail, PRDM1I16 est présent presque
dans sa totalité et comprend les régions codant pour les sites de liaison a I’ADN en doigts
de zinc, ainsi que le domaine de répression (Kajimura et al., 2008; Mochizuki et al., 2000)
(Figures 13 et 39). Il a ét¢ démontré que PRDM16 forme un complexe avec CtBP1 et
CtBP2, qui est recruté au niveau des régions promotrices des genes spécifiques des cellules
adipeuses blanches comme le géne RETN/resistin (Kajimura et al., 2009; Kajimura et al.,
2008b; Seale et al., 2011; Seale et al., 2007). Ceci va réprimer toute une cascade
responsable du phénotype des cellules adipeuses blanches qui stockent 1’énergie surtout
sous forme de triglycérides causant 1’obésité. PRDM16 est maintenant reconnu comme un
régulateur important de la graisse brune. En effet, en présence de PGC-1a et PGC-18, ces
derniers interagissent avec PRDM16 a la place de CtBP, induisant une activation des génes
impliqués dans le programme transcriptionnel spécifique des cellules adipeuses brunes qui
dépensent 1’énergie stockée sous forme de chaleur (Kajimura et al., 2009; Kajimura et al.,
2008; Seale et al., 2011; Seale et al., 2007). Donc un changement de transcription
dépendant de ces cofacteurs impliquerait PRDM16. Dans les cellules hématopoiétiques,
I’interaction entre PRDM16 et CtBP est importante pour la répression transcriptionnelle
des genes cibles impliqués dans la différenciation hématopoiétique myéloide (Nishikata et

al., 2011). Sa fusion avec le domaine RHD de RUNXI pourrait donc induire une
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répression de la transcription des génes cibles de RUNXI1 impliqués aussi dans la

différenciation hématopoiétique (Figure 39).

En plus des deux transcrits qui respectent le cadre de lecture, nous avons identifié¢ 6 autres
transcrits de fusion qui donnent des formes tronquées de RUNX! en raison du décalage de
lecture (Hazourli et al., 2006). Ces transcrits fusionnent les exons 5 ou 6 de RUNXI avec
les exons 2, 3 ou 3b de PRDMI16 donnant des formes tronquées de RUNXI avec des
codons stop prématurés (Figure 13). Le domaine RHD de RUNXI1 codé par les exons 3, 4
et 5 est toujours présent dans ces produits. Toutefois la région codant pour le domaine de
transactivation est absente. Dans les cellules normales, trois ARNm majeurs de RUNX/
sont présents, soit RUNXIa, RUNXIb et RUNXIc. Les protéines codées par RUNXIb et
RUNXIc possedent le domaine RHD en N terminal ainsi que le domaine de transactivation
en C terminal. Par contre, la protéine codée par RUNXIa possede le domaine RHD mais ne
contient pas le domaine de transactivation. La fonction de RUNXI est principalement
assurée par RUNX1b et RUNXIc qui sont considérés comme ayant les mémes fonctions
(Mikhail et al., 2006). Des ¢études utilisant des transfections transitoires ont démontré que
RUNX1b, mais non RUNXIla, active les récepteurs des cellules T (Fujii et al., 1998;
Meyers et al., 1995) et le GM-CSF (Frank et al., 1995). La protéine RUNX1a n’a pas en
elle-méme des fonctions transactivatrices. Toutefois, elle inhibe 1’activité transcriptionnelle
de RUNXI1b par compétition au niveau des séquences d’ADN des génes cibles avec une
grande affinit¢ (Tanaka et al, 1995). La surexpression de RUNXIla inhibe la
différenciation des précurseurs myéloides 32Dcl3 induite par le G-CSF (Liu et al., 2009).
Des évidences récentes ont démontré que 1I’expression de RUNX/a est plus élevée chez les
patients atteints de leucémie aigué€ que dans les contréles normaux (Liu et al., 2009). Ceci
suggere que RUNX1a perturbe les fonctions normales de RUNXI et pourrait contribuer a
la leucémogenese similairement aux fusions RUNX1. Donc suite a la t(1;21), de nouveaux
transcrits RUNX1 et une surreprésentation de la forme RUNX/a sont générés. La présence
du domaine RHD permet aux protéines prédites de compétitionner au niveau des genes
cibles de RUNXI1 et de ce fait ces produits pourraient étre oncogéniques en
compétitionnant avec les formes RUNXIb et RUNXlc, induisant un arrét de

différenciation.

Deux produits de PRDM16 ont initialement ét¢ identifiés par Nishikata et al., soit
I’isoforme long PRDM16 (ou MELL1), qui contient le domaine PR entre 1’exon 2 et I’exon
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5, et ’isoforme court sPRDM16 (ou MEL1s) sans le domaine PR (Nishikata et al., 2003).
Initialement, trois sites d’initiation de la transcription ont ¢été identifiés pour PRDM16, le
premier dans I’exon 1 et les deux autres dans I’exon 2, ce qui donne deux types de produits
traduits de 170 kDa (MEL1) et 150 kDa (MEL1S) respectivement (Nishikata et al., 2003).
Il a aussi été démontré dans les cellules de LAM avec la translocation t(1;3)(p36;q21), que
MELIS est traduit d’un codon initial interne ATG597 dans I’exon 4 et est dépourvue du
domaine PR (Nishikata et al., 2003). Dans notre cas, suite a la t(1;21)/RUNXI-PRDM16, la
forme courte de PRDM16 est surexprimée alors que 1’expression de la forme longue de
PRDM16 est absente en phase blastique de la LMC. Toutefois, chez la méme patiente en
phase chronique de la maladie, I’expression des deux formes de PRDMI6 est absente.
Cette augmentation d’expression pourrait étre reliée a la présence de la région promotrice
de RUNXI en 5’ de la fusion. Ceci est similaire a la t(1;3) identifiée dans des LAM et des
SMD impliquant un réarrangement de PRDM 16, qui est surexprimé suite a sa juxtaposition
aux séquences régulatrices enhancers du gene RPNI localis¢ au niveau de la bande
chromosomique 3921 (Shing et al., 2007). Nous avons aussi détecté une augmentation de
I’expression de PRDM16 dans plusieurs cas de LAM (9 des 90 patients étudiés) en absence
de translocation chromosomique ou d’amplification génique de PRDM16 par technique
FISH. Suite a notre étude, le groupe de Shing et al. (Shing et al., 2007) a étudié
I’expression de PRDM16 dans une autre cohorte de 45 patients porteurs de LAM. Tel que
rapporté dans notre étude, ces auteurs ont noté que 1’expression de PRDM 16 n’était pas
détectée dans les LAM avec translocations récurrentes mais qu’une surexpression était
observée dans les LAM avec caryotype normal (CN) (9 des 28 cas qui surexpriment
PRDM16; 32%). Dans les LAM-CN surexprimant PRDM16, 7 des 9 cas étaient porteurs
d’une mutation du géne NPMI, 4 d’une mutation FLT3-ITD et 4 cas avaient les deux
mutations. Les cas surexprimant PRDM16 ne démontraient pas d’amplification au niveau
génomique et tous les cas surexprimaient les deux formes de PRDMI16. Les spécimens
avec surexpression de PRDM16 démontraient une déméthylation de la région promotrice
de PRDM16 ce qui suggere que la méthylation différentielle du promoteur peut contrdler
I’expression de PRDM16. De plus, une augmentation de 1’expression de PRDM]I6s
associée a une hypométhylation a aussi été décrite dans les leucémies aigués a cellules T
(Yoshida et al., 2004).

Il a été démontré que la surexpression de la forme courte de sSPRDM16/MELIs bloque la

différenciation granulocytaire induite par les facteurs stimulant les colonies granulocytaires
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tel que le G-CSF, dans les cellules murines IL3—dépendantes L-G3. Par contre la forme
longue, PRDM 16, ne peut bloquer la différenciation (Nishikata et al., 2003). Récemment le
méme groupe a démontré que ’activité répressive de sSPRDM 16 est essentielle pour inhiber
la différenciation granulocytaire et se fait par le recrutement du complexe HDAC via
CTBP1 (Nishikata et al., 2011). D’une fagon intéressante, I’inhibiteur de 1’histone
déacetylase, le trichostatin A, abolit la différenciation myéloide induit par le facteur G-CSF
(Nishikata et al., 2011). D’autre part, dans les cellules murines enrichies en CSHs et en
progéniteurs lin—, la surexpression de sPRDMI16 augmente la taille et le nombre des
cellules immatures dans un milieu de méthylcellulose. Il y a alors prolifération des cellules
immatures et blocage de maturation. Ceci a aussi ¢ét¢ confirmé dans les essais de CFU a
long terme (Shing et al., 2007). Au niveau de I’hématopoiése, PRDMI6 est exprimé
sélectivement au niveau de la CSH et des progéniteurs et récemment, Prdm16 a été
identifié comme un régulateur important au niveau de la CSH dans un modéle murin
Prdm16-/- (Aguilo et al., 2011). En effet, la délétion de Prdm16 augmente 1’apoptose des
CSHs. Les analyses d’expression montrent que Prdm16 régule un nombre remarquable de
genes comme Evil, Bmil, Gata2, PbxI et p53. Le mécanisme par lequel Prdml6 régule la
CSH semble complexe et affecte différentes voies comme la quiescence, I’apoptose, la
prolifération et I’autorenouvellement.

Sur le plan clinique, sept cas avec la t(1;21)/RUNXI-PRDM16 ont été publiés a ce jour
(Tableau IX). Toutefois, cette translocation est possiblement plus fréquente car elle n’est
pas détectée facilement en cytogénétique standard. Les cas décrits ont un mauvais
pronostic, mais un plus grand nombre de cas rapportés sera nécessaire pour bien établir
I’impact de cette anomalie génétique sur la survie des patients. De plus, le dépistage de ce
réarrangement associ¢ a la LMC-PB est important pour I’orientation thérapeutique de ces

patients.
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Tableau IX. Patients leucémiques avec une fusion RUNXI-PRDM16 rapportés dans la
littérature.

Type de Caryotype Publication Traitement
leucémie
LAM-M4 46,XX,t(1;21)(p36;q22)[20] (Sakai et al., 2005) de novo
LMC-PB 46,XX, 1(9;22)(q34;q11),t(1;21) (Hazourli et al., Chimio, INF, allogreffe,
(p36;q22)[20] 2006) M
LAM avec | 46,XX,t(1;21)(p36;q22)[20] Chimio et radiothérapie
différencia- qui a évolué en: (Stevens-Kroef et al., | antérieures (cancer du
tion 46,XX,t(1;21)(p36;922),del(7)(q?34)[7]/ | 2006) sein), allogreffe
minimale 47,idem,+13[3]
LAM avec 45 XX t(1;21)(p36;922),-7 (Shing et al., 2007) Décédée en dedans de 23
dysplasie jours du diagnostic
des trois
lignées
LMC-PC 47,XY, 1(9;22)(q34;q11),+21[20] (Roche-Lestienne et Hydroxyurée, allogreffe
al., 2008)
LMC-PB 51,XY,-6,+8,+9,t(9;22)(q34;q1 1)x2, (Roche-Lestienne et | IFN, IM, allogreffe
add(12)(p11),-17,+19,+21,+der(22) al., 2008)
t(9;22),+2 mar[4] / 46,XY [16]
LAL 50,XX,+4,1(7)(q10),t(9;22)(q34;q11),del | (Roche-Lestienne et Dasatinib
(12)(p11;p13),+20,+21,+der(22) al., 2008)
1(9;22) 6 / 46,XX [2]

Tableau IX. Patients leucémiques avec une fusion RUNXI-PRDM16 rapportés dans la
littérature. La premicere colonne correspond au diagnostic morphologique des patients
rapportés avec la fusion RUNXI-PRDM16 : leucémie myéloide chronique (LMC) en phase
chronique (PC-LMC) ou en phase blastique (LMC-PB), leucémie aigiie my¢loide (LAM)
classée selon la classification FAB: M4. La deuxieme colonne indique la formule
chromosomique des cellules leucémiques. La troisieme colonne indique la publication. La
quatriéme colonne indique le traitement : chimio pour chimiothérapie, INF (Interferon), IM
(Imatinib).

A ce jour, les partenaires identifiés de PRDM16 sont les génes RPNI dans la t(1;3) sans
formation de géne de fusion (Lahortiga et al., 2004; Mochizuki et al., 2000; Shing et al.,
2007; Xinh et al., 2003), RUNXI dans la t(1;21) avec formation du transcrit de fusion
RUNXI/PRDM16 (Hazourli et al., 2006; Sakai et al., 2005; Shing et al., 2007; Stevens-
Kroef et al., 2006), BACH?2 dans la t(1;6)(p36;q15) avec formation du transcrit de fusion
BACH2/PRDM16 (Shing et al., 2007) et AHII dans la t(1;6)(p36;923) sans formation
transcrit de fusion (Shing et al., 2007). Dans ces translocations, les deux formes de

PRDM 16 peuvent étre surexprimées ou seulement la forme courte de PRDM16.
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Récemment, dans une série de 120 patients avec réarrangements de la bande
chromosomique 1p36, les groupes francophone et belge de cytogénétique hématologique
ont suggéré¢ d’inclure les translocations du géne PRDM 16 comme une entité distincte de
LAM avec mauvais pronostic (Duhoux et al., 2012). Dans cette étude, 39 cas de LAM et
SMD impliquaient des aberrations chromosomiques du locus 1p36 dont la majorité (30
cas) implique un réarrangement de PRDM16 avec le locus RPN1 (3g21). D’autres locis ont
aussi été décrits (9 cas), dont un cas de LAM M7 secondaire qui présentait la t(1;21) avec
une fusion impliquant RUNXI comme gene partenaire et un cas de LAM M4 avec une
t(1;12)(p36;p13) générant une nouvelle fusion ETV6-PRDMI16 avec un cadre de lecture
respecté. D’autres génes ou locus partenaires ont été¢ identifiés par FISH dans cette étude,
tels que IKAROS! (IKZF'1) en 7p12.2 dans un cas de SMD, WNT3 ou NSF en 17q21 dans
une LAM, CDH4 en 20q13 dans une LAM M2, et une séquence non codante (FLJ30838)
dans une LAM M4 avec t(1;2)(p36;p12). De plus, I’altération de THADA (2p21) et du
locus IGL@ en 22ql1 a été rapportée dans des translocations impliquant la bande 1p36
associées a des néoplasies lymphoides. Cependant ces derni¢res fusions n’ont pas été
confirmées par RT-PCR et séquencage. Dans ces cas ’activation de la forme longue et
courte de PRDM 16 a été décrite sauf pour un cas avec une t(1;7) impliquant un géne ayant
une orientation opposée a celle de PRDM16 et localis€ en 5° de PRDM16. Ce gene,
FLJ42875, a aussi été rapporté comme étant surexprimé conjointement avec PRDM16 en
phase blastique de la LMC (Storlazzi et al., 2008).

En conclusion, I’effet oncogénique de la fusion RUNXI-PRDM16 n’a été étudi¢ que sur un
seul angle, soit celui de I’activation de la forme courte de PRDMI6. Tel que déja
mentionné, la surexpression de PRDM16s pourrait bloquer la différenciation des cellules
immatures (CSHs/progéniteurs), et/ou augmenter la survie et 1’autorenouvellement de ces
cellules. D’autres mécanismes potentiels, détaillés dans la figure 39, sont aussi possibles.
Des ¢études fonctionnelles seront nécessaires pour étudier les effets oncogéniques de cette

nouvelle fusion.



164

A) Phosphorylation Répression
par ERK Transactivation transcriptionnelle

RUNX e T N L

s 300/CBP Attach s
Liaison au CBFR p ttachementa oo TLE

C/EBPP, PU.1 mSin3A, Ets la matrice nucleaire
Ear-2
— YAP

Domaine de . R N
Domaine PR Motif en Doigts de Zinc répression Motif en Doigts de Zinc

PROM16 o e 1 11111

L S RN
Domaine1 Domaine Domaine2 Domaine
de liaison riche en de liaison Acidique
a'ADN Prolin aI’ADN

C-ter

B) t(1;21)(p36.32;q22)
RUNX1 tronquée Fusion RUNX1/PRDM16 Activation de PRDM16s
e -RHD- I RHOPROITNS i T T

Nouvelles

£
pe & fonctions ?

Immortalisation Inhibition
Arrét de différenciation de la CSH et de la voie TGFB

hématopoiétique t proliférati
N Autorenouvellement et proliferation
———
Coopération avec BCR-ABL1 wsssp Progression de la LMC

Figure 39. Modé¢le proposé du role oncogénique de la t(1;21) dans la progression de la
leucémie myéloide chronique.

A) Structure de RUNX1 et PRDM16. RUNX1 possede en N terminal un domaine RHD
(Runt Homology Domain) de liaison a I’ADN et d’interaction avec CBFf3, CEBPa et PU.1,
suivi d’'un domaine d’interaction avec plusieurs autres protéines (p300, CBP, mSin3A) et
de phosphorylation par ERK. En C terminal, un domaine de transactivation, d’attachement
a la matrice nucléaire, suivi d’un domaine de répression transcriptionnelle sont identifiés.
PRDM16 posséde en N terminal un domaine PR (PRDI-BFI1-RIZ1 homologous), suivi
d’un premier domaine de liaison a I’ADN en doigts de zinc, d’un domaine riche en proline,
d’un domaine de répression transcriptionnelle, d’un deuxiéme domaine de liaison a I’ADN
en doigts de zinc et enfin d’un domaine acidique en C terminal. B) Suite a la t(1;21), il y a
formation de formes tronquées de RUNXI qui peuvent engendrer des protéines prédites
avec un domaine RHD. Il y a également la formation d’un transcrit de fusion RUNXI-
PRDM 16 qui peut donner une protéine chimérique fonctionnelle incluant le domaine RHD
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de RUNXI1 et la quasi-totalit¢ de PRDM16. De plus, la forme courte de PRDM16 est
activée avec absence de son domaine PR. Les formes tronquées de RUNXI1 pourraient
induire un arrét de différenciation myéloide. La fusion RUNX1-PRDM16 pourrait aussi
recruter CtBP, ce qui va entrainer un remodelage de la chromatine qui deviendra plus
compacte suite au recrutement des HDACs (histones déacétylases), affectant ainsi la
transcription des geénes cibles de RUNXI1. L’activation de PRDM16s pourrait affecter
également la différenciation hématopoiétique et I’expression d’un grand nombre de génes
tel que rapporté dans un modele murin (Evil, Bmil, Gata2, Pbxl, p53). Cela entrainerait
I’altération de plusieurs voies menant a 1’augmentation de la prolifération et de
I’autorenouvellement de la cellule souche hématopoiétique (CSH). L’activation de
PRDM16s peut induire un arrét de différenciation granulocytaire. Ces altérations
pourraient coopérer avec la fusion BCR-ABL1 dans la progression de la leucémie
my¢éloide chronique (LMC).
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2. Caractérisation de la translocation t(7;17) et identification des fusions
MSI2-HOXA, des formes tronquées de MS12 et activation de plusieurs
génes du cluster HOXA

L’investigation de la t(7;17) a révélé I’'implication de quatre genes, dont MSI2 au niveau de
la bande chromosomique 17q22 et trois genes du cluster HOXA, HOXAY9, HOXAI0 et
HOXA11, au niveau de la bande chromosomique 7p15 dans la phase blastique de la LMC.

Les génes HOX codent pour des facteurs de transcription avec un total de 39 génes qui sont
répartis en 4 clusters chromosomiques différents : HOXA (7p15.2), HOXB (17q21.32),
HOXC (12q13.13) et HOXD (2q31.1). Leur domaine homéobox (HD) de liaison a I’ADN
présente une homologie significative avec les facteurs HOM-C chez la Drosophila
melanogaster qui sont impliqués dans la subdivision embryonaire en segments (genes de
segmentation) durant le développement. L'activation anormale d'un seul de ces génes
provoque des effets phénotypiques aberrants, comme la croissance d'une patte a la place
d'une antenne chez la drosophile (Krumlauf, 1994; Owens and Hawley, 2002). La position
de 3'a 5' d'un géne Hox au sein du cluster correspond a son expression chez la drosophile
tout au long de son axe A-P. Ceci est connu comme étant la colinéarité temporo-spatiale
(Gaunt, 1991; Krumlauf, 1994). Au niveau de 1’hématopoiése, les analyses d’expression
effectuées dans les échantillons de moelle osseuse murine et humaine ont révélé que la
majorité des génes Hox/HOX des clusters 4, B et C (mais non D) sont exprimés au niveau
des cellules hématopoiétiques et préférentiellement dans les populations de CSHs ainsi
qu’au niveau des progéniteurs immatures. Par la suite leur expression diminue lors de la
différenciation et de la maturation (Giampaolo et al., 1994; Pineault et al., 2002;
Sauvageau et al., 1994). Le locus HOXA, spécifiquement HOXAY9, a été le plus étudié dans
les modeles murins en raison de son rdle central dans les leucémies (Armstrong et al.,
2002; Ferrando et al., 2003; Thorsteinsdottir et al., 2002). Hoxa9 a été¢ démontré comme
induisant spontanément des LAM dans le modele murin BXH2, suite a une intégration
rétrovirale endogeéne (Moskow et al., 1995). Hoxa9 induit I’expansion des cellules souches
hématopoiétiques. Son expression ectopique induit I’autorenouvellement des CSHs et des
progéniteurs et induit une LAM avec une période de latence longue (Thorsteinsdottir et al.,
2002). La diminution d’expression de Hoxa9 est associée a une différenciation

hématopoiétique (Pineault et al., 2002; Thorsteinsdottir et al., 2002). Les souris Hoxa9
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déficientes présentent des défauts au niveau de I’hématopoiese myéloide, lymphoide et
érythroide ainsi qu’une réduction de 1’autorenouvellement des CSHs (Lawrence et al.,
2005; Lawrence et al., 1997). Chez I’humain, les études d’expression ont démontré que
HOXAY est surexprimé dans plusieurs LAM et est un marqueur de mauvais pronostic
(Golub et al., 1999). Certains types de leucémie, particulicrement ceux avec des
réarrangements du géne MLL (Mixed Lineage Leukemia) montrent une forte expression des
genes du cluster HOXA (Armstrong et al., 2002; Casas et al., 2003; Ferrando et al., 2003),
qui sont essentiels pour la transformation induite par les protéines de fusion MLL (Ayton
and Cleary, 2003; Zeisig et al., 2004).

Le role de Hoxa9 dans 1’autorenouvellement a ét¢ documenté par Sauvageau et al., dans un
modele murin. Cette équipe a démontré que la surexpression des geénes Hoxb4 et Hoxa9
dans les cellules de la moelle osseuse augmente 1’autorenouvellement au niveau de la
cellule souche hématopoiétique. Toutefois, seulement Hoxa9 est oncogénique (Lawrence
et al., 1996; Sauvageau et al., 1995).

Récemment, Wang et al. ont démontré que 1’effet oncogénique de Hoxa9 est directement
li¢ a I’activation de la Ctnnbl (Wang et al., 2010). En effet, la voie de signalisation Wnt
peut étre activée soit a partir des CSHs (modele 1) ou a partir des progéniteurs GMPs
(modgele 2) en introduisant des vecteurs exprimant Hoxa9 et Meisl1. Les cellules acquicrent
alors des caractéristiques de CSLs avec activation de 1’autorenouvellement. De plus, la
perte de I’activation de la Ctnnbl limite la capacité des genes Hox a transformer les GMPs
(Wang et al., 2010). Les geénes cibles de HOXA ne sont pas bien connus. Cependant
certaines interactions protéiques impliquant HOXA9 ont été étudiées, par exemple, avec
les protéines Smads (Shi et al.,, 2001) et spécifiquement Smad4, impliquées dans le
controle de la croissance cellulaire. En effet, il a ét¢ démontré que [’abolition de
I’interaction entre Hoxa9/Nup98-Hoxa9 et Smad4 induit I’apoptose de la CSL (Quere et
al., 2011).

Suite au réarrangement du locus HOXA et au positionnement des génes HOXA en aval de
MSI2 ’effet des éléments régulateurs en cis et en trans du locus HOXA pourrait étre altéré.
Comme exemple, mentionnons HOTTIP, un ARN intergénique non codant (lincRNA) qui
a ¢ét¢ identifi¢ comme un ¢lément activateur des génes HOXA, crucial durant le
développement. HOTTIP recrute le complexe WDR5-MLLI qui induit la triméthylation de
I’histone H3K4 et active 1’expression des génes HOXA (Wang et al., 2011). Par contre

d’autres lincRNA pourraient aussi recruter des protéines du complexe PRC2 et induire la
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triméthylation des histones H3K27 ce qui entrainerait une diminution de 1’expression des
genes HOXA (Wang et al., 2009). Suite a la t(7;17), des modifications de ces éléments
régulateurs de la chromatine pourraient potentiellement affecter 1’expression des génes du
locus HOXA.

Dans les néoplasies hématologiques, seulement trois translocations impliquant les geénes
HOXA ont été rapportées. La translocation t(7;11)(p15;p15) implique une fusion entre le
gene NUPYS (localisé a la bande chromosomique 11p15 et codant pour une composante
d’un complexe de pore nucléaire) et les génes HOXA9, HOXAIl et HOXAI3 (bande
chromosomique 7pl5). Elle a été décrite dans les LAM, les syndromes myélodysplasiques
et la LMMC. La fusion la plus fréquente et la mieux étudiée est la fusion NUP98-HOXA9
qui agit comme un facteur de transcription aberrant (Borrow et al., 1996; Hatano et al.,
1999; Nakamura et al., 1996a; Wong et al., 1999a). La seconde translocation est la t(7;17),
rapportée dans un seul cas de LMC transformée. Elle génére une fusion MSI2-HOXAY avec
un point de cassure qui différe de notre cas (Barbouti et al., 2003). Une troisiéme
translocation ou inversion chromosomique, t(7;7)(p15;q34)/inv(7)(p15q34)/ TCRB-HOXA
(fusion génomique avec absence de transcrit de fusion) a été décrite chez des patients avec
une LAL T (Cauwelier et al., 2007; Soulier et al., 2005).

Les transcrits chimériques identifiés suite aux fusions NUP98-HOXA9, NUP98-HOXAI 1
et NUP98-HOXA13 comprennent en 5’ la partie de NUP9S8 contenant les séquences codant
pour des motifs de répétitions FG qui interagissent avec les transporteurs nucléoplasmiques
des protéines (Fontoura et al., 2000; Radu et al., 1995a; Radu et al., 1995b; Yaseen and
Blobel, 1997), ainsi que le motif GLEBS qui joue un role dans I’export des ARNs en
interagissant avec le facteur d’export RAE1 (Pritchard et al., 1999). Un domaine
d’activation transcriptionnelle est aussi présent. La partie 3’ de la fusion implique des
séquences de HOXA9 qui codent pour le domaine homéobox ainsi que pour un motif court
ANWL du domaine HD qui peut interagir avec les cofacteurs de transcription de la famille
PBX (Nakamura et al., 1996b). Dans la fusion, il y aura donc une perte de la portion N-
terminale de HOXAO9 ou se trouve le site d’interaction avec MEIS1, un cofacteur important
dans D’activité transcriptionnelle hématopoiétique de HOXA9 (Shen et al., 1999). Ceci
pourrait expliquer du moins en partie, la différence dans la latence pour induire une
leucémie chez la souris entre la fusion NUP98-HOXA9 et la surexpression de HOXA9. Le

point de cassure au niveau des genes HOXA semble donc déterminant pour I’effet
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oncogénique de la fusion, avec présence ou absence du domaine HD et du motif
d’interaction avec les cofacteurs de HOXA.

Dans les fusions MSI2-HOXA étudiées dans ce travail, nous perdons également les motifs
d’interaction avec PBX1 et MEISI ainsi que le domaine homéobox caractéristique des
genes HOX, car le cadre de lecture n’est pas respecté. Toutefois, le point de cassure de la
translocation au niveau des génes HOXAY et HOXA1I est le méme que celui rapporté dans
la littérature soit au niveau de I’exon 1 (anciennement nommé exon 1b) exactement a la
position de la valine (GTT) (Figures 20 et 21). Nous avons décrit que le point de jonction
dans la translocation t(7;17) correspond au site d’épissage de HOXA9 et aussi au site
d’¢épissage du transcrit HOXA9-HOXA10. Au niveau de ce site d’épissage, le site accepteur
AG est localisé juste avant les nucléotides TT qui représentent le début de HOXA9 dans les
fusions (Figure 23). De plus, les points de cassure de la t(7;17) au niveau du geéne
partenaire de HOXA9, MSI2, démontrent une hétérogénéité (soit dans I’exon 5 dans notre
cas vs I’exon 9 dans le cas rapporté dans la littérature), générant des produits qui peuvent
respecter ou non le cadre de lecture.

Comment expliquer 1’effet oncogénique des fusions en absence du domaine homéobox
caractéristique des génes HOXA? Plusieurs évidences suggerent que 1’effet oncogénique de
la fusion NUP98-HOXA9 ne se limite pas au domaine homéobox. Récemment il a été
démontré par Yassin et al., que ’effet de la fusion NUP98-HOXAY sur la différenciation
dépend principalement de la portion NUP98 (Yassin et al., 2009). Ceci a ét¢ démontré en
comparant la capacité de transformation des cellules primaires hématopoiétiques humaines
CD34+ de NUP98-HOXA9 avec une mutation N51S au niveau du domaine homéobox,
avec celle du mutant NUP98-HOXA9 qui ne posséde pas la partie NUP98 et celle de la
fusion NUP98-HOXAS9 intacte. Les résultats ont démontré que la différenciation n’est pas
abolie lorsque le domaine homéobox est muté et que la fusion semble réguler la
transcription sans liaison a I’ADN (Yassin et al., 2009). Plusieurs autres fusions décrites
contiennent cette partie N terminale de NUP98 et le domaine homéobox de HOXA9 est
absent (Su et al., 2006). Ceci suggere qu’il existe un effet indépendant de ce domaine qui
contribue a la leucémogencése, et qui est relié a la portion NUP9S8 de la fusion.

D’autre part, 1’effet oncogénique des fusions peut aussi étre relié¢ a I’activation des genes
HOXA. Ce mécanisme a été décrit dans I’étude de Soulier et al., chez des patients avec
LAL T porteur de I’inversion inv(7)(p15q34) ou de la translocation t(7;7)(p15;q34) avec

une fusion génomique TCRB-HOXA, qui entraine une surexpression de plusieurs genes
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HOXA. Dans cette étude, les génes HOXA surexprimés sont localisés des deux cotés des
points de cassure entre HOXA9 et HOXA10. Aucun transcrit de fusion TCRB-HOXA n’a pu
étre identifi¢ chez ces patients (Soulier et al., 2005). Dans notre translocation t(7;17), nous
avons une formation de différents transcrits de fusion MSI2-HOXA qui activent
I’expression de plusieurs genes du locus HOXA. L’activation des génes du locus HOXA
pourrait étre secondaire a la juxtaposition de ce locus avec la partie 5° de MSI2. Un autre
mécanisme possible est une surexpression secondaire a des changements épigénétiques
reliés a 1’échange de matériel chromosomique entre les chromosomes 7 et 17
(modifications de la chromatine, effet de nouveaux éléments régulateurs en cis ou en
trans).

L’effet oncogénique de I’activation des geénes du cluster HOXA4 au niveau du systéme
hématopoiétique a ét¢ démontré en comparant les conséquences de I’expression induite de
ces genes. Bach et al., (Bach et al.,, 2010) ont démontré dans les cellules primaires
hématopoiétiques de la souris transfectées par des vecteurs rétroviraux contenant les génes
HOXA humains, que I’expression de tous les genes HOX4, a I’exception de HOXAS, induit
un retard dans la différenciation hématopoiétique. Dans cette étude, 1’induction de la
leucémie par les genes HOXA en présence de leur cofacteur Meis! est accélérée. Lorsque
HOXA9 et Meisl sont coexprimés, ce temps de latence diminue et les souris développent
une leucémie au jour 52. L’effet oncogénique des genes HOXA7, HOXAY et HOXA10 a
aussi ¢été confirmé dans d’autres études (Bjornsson et al., 2001; Nakamura et al., 1996b).
De plus, il a été rapporté que trois autres genes HOXA ont un potentiel transformant, soit
HOXAI, HOXA4 et HOXA6 (Bach et al., 2010). HOXA9 serait ’oncogéne le plus fort,
mais un effet plus important relié a I’altération concomitante de plusieurs genes HOXA est
possible. Dans notre cas avec la t(7;17), ’activation des génes HOXA6, HOXA7, HOXA9 et
HOXA10, mais non de HOXAS5, HOXAII et HOXAI3 a été démontrée.

Il est aussi possible que le microARN mir-196b, localisé entre les génes HOXA9 et
HOXAII, fusionnés avec MSI2 dans notre cas, soit surexprimé (non étudi¢). De facon
intéressante, une surexpression de mir-196b a été démontrée dans les cellules de moelle
osseuse transformées par la fusion MLL-AF9, surexpression qui est nécessaire pour 1’effet
oncogénique de la fusion MLL. De plus, I’inactivation de ce microARN abolit
I’immortalisation des cellules souches et des progéniteurs induite par la fusion MLL

(Popovic et al., 2009). Dans notre cas, HOXA9 semble étre le géne HOXA le plus activé
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mais D’activation des geénes HOXA6, HOXA7 et HOXAIO pourrait avoir un effet
potentialisateur.

L’implication simultanée de deux génes HOXA dans une méme translocation
chromosomique n’a été rapportée qu’une seule fois par Fujino T et al., 2002 (Fujino et al.,
2002) chez deux patients avec la translocation chromosomique t(7;11)(p15;p15). Dans le
premier cas le point de cassure était dans I'intron 1 de HOXA11 et dans le deuxieéme cas
dans I’intron 1 de HOXA13, donnant des fusions NUP98-HOXA11l et NUP98-HOXAI3.
Chez les deux patients, il y avait aussi présence d’une fusion NUP98-HOXA9 au niveau de
I’ARN. Ceci suggere que la t(7;11) peut produire plus qu’un transcrit de fusion NUP98-
HOXA suite a un épissage alternatif. De fagon similaire, dans notre cas avec la t(7;17) nous
avons une seule translocation, impliquant plusieurs genes HOXAs différents avec le méme
gene partenaire, MSI2.

L’expression des différents transcrits MSI2-HOXA pourrait étre la conséquence d’un
épissage alternatif aberrant. En effet, suite a la translocation chromosomique, il y aurait
sélection d’un site d’épissage additionnel au niveau de HOXAY. Par conséquent, ce site
d’épissage accepteur au niveau de HOXA9 pourrait étre un candidat pour la machinerie
transcriptionnelle produisant différents épissages au niveau du cluster HOXA. Cette
hypothése a été proposée par Fujino et al., en 2002 (Fujino et al., 2002) dans une étude
portant sur la t(7;11) avec différentes fusions NUP98-HOXA. Nos résultats démontrent un
site d’épissage commun entre notre cas avec la fusion MSI2-HOXA9 et le transcrit
HOXA9T que nous avons identifi¢ (Figure 23), ainsi que le nouvel épissage alternatif
impliquant HOXA9 et HOXA 10 récemment décrit.

Dans la t(7;17), nous avons identifi¢ que la partie 5 de MSI2 (exons 1 a 5 ou 6) est
présente dans les transcrits de fusion. MSI2 posséde deux domaines RRM, aussi nommé
RBD « RNA binding domain » ou RNP « ribonucleoprotein domain » qui est le domaine le
plus abondant de liaison a I’ARN chez les vertébrés (Venter et al.,, 2001). Le premier
domaine RRM de MSI2 est codé par I’exon 2 a partir du deuxiéme nucléotide puis par les
exons 3, 4 et les 3 premiers nucléotides de I’exon 5. Le deuxi¢éme domaine RRM est codé
par I’exon 6 & partir du 19°™ nucléotide puis par les exons 7, 8 et une partie de I’exon 9. Le
point de cassure génomique de notre translocation est possiblement localisé dans I’intron 5
ou 6 de MSI2. Le domaine RRM hétérodimérise avec d’autres domaines RRM de plusieurs
protéines et peut également interagir avec I’ADN et la topoisomérase 1 (Clery et al., 2008;

Ishikawa et al., 2012; Trzcinska-Daneluti et al., 2007). MSI2, conjointement avec MSII,
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fait partie de la famille des Musashis impliquée dans la régulation de la division cellulaire
asymétrique des organes précurseurs sensoriels chez la Drosophile (Nakamura et al.,
1994). Des études ont aussi identifi¢ les membres de cette famille comme ayant un role
dans la localisation, la stabilisation, la polyadénylation et la régulation de la traduction des
ARNm et cela grace a leur deux motifs qui reconnaissent I’ARN (Lai and Li, 1999; Okabe
et al., 2001). Chez la souris, un role de ces génes dans le développement du systéme
nerveux central et plus spécifiquement au niveau de la prolifération et du maintien de la
cellule souche neuronale et des précurseurs a été rapporté (Kaneko et al., 2000; Sakakibara
et al., 2001; Sakakibara et al., 2002). MSI2 est préférentiecllement exprimé au niveau de la
CSH. Il a été démontré qu’il est un régulateur positif important de la CSH murine (Hope et
al., 2010). En effet, sa déplétion par shRNA (Short hairpin) altére significativement la
repopulation des CSHs et entraine la différenciation, contrairement au phénotype observé
lors de la surexpression de Msi2. Ces résultats suggerent un réle de Msi2 au niveau de
I’autorenouvellement de la CSH murine. De plus, tel que mentionné dans I’introduction,
des travaux récents appuient un role de Msi2/MSI2 dans ’autorenouvellement de la CSH
et la progression de la LMC ainsi que dans la voie MSI2-Numb-Notch (Hope et al., 2010;
Hope and Sauvageau, 2011; Moore, 2010).

L’allele normal de MSI2 pourrait aussi étre activé par HOXA9 suite a la t(7;17). En effet,
rappelons que Ito et al., ont montré que la protéine murine HoxA9 peut se lier a la région
promotrice de Msi2 et activer son expression dirrectement. Les auteurs ont aussi démontré
dans les cellules LSKs que I’expression de la fusion NUP98-HOXA9 active aussi
I’expression de Msi2 (Ito et al., 2010).

Nous émettons donc ’hypothese que suite a la translocation t(7;17), un des deux alleles de
MSI2 est altéré par fusion avec différents génes HOXA et que ’activation de ces genes,
dont HOXA9, pourrait ensuite altérer 1’alléle sauvage de MSI2.

Enfin, dans les cellules leucémiques avec la t(7;17), la présence de plusieurs formes
courtes de MSI2 comprenant un seul domaine RRM pourrait avoir plusieurs effets

aberrants et/ou nouvelles fonctions au niveau des ARN ou ADN cibles (Clery et al., 2008).
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Figure 40. Modéle proposé du role oncogénique de la t(7;17) dans la progression de la
leucémie myéloide chronique.

A) Structure des protéines MSI2 et HOXA et domaines présents. MSI2 possede deux
domaines de liaison a I’ARN, les domaines RRM (RNA recognition motif). Les protéines
HOXA possedent un domaine de liaison a ’ADN, le domaine homéobox. B) Suite a la
t(7;17), il y a formation d’une forme tronquée de MSI2 qui pourrait étre traduite en une
protéine prédite avec un seul domaine RRM. Cette protéine pourrait potentiellement
affecter 1’épissage alternatif des ARN cibles, avoir de nouvelles fonctions et/ou étre
impliquée dans D’immortalisation et/ou la prolifération des cellules souches
hématopoiétiques (CSHs). L’activation des génes HOXA pourrait affecter la différenciation
hématopoiétique et €tre impliquée dans 1’augmentation de la prolifération et de
I’autorenouvellement des CSHs par différentes voies comme la voie Wnt ou ’activation
des voies Notch et Hedghog. Ces altérations pourraient coopérer avec la fusion BCR-
ABLI dans la progression de la leucémie myéloide chronique (LMC).
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3. Caractérisation de la translocation t(2;12) et identification de la fusion
ETV6-HOXDI11, d’une forme tronquée de ETV6 et activation de
HOXDY

Dans la translocation t(2;12)(q31;p13) nous avons identifi¢ pour la premiere fois un
réarrangement du gene E7V6 et du locus HOXD ainsi qu’une fusion ETV6-HOXDI1 1. Deux
cas avec cette méme translocation ont été rapportés antérieurement. Le premier cas décrit
est un patient porteur d’un lymphome non-hodgkinien dont le réarrangement de E776 a été
confirmé par FISH mais le géne partenaire n’a pas été identifié (Sato et al., 1997). Le
deuxiéme cas est un patient avec une leucémie myélomonocytaire chronique et les geénes
impliqués n’ont pas été identifiés (Huret, 2006). Dans notre cas les deux premiers exons de
ETV6 sont transloqués sur le chromosome dérivé 2, et la séquence obtenue inclut ces deux
exons suivie d’un codon stop. Au niveau de ces deux exons, les deux sites d’initiation de la
transcription de ETV6 sont inclus, ce qui pourrait activer le locus ou certains membres du
locus HOXD. Les génes HOXD ne sont normalement pas exprimés lors de I’hématopoicse
définitive. Dans notre cas nous avons détecté une expression anormale de HOXDY par RT-
PCR dans les cellules avec la t(2;12).

Le géne ETV6 (ETS variant gene 6) code pour un répresseur de la transcription. Il fait
partie de la famille des facteurs de transcription ETS (E-twenty six) essentiels pour
I’hématopoiese adulte. Lorsqu’altéré, il joue un role important dans plusieurs types de
cancers, incluant les leucémies (Bohlander, 2005). Le role de E7V6 au niveau de
I’hématopoicse adulte a été démontré par Wang et al. (Wang et al., 1998) chez les souris
chimeres générées a partir des cellules souches embryonnaires Efv6-/-. Dans ce modele
murin, Etv6 n’est pas impliqué au niveau de la prolifération et/ou la différenciation
embryonnaire murine mais plutot dans [D’établissement de toutes les lignées
hématopoiétiques a partir de la MO. Les embryons issus du « knockout » de E#tv6 meurent
au jour 11 (E11) a cause d’une formation anormale des vaisseaux sanguins et des cellules
hématopoiétiques (Wang et al., 1998). Etv6 a été¢ démontré comme étant essentiel pour
I’hématopoiese chez 1’adulte et pour la différenciation hématopoiétique normale. Suite a
I’inactivation d’Etv6, il a été démontré que les CSHs sont perdues au niveau de la MO
adulte. Par contre, les progéniteurs ne sont pas affectés et continuent de se différencier. Les

lignées hématopoictiques ne semblent pas affectées par ’absence d’Erv6 a I’exception de



175

la maturation des mégacaryocytes (Hock et al., 2004). Récemment un réle crucial d’Etv6
au niveau de la CSH a été démontré lors de I’établissement de I’hématopoiese définitive et
cela via la régulation de D’expression de VegfA, un régulateur majeur pour le
développement endothélial et hématopoiétique (Ciau-Uitz et al., 2010). Ceci suggere que
I’altération d’un des deux alleles de ETV6 lors d’une translocation chromosomique pourrait
induire une différenciation hématopoiétique anormale mais aussi une anomalie du pool des
CSHs. ETV6 partage avec d’autres membres de la famille ETS, le domaine conservé ETS
de 88 acides aminés en C-terminal qui est un domaine spécifique de liaison a I’ADN mais
qui permet aussi les interactions protéine-protéine. Il est hautement conservé et retrouvé
chez les invertébrés comme la drosophile et C.elegans (Oikawa and Yamada, 2003;
Wasylyk et al., 1993). Les membres de la famille ETS sont essentiels pour plusieurs
processus cellulaires incluant la prolifération, la différenciation, la migration, le
remodelage des tissus, I’angiogenése, I’apoptose ainsi que [’hématopoicse et la
transformation cellulaire (Oikawa and Yamada, 2003; Wasylyk et al., 1993). L’autre
domaine conservé, retrouvé chez plusieurs membre de la famille ETS, est le domaine
hélice double hélice HLH (Helix-loop-helix) ou domaine pointed/SAM ou domaine PTN
(pointed) de 652 acides aminés en N-terminal, impliqué dans 1’homo et
I’hétérodimérisation avec les facteurs de transcription et avec les protéines de signalisation
(exemple dans la voie MAPK) (Grimshaw et al., 2004). ETV6 possede 8 exons avec un
exon alternatif 1b localisé au niveau de I’intron 2 a 12 kb en 5° de I’exon 3 (Baens et al.,
1996), ainsi que deux sites d’initiation de la traduction ATG1 et ATG43, donnant deux
isoformes protéiques d’ETV6 (Poirel et al., 1997). Dans la t(2;12) caractérisée dans ce
travail, ETV6 est altéré avec un point de cassure qui sépare les deux premiers exons des
exons 3 a 8. La séquence obtenue E7TV6-HOXDI1 donne un codon STOP prématuré apres
I’exon 2 de ETV6, ce qui pourrait affecter les fonctions normales de ETV6.

Dans les leucémies, ETV6 est transloqué dans plusieurs types différents de cancers
hématologiques. Une grande diversité de genes partenaires de E7V6 qui codent pour des
facteurs de transcription ou des tyrosines kinases ont été identifiés (De Braekeleer et al.,
2012). Les points de cassure au niveau de ETV6 sont variables. Ils sont localisés au niveau
de I’intron 1 (par exemple avec les geénes partenaires CHIC2, ACSLS5, TTL, PERI), de
I’intron 2 (fusion avec MN1, MECOM, CHIC2, CDX2, PAX5, MNX1, MDS2), de I’intron 3
(fusion avec MN1), de I’intron 4 (fusion avec PDGFRB, ABLI, NTRK3, JAK) et de I’intron
5 (fusion avec RUNXI, JAK2, ABLI, ABL2, FGFR3 et SYK) (Bohlander, 2005; De
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Braekeleer et al., 2012). Certaines fusions de ETV6 avec les tyrosines kinases sont bien
caractérisées. Ces études ont démontré que le domaine pointed/SAM de ETV6 sert a la
dimérisation pour la protéine de fusion, induisant une activation constitutive de la tyrosine
kinase et la phosphorylation de plusieurs protéines impliquées dans différentes voies
cellulaires (Carroll et al., 1996; Golub et al., 1996; Jousset et al., 1997; Okuda et al., 1996;
Spiekermann et al., 2002). Par exemple, la t(9;12)/fusion ETV6-ABLI est retrouvée dans de
cas rares de leucémie et ces patients ont une activation constitutive de ABL1 sous I’effet de

la région promotrice de ETV6 ce qui explique leur réponse a I’'IM (Perna et al., 2011).

ETV6 est aussi souvent fusionné avec des genes codant pour des facteurs de transcription.
Dans ce groupe, la fusion ETV6-RUNXI est la plus fréquemment détectée dans les LAL
pédiatriques (25%) (Shurtleff et al., 1995). Dans ces cas, les domaines pointed/SAM de
ETV6 et la quasi-totalit¢ de RUNX1 y compris son domaine de liaison a I’ADN sont
présents, ce qui va convertir RUNXI1 en un répresseur transcriptionnel, altérant la
différenciation via le recrutement des corépresseurs comme NCOR et Sin3A (Guidez et al.,
2000; Hiebert et al., 1996; Uchida et al., 1999). D’autres mécanismes oncogéniques ont
aussi €té¢ proposés tel que l’altération de I’activité de ETV6 par dimérisation via les
domaines HLH (Gunji et al., 2004; McLean et al., 1996). Récemment, il a ét¢ démontré
que ETV6-RUNXI1 interfére au niveau de D’apoptose en affectant des génes anti-
apoptotiques comme la survivin (Diakos et al., 2007; Fischer et al., 2005), ainsi qu’au
niveau de 1’autorenouvellement et la quiescence des CSLs (Hong et al., 2008; Schindler et
al., 2009).

Donc I’effet oncogénique de ETV6 altéré dépend d’une part, de son géne partenaire et
d’autre part, des domaines de ETV6 présents dans les fusions.

En phase blastique de la LMC, ETV6 est transloqué avec MECOM/EVII dans la t(3;12)
avec un point de cassure dans 1’ intron 2 de ETV6 . Cette translocation génére une fusion
de I’exon 2 de ETV6 avec I’exon 2 de MECOM/EVII(Nakamura et al., 2002). Des
séquences de ETV6-EVII respectant le cadre de lecture ainsi qu’un épissage intergénique

générant une fusion ETV6-MDSI-EVII ont été rapportées (Peeters et al., 1997).

Aucune translocation fusionnant le géne E7V6 avec les genes HOX n’a été décrite a ce
jour. Cependant ETV6 est transloqué dans les leucémies avec deux génes homéobox ne

faisant pas partie de la famille des génes HOX, soit le géne CDX2 dans la translocation
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t(12;13)(p13;q12) et le géne MNXI dans la translocation t(7;12)(q36;p13). Dans la fusion
ETV6-CDX2 deux transcrits ont été identifiés qui peuvent respecter ou non le cadre de
lecture (Chase et al., 1999). Dans cette ¢tude, les auteurs rapportent deux autres patients
avec la t(12;13) qui expriment le CDX2 mais en absence de la fusion ETV6-CDX2. Pour la
t(7;12)/fusion MNXI-ETV6, I’exon 1 de MNXI fusionne avec les exons 2 et 3 de ETV6
avec présence des deux domaines principaux de ETV6 et du domaine homéobox de MNX1
(Beverloo et al., 2001). Ces ¢études confirment la diversit¢ des conséquences des
translocations impliquant ETV6.

Les translocations chromosomiques incluant seulement les deux premiers exons de ETV6
en 5’ avec d’autres genes partenaires ne sont pas fréquentes (Jalali et al., 2008) et
impliquent les partenaires suivants : MDS2 (Odero et al., 2002), MECOM (Nakamura et
al., 2002; Peeters et al., 1997), STL (Suto et al., 1997), GOTI (Janssen et al., 2006), BAZ2A
(Panagopoulos et al., 2006) et CDX2 (Chase et al., 1999). Ce groupe de translocations est
associé¢ a une augmentation de 1’expression du gene partenaire de E7V6 ou des génes qui
sont a proximité de ETV6 transloqué. De facon intéressante, il a été démontré dans
certaines translocations chromosomiques ayant un point de cassure dans I’intron 2 de
ETV6, que la forme tronquée résultante (codée par les exons 1 et 2 de ETV6) augmente
I’expression des genes localisés prés du point de cassure qui se transforment alors en
oncogenes. C’est le cas par exemple, du géne homéobox 7LX3 dans la t(5;12) et ce, méme
si la séquence de ETV6 (exonl-exon2) est en orientation opposée a celle de 7LX3 (Jalali et
al., 2008).

Afin de vérifier si I'un des genes du locus HOXD situé a proximité des exons 1 et 2 de
ETV6 transloqué était activé dans les cellules du patient avec la t(2;12), une étude de RT-
PCR avec des amorces ciblant 1’allele normal et/ou transloqué de HOXD?9 a été effectuée.
Nos résultats démontrent une activation de HOXD9Y (alléle normal et/ou transloqué). Nous
n’avons pas réussi a amplifier une fusion ETV6-HOXD9Y avec la combinaison d’amorce
utilisée, ce qui n’exclut pas cette possibilité. La quantité de matériel cellulaire insuffisant
pour ce cas ne nous a pas permis d’étudier cette question de fagon plus approfondie.
Récemment il a été démontré qu’une surexpression de HOXDY contribue a la prolifération
et/ou la survie des cellules souches cancéreuses du gliome (Tabuse et al., 2011).
L’inhibition de I’expression de HOXD9 dans des lignées cellulaires de gliome induit
I’apoptose avec réduction de I’expression de BCL2, suggérant que HOXDY est

possiblement impliqué dans la survie de ces cellules. Il a aussi été rapporté que
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I’expression de HOXD9 peut étre induite par la voie de signalisation Wnt (Ishikawa and
Ito, 2009) et que HOXDY est impliquée dans le maintien des cellules souches neuronales
(Willert et al., 2003) ainsi que des cellules de la créte neurale (Garcia-Castro et al., 2002).
Les génes du cluster HOXD ont aussi été impliqués dans des translocations
chromosomiques avec NUP98 comme partenaire, tel que dans les fusions NUPYS-
HOXDI13 (ND13) et NUPY9S-HOXDII dans la LAM avec la t(2;11)(q31;pl5)
(Emerenciano et al., 2011; Hidaka et al., 2007; Raza-Egilmez et al., 1998; Shimada et al.,
2000). Les fusions NUP98-HOXD sont moins étudiées que les fusions NUP9S-HOXA.
Cependant des structures similaires sont impliquées, soit les domaines codés par la portion
5> de NUP9YS et le domaine homéobox codé par les genes HOX. 11 a été démontré chez la
souris transgénique NHD13, qu’il y a un arrét de la différenciation lymphoide, myé¢loide et
érythroide et que ce blocage est associé¢ a une surexpression des génes Hoxa7, Hoxa9 et
Hoxal0. 11 a aussi été rapporté par ce groupe que I’expression de la fusion NHD13 dans les
cellules murines bloque la différenciation hématopoiétique normale, mais que ce blocage
était insuffisant pour la transformation maligne. Dans cette étude, la fusion BCR-ABL1
¢tait capable de complémenter I’effet de la fusion NHDI13 pour induire une leucémie
(Slape et al., 2007). Ce dernier modele rappelle celui de la collaboration entre la fusion
NUP98-HOXAO9 et la fusion BCR-ABL1 dans I’induction de la leucémie (Mayotte et al.,
2002).

Dans les cellules de notre cas avec la t(2;12), les conséquences de cette translocation sont
I’altération du géne ETV6 et de son geéne partenaire HOXDI1, ainsi que 1’activation du
gene HOXDY (Figure 41). Ceci ressemble au modele de la fusion ETV6-CDX2 qui respecte
ou non le cadre de lecture, plutdt qu’au modéle de la fusion NUP98-HOXD (Chase et al.,
1999). Des études plus approfondies des translocations impliquant E7V6 avec un point de
cassure dans I’intron 2 aideront a mieux comprendre les mécanismes impliqués dans ces

réarrangements, incluant les facteurs épigénétiques associés (Jalali et al., 2008).
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Figure 41. Modele proposé du role oncogénique de la t(2;12) dans la progression de la
leucémie myéloide chronique.

A) Structure des protéines HOXD et ETV6 et domaines présents. Les protéines HOXD
possedent un domaine de liaison a I’ADN, le domaine homéobox. La protéine ETV6
posséde en N terminal un domaine de dimérisation hélice double hélice (domaine HLH) et
en C terminal un domaine de liaison a I’ADN et d’interaction protéique (domaine ETS). B)
Suite a la t(2;12), il y a une activation de HOXDY qui pourrait augmenter la prolifération et
la survie des cellules souches hématopoiétiques (CSHs). L’altération de ETV6 pourrait
affecter la différenciation hématopoiétique. Ces altérations pourraient coopérer avec la
fusion BCR-ABLI1 dans la progression de la leucémie myé¢loide chronique (LMC).
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4. Caractérisation de la translocation t(8;17) et identification de
I’altération des génes MSI2 et SOX17

L’investigation de la translocation chromosomique t(8;17)(ql1;q22) a révélé une altération
du geéne MSI2 et du locus SOXI7. Notre travail présente pour la premicre fois la
caractérisation moléculaire de cette translocation récurrente. La confirmation d’un autre
réarrangement chromosomique impliquant MSI2 dans la phase blastique de la LMC
supporte son rdole dans cette leucémie. Le role de MSI2 dans la progression de la LMC a été
¢tudié dans un modele murin ainsi que chez I’humain ou son expression est augmentée
chez les patients en phase blastique de la LMC par rapport & son expression en phase
chronique (Ito et al., 2010; Kharas et al., 2010). Le point de cassure de la t(8;17) au niveau
de MSI2 est localisé dans la région 3” alors que celui identifié dans notre cas avec la t(7;17)
se situe dans la région 5° du geéne. Toutefois le deuxieéme domaine RRM de MSI2 est
absent dans ces deux fusions. Aucun transcrit de fusion MSI2-SOX17 n’a été détecté dans
notre travail. L’absence de transcrit de fusion dans une translocation chromosomique
impliquant MSI2 a déja été décrite dans la t(3;17)(q26;q22) associée a des LAM et a la
LMC-PB. Dans cette anomalie génétique, le point de cassure au niveau de MSI2 est
localisé dans sa partie 5’ et le locus MECOM/EVII (bande chromosomique 3q26) est
réarrangé et surexprimé suite a sa juxtaposition avec MSI2 (De Weer et al., 2008). Lorsque
MSI2 est impliqué dans des translocations chromosomiques, il peut former ou non des
transcrits de fusion et peut affecter 1’expression des loci juxtaposés. Dans les cellules avec
la t(8;17), MSI2 est juxtaposé au locus SOXI7 et une expression aberrante de SOX17,
normalement non exprimé dans les cellules hématopoiétiques adultes normales, est notée.

SOX17 est un membre de la famille SOX (SRY-related high mobility group box) qui sont
des facteurs de transcription avec un domaine commun, le domaine HMG. Cette famille a
un role dans plusieurs fonctions y compris 1’identité des cellules souches de différents
tissus (Schepers et al., 2002). Sox17, un membre du sous-groupe F qui comprend aussi
Sox7 et Sox18, est impliqué dans 1’angiogenese et la cardiogenese et semble jouer un rdle
redondant dans ces processus (Sakamoto et al., 2007). Toutefois, I’expression de Sox17 et
Sox18 semble étre différente au niveau de la différenciation hématopoiétique dans un
modéle murin (Serrano et al., 2010). A différents stades de différenciation hématopoiétique
précoce, Sox7 et SoxI8 sont exprimés au niveau de la vésicule vitelline extra-

embryonnaire et dans les CSHs embryonnaires de fagon transitoire, suivi par I’expression
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de Sox17 (Serrano et al., 2010). Ce dernier est essentiel pour le maintien du pool des CSHs
embryonnaires murines, tel que démontré par Kim et al. (Kim et al., 2007). Il a aussi été
rapporté que Sox17 est impliqué au niveau de la reprogrammation des cellules épithéliales
matures des poumons chez la souris. L’expression ectopique de Sox17 au niveau de ces
cellules cause la formation de cellules épithéliales a phénotype plus matures (progéniteurs
épithéliaux), active le cycle cellulaire et inhibe la voie TGFB via Smad3 (Lange et al.,
2009).

Un seul membre de la famille SOX a été impliqué dans une translocation détectée dans un
cas de lymphome non-hodkinien, soit la t(X;12)(p22;p12)/fusion P2RYS8/SOXS5, induisant
une surexpression de SOX5 (Storlazzi et al., 2007). Cependant le réle de SOX5 dans cette
fusion n’est pas bien défini.

Le nouvel épissage de SOX17 identifi¢ dans notre travail respecte le cadre de lecture et
conserve le domaine HMG. Deux transcrits principaux de SOXI7 ont été identifiés
initialement (Katoh, 2002). Le géne Sox/7 murin possede plusieurs formes d’épissage
différentes de celles décrites pour le géne humain. Cette différence entre les génes humain
et murin pourrait générer des protéines différentes qui interagissent avec des cofacteurs
différents malgré I’homologie de séquences au niveau de I’ADN. Plusieurs travaux ont
illustré D’implication de SOXI/7 dans les tumeurs solides, soit dans le carcinome
hépatocellulaire (Quintas-Cardama et al., 2010), le cancer colorectal (Zhang et al., 2008b),
ainsi que dans le cancer du sein (Fu et al., 2010). Toutefois, seulement deux études ont
démontré le role de Sox17 dans I’hématopoicse et son implication dans la leucémie (He et
al., 2011; Kim et al., 2007).

Sox17 semble étre crucial au niveau de I’hématopoicse car la délétion de Sox/7 induit
plusieurs anomalies au niveau des CSHs et des progéniteurs hématopoiétiques
embryonnaires et de la moelle osseuse néonatale. Ces effets incluent une absence totale de
CSH ainsi qu’une augmentation importante dans I’expression du géne Dkkl, un régulateur
négatif de la voie de signalisation Wnt. Ces résultats suggerent que Sox17 est important
pour ’autorenouvellement et/ou la prolifération de la CSH embryonnaire. Cependant
Sox17 n’est pas exprimé au niveau de 1’hématopoiése murine adulte, et son absence ne
semble pas affecter I’hématopoiese adulte normale (Kim et al., 2007).

Contrairement au role suspecté de Sox17 comme activateur de la voie de signalisation Wnt
dans 1’hématopoiese néonatale chez la souris, dans certains cancers SOX17 semble inhiber

la voie de signalisation Wnt par des mécanismes épigénétiques comme 1’hyperméthylation
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(Zhang et al., 2008b). Il a aussi ét¢ démontré par des études fonctionnelles que Sox17
induit la dégradation des protéines TCF/LEF et Ctnnbl1, effet qui peut étre bloqué par des
inhibiteurs du protéasome, contrairement a son homologue Sox4 qui stabilise la Ctnnbl.
Cependant les deux domaines d’interaction de Sox17 avec TCF et Ctnnbl doivent étre
présents pour que cela antagonise la voie de signalisation Wnt (Sinner et al., 2007). Le
domaine d’interaction de Sox17 avec TCF est le domaine HMG, et le domaine
d’interaction avec la Ctnnbl est en position de 1’acide aminé 368 de la protéine murine
(Sinner et al., 2007). La séquence commune conservée du domaine d’interaction avec
Ctnnbl nécessaire pour sa dégradation est la séquence protéique EFEQYLH. Cette
séquence n’est pas présente dans la protéine prédite traduite par le nouveau transcrit
SOX17 détectée dans les cellules leucémiques de notre cas avec la t(8;17). Ce nouvel
épissage a donc une structure qui se rapproche de celle de SOX4. Rappelons que Sox4
active Ctnnb1 (Sinner et al., 2007).

Avec les progres du séquencage humain, plusieurs nouvelles formes différentes d’ARNm
d’un méme gene, reliées a 1’épissage alternatif, ont été décrites et peuvent donner des
isoformes protéiques ayant des roles différents. Un exemple intéressant a été¢ décrit pour le
geéne FOXPI (Gabut et al., 2011). Des fonctions différentes pour un méme géne ont aussi
été démontrées pour Sox/7 au niveau des tissus endodermiques ou il est un facteur
important de différenciation des cellules endodermales, contrairement a Sox2 qui est
essentiel pour le maintien des cellules endodermales pluripotentes. En induisant des
mutations dans 1’hélice 3 de Sox/7, il y a reprogrammation en un état pluripotent tel que
décrit pour Sox2 (Jauch et al., 2011). Donc un changement affectant la transcription d’un
geéne par €pissage alternatif ou par mutation peut modifier sa fonction et entrainer des
changements dans le programme de différenciation cellulaire. En plus de 1’épissage
alternatif, les roles divergents de SOXI7 dans les tumeurs solides vs les cellules
hématopoiétiques embryonnaires, pourraient étre expliqués en partie par le type cellulaire
dans lequel SOX17 est exprimé. En effet, plusieurs facteurs de transcription ont des
fonctions bidirectionnelles et sont capables d’activer ou de réprimer leurs geénes cibles.
Cette plasticité transcriptionnelle refléte la capacité de ces facteurs a recruter des protéines
qui peuvent étre des coactivateurs ou des corépresseurs controlant ainsi 1’expression des
genes cibles (Goodson et al., 2011; Lonard and O'Malley B, 2007). Récemment, Morrison
et al. ont démontré que la surexpression de Sox/7 par infection rétrovirale dans les cellules

hématopoiétiques de souris adulte, peut convertir les progéniteurs multipotents adultes en



183

cellules qui acquierent des propriétés de CSHs au stade feetal ayant un potentiel
d’autorenouvellement (He et al., 2011). Ces progéniteurs donnent une hématopoic¢se dans
la moelle osseuse adulte qui ressemble a I’hématopoicse du foie foetal. Par ailleurs, des
mutations additionnelles semblent nécessaires pour I’induction de leucémie par Sox17
(Chhabra and Mikkola, 2011; He et al., 2011). Dans notre leucémie avec la translocation
t(8;17), les mutations qui ciblent MSI2 et SOX17 pourraient coopérer avec BCR-ABLI
dans la progression de la LMC en phase blastique.

A)
MSI2  N-ter | | | Cter
Domaine 1 de liaison Doiﬁ;:ﬁ;i a; Ti;ison
al'ARN al'ARN
AT | Ele

Domaine de liaison Domaine d’interaction avec

a I’ADN et d’interaction protéique la B Catenin et/ou inhibition
B)

t(8;17)(q11;922)
Activation d’'un nouveau
transcrit SOX17 MSI2 tronquée

[ [ wws |

Nouvelles
fonctions ?

Activation de Inhibition
la voie Wnt dela vole Altération de

B I'épissage

alternatif

des ARN cibles ?
Autorenouvellement
de la CSH Prolifération des CSHs
\_____ _—/

—
Coopération avec BCR-ABL1 wmmmp Progression de la LMC

Figure 42. Modéle proposé du role oncogénique de la t(8;17) dans la progression de la
leucémie myéloide chronique.

A) Structure des protéines MSI2 et SOX17 et domaines présents. MSI2 posséde deux
domaines de liaison a ’ARN, les domaines RRM (RNA recognition motif). SOX17
possede un domaine de liaison a I’ADN, le domaine HMG (Hight mobility group) et un
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domaine d’interaction avec la beta-catenine. B) Suite a la t(8;17), il y a la formation d’une
forme tronquée de MSI2 qui peut donner une protéine prédite avec un seul domaine RRM,
qui pourrait affecter I’épissage alternatif des ARN cibles, avoir de nouvelles fonctions
et/ou étre impliquée dans I’immortalisation et/ou la prolifération des CSHs. L’activation de
SOX17 sous forme d’un nouveau transcrit, pourrait activer la voie de signalisation Wnt et
augmenter 1’autorenouvellement et la prolifération des cellules souches hématopoiétiques
(CSHs). L’activation de SOX17 pourrait aussi inhiber la voie de signalisation TGFf ce qui
va entrainer une augmentation de la prolifération. Ces altérations pourraient coopérer avec
la fusion BCR-ABLI1 dans la progression de la leucémie myéloide chronique (LMC).
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5. Les mécanismes communs pouvant étre altérés suite a ces
quatre translocations détectées dans la progression de la
leucémie myéloide chronique

La LMC a servi comme modele pour 1’étude des leucémies avec différentes phases
d’évolution dont la phase chronique qui dure plusieurs années et la phase blastique d’une
durée de quelques mois seulement. L’anomalie génétique initiale de la LMC, la fusion
BCR-ABLI générée suite a la t(9;22), fait partie des réarrangements impliquant des genes
codant pour des tyrosines kinases. Les deux caractéristiques principales de la LMC dans sa
phase blastique sont 1’arrét de différenciation avec présence d’un exces de blastes, ainsi
qu’une augmentation du potentiel d’autorenouvellement de la CSL. Il est intéressant de
noter que toutes les translocations identifiées dans notre travail impliquent des facteurs de
transcription ayant un role important dans I’hématopoiese et/ou au niveau de la CSH. Les
facteurs de transcription affectant la différenciation hématopoiétique qui sont altérés dans
nos translocations sont RUNXI, ETV6, la forme courte de PRDM16, MSI2 et les génes
HOXA. Les deux premiers sont essentiels pour 1’établissement de 1’hématopoiese définitive
(Ogawa and Yokomizo, 2000; Wang et al., 1998) et ils sont fréquemment réarrangés par
des translocations chromosomiques dans les leucémies. Toutefois, les mécanismes
moléculaires décrits dans les fusions RUNXI et ETV6 sont trés hétérogenes, d’ou
I’importance de caractériser chaque nouvelle fusion pour mieux comprendre son effet
oncogénique potentiel. PRDM16 affecte aussi la différenciation hématopoiétique et c’est
I’activation de sa forme courte, PRDM]16s, qui bloquerait la différenciation (Nishikata et
al., 2011; Nishikata et al., 2003). L’activation des génes HOXA, particulerement HOXAY,
cause un retard dans la différenciation hématopoiétique (Bach et al., 2010). Enfin la
surexpression de Msi2 induit chez la souris, un défaut au niveau de la différenciation
hématopoiétique (Kharas et al., 2010).

L’altération des genes impliqués dans les quatre translocations chromosomiques t(1;21),
t(7;17), t(2;12) et t(8;17) pourrait aussi activer 1’autorenouvellement des CSHs générant
ainsi des CSLs résistantes aux traitements. En effet, les génes PRDM16, MSI2, SOX17 et
les génes HOX altérés dans ces translocations, sont impliqués via différentes voies dans
I’autorenouvellement, I’immortalisation et/ou la prolifération de la CSH (Du et al., 2005;
Eaves and Humphries, 2010; He et al., 2011; Sauvageau et al., 1995; Thorsteinsdottir et al.,

2002; Thorsteinsdottir et al., 1997) (Figure 44). Ces différentes voies, notamment les voies



186

Wnt/Bcatenin, Hedgehog, Notch et TGF pourraient coopérer pour « reprogrammer » les
cellules de LMC de la phase chronique a la phase blastique, ces cellules deviennent ainsi
résistantes aux traitements. De plus, il est a noter que trois des quatre translocations
coexistaient avec un deuxiéme Ph au niveau du caryotype, soit la t(7;17), t(8;17) et t(2;12),
ce qui pourrait étre li¢ a une augmentation de 1’expression de la fusion BCR-ABLI et

entrainer une instabilit¢ génomique avec formation subséquente des translocations

chromosomiques.
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Figure 43. Modéle commun proposé pour les quatre translocations chromosomiques
t(1;21), t(7;17), t(8;17) et t(2;12) dans la progression de la leucémie myéloide
chronique.

L’évenement primaire de la leucémie myéloide chronique (LMC) dans sa phase chronique
est la t(9;22)/BCR-ABLI. Suite a la progression de la LMC en phase blastique, il y a arrét
de différenciation avec exces de blastes et acquisition d’éveénements secondaires. La
translocation t(1;21)/RUNX1-PRDM]16 avec réarrangement des genes RUNXI et PRDM16
pourrait affecter la différenciation hématopoiétique et induire I’immortalisation des cellules
souches leucémiques (CSLs) en activant 1’autorenouvellement de la cellule souche
hématopoiétique (CSH). Suite a I’acquisition de la t(7;17)/MSI2-HOXA, la différenciation
pourrait étre altérée via HOXA, ainsi que la prolifération et 1’autorenouvellement (via la
voie Pcatenin pour HOXA et les voies Hedgehog et Notch pour MSI2). L’acquisition de la
t(8;17)/MSI2-SOX17 pourrait affecter I’autorenouvellement et augmenter la prolifération
des CSLs via les voies TGFp et fcatenin, en plus de I’effet de MSI2 sur la différenciation et
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I’autorenouvellement. Enfin, la t(2;12)/ETV6-HOXD active HOXD9 pouvant ainsi altérer
la prolifération des CSLs. L’altération de ETV6 pourrait aussi entrainer un arrét de
différenciation hématopoiétique.
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Conclusion et perspectives

Dans notre projet nous avons caractérisé les points de cassure de quatre translocations
chromosomiques additionnelles a la translocation t(9;22) dans la LMC en phase blastique.
Ces réarrangements ont été identifiés par cytogénétique moléculaire chez des patients
résistants au traitement. La caractérisation des points de cassure de ces translocations nous
a permis d’identifier les génes impliqués dans ces réarrangements. Les fonctions de ces
genes dans 1’hématopoicse normale et leur implication dans la leucémogenése chez la
souris ou I’humain, suggerent qu’ils contribuent possiblement a la progression de la LMC
et a la résistance aux traitements de ces patients. En effet nos résultats révélent une
altération des génes PRDM 16, MSI2, HOXA/D et SOX17 qui ont en commun un role dans
I’autorenouvellement et/ou la prolifération des CSHs chez I’humain et/ou dans un modé¢le
murin, par des voies communes ou différentes. Le remaniement de ces génes confere un
avantage prolifératif aux progéniteurs leucémiques et/ou aux CSLs, cellules qui sont
résistantes a la chimiothérapie. D’autre part, deux des translocations étudiées impliquent
les génes RUNXI et ETV6, deux facteurs de transcription importants pour la différenciation
hématopoiétique. L’altération de ces génes, de méme que celle de PRDM16 et des genes
HOXA pourrait avoir un rdle primordial dans 1’arrét de différenciation, une caractéristique

importante de la transformation blastique de la LMC.

L’identification de différents types de transcrits de fusion, d’épissages alternatifs et/ou une
expression aberrante des génes réarrangés dans ces translocations chromosomiques nous a
permis de distinguer trois conséquences possibles de ces translocations :

1) la formation de génes de fusion avec des séquences qui correspondent a des
domaines des deux genes impliqués, générant une possible protéine chimérique
avec un gain de fonction ayant un potentiel oncogénique. C’est le cas de la
t(1;21)/RUNXI-PRDM 6.

2) lactivation de I’expression des geénes impliqués dans les translocations, tel que
décrit pour la translocation t(1;21) avec activation de PRDM16, les translocations
t(7;17) et t(2;12) avec activation des genes HOXA/D et la translocation t(8;17) avec
activation de SOX17.

3) un épissage alternatif aberrant donnant de nouvelles formes tronquées tel que les

formes tronquées de RUNXI, ETV6 et MSI2.
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Nos résultats appuient le modéle de la CSL dans la LMC qui propose que
I’autorenouvellement est augmenté dans cette maladie. Ces CSLs peuvent ensuite
accumuler des mutations additionnelles. Cette hétérogénéité tumorale rend difficile
I’¢laboration d’un modele commun pour la progression en phase blastique de la LMC.
D’ou I’importance d’identifier les anomalies additionnelles pour mieux distinguer /) les
mutations qui maintiennent la progression de la leucémie tel que celles qui affectent les
genes impliqués dans I’autorenouvellement, 2) les mutations qui altérent la différenciation
hématopoiétique tel que celles qui affectent les facteurs de transcription, et 3) les mutations
qui reflétent une instabilit¢ génomique suite a 1’altération des voies de réparation de
I’ADN. Les voies altérées pourraient aussi coopérer ensemble ou avec d’autres voies tel
que démontré chez la souris pour NUP98-HOXA9 ou MLL-AF9 avec FLT3-ITD
(Palmgqvist et al., 2006; Stubbs et al., 2008).

La caractérisation des quatre translocations t(1;21), t(7;17), t(2;12) et t(8;17) nous a permis
de démonter leur importance clinique dans la progression de la LMC. Notre travail permet
de supporter les travaux récents qui ont identifié la t(1;21)/RUNXI-PRDMI16 comme
nouveau facteur pronostique dans les leucémies et qui ont démontré 1’importance de la
forme courte de PRDMI16 dans I’immortalisation des progéniteurs hématopoiétiques
my¢loides chez la souris.

Notre travail appuie également le role de SOX17 et de MSI2 dans les leucémies et dans la
progression de la LMC respectivement, role récemment démontré dans les cellules
murines. Notre étude décrit pour la premiére fois I’implication de SOX177 dans la leucémie
humaine et identifie de nouveaux réarrangements impliquant différents génes du locus

HOXA/D fusionnés avec MSI2 et ETV6.

Des ¢études fonctionnelles évaluant le réle de ces nouveaux transcrits dans la progression
des leucémies my¢loides aideraient & mieux comprendre leur effet oncogénique potentiel.
En induisant I’expression de ces transcrits au niveau des CSHs/progéniteurs humains ou
murins en présence et en absence de la fusion BCR-ABLI dans des essais de
transplantation, il pourrait étre possible de démontrer si ces nouveaux transcrits peuvent
étre oncogéniques seuls ou s’ils nécessitent une coopération avec la fusion initiale de la

LMC pour altérer la différenciation hématopoiétique et/ou activer I’autorenouvellement de
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la CSL. D’autre part, le séquencage du transcriptome complet des cellules leucémiques
porteuses de ces nouvelles fusions pourrait permettre de découvrir les genes cibles et/ou les
voies dérégulés dans ces cellules et de révéler la présence de nouvelles mutations
permettant ainsi une meilleure compréhension des mécanismes moléculaires de la LMC-
PB.

Il serait intéressant d’étudier ces nouvelles fusions sur le plan transcriptionnel et
d’identifier les génes cibles impliqués. Des études d’immunoprécipitation chromatinienne
et de co-immunoprécipitation protéique pourraient aussi contribuer a évaluer I’effet des
nouvelles protéines issues des translocations chromosomiques caractérisées dans notre
travail. Cela est particuliérement important pour la t(1;21)/RUNXI-PRDMI16 qui est
maintenant reconnue comme une anomalie génétique récurrente associée a un pronostic
défavorable dans les leucémies. D’autre part, deux des translocations impliquant MSI2, un
géne codant pour une protéine importante au niveau de 1’épissage de plusieurs ARN,
produisent des formes tronquées de MSI2. Il serait intéressant de vérifier si ces nouvelles

formes protéiques affectent les ARN cibles de MSI2.

Dans notre étude nous avons établi un lien entre les réarrangements chromosomiques
observés en LMC-PB chez des patients résistants a I’IM et la voie de 1’autorenouvellement
caractéristique des CSLs. Ces résultats appuient la nécessité¢ de cibler spécifiquement la
CSL pour le traitement de ces patients. De facon intéressante, cette approche a été
proposée récemment par Heidel et al., qui ont réussi a éliminer les CSLs de LMC dans un
modele murin, par inactivation génétique et pharmacologique de Ctnnbl, un facteur
important dans ’autorenouvellement (Heidel et al., 2012). Ceci constitue une stratégie
potentiellement intéressante pour contrer la résistance au traitement qui est une

caractéristique de cette leucémie agressive.
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Overexpression of PRDM|6 in the Presence and
Absence of the RUNXI/PRDM 16 Fusion Gene in
Myeloid Leukemias

To the Editors:

In a recent study published in Genes, Chromo-
somes & Cancer, Sakai et al. (2005) reported the
identification of a novel RUNXI partner gene,
MDS1/EVII-like gene 1 (PRDMI16), in a patient
with acute myeloid leukemia (AML) M4 with the
t(1;21) translocation. This fusion gene has also
been described recently in a case of t(1;21) positive
therapy-related AML (Stevens-Kroef et al., 2006).
The t(1;21)(p36;q22) is a rare but recurrent translo-
cation associated with de novo and therapy-related
AML and with myelodysplastic syndromes (MDS).

We, here, describe the first case of chronic mye-
loid leukemia (CML) blast crisis cells in which the
RUNX1/PRDM16 fusion gene likely contributed to
clonal evolution from CML to AML. A 59-year-old
woman was referred in July 2000 for a CML. Cyto-
genetic analysis showed 46,XX,t(9;22)(q34.1;q11.2)
in 20 metaphases (UPN 00-H59). She was treated
initially with IFN for 20 months with a minor cyto-
genetic response and then with imatinib mesylate.
After 6 months of imatinib, she developed a blastic
transformation with 68% blast cells in the peri-
pheral blood. Cells were obtained after an
informed consent. Conventional G-banding karyo-
type showed a possible deletion at band 21q22 in
addition to the t(9;22) in all metaphases. Spectral
karyotyping of these cells revealed a t(1;21) trans-
location in addition to the t(9;22) translocation
(UPN 02-H056)(Fig. 1A and 1B). The t(1;21)
translocation was not present in chronic phase cells
isolated from this patient. Fluorescence in situ
hybridization (FISH) experiments were performed
on peripheral blood metaphases of the blast phase
cells using bacterial artificial chromosomes (BACs)
and Pl-derived artificial chromosomes (PACs)
clones obtained from the BACPAC Resource Cen-
ter (Children’s Hospital Oakland Research Insti-
tute in Oakland, California, htep://bacpac.chori.org/
home.htm). Clone physical positions and covered
genes are available at the UCSC Human Genome
Browser (http://genome.ucsc.edu/). The RUNXI
gene located at band 21q22.12 was first studied
using two selected BACs, RP11-771C10 (contain-
ing intron 6 to exon 8 and the 3’ end of RUNXT)
and RP11-299D9 (containing intron 1 to exon 8

© 2006 Wiley-Liss, Inc.
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and the 3’ end of RUNXI). Split signals were
observed with BAC RP11-299D9 (Fig. 1C). The
candidate gene, PRDM 16, located at band 1p36.32
was studied using two PACs, RP1-163G9 (contain-
ing the 5’ end of PRDMI16, exon 1 and intron 1)
and RP4-785P20 (containing intron 3 to exon 17 of
PRDM16) and the BAC RP11-659]J6 (containing
part of intron 1, exons 2 and 3, part of intron 3 of
PRDM16). A split signal was detected using PAC
RP1-163G9, indicating that the breakpoint was in
intron 1 of PRDM16 (Fig. 1D). On the basis of the
results of the FISH studies, we designed PCR pri-
mers covering most exons of RUNXT in both direc-
tions (forward and reverse), and for PRDM16 in
exon 1 (forward), exons 2—4 (reverse) to assess the
expression of PRDMI6/RUNXI and RUNXI/
PRDM 16 fusion products. RT-PCR analysis and
sequencing of the amplicons revealed eight
RUNX1/PRDM16 transcripts joining RUNXI exons
5 or 6 and PRDM16 exons 2 or 3. Two RUNXI/
PRDM16 cDNAs represented an open reading
frame encoding exons 1-5 or exons 1-6 of the
RUNXI gene containing the RUNT domain fused
to exon 2 of PRDM16 that contain the PR domain
(Fig. 2). However, the reciprocal PRDM16/RUNX]I
fusion transcript was not detected. We analyzed
the relative expression levels of PRDMI6 using
real-time PCR (ABI Prism 7900HT Sequence
Detection System) in our CML case at the time of
chronic phase (UPN 00-H59) and blast crisis (UPN
02-HO056), and we compared PRDM16 transcript
levels in this case to a series of 88 other myeloid
malignancies without evident karyotypic abnor-
malities of chromosomal band 1p36.3 (including 4
CML-blast crisis derived cell lines, 6 CML blast
crisis samples, 14 MDS and MDS transformed to
AML samples, and 68 AML samples of different
morphological and cytogenetic groups). The Ct
(threshold cycle) values of PRDM16 were normal-
ized to an endogenous control gene (GAPDH)
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Figure |.  (A) Standard cytogenetic analysis of leukemic cells with the
t(9:22)(q34.1;q11.2) and ?del(21)(q22) (UPN 02HO056). (B) Spectral
karyotype of leukemic cells with the t(9;22)(q34.1;q11.2) and
t(1;21)(p36.32;q22) (UPN 02H056). (C) FISH on metaphases with the
t(1;21)(p36.32;q22) (UPN 02H056) using the RUNX probe (BAC RPI I-
299D9) that shows one signal on the normal chromosome 21 and a split

(ACt = CtPRDMl() — CtGAPDH) and Compared with
a calibrator sample, using the AACt method (AACt
= ACtgympie — AACtggiibracor)- The human GAPDH
predeveloped TagMan™ assay (PN4326317E) was
used as the endogenous control. As the calibrator,
we used the average Ct value in four normal bone
marrow samples. PRDM16 expression was quanti-
fied with an assay targeting exons 9 and 10
(Hs00922679_m1, ABI). An additional assay target-
ing exons 1 and 2 was performed in case UPN 02-
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signal on the rearranged der(l) and der(21) (long arrows). (D) FISH on
metaphases with the t(1;21)(p36.32;,q22) (UPN 02HO056) using the
PRDM 16 probe (PAC RPI-163G9) that shows one signal on the normal
chromosome | (short arrow) and a split signal on the der(l) and der(21)
(long arrows).

HO056 to discriminate between the level of expres-
sion of the normal PRDM16 gene and the fused
PRDMI16 (that does not contain exon 1 of
PRDM16). High PRDM16 expression was found in
the CML blast crisis cells isolated from our patient
when oligonucleotides specific for exons 9—10 were
used (Fig. 3). In contrast, primers specific for cDNA
sequences derived from exon 1 did not detect
PRDM 16 expression although they could amplify
material from control cells, indicating that the over-

Genes, Chromosomes & Cancer DOI 10.1002/gcc
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Figure 2. Schematic representation of RUNXI and PRDMI6 wild-type proteins and the putative chi-
meric protein RUNXI/PRDMI 6. Partial nucleotide and amino acid sequences of the two RUNXI/PRDM16

in-frame fusions. Arrows indicate the t(1;21) breakpoints. RHD, runt homology domain; TA, transactivation
domain; PRD, PR domain; ZnF, zinc finger domain; PRR, proline-rich domain; RD, repressor domain; AD,

acidic domain.

expression was specific to the fused PRDM 16 tran-
script and excluded up-regulation of the unrear-
ranged allele (data not shown). Interestingly, a sig-
nificant overexpression of PRDM16 (mRNA levels
more than

10-fold above value detected in normal bone mar-
row control cells) was detected in 17 other myeloid
samples of different morphological types, including
one CML in blastic phase (CML-BP), UPN 06-H006
(Fig. 3). The RUNXI-PRDM16 fusion gene was not
detected by FISH in these cases and experiments are
currently being performed to detect other possible
cryptic PRDM 16 rearrangements. The PRDM16 gene
was not expressed in the MC3 CML-BP cell line
(kindly provided by Dr. C. Gambacorti-Passerini) that
was shown to have an unbalanced t(1;21) transloca-
tion detected by M-FISH (Gribble et al., 2003). FISH
studies also failed to reveal a RUNX7-PRDM 16 fusion
in this cell line. In contrast, PRDM16 expression was
down-regulated not only in favorable-risk AML
(t(8;21), t(15;17), and inv(16)), as previously reported
(Barjesteh van Waalwijk van Doorn-Khosrovani
et al., 2003) but also in leukemias with MLL (11q23)

translocations.

Genes, Chromosomes & Cancer DOI 10.1002/gcc

In this study, we describe a patient with CML
who acquired a t(1;21)(p36;q22) translocation dur-
ing the course of disease progression. Despite the
frequent association of additional genetic abnor-
malities in the acute phase of CML, the molecular
events leading to the transition from the chronic
phase to the blast crisis remain poorly understood.
Chromosomal translocations are infrequent sec-
ondary abnormalities in CML blast crisis. Indeed,
the t(7;11)(p15;p15) has been described in less
than 1% of myeloid blast crisis and the
t(3;21)(q26;q22) in ~2%. Nevertheless, the chi-
meric genes associated with these translocations,
NUP9S/HOXA9 (Mayotte et al., 2002) and AMLI1/
MDS1/EVII (Cuenco and Ren, 2001), respectively,
have been shown to be important in the pathoge-
nesis of CML progression. The hematopoietic
transcription factor RUNXI (AMLI) is one of the
most frequent target genes involved in leukemias.
Numerous fusion partners of this gene have
been identified in chromosomal translocations. In
the blastic phase of CML, RUNXI has already
been involved in rare cases of t(8;21)(q22;q22) and
in t(3;21)(q26;q22). Here, we have identified
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Figure 3. Expression analysis of PRDMI6 (exons 9 and 10) using
real-time PCR in 105 samples: 4 normal bone marrow (BM) samples,
CD34 isolated from normal bone marrow (CD34+), 5 normal periph-
eral blood (PB) samples, one colon carcinoma cell line (HCT-116), 4
CML-BP derived cell lines: K562, KU812, MC3, MEGOI, 14 MDS and
MDS/AML, 7 CML-BP (including present case with t(1;21), 02-HO056),
present CML case in chronic phase (CML-CP, 00-H59), 68 AML (FAB
type: MO, M1, M2, M4, M5 of different cytogenetic groups and AML with
t(11)(g23), t(15;17), and t(8;21) and with inv(16)). All samples were

PRDM]16 as another fusion partner of RUNX/ in
advanced CML. The PRDM16 gene (also known
as MEL]I), encodes a zinc finger transcription factor
highly similar to MDS1/EVI1, a member of the
PR-domain family involved in leukemogenesis.
PRDM16 was isolated as a gene transcriptionally
activated by the t(1;3)(p36;q21) in cells from
patients suffering of MDS and AML (Mochizuki
et al., 2000). PRDM16 belongs to a family of pro-
teins containing a PR domain (PRDI-BF1-RIZ1
homologous region) that is related to the SET do-
main and may be involved in the regulation of
chromatin-mediated gene expression as a protein-
binding interface. As for some other PR domain
members, two alternative splicing forms of
PRDM16 are expressed, although at a relatively
low level in normal hematopoietic cells (Lahortiga
et al., 2004). The longer form, MEL]1, is similar to
MDS1/EVII, an alternative splicing between MDS/
and EVII containing the PR domain at the amino-
terminus, whereas the shorter form, KL/ or

tested in duplicate and the average values were used for quantification.
The graph shows ratios of 1/ACt. The horizontal gray line indicates the
average ratio in the four normal bone marrow samples (calibrator) and
the horizontal dotted lines indicate an arbitrary |/ACt ratio of 0.21 and
0.09 for significant up or down-regulation respectively (or mRNA levels
more than |0-fold above or under value detected in normal BM control
cells). ACt values are: 04-H070: 3.1; 02-HO056: 0.3; 06-HO006: 3.4;
00-H59: 7.3; 02-H009: 0.2; 02-HO75: 3.1; 03-H033: 1.9; 04-H120: 1.7;
04-HO006: 0.5; 04-H054: —2.2; 03-HO52: I.1; Average normal BM: 8.0.

MELIS, is comparable to EVII without the PR do-
main (Nishikata et al., 2003). Two opposite func-
tions, depending on the presence or absence of the
PR domain, have been suggested for some mem-
bers of the PR domain family genes. The PR con-
taining forms contribute to tumor suppression,
while the PR-absent forms are oncogenic (Jiang
and Huang, 2000). The RUNX1/PRDM16 fusion in
our case shares a high degree of sequence similar-
ity with the AMLI/MDS1/EVII (AME) fusion,
including the presence of the RUNT domain of
RUNXI, the PR domain, and the two zinc finger
DNA binding domains of PRDM16, suggesting a
similar molecular mechanism of leukemogenesis
(Fig. 2). The abnormal RUNX! fusion proteins
may mediate the aberrant recruitment of transcrip-
tional corepressors leading to gene expression
deregulation. Aberrant oligomerization may also
contribute to the oncogenic activity of AME by
the inappropriate recruitment of HDAC and CtBP
corepressors, resulting in the transcriptional repres-
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sion of RUNX/ target genes and the repression of
transforming growth factor-B-mediated growth in-
hibitory signaling (Nitta et al., 2005; Senyuk et al.,
2005). The RUNX1/PRDM16 tusion gene may also
lead to the inappropriate expression of PRDM16
driven by the RUNXI promoter contributing to
the blastic transformation in our CML case. Inter-
estingly, the translocation breakpoint in t(1;21) in
the three patients published thus far (including
one in this report), is in the same region as the
retroviral integration site at mouse Prdm16 locus in
immortalized immature myeloid progenitor cell
lines. This retroviral integration promotes the
expression of Prdm16 lacking the PR-domain (Du
et al., 2005). This recently published study iden-
tified Prdmi16 as a gene potentially involved in
immortalization.

Our data suggested that the RUNXI/PRDMI16
fusion gene may play an important role in CML
progression possibly contributing to immortaliza-
tion of the leukemic stem cell. Since the t(1;21)
translocation is difficult to detect by conventional
cytogenetics, the RUNXI/PRDMI6 fusion gene
may likely be underestimated in myeloid leuke-
mia. Moreover, considering the significant propor-
tion of myeloid malignancies with PRDM16 over-
expression in the absence of the RUNXI-PRDM16
fusion gene in our study, the deregulation of
PRDM 16 by other molecular mechanisms may play
a larger role in myeloid leukemogenesis.
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