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RESUME

La leucémie myéloide aigiie (LMA) est la forme de leucémie la plus fréquente chez
I'adulte au Canada. Bien que de nombreux réarrangements chromosomiques récurrents
aient été identifiés chez les patients LMA, prés de la moitié des cas présentent un caryotype
normal (LMA-CN). L’étude de la LMA-CN in vitro est rendue difficile par le fait que la survie
des cellules primaires de patients est défectueuse sur le long terme et que les lignées
cellulaires leucémiques ont un caryotype hautement anormal. En 2009, Munker et son
équipe ont établi une nouvelle lignée cellulaire, CG-SH, ayant la particularité d’avoir un
caryotype normal. L’objectif principal de ce projet d’étude est de caractériser plus en détail
ce nouveau modele d’étude. Nous avons identifié I'’ensemble des variants génétiques
présents dans CG-SH grace au séquencage du génome entier. Les variants susceptibles de
participer a la leucémogénese ont été isolés, tels que des insertions détectées dans EZH2
et GATAZ, et de nombreux variants faux-sens détectés dans des geénes pertinents pour la
LMA. Nous avons montré que les cellules CG-SH sont sensibles a I'effet prolifératif d'une
combinaison de cytokines, qui agissent sur le comportement des cellules en modifiant
I'expression des geénes associés a la régulation de la prolifération, de 'apoptose et de la
différentiation. De plus, les cytokines diminuent le taux de nécrose des cellules en culture
sur le court terme. La présente étude a permis d’approfondir notre connaissance sur les
caractéristiques moléculaires de la lignée cellulaire CG-SH, un nouveau modele d’étude in

vitro de la LMA-CN.

Mots-clés : Leucémie myéloide aigiie, Lignée cellulaire leucémique, Séquencage nouvelle

génération, Cytokines



ABSTRACT

Acute myeloid leukemia (AML) is the most frequent form of leukemia in the adult
population in Canada. Although many recurrent chromosomal rearrangements have been
identified in AML, almost half of all adult patients will present with a normal karyotype
(NK-AML). The in vitro study of NK-AML is difficult because the long-term survival of
primary patient samples is deficient and AML cell lines have a highly abnormal karyotype.
In 2009, Munker and collegues established a new cell line, CG-SH, with the advantage of
having a normal karyotype. The main goal of this research project s to further characterize
this new model system. We identified all the genetic variants present in the CG-SH cells
using whole genome sequencing. We also isolated the variants that are susceptible to
participate to leukemogenesis, including the insertions detected in EZHZ and GATAZ, and
several missense mutations occurring in relevant genes for AML. We found that a
combination of cytokines promotes the proliferation of CG-SH cells, and that cytokines act
on the cells behavior through expression changes of the genes involved in the regulation
of proliferation, apoptosis and differentiation. Moreover, cytokines trigger a decrease of
the necrotic rate of CG-SH on the short-term. The current study allowed us to better
appreciate molecular characteristics of the CG-SH cell line, a new model to study NK-AML

in vitro.

Keywords: Acute myeloid leukemia, Leukemic cell line, Next generation sequencing,

Cytokines
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CHAPITRE 1: INTRODUCTION

1. Le systeme hématopoiétique :

1.1. Définition de I'hématopoiese :

Le sang est un tissu hautement régénératif en raison de la courte vie des cellules
sanguines 1, puisqu’il génere un billion de cellules par jour dans la moelle osseuse d’un
adulte 2. L’hématopoiese est le processus par lequel les cellules souches hématopoiétiques
(CSH), qui sont au sommet de la hiérarchie de la lignée hématopoiétique, produisent
différentes cellules progénitrices qui se différentient progressivement pour donner a leur
tour les cellules du sang (Figure 1.1) 13. Les cellules sanguines matures incluent les
hématocytes (ou érythrocytes et globules rouges), les plaquettes générées a partir de
mégacaryocytes et les leucocytes (ou globules blancs, qui comportent les granulocytes, les
monocytes et les lymphocytes), ayant des fonctions diverses dans I'organisme (Tableau

1.1) 3.

Pour pouvoir régénérer le systeme hématopoiétique au complet, les CSH doivent a la
fois s’auto-renouveler pour maintenir le pool de CSH et se différencier 4 Les cellules
souches embryonnaires (CSE) sont dérivées du mésoderme embryonnaire 1 et migrent
d’'un site hématopoiétique a un autre pendant le développement >7. Les sites de
I’hématopoiese durant le développement sont séquentiellement le sac vitellin, I'aire aorte-
gonade-mésonéphros (AGM), plus récemment découvert : le placenta 8, qui forment le
systéeme primitif; le foie foetal, le thymus, la rate et la moelle osseuse, qui forment le
systeme définitif 1. Il existe des différences phénotypiques entre les CSH adultes et
embryonnaires °. Les CSE sont pluripotentes et donc capables de donner naissance a
toutes les cellules d’'un organisme, alors que les cellules adultes sont multipotentes et ne

génerent que les cellules du sang. Les CSE sont capables d’expansion via des divisions



symétriques donnant deux cellules souches identiques, alors que les CSH adultes
effectuent préférentiellement des divisions asymeétriques (désignées par le terme
« d’auto-renouvellement ») donnant une cellule souche et une cellule engagée dans la
différentiation. De plus, les phénomenes de quiescence et de senescence ne sont observeés
que chez les CSH adultes (Figure 1.2). Les CSH adultes sont principalement quiescentes
(en phase GO du cycle cellulaire), mais elles peuvent aussi reprendre le cycle en se
renouvelant ou rentrer en différentiation, en sénescence ou en apoptose. On estime

qu’'une CSH se divise en moyenne 1 fois tous 145 jours.

Critical transcription factors for blood development
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Figure 1.1 : L’hématopoieése et les facteurs de transcription impliqués.

Réédité a partir de Cell 1 © 2008, avec la permission d’ Elsevier.

Abréviations : LT-HSC, cellule souche hématopoiétique de long terme; ST-HSC, cellule
souche hématopoiétique de court terme; CMP, progéniteur myéloide commun; CLP,
progéniteur lymphoide commun; MEP, progéniteur mégacaryocyte/érythroide; GMP,
progéniteur granulocyte/macrophage; RBCs, globules rouges.



Tableau 1.1: Les types de cellules sanguines et leurs fonctions.

Spécialisation | Cellules matures du sang Fonction des cellules
Cellule CD4+ qui reconnait les antigénes présentés par le
complexe majeur d'histocompatibilité de type II. Les Th1
Lymphocyte T participent aux réponses retardées de type
auxiliaire (Th1 et Th2)  hypersensibilité et protégent des pathogenes et viruses.
° % Les Th2 aident les lymphocytes B et aide a exterminer et
< 2 '
= > les parasites.
= S| C A . : - .
a, < Participe a 'homéostasie et au maintien de la tolérance
g 2. Lymphocyte T . o 1 er
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Figure 1.2 : Auto-renouvellement et survie des CSH.

Réédité a partir de Cell ° © 2007, avec la permission d’ Elsevier.
Abbréviations : ESC, cellules souches embryonnaires; HSC, cellules souches
hématopoiétiques.

1.2. Régulation de ’hématopoiese :

1.2.1. Les facteurs de transcription :

L’hématopoiese est un processus hautement régulé faisant intervenir des
changements d’expression génique. Parmi les facteurs de transcription qui régulent le
développement du systeme hématopoiétique, il y a ceux qui sont impliqués dans la
formation et la fonction des CSH, tels que MLL, RUNX1, ETV6, tall et LMO2; et ceux qui
ont un role dans la spécialisation cellulaire pendant la différentiation, incluant PU.1, Gfi-1
et CEBPA 1. Il en est de méme pour I'hématopoiese adulte, bien que les facteurs de
transcription puissent étre différents ou avoir d’autres fonctions. En effet, RUNX1 qui est
un facteur de transcription essentiel au développement du systéeme hématopoiétique
embryonnaire, n’est plus impliqué dans le maintien des CSH chez la souris adulte et

devient nécessaire a la différentiation mégacaryocytaire et lymphocytaire 10. Certains



autres facteurs régulent la prolifération des CSH, tels que HOXB4 1112, et d’autres
participent a chaque étape de la spécialisation des progéniteurs (Figure 1.1), tels que
GATA1 13. La régulation de la différentiation s’effectue grace a une combinaison de
facteurs de transcription, associés a des destins cellulaires différents, qui agissent au sein
d’'un complexe protéique et ont un effet antagoniste les uns sur les autres 13. Ainsi, la
cellule doit activer le facteur de transcription qui va permettre I’engagement dans son
propre destin cellulaire, et en méme temps inhiber les autres facteurs associés a des
spécialisations alternatives. Par exemple, le destin cellulaire differe selon si GATA-1
(érythroide/mégacaryocyte/éosinophile) ou PU.1 (myéloide) est le plus fortement
exprimé dans la cellule 13. Les facteurs de transcription impliqués dans I’hématopoiese
peuvent fonctionner en coopération avec des cofacteurs (co-activateurs ou co-
répresseurs) qui régulent leur effet sur la transcription, en recrutant la machinerie de
remodelage de la chromatine, ou en modifiant de facon covalente les facteurs de

transcription 14,

1.2.2. Les mécanismes épigénétiques :

Le terme « épigénétique » fait référence a des changements stables et héritables de
I'expression des genes, sans que la séquence ADN ne soit modifiée. Les mécanismes
épigénétiques fonctionnent de fagon concertée afin d’activer ou de réprimer |’expression

des genes régulateurs de I'’hématopoiese 14,

1.2.2.1. Modifications de la chromatine :

Les modifications post-traductionnelle des queues d’histones modulent
'accessibilité de 'ADN aux protéines de la machinerie d’expression des genes telles que
les facteurs de transcription (comme énoncé en section 1.2.1) 4, Parmi ces modifications,

I'acétylation des histones (catalysée par les histones acétyl transférases) participe a



I'activation de certains genes impliqués dans I'hématopoiése. Des histones acétyl
transférases telles que CBP recrutée par GATA1, et MOZ sont respectivement nécessaires
ala production de B-globine 15, et de cellules B 16. Une autre modification des histones est
la méthylation. Alors que la méthylation des arginines est associée a I'activation des génes,
'effet de la méthylation des lysines dépend du résidu sur lequel elle a lieu 17. Parmi les
histones lysine méthyl transférases (HKMT), deux types de familles protéiques majeures
appelées Polycomb et Trithorax, répriment et activent respectivement les genes du
développement embryonnaire, tels que les genes HOX 21418, Certains composants de ces
complexes participent a 'hématopoiese. Par exemple BMI1 (appartenant au complexe
Polycomb PRC1) est essentiel a 'auto-renouvellement des CSH 1819 et EZH2 (appartenant
au complexe Polycomb PRC2) est impliqué dans la multipotence des CSH et dans la

leucémogenese 2021,

1.2.2.2. Méthylation de 'ADN :

La méthylation de I’ADN consiste en I'ajout d'un groupement méthyl en C5 d’'une
cytidine et a lieu au niveau des flots CpG de ’ADN (lorsque les cytosines sont liées par une
liaison phosphodiester aux guanines) et est associée a des régions de la chromatine
transcriptionnellement inactives 14 Cette réaction est catalysée par une famille de
meéthyl-tranférase appelées DNMT, incluant DNMT1 qui est essentielle a 'hématopoiése.
En effet, les CSH adultes murines DNMT1-déficientes présentent des défauts d’auto-
renouvellement, de différentiation et de rétention des CSH dans les niches (voir la

définition des niches a la section 1.2.3) 22,

1.2.3. Les niches hématopoiétiques et les signaux extrinseques :

Les CSH sont régulées par leur microenvironnement dans la moelle osseuse (située

dans la partie centrale des os longs), appelé « niche » 14 Dans la niche endostéale, les



ostéoblastes modulent la prolifération des CSH et leurs fonctions cellulaires en
interagissant avec les CSH via des jonctions adhérentes, ou en sécrétant des molécules
signalétiques telles que I'angiopoiétine 23-25, L'importance des macrophages spécialisés de
I'os endostéal (appelés « ostéomacs ») dans le maintien et la rétention des CSH a été
reportée 2627, Par la suite, des CSH capables de reconstituer I'hématopoiése a long terme
(LT-CSH) ont été détectées au niveau de l'endothélium des vaisseaux sinusoides,
suggérant l'existence d'une niche vasculaire 28. Les cellules réticulaires de cette niche
expriment le ligand chimiotactique CXCL12 induisant la migration des CSH 2230, D’autres
cellules localisées autour des sinusoides, des cellules souches mésenchymales (nestine+),
sécretent des facteurs hématopoiétiques importants, tels que SCF, I'interleukine-7, ou la

molécule d’adhésion des cellules vasculaires 1 (VCAM1) 31

2. Laleucémie myéloide aigiie :

La leucémie est le terme utilisé pour désigner 'ensemble des cancers qui touchent les
cellules souches de la moelle osseuse. La LMA, débute a partir de cellules progénitrices de
la lignée myéloide, et est a opposer aux leucémies lymphoblastiques qui atteignent les
précurseurs des lymphocytes. C’est une forme aigiie de leucémie, c’est-a-dire a évolution
rapide, pouvant prendre quelques jours ou quelques semaines pour se développer. Elle
est a opposer a la forme chronique de leucémie, dont I’évolution peut prendre quelques

mois a quelques années, et dont les symptomes sont souvent inexistants au début 32,

2.1. Incidence:

D’apres les chiffres de la Société Canadienne du cancer la LMA estla forme de leucémie
la plus fréquente chez I'adulte au Canada, avec 1114 nouveaux cas de LMA reportés en
2007, le nombre de déceés par LMA en 2008 était de 815, et 1300 cas de LMA étaient
attendus en 2010 33. Aux Etats-Unis, les statistiques estimées pour 2013 sont 14 590



nouveaux cas de LMA et 10 370 déces dus ala LMA, majoritairement des adultes 34. Malgré
de nombreux cas infantiles, cette maladie est liée a la vieillesse, la moyenne d’age des
patients LMA est environ de 70 ans. La prévalence de la maladie est de 3,8 cas sur 100 000,
allant jusqu’a 17,9 cas sur 100 000 pour les adultes de 65 ans et plus 35. Chez les patients
agés, les LMA dites «secondaires», qui surviennent suite au traitement par
chimiothérapie pour un autre cancer ou suite a un désordre hématologique antécédent,
représentent 30 a 40% des cas. De plus, I'incidence de la LMA de novo, émergeant

spontanément augmente avec I’age 3°.

2.2. Symptomes et caractéristiques :

La LMA se caractérise par une accumulation de cellules myéloides immatures dans la
moelle osseuse qui sont incapables de se différencier en cellules matures du sang et qui
proliferent anormalement jusqu’a ce que leur nombre dépasse celui des cellules normales
3637, C’est alors que les symptomes de la maladie apparaissent, car il y a perte des cellules
hématopoiétiques  (insuffisance = médullaire), telles que les granulocytes
(granulocytopénie), les thrombocytes (thrombocytopénie), les globules rouges (résultant
en une anémie), et parfois les leucocytes (leucopénie). Les symptomes de la LMA, tels que
fatigue, hémorragie, infection, fievre et dyspnée expiratoire (difficulté respiratoire lors de
'expiration), sont variés et ne sont pas spécifiques de la maladie 37. L’anémie est le signe
le plus commun de l'insuffisance médullaire et les patients sont alors suivis de pres 3°. Les
blastes leucémiques peuvent s’infiltrer dans d’autres tissus, tels que le cerveau, les
poumons, le foie, la peau, les nceuds lymphatiques, en passant par le sang et provoquer
d’autres symptomes ou la mort 3637, Une autre cause de déces est l'infection liée a la perte

des neutrophiles 3¢,



2.3. Diagnostic et traitement :

Le diagnostic de la LMA repose sur le fait que plus de 20% (critere de 'Organisation
Mondiale de la Santé) ou 30% (critére du comité Francais-américain-britannique) des
cellules de la moelle osseuse ou du sang sont des blastes 36-38, Les patients avec les
anomalies = chromosomiques  suivantes: t(8;21)(q22;922), inv(16)(p13q22),
t(16;16)(p13;922), ou t(15;17)(q22;q12) sont diagnostiqués pour la LMA

indépendamment du pourcentage en cellules hématopoiétiques (voir la section 2.5) 38.

Le traitement de la LMA est divisé en deux phase : I'induction, une chimiothérapie qui
vise une rémission compleéte, et la post-induction, qui vise a empécher la rechute 36:37.39,
La décision concernant les premiers traitements dépend de facteurs pronostiques variés,
qui permettent en général de prédire la réponse a la chimiothérapie d'induction, ainsi que
le risque de rechute apres le traitement (Tableau 1.2) 37. L'induction consiste
généralement en un traitement de chimiothérapie avec des composés cytotoxiques,
alternant 7 jours d’injection de cytarabine et 3 jours d’anthracycline, ou thérapie « 3+7 »
3940 ]l existe trois thérapies post-induction possibles pour les jeunes patients: la
chimiothérapie, la greffe de moelle osseuse provenant d'un donneur HLA-compatible ou
non (transplantation allogénique ou allogreffe) et la greffe de moelle provenant des
propres cellules du patient (transplantation autologue ou autogreffe) 37. Il existe
également des thérapies ciblées dirigées spécifiquement contre des marqueurs de la LMA,
telles que 'azacitidine, un agent déméthylant 4142, les inhibiteurs FLT3 tyrosine kinase 43

et le Mylotarg combinant un anticorps anti-CD33 avec un antibiotique antitumoral 44.



Tableau 1.2 : Facteurs pronostiques défavorables pour les patients avec la LMA.

Facteurs utilisés pour prédire la réponse a la
chimiothérapie d'induction

Facteurs utilisés pour prédire la rechute

Caryotype défavorable
Age > 60 ans

LMA secondaire

Faible score de performance
Caractéristiques de résistance a de multiples
substances

Nombre de leucocytes > 20 000/mm3

Immunophénotype défavorable

Caryotype défavorable
Age > 60 ans

Réponse retardée a la chimiothérapie
d'induction

Caractéristiques de résistance a de multiples
substances

Nombre de leucocytes > 20 000/mm3

Sexe féminin

Niveau de lactate déshydrogénase élevé

Prolifération autonome des cellules

Cellules CD33 positives .
leucémiques

Reproduit et traduit avec la permission de N Engl ] Med 37, Copyright Massachusetts
Medical Society

2.4. Classification franco-américano-britannique (FAB) des LMA :

La classification FAB des leucémies aigiies est fondée sur les criteres morphologiques
des cellules leucémiques, qui permettent de déterminer leur degré de maturité et leur
spécialisation. Elle inclut les leucémies aigiies de type lymphoblastiques et myéloides.
Cette classification proposée en 1976 par des hématologues frangais, américains et
britanniques apres l'étude de 200 cas de leucémies repose sur des techniques
morphologiques et cytologiques basiques. Ainsi, on distingue 7 groupes de LMA : M1
(leucémie myéloblastique sans maturation), M2 (leucémie myéloblastique avec
maturation), M3 (leucémie promyélocytique hypergranulaire), M4 (leucémie
myélomonocytique), M5 (leucémie monocytique), M6 (érythroleucémie) et M7 (leucémie

mégacaryocytaire) 4546,
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2.5. Classification de I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) des LMA :

La classification FAB des tumeurs des tissus hématopoiétiques et lymphoides par
I'OMS vise a différentier les maladies qui sont cliniquement significatives, qui sont
mutuellement exclusives et dont le diagnostic est possible en utilisant les techniques
aujourd’hui disponibles 47. Ce classement repose sur des criteres cliniques,
morphologiques, immunophénotypiques, génétiques et biologiques 4748. La premiere
classification de 2001 a été révisée en 2008 pour y ajouter de nouvelles catégories basées
sur des découvertes plus récentes. Cependant, des « entités provisoires » subsistent dans
ce nouveau classement, car les récentes informations méritent d’étre approfondies 48. Par
exemple, dans les LMA a caryotype normal, les cas présentant des petites mutations dans
les genes NPM1 et CEBPA pourraient constituer des entités a part entiere. Certaines
anomalies cytogénétiques fréquemment retrouvées dans les cas de LMA, telles que les
translocations t(8;21)(q22;q22) et  t(16;16)(p13.1;922), ou I'inversion
inv(16)(p13.1q22), suffisent a différentier quelques groupes, sinon la classification des

types de LMA dépend de criteres morphologiques, cliniques et phénotypiques 48.
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2.6. Signatures moléculaires de la LMA et facteurs pronostiques :

2.6.1. Les mutations:

2.6.1.1. Les anomalies chromosomiques :

La plupart des LMA présentent des anomalies chromosomiques récurrentes, telles
que des translocations et des inversions, impliquant notamment des oncogénes de fusion
49, Les mutations cytogénétiques sont des facteurs pronostiques qui permettent de
prédire la sensibilité et la résistance des cellules leucémiques aux traitements
conventionnels 36. Le caryotype est le facteur de prédiction du pronostic le plus puissant
pour la LMA, et permet de classer les jeunes patients adultes dans des catégories de risque
favorable, intermédiaire et défavorable 0. Les catégories de risque en fonction du
caryotype ont été révisées par le Conseil de Recherche Médicale (Medical Research
Council) apres I'étude de 5876 patients (entre 16 et 59 ans) qui étaient classés dans 54

groupes cytogénétiques différents, et incluent des anomalies cytogénétiques rares >1.

Parmi les anomalies cytogénétiques de risque favorable, on compte la
translocation (15;17)(q22;q21) qui conduita la fusion PML-RARA 5%, et les
réarrangements impliquant le complexe hétérodimérique de transcription « core binding
factor » (ou CBF) qui sont présentes dans 10 a 20% des cas de LMA 3650, Ceux-ci incluent
t(8;21)(q22;q22) entrainant la fusion RUNX1-RUNX1T1, inv(16)(p13.1q22) impliquant
CBFp, et plus rarement t(16;16)(p13.1;q22) conduisant a la fusion CBF-MYH11 5355,

De plus, certaines anomalies chromosomiques prédisent un pronostic défavorable.
C’est le cas de celles qui impliquent le géne MLL, un facteur de transcription majeur de
I’hématopoiese (voir section 1.2.1) qui compte plus de 60 partenaires de fusion 5657, La
fusion MLL-AF9 (t(9;11)(p22;q23)) est la plus fréquente 58, D’autres translocations
impliquent ELL, MLLT1, AF6 ou encore AF10 5759, La translocation rare t(6;9)(p23;q34)

entraine la fusion DEK-CAN et est également associée a un pronostic défavorable 6061,
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2.6.1.2. Les mutations génétiques moléculaires :

Cependant, un peu moins de la moitié (40 a 45%) des cas de LMA adultes ne
présentent pas de réarrangements chromosomiques ayant une valeur pronostic, ceux
sont des LMA a caryotype normal (LMA-CN) 0. Le séquencage de génomes de LMA-CN a
permis la détection de mutations moléculaires génétiques récurrentes plus petites, telles
que des insertions/délétions, et des mutations ponctuelles 62.63. Ces mutations génétiques
moléculaires seules, ensembles, ou en combinaison avec les mutations cytogénétiques

constituent également des facteurs pronostiques >°.

Les mutations des genes NPM1 (petites insertions hétérozygotes) et FLT3 (surtout
une duplication interne en tandem (ITD) sont les plus fréquentes pour les LMA-CN, et
représentent respectivement environ 50% et 30-50% des cas 485664 De plus, les
mutations de NPM1 prédisent un pronostic favorable 63, surtout en I'absence de mutation
dans FLT3 6668 et la mutation FLT3-ITD confere un pronostic défavorable 6971 et est
associée a la fusion PML-RARA 7273, Le gene CEBPA est muté dans 5 a 10% des cas de LMA,
plus fréquemment dans les LMA-CN et dans quelques cas de LMA familiales 505674, Les
mutations de ce géne conferent un pronostic favorable aux patients LMA-CN ou de risque
intermédiaire 7>76, D’autres mutations dans des genes codant des régulateurs de
I’hématopoiese tels que TETZ 77-79, IDH1/2 80-83, ASXL.1 84-86 et DNMT3A 8788, ont été

récemment découvertes.

2.6.2. L’expression génique :

Comme montré en section 2.6.1, de nombreux régulateurs de I’expression génique
sont affectés dans la LMA. Grace au développement des techniques de puces a ADN et
séquencage, des profils d’expression génique (PEG) représentant des changements

d’expression des génes caractéristiques de la LMA, ont pu étre identifiés 8°. Dans de
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nombreux cas de LMA-CN des genes surexprimés ayant une valeur pronostique ont pu
étre détectés (Tableau 1.3). De plus, I'étude de 242 patients LMA-CN, a montré que la
sous-expression de HOXA4 et la surexpression de HOXA9, MEIS1 et DNMT3A, sont

associées a des résultats cliniques peu favorables 0.

Outre 'expression différentielle de génes codant des protéines, certaines aberrations
dans l'expression des microARN constituent des marqueurs pour certains sous-types de
LMA °1, Par exemple, I'analyse de I'expression de 260 microARN chez des patients avec
des LMA génétiquement définies, montre une corrélation entre I'expression de microARN
et des sous-types de LMA, tels que les LMA avec les mutations t(8;21), t(15;17), inv(16),
NPM1, et CEBPA °2. De plus, une valeur pronostique a pu étre attribuée a de nombreux
microARN différentiellement exprimés °1, tels que miR-191 et miR-199a dont la

surexpression est associée a un pronostic défavorable 5.

Tableau 1.3 : Effets de la surexpression des génes sur le risque clinique.

Géne surexprimé Pourcentage de cas Pronostic associé
BAALC (Brian and acute leukaemia cytoplasmic gene) ~ 50 Défavorable

ERG (Ets-related gene) ~ 25 Défavorable
MN1 (Meningioma-1 gene) ~ 25-50 Défavorable
EVI1 (Ecotropic viral integration-1 gene) 6-11 Défavorable
CXCR4 (Chemokine (C-X-C motif) receptor 4) ~33 Inconnu

VEGFC (Vascular endothelial growth factor C) ~50 Défavorable

CDKNZA, p16INK4A (Cyclin-dependent kinase

inhibitor 2A) ~75 Défavorable

Adapté et traduit de la Table1l de la revue de littérature de Jonge H.].M et al 8 © 2011
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3. Approches global visant a étudier la LMA:

3.1. Puces a ADN :

La technique d’hybridation sur puce a ADN consiste en I'immobilisation de molécules
d’acides nucléiques sur une surface solide, qui servent de sondes a I’hybridation de
fragments d’acide nucléiques provenant d'un échantillon %4 Il existe des puces
d’hybridation génomique comparatives, appelées également puces a ADNc, et des puces a
ADN a polymorphisme nucléotidique, autrement appelées puces a oligonucléotides

(Figure 1.3) 9495,

Pour les puces a ADNc, des sondes d’ADNc (résultant de 'amplification des ADNc de
genes d’'intéréts insérés dans des clones, créant une bibliotheque d’ADNc) sont déposées
régulierement sur des filtres de nitrocellulose ou des lames de verre, de fagcon a créer des
taches pour chaque ADNc (Figure 1.3) %4 Les sondes d’ADNc mesurent généralement
entre 0,6 a 2,4 kb et représentent des genes spécifiques. Une fois hybridées a la puces,
elles sont détectées par radioactivité, par fluorescence simple ou par fluorescence double
9, Cette derniere technique repose sur la compétition entre 'ADN test (de tumeur par
exemple) et 'ADN controle, marqués par un fluorochrome différent. Un changement de la
fluorescence témoigne d’'une variation du nombre de copies d'un géne, pouvant aller de
quelques paires de bases (pb) a la taille d'un chromosome 9597, Cette approche a permis
de détecter de nouvelles anomalies chromosomiques dans 8 cas de LMA, telles que les
amplifications 1p36,10q26,11p15,20q13 et 22q23 ?8. La comparaison du signal des deux
échantillons permet d’éliminer les artéfacts et d’avoir un haut niveau de précision, un

avantage par rapport aux puces a oligonucléotides 5.

Pour les puces a oligonucléotides, un pattern de sondes oligonucléotidiques
correspondant a différents genes est déposé ou synthétisé directement sur une plaque de
silicone. Les fragments d’ADN test marqués par fluorescence sont hybridés aux sondes

oligonucléotidiques (Figure 1.3) °4 La taille des oligonucléotides peut atteindre 60
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nucléotides, ce qui permet de limiter les hybridations non spécifiques. Cette méthode
permet d’uniformiser la taille des oligonucléotides et de détecter 'épissage alternatif,
mais elle est limitée par la disponibilité des séquences du génome humain, qui rend la
construction de sondes oligonucléotidiques plus difficile ?4. L’application la plus fréquente
de cette technique est la détection de polymorphismes d’'un seul nucléotide (SNP) en
utilisant des oligonucléotides représentant une version allélique d’'un gene. L’intensité du
signal permet également de détecter les variations du nombre de copies de genes 9.
Kolquist et son équipe ont montré I'application de la puce a oligonucléotides a la détection
de nouvelles variations du nombre de copies géniques impliquées dans la LMA sur

I'ensemble du génome 9.

Ces deux techniques sont également applicables a I'étude des changements de
I'expression des geénes impliqués dans le cancer °4%, L’étude par puce a ADNc de
I'expression différentielle entre des échantillons de patients LMA et des cellules
hématopoiétiques normales, a permis la découverte de PEG spécifiques de la LMA 100,
L’analyse informatique des résultats d’expression génique peut étre faite avec un
apprentissage non-supervisé, ou par un apprentissage supervisé. Grace a la méthode non-
supervisée, 'analyse d’'une hybridation sur puce a oligonucléotides sur 285 patients LMA
a permis de détecter des PEG et d’isoler 16 groupes de patients avec des signatures

moléculaires et des classes pronostiques distinctes 101,

Les technologies d’hybridation sur puces a ADN confeérent une variabilité importante
entre les résultats, notamment due a la facon dont I’ADN est extrait, au marquage des
sondes, a I'hybridation non-spécifique, au type de plateforme de puce utilisée, au type

d’échantillons, a la méthode utilisée pour analyser les résultats 102,
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Figure 1.3: Comparaison entre les puces a oligonucléotides et les puces a
polymorphisme nucléotidique.

Réédité avec permission. © 2002. AmericanSociety of Clinical Oncology. Tous droits
réserves. %4

1.1. Séquencgage a haut débit :

Le séquencage de I’ADN a haut-débit était restreint a la méthode de Sanger depuis les
années 90. Apres amplification clonage de 'ADN fragmenté, chaque cycle de séquencage
inclus la dénaturation des fragments d’ADN, I'hybridation des amorces et I'extension des
amorces avec une polymérase utilisant des didésoxynucléotides (ddNTP) fournis
marqués par un fluorochrome différent pour chaque base (A,T,G,C) et leur incorporation
arréte 1'élongation. De cette maniére, un signal correspondant a la derniere base de la
séquence est détecté dans un capillaire d’électrophorese et recueilli a chaque cycle de

séquencage (Figure 1.4a). Malgré une grande précision, cette méthode est limitée par le
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fait que I'électrophorese ne puisse étre réalisée que dans 96 ou 384 capillaires différents

a la fois pour des fragments allant jusqu’a 1000 pb 103,

En 2005, I'application du séquencage de « nouvelle génération » (SNG) cyclique sur
puces a un génome bactérien, dans des prix compétitifs par rapport a la méthode de
Sanger est démontrée par Shendure J. et son équipe 104 Cette technique différe du
séquencage traditionnel (Figure 1.4b), car 'amplification clonale des fragments d’ADN
se fait grace a la ligation in vitro d’adaptateurs aux extrémités, celle-ci génere des amas
(clusters) immobilisés sur des puces correspondant a chaque fragment et le séquencage
s’effectue de maniere cyclique par détection de 'ensemble des signaux fluorescents des

puces 103,

Ainsi, plusieurs méthodes d’amplification des fragments sont disponibles pour le SNG.
La réaction en chaine par polymérase (PCR) par émulsion (utilisée par les plateformes
454, Polonator et SOLiD) utilise des billes portant un des adaptateurs auquel s’hybride un
type de fragment différent dans chaque émulsion, permettant I'amplification du fragment
a partir de I'adaptateur libre. La PCR en ponts des fragments d’ADN (utilisée par la
plateforme « Solexa » de Illumina) utilise des adaptateurs 5’ et 3’ immobilisés sur une
surface solide. Les fragments simple-brin se lient a des endroits différents a la surface par
leur adaptateur 5’, leur adaptateur 3’ libre s’hybride a son tour a un adaptateur proche du
point d’attache pour former un pont d’ADN, lequel sert de matrice a I'amplification et la
fragment double-brin est dénaturé pour former d’autres ponts 193. D’autres types de
plateformes existent, telles que la plateforme HeliScope (Helicos BioSciences) et la

plateforme Pacific Biosciences 103105

Suite a I'amplification clonale des fragments d’ADN, le séquengage consiste en la
répétition de techniques biochimiques enzymatiques et d’acquisition par imagerie
spécifiques a chaque type de plateforme, et permettant de reconstituer une séquence pour
chaque puits d’'une puce 103, Par exemple, la technologie Solexa utilise la méthode cyclique
aterminateurs réversibles, qui consiste successivement en l'incorporation de nucléotides,

I'imagerie par fluorescence et le clivage 105,
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Une fois le séquencage effectué, de nombreux logiciels informatiques sont
disponibles pour analyser les résultats bruts. L’analyse informatique vise a déduire les
bases en fonction du signal et détecter les polymorphismes (comme avec PyroBayes et
PbShort), aligner les éléments de lecture des fragments (reads) sur un génome de
référence (avec BLAST et MAQ par exemple), assembler les lectures de novo (avec Edena

par exemple), ou de visualiser le génome et annoter les séquences 103.

Le SNG est applicable a la détection de mutations somatiques dans la LMA, telles
que les variants d'un seul nucléotide (SNV), les petites insertions et délétions (indels), les
réarrangements plus importants et les variations du nombre de copies géniques 1. Trois
méthodes expérimentales permettent la détection de mutations somatiques de la LMA :
le séquencage du génome entier, le séquencage de lI'exome et le séquencage du
transcriptome (ou séquencage de I’ARN). Ces méthodes ont un cofit variable, nécessitent

une quantité de matériel différente et ont des applications différentes 106,

Plusieurs études ont aboutis a la détection de mutations somatiques non-
synonymes de la LMA, par séquencage du génome entier des cellules leucémiques et des
cellules normales d'un patient LMA-CN 62107, Les lectures provenant du séquengage des
deux échantillons ont été alignés a un génome de référence, seuls les variants génétiques
présents uniquement dans I'échantillon leucémique ont été gardés et ont été
individuellement validés par un séquencage de Sanger. Une étude récente a permis
d’identifier les mutations impliquées dans la rechute des patients LMA, avec le
séquencage du génome entier de cellules leucémiques de 8 patients LMA avant la rechute

et apres la rechute 108,

La majorité des études qui utilisent le SNG du génome entier se concentrent sur les
mutations présentes au niveau des régions codantes, car leur effet sur la fonction
protéique est plus facile a prédire. Le séquencage de 'exome cible spécifiquement les
régions codantes (les exons) qui représentent seulement 1% du génome. Par conséquent,
le séquencgage de 'exome est moins coliteux que le séquencage du génome entier 196, Les
méthodes utilisant des puces a ADN a haute densité, ou des billes portant des sondes

permettent de capturer n'importe quelle portion du génome, notamment les exons 109,110,
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Le séquencage de I'exome de 12 humains a permis de valider I'application de cette
approche a la détection de mutations associées a des maladies humaines, telles que le
syndrome de Freeman-Sheldon 111, Par la suite, ce type de séquencage a pu étre appliqué

ala découverte de mutations somatiques de la LMA 112,

Le séquencage du transcriptome est encore moins coliteux que celui de I'exome et
nécessite une quantité de matériel plus faible. Cette approche est également applicable a
la découverte de mutations somatiques liées a la LMA en comparant le séquencage de
I’ARN provenant de la tumeur d’'un patient avec celui de ces cellules normales 113, Le
séquencage du transcriptome a aussi permis de détecter de nouveaux transcrits de fusion
de la LMA-CN, grace au séquencage de 'ARN de 45 cas de LMA 114, De plus, les données de
séquencage du transcriptome d’un patient LMA ciblant spécifiquement les microARN,
apporte des informations sur le profil d’expression des microARN et sur les variants

génétiques détectés dans les microARN et dans leurs sites de liaison a ’ADN 115,

D’autres approches de séquengage sont possibles, telles que le séquencage du
« méthylome » dans laquelle 'ADN génomique est traité au bisulfite pour différentier les
cytosines méthylées de celles non méthylées avant le séquengage et qui apporte des
information sur la méthylation de I’ADN a I’échelle du génome. De plus, les modifications
de la chromatine peuvent étre étudiées en réalisant le séquengage du génome associé aux
histones qui consiste en une immunoprécipitation de la chromatine avec des anticorps
contre les histones modifiés suivie du séquengage de la chromatine précipitée (ChIP-seq)
110, ’étude récente de 200 cas de LMA combine plusieurs techniques de SNG (séquengage
du génome, de 'exome, du transcriptome, des microARN et du méthylome) pour apporter
de l'information sur les variations du nombre de copies, les mutations codantes, les
fusions géniques, la coopération entre les mutations, les PEG et la méthylation de ’ADN,
impliqués dans la LMA 116, Ce travail constitue un début de réponse sur la facon dont ces
événements génétiques participent a la pathogénese de la LMA, et pourra étre utilisée
comme support a des études plus poussées sur la pathogéneése, la classification des LMA
et la stratification des risques cliniques. Il permettrait aussi de développer des thérapies

ciblées (personnalisées pour chaque patient).
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Figure 1.4 : Etapes successives du séquencage traditionnel versus le séquencage de
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4. Modeles d’étude de la leucémie myéloide aigiie :

4.1. Echantillons primaires de patients pour I'étude in vitro :

Les échantillons primaires de patients LMA sont extraits de la moelle osseuse
(ponction dans l'os de la hanche généralement) ou du sang périphérique des patients 117.
Afin de sélectionner spécifiquement les blastes leucémiques, plusieurs techniques
peuvent étre appliquées successivement : une centrifugation sur gradient de densité
(permettant d’isoler des cellules mononuclées), une déplétion des cellules matures, une
sélection positive des blastes (enrichissement en cellules CD34+ par exemple). Les blastes
LMA sont alors mis en culture cellulaire dans des milieux liquides variés en présence de
sérum ou non, qui influence le comportement des blastes. De plus, la plupart des cellules
de patients requierent 'addition de cytokines (interleukines et facteurs de croissance)
dans le milieu pour leur survie et leur prolifération in vitro. Malgré la sélection des blastes
AML, il existe une grande hétérogénéité de cellules AML en culture, allant des blastes a

long-terme a des progéniteurs plus différenciés.

L’étude in vitro des cellules LMA de patients a permis de mieux comprendre leur
prolifération (autocrine ou spontanée) 118121 Jeur différenciation 122-125 et leur apoptose
(mort programmée) 126-128, De plus, le fait de travailler directement sur les cellules
leucémiques humaines a permis d’identifier les mutations et les PEG caractéristiques de
la LMA et d’associer les anomalies génétiques aux résultats cliniques des patients (voir
section 2.6). Cela permet également de comparer des échantillons de patients a différents
stades de la maladie (diagnostic comparé a la rechute par exemple) pour comprendre les

changements associés 129132,

4.2. Lignées cellulaires leucémiques pour I'étude in vitro :
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Les lignées cellulaires sont générées a partir d'un seul clone d’'un échantillon de
patient LMA, ce qui permet d’obtenir une population de cellules homogeéne, contrairement
aux cellules primaires de patients 133134, Les cellules d'un lignée ont arrété leur
différenciation a un stade défini, leur prolifération en culture est maintenue
indépendamment de facteurs de croissance (immortalisation), leur génotype et leur
phénotype est relativement stable dans des conditions de culture optimales, et elles
portent des variations génétiques et des patterns d’expression de genes tumoraux
spécifiques 134, Les avantages des lignées cellulaires par rapport aux cellules de patients
sont un apport infini en matériel cellulaire, la disponibilité d’'un matériel cellulaire
identique partout dans le monde, la possibilité d’entreposer ce matériel dans I'azote
liquide et de le récupérer, ainsi que I'absence de cellules normales contaminantes. La
création de banques de lignées cellulaires publiques a grandement facilité 'acces a ce
modele d’étude 133. Cependant, I'établissement, I'authentification et la distribution des
lignées cellulaires sont des processus trés couteux qui nécessitent généralement un
financement extérieur. De plus, un désavantage majeur des lignées cellulaires est qu’elles
ont de nombreuses anomalies chromosomiques, dont certains sont acquis pendant

I'expansion in vitro 117,

Les lignées cellulaires ont facilit¢ 1'étude de la prolifération 135-138 g
différenciation 139-141 et 'apoptose 142-144 des cellules leucémiques. De plus, les effets de
certains traitements actuels ou futurs ont été étudiés sur les lignées cellulaires LMA in

4.3. Modéles murin in vivo :

Trois stratégies sont utilisées dans les modéles murins des LMA humaines: la
xénotransplantation, la transduction rétrovirale et la transgénese 150, La
xénotransplantation consiste en la greffe de cellules LMA humaines primaires, dans des
souris immunodéficientes (souris SCID, NOD/SCID, ou NOD/SCID/I12rg-/-). Les cellules

de la moelle osseuse ou du sang périphérique de patients LMA sont injectées dans des
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souris préalablement irradiées. Cependant, le succes de la greffe est variable et tous les
effets phénotypiques de la LMA humaine ne sont pas reproductibles avec ce modele. La
transduction rétrovirale est une technique dans laquelle les cellules hématopoiétiques
primitives de la moelle osseuse d'une souris donneuse sont génétiquement modifiées ex
vivo grace a un vecteur d’expression rétroviral dans lequel est cloné un gene d’intérét. Les
cellules génétiquement modifiées sont alors greffées a une souris. Le contexte génétique
des cellules greffées, la dérégulation de 'expression du transgene et la mutagénése due
au site d’insertion du vecteur, peuvent influencer les expériences réalisées. La
transgénese permet de générer des souris porteuses de un ou plusieurs genes exogenes.
Il est possible par exemple de reproduire le produit de la fusion RUNX1-RUNX1T1 humain
en insérant RUNXITI par recombinaison homologue dans le gene Runxl dans des
embryons de souris. Avec ce modele, il faut considérer l'effet de l'insertion sur la
mutagénese et sur 'expression du transgene, et 'effet du promoteur hétérogene sur

I'expression endogéne.

Les modeles murins ont permis de découvrir les genes qui initient le
développement de la LMA in vivo 151-156, Ces modeles apportent de I'information sur la
facon dont ces genes participent a la leucémogéneése, en identifiant les voies signalétiques
impliquées et les effets biologiques sur les cellules hématopoiétiques 157-159, Une
expérience récente a permis de corréler des données de leucémies générées chez la souris
avec les résultats cliniques des patients 190. De plus, de potentiels et actuels traitements
de la LMA ont été testés dans des modéles murins 161,162, Cependant, le contexte génétique
murin est un parameétre qui influence de maniere significative la susceptibilité a la
leucémie et son phénotype, que la communauté internationale tente de comprendre

d’avantage.

5. Problématique :

Bien que certaines anomalies génétiques et certains PEG aient pu étre détectés de

fagon récurrente dans la LMA, les mécanismes moléculaires et cellulaires menant a la
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pathogéneése ne sont completement élucidés. Cela est d’autant plus vrai pour les LMA-CN,
représentant presque 50% des cas, qui n‘ont pas de grands réarrangements
chromosomiques apparaissant comme des causes génétiques évidentes de la maladie.
C’est pourquoi 'utilisation de systemes modeéles reste indispensable a la compréhension
des processus biologiques participant a la leucémogénese. Les lignées cellulaires
leucémiques sont des modeles d’étude de la LMA facilement accessibles grace aux
banques. Elles permettent de travailler avec une population de cellules homogéne qu’il
est facile de maintenir en culture au long terme, contrairement aux échantillons primaires
de patients. Cependant, les lignées cellulaires disponibles aujourd’hui ont des
réarrangements chromosomiques dont certains sont acquis pendant la culture cellulaire,
ne permettant pas I'étude de la LMA-CN. Munker et son équipe ont résolu ces problemes
en 2009, en établissant une nouvelle lignée cellulaire LMA de type M5 : CG-SH, ayant la
particularité d’avoir un caryotype normal 163. Le phénotype de la lignée a été défini, et
I'analyse moléculaire de quelques genes LMA a révélé que seuls deux d’entre eux, RUNX1
et NRAS, étaient porteur de mutations présumées. Nous nous sommes alors demandé

quelles sont les autres caractéristiques moléculaires des cellules CG-SH.

6. Hypotheses et objectifs :

L’objectif principal de ce projet est de caractériser plus en détail le modele d’étude de
la LMA que représentent les cellules CG-SH. Pour cela, plusieurs hypothéses ont été émises

al’égard de ces cellules et des objectifs permettant de les vérifier ont été formulés.

% Hypothese 1: La lignée CG-SH possede d’autres variations génétiques que celles

précédemment détectées qui participent a la pathogénese.

o Objectif 1 : Définir 'ensemble des variants génétiques présents.
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o Objectif 2 : Déterminer les génes mutés qui participent potentiellement a la

pathogénese.

% Hypothese 2: La lignée CG-SH est sensible a l'effet prolifératif des cytokines

hématopoiétiques.

o Objectif 1: Définir les changements d’expression des genes induits par les

cytokines.

o Objectifs 2 : Déterminer les effets des cytokines sur la mort cellulaire des

cellules CG-SH.
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CHAPITRE 2 : APPROCHES EXPERIMENTALES

Culture Cellulaire

La lignée cellulaire CG-SH a été généreusement fournie par le laboratoire de Munker R.
(2009) 163, Les cellules ont été mises en culture a 37°C avec 5% de CO2 dans des pétris
contenant un milieu liquide Iscove's Modified Dulbecco's Medium (IMDM) avec 10% de
sérum de veau fcetal (FBS), et 1% d’antibiotiques pénicilline/streptomycine (Invitrogen).
Les CG-SH ont été cultivées dans un milieu standard ou dans un milieu additionné de
cytokines : stem cell factor (SCF) a 166 ng/mL, interleukine-3 (IL3) a 20 ng/mL,
granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF) a 20 ng/mL et Fms-related tyrosine kinase 3
ligand (FL) a 100 ng/mL (Biotechnology). Afin de calculer le temps de doublement des
cellules dans ces deux conditions, des duplicats biologiques (n=3) ont été maintenu en
culture pendant 6 jours en présence et en absence de cytokines dans le milieu. Les
comptes cellulaires ont été réalisés avec un hémocytometre Bright-Line de chez Hausser
Scientific, apres marquage des cellules au bleu de trypan (Trypan Blue Stain 0.4% ;
Invitrogen). Pour I’étude de I'expression génique au cours du temps, les cellules CG-H ont
été récoltées pour que leur ARN soit collecté apres un jour (“day_1"), trois jours (“day_3")

et deux semaines d’exposition aux cytokines (“day_14").

Séquengage nouvelle génération de 'ARN et de 'ADN génomique (ADNg)

Les cellules en culture ont été collectées par centrifugation a 800 RPM pendant 10
minutes et les culots ont été resuspendus dans 1mL de réactif TRIzol (Invitrogen) pour
5x106de cellules (pour 'extraction de ’ARN), ou directement purifiés avec le kit PureLink

Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen) (pour I'extraction de '’ADNg). L’ARN a été extrait avec



le kit RNeasy Plus Mini (Invitrogen) et 'ADNc a été généré par transcription inverse de
I’ARN avec le protocole Superscript III Reverse Transcriptase de chez Invitrogen. Les
bibliotheques d’ADN ont été préparées a partir du protocole TruSeq DNA Sample Prep
High Throughput (Illumina). Brievement, '’ADNg a été fragmenté avec des plaques de
fragmentation Covaris et les extrémités franches ont été générées avec le mélange End
Repair Mix qui fournit 'activité 3’ a 5’ exonucléase. L’ADNg et '’ARN ont été adénylés a
leurs extrémités 3’ avant l'ajout d’adaptateurs de séquencage aux extrémités des
fragments, par ligation suivie d'une PCR et d'une purification. Les fragments d’ADN de la
bibliotheque ont été amplifiés par PCR en utilisant des amorces spécifiques des
adaptateurs et normalisés a 10 nM pour former des clusters sur la Diluted Cluster
Template. Les bibliotheques d’ADNc et d’ADNg ont été séquencées avec le séquenceur

[llumina HiSeq 2000 a la plateforme génomique de I'IRIC.

Analyse des données de séquencage

La cartographie des lectures (reads) a été réalisée comme décrit précédemment par
Simon et son équipe (2012) 164, Une approche de filtration successive des données brutes
a été utilisée pour 'analyse du trés grand nombre de SNP détectés. L’analyse ciblait les
variants génétiques non-synomymes et codant dans les genes exprimés (avec un seuil
d’expression en RPKM > 5) ayant une valeur minimale en nombre de lectures qui couvrent
la région des variants (depth > 20). Les biais systématiques dus a la cartographie des
lectures ont été éliminés en excluant les variants localisés dans des régions dupliquées ou
des séquences répétitives. Enfin, seuls les variants apparaissant systématiquement dans
I’ADNg et 'ARN ont été inclus dans la liste de variants utilisés pour I'annotation des
termes de I'ontologie des génes (Gene Ontology, GO). Tous les variants génétiques ont été
classés comme connus (présents dans la base de données dbSNP Human Build 1.3.5; 4138
variants) ou nouveau (absent de dbSNP ; 60 variants). L’étude de I'effet délétere potentiel

des SNP pour la protéine a été réalisée avec le logiciel Variant Effect Predictor (VEP) du
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site internet de Ensembl (http://useast.ensembl.org/tools.html), qui combine les
résultats de trois algorithmes publiés : PolyPhen, SIFT et Condel. Pour tous les variants
connus ou nouveaux, seuls ceux qui étaient prédits comme déléteres (« damaging » ou

« deleterious ») par au moins deux des trois algorithmes de VEP ont été retenus.

Suivi de l'activité GATAZ avec un rapporteur luciférase

L’ADNc de référence GATAZ hgl9 amplifié par PCR a partir d'un ADNc LMA humain
constitue la forme normale (wild-type) de GATAZ, alors que la forme mutée de GATAZ a
été obtenue par amplification par PCR de ’ADNc des cellules CG-SH. GATAZ normal et
muté ont été clonés dans un plasmide pcDNA3.1 et pcDNA PU.1 publié, et le promoteur
qui répond a GATA2 (LYL1) dans PGL4.12 a été généreusement fournis par le laboratoire
de Scott H.S 165, Les cellules Cos-7 (lignée de fibroblastes rénaux de singes) ont été
transfectées a 90% de confluence avec l'agent de transfection Lipofectamine 2000
(Invitrogen). Les cellules ont été récoltées apres 20h et utilisées pour ’essai luciférase
réalisé avec le protocole Luciferase Assay et le luminometre Veritas Microplate
Luminometer (Tunner Biosystem) de la compagnie Promega. Les résultats de l'essai
luciférase ont été reportés en relative light units (RLU) de 'activité de la luciférase de la

luciole. Les expériences ont été réalisées en triplicat.

Suivi des changements de l'expression des genes dans le temps

Les valeurs d’expression (en RPKM) provenant du séquencage de I’ARN des cellules
cultivées en présence ou en absence de cytokines ont été utilisées pour calculer un simple
ratio (fold change) pour +cytokines/-cytokines ou pour étre analysées dans R avec le
paquet DESeq 2. Ces deux méthodes ont permis de mesurer I'expression différentielle

entre les deux conditions, et un seuil pour déterminer si la différence est significative a
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été utilisé pour chaque méthode : padj < 0.05 (paquet DESeq2), ou un ratio supérieur a 2
pour les genes surexprimés et un ratio inférieur a 0.5 pour les genes sous-exprimés (ratios

directs en RPKM).

Analyse de la mort cellulaire

Les cellules CG-SH ont été cultivées tel que décrit ci-avant pendant 7 jours en présence ou
en absence de cytokines. Elles ont été récoltées et marquées apres 3 jours, 5 jours et 7
jours d’exposition aux cytokines. Les cellules ont été doublement marquées avec de
I'annexinV couplée a I'isothiocyanate de fluorescéine (FITC) (BD Bioscience), et du iodure
de propidium (PI) afin de distinguer les populations cellulaires en apoptose précose
(annexinV+/PI-), en apoptose tardive (annexinV+/PI+), et en nécrose (annexinV-/PI+).
Les résultats ont été analysés a la plateforme cytométrie en flux de 'RIC avec le cytometre

en flux BD FACSCanto II (BD Bioscience).
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CHAPITRE 3: ARTICLE

1. Contributions:

Article soumis au journal Experimental Hematology.

Nature de la participation de Géraldine Gosse aux travaux de recherche :

e Conception, réalisation des expérimentations et analyse des résultats de toutes
les expériences, excepté I'expérience pour la Figure 3.

e Elaboration de la Figure 1, la Figure 2, la Figure 3 (en partie), la Figure 44, la
Figure 4B, la Figure 5 et la Figure 8. Elaboration de tous les tableaux de l'article,
ainsi que toutes les figures et tableaux supplémentaires.

e Ecriture de I'article.

Nature de la contribution des co-auteurs a l'article :

Audrey Forest :

e Aide ala conception et a la réalisation des expériences.

e Réalisation des expérimentations pour la Figure 3.
Magalie Celton :

e Aide al’analyse des résultats des expérimentations pour les Figures 1 a 7.
e Conception et analyse des expérimentations pour la Figure 3.
e Réalisation de la Figure 3 (en partie) et la Figure 6.
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Abstract

Acute myeloid leukemia (AML) occurs when hematopoietic progenitor cells
acquire genetic defects which interfere with their ability to regulate normal growth and
division. Although many recurrent translocations have been identified in AML, almost half
of all adult patients will present with a normal karyotype (NK-AML). While a variety of
cell line models exist to study AML most of these have highly abnormal and unstable
karyotypes, and primary cells from NK-AML patients are difficult to maintain in vitro. In
the present study, we provide a thorough molecular characterization of a recently
established cell line, CG-SH, which has normal cytogenetics and therefore represents a
useful new model to study NK-AML. Using high-throughput DNA sequencing, we first
defined the genetic background of this cell line. In addition to identifying potentially
deleterious SNPs in a number of genes relevant to AML, we also found insertions in both
GATAZ and EZHZ, two genes reported to be involved in AML. To improve its utility, we
further characterized the growth of this model system in vitro with a cytokine mix (FL,
IL3, SCF, G-CSF) which promotes a faster rate of cell growth in CG-SH. We assessed the
gene expression changes due to cytokines and found differential expression in genes
implicated in the proliferation, apoptosis and differentiation. OQur results not only provide
a molecular characterization of this interesting new cell line, but also elucidate the

molecular defects in this cell line derived from an AML patient.
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Introduction

Acute myeloid leukemia (AML) is a genetically heterogeneous disease,
characterized by the accumulation of mutations in hematopoietic progenitor cells16, In
AML, recurrent mutations have been identified which affect the self-renewal (e.g. RUNX1),
proliferation (e.g. FLT3) and differentiation (e.g. CEBPa, GATAZ2) capacity of progenitor
cells in the bone marrow?’. In addition to point mutations, a variety of chromosomal
translocations such as t(8;21)(q22;q22), inv(16)(p13.1922), t(16;16)(p13.1;q22),
t(15;17)(q22;q12) have also been identified in the disease 48167, Despite these recurrent
karyotypic anomalies, approximately 50% of acute myeloid leukemia cases present with
a normal-karyotype (NK-AML), increasing the process of diagnosis, risk assessment and
therapeutic guidancel68169, In the past years, recurrently mutated genes in NK-AML have
been identified, such as FLT369170171 NPM 1172173, CEBPa76174, GATA2175, IDH1/2176 and
DNMT3A177. Despite these discoveries, and the generation of completely sequenced AML
genomes and transcriptomes, the complete genetic causes of NK-AML have yet to be
determined. One limitation of current efforts to study the role of driver mutations in NK-
AML is the lack of suitable model systems. Studies on primary AML patient samples are
technically challenging because of the difficulties in manipulating primary AML blasts and
maintaining them in their immature state in vitro for long periods of time. To overcome
these issues, a variety of human myeloid cell lines, such as HL-60, THP1, or KG-1A have
been used as model systems!78 although all of these lines carry multiple chromosomal
rearrangements179-181 and have unstable karyotypes which do not accurately reflect NK-

AML biology.
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The rarity of AML cell lines with normal karyotypes was recently addressed by
publication of a new cell line which has a true normal karyotype!82, Munker and
colleagues recently established, CG-SH, an AML cell line with a normal karyotype which
was derived from an M5 AML patient. This cell line has the phenotype of an immature
blast cell (CD7+, CD34+, CD38+, CD117+ and CD10-, CD19-, CD20-, CD41-, CD42-) and
expresses multiple myeloid markers (e.g. MPO, CD13, CD15, and CD65). Of the commonly
recurrent mutations in AML (e.g. FLT3-ITD, NPM1, MLL-PTD), Munker and colleagues

could only identify putative mutations in RUNX1 and NRAS 182 genes.

To identify molecular lesions in this cell line in an unbiased fashion, we performed
a global analysis using whole-genome and whole-transcriptome sequencing data.
Detailed analysis of these sequencing data for genes recurrently mutated in AML revealed
no mutations in this cell line, confirming and extending the original observations of
Munker and coworkers. We did however, identify novel sequence variants in 60 genes,
including GATA2175> and USP42183, which have been found to be mutated in AML patients.
In addition, we also identified novel insertions and deletions (indels) including one in the
EZHZ gene, which has also been reported to be mutated in AML184185  [n addition, we
investigated the biological pathways regulating the behaviour of CG-SH cells, through the
addition of various cytokines into the growth media. We analyzed the differential gene
expression profiles in presence or not of cytokines and observed enhanced proliferation
and a decreased doubling time. RNA-seq analysis indicated that cytokines may play a role
in controlling apoptosis and cell cycle processes, leading to a more rapid proliferation of

leukemic cells. Together, these results highlight both the genetic defects in a novel NK-
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AML cell line and its potential as a novel model system to study the genetic requirements

of NK-AML.

Material and methods

Cell culture

The CG-SH cell line was provided by Munker et al. (2009) and cultured in IMDM medium
with 10% FBS, 1% penicillin/streptomycin (Invitrogen). Cultures were either grown in
standard conditions or with media supplemented with stem cell factor (SCF) at 166
ng/mL, interleukin 3 (IL3) at 20 ng/mL, granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF) at
20 ng/mL and Fms-related tyrosine kinase 3 ligand (FL) at 100 ng/mL. To calculate the
doubling-time, biological duplicates of cell aliquots (n=3) were grown for 6 days, with and
without cytokines. Cell counts were done every 12 hours using a hemacytometer Bright-
Line (Hausser Scientific) after staining the cells with Trypan Blue Stain (0.4%, Gibco by
Life Technology). For time course experiments, CG-SH cells were harvested for RNA
collection one day (“day_1"), three days (“day_3”) and after two weeks of cytokine

exposure (“day_14").

RNA and gDNA high throughput sequencing

Cultured cells were harvested through centrifugation at 800 RPM for 10 minutes and the
pellets were either resuspended in 1mL TRIzol reagent (Invitrogen) (for 5x10°¢ cells) or
directly purified with PureLink Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen). RNA was extracted

with the RNeasy Plus Mini Kit (Invitrogen) and cDNA was generated using the Superscript
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[II Reverse Transcriptase protocol from Invitrogen. DNA libraries were prepared
according to standard TruSeq DNA Sample Prep High Throughput (HT) protocol
(Illumina). Briefly, gDNA was fragmented using Covaris fragmentation plates and ends
were blunted using an End Repair Mix with 3’ to 5’ exonuclease activity. Both gDNA and
cDNA were adenylated at their 3’ ends prior to sequencing adaptor addition to fragments
ends by ligation followed by polymerase chain reaction (PCR) and purification. DNA
fragments of the library were amplified by PCR using adapter-specific primers and
normalized to 10 nM in the Diluted Cluster Template to form clusters. The cDNA and gDNA

libraries were sequenced using [llumina HiSeq 2000 at the IRIC genomics core facility.

Data analysis

Read mapping was performed as previously described by Simon et al. (2012)164, A step-
wise approach of filtering was taken for the analysis of the large number of SNPs that were
detected. The analysis was focused on non-synonymous, coding variants in expressed
genes (minimum expression level in reads per kilo base per million (RPKM) > 5) that had
a minimum coverage level (depth > 20 reads covering variant). Systematic read mapping
biases were eliminated by excluding variants located within regions with duplicated or
repetitive sequence. Lastly, only variants which appeared consistently in the gDNA and
the RNA were included in the list of variants used for GO term annotation. All variants
were categorized as being either known (present in dbSNP Human Build 1.3.5 database;
4138 variants) or novel (absent from dbSNP; 60 variants). The potential damaging effects
of missense SNPs were accessed using Variant Effect Predictor (VEP) software from the

Ensembl website (http://useast.ensembl.org/tools.html) which combines the results of
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three published algorithms: PolyPhen, SIFT and Condel. For all known or novel SNPs, only
variants that were predicted to be damaging or deleterious by at least two of the three

predicting tools of the VEP were retained for further analysis.

Luciferase assay

An hg19 reference GATAZ cDNA was PCR amplified from human AML cDNA while the CG-
SH isoform of GATA2 was PCR amplified from a CG-SH cDNA. All GATAZ variants were
cloned into pcDNA3.1 and published pcDNA PU.1, and the GATA2-responsive promoter
(LYL1) in PGL4.12 was kindly provided by the Scott lab65, Cos-7 cells were transfected at
90% confluence with Lipofectamine 2000 and were harvested and used for luciferase
assays after 20h using a Veritas Microplate Luminometer (Tunner Biosystem). The
luciferase assay results were reported as relative light units (RLU) of firefly luciferase

activity. Experiments were performed in triplicate.

Time course and genes expression with cytokines

RNA-seq expression (RPKM) values from the samples treated with or without cytokines
were used to calculate either a simple ratio (fold change for +cytokines/-cytokines) or
were analyzed in R using the DESeq2 package. Threshold used for determining
significantly differentially expressed genes were padj < 0.05 (DESeq2 package) or a fold
change over 2 and under-expressed when the fold change was under 0.5 (direct RPKM

ratios).

Cell death rate analysis
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CG-SH cells were cultured at 37°C for 7 days in the presence or absence of cytokines in the
media and were harvested and labeled after 3 days, 5 days and 7 days of cytokine
exposure. Cells were stained with annexinV-fluorescein isothiocyanate (FITC) (BD
Bioscience) and propidium iodide (PI) to distinguish populations of early apoptotic
(annexinV+/PI-), late apoptotic (annexinV+/PI+), and necrotic (annexinV-/PI+) cells. The
results were analyzed by flow cytometry using the BD FACSCanto II flow cytometer (BD

Bioscience).

Results

Mutations in genes previously implicated in AML

Because the CG-SH cell line had recently been derived from an NK-AML patient and still
maintained a normal karyotype in culture, we hypothesized that we might be able to use
the whole genome and transcriptome sequence data to identify the initial causes of
leukemogenesis in the patient. We specifically examined 14 genes known to be frequently
mutated in NK-AML (including CEBPA, DNMT3A, FLT3 and NPM1). In agreement with the
initial targeting sequencing reported for CG-SH82, our results showed the presence of five
known missense SNPs (annotated in dbSNP135 database) in four of these genes (Table
2.1), but no novel mutations in any of these genes. The five missense annotated SNPs in
FLT3, NRAS, RUNX1 and TETZ were all predicted to be deleterious to the protein function
with a high probability using the VEP software

(http://useast.ensembl.org/info/docs/variation/vep/vep_script.html), including the two
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variants in NRAS and RUNX1 previously identified as “mutations”182, In addition to single
nucleotide sequence variants, we also analysed small insertions and deletions (indels) in
the CG-SH cell line. A homozygous single base pair insertion was detected at the beginning
of the EZHZ gene (Figure 2.1) leading to a shift of reading frame and a loss of the SET
functional domain. In addition, while validating a novel mutation in GATAZ we also
identified a duplication and insertion of a 355 bp fragment of the GATAZ gene, including
part of the last intron and exon (Figure 2.2). This indel results in the loss of the last 20

amino acids of the protein due to a loss of reading frame.
GATAZ2 is mutationally and epigenetically inactivated in CG-SH cells

Our RNA-seq data and genomic DNA sequencing identified a novel mutation and
rearrangement in the GATAZ gene, however while the gDNA data clearly showed a
heterozygous mutation, the transcriptome showed a homozygous mutation at the same
position. A detailed examination of SNPs in the GATAZ locus revealed that this gene
exhibits allele specific expression (ASE) in CG-SH cells. The GATAZ gene exhibits a high
level of DNA sequence conservation between species and therefore the loss of the last
exon suggested that this would have a deleterious impact on gene function. In order to
verify this hypothesis, we performed in vitro studies of GATAZ2 activity using a luciferase
reporter assay. Results of the luciferase assays (Figure 2.3) verified that the mutated
isoform of GATAZ2 present in CG-SH has a complete loss of function, as the activity of the
mutated form of GATAZ2 from CG-SH cDNA is reduced by 7-fold compared to the wild-type.
Because GATAZ exhibits ASE, and the mutated and rearranged allele of GATAZ has lost its

activity, the cell line has the equivalent of a homozygous loss of function mutation. A more
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detailed analysis of the molecular mechanisms of this regulation of GATAZ and its

implications for AML has recently been analyzed in a separate study 18¢.

Damaging Variants in other genes

In addition to the mutations in EZHZ and GATAZ, we hypothesized that other genes
carrying novel mutations could also be involved in the leukemogenesis of CG-SH. Among
the detected novel variants (not annotated in dbSNP135) we detected, 36 were predicted
to be damaging by the VEP software (Supplementary table 2.1). In order to substantiate
a potential role for these putatively damaging variants in AML we looked in the Catalogue
Of Somatic Mutations In Cancer (COSMIC) database for evidence of mutations in other
cancer types. This analysis revealed that among the 36 genes carrying novel SNVs, 9 are
in genes implicated in AML or mutated in other types of cancer (Table 2.2). Because the
combination of novel and known SNPs could participate to leukemogenesis in this case,
we combined the list of 36 genes carrying damaging novel variants with the list of 296
non-AML genes carrying known SNPs predicted to be damaging and used the resulting list
for characterization. Using a supervised Gene Ontology term (GO-term) analysis in AmiGO
(http://www.geneontology.org/GO.cite.shtml#data), we compared our list of genes with
3 defined GO-term lists enriched in genes involved in three major biological functions
associated with AML development: myeloid differentiation, proliferation and apoptosis.
The genes which were in common between our list and the GO-terms lists are summarized
in (Table 2.3). On the one hand, we found that a few novel variants are involved in rare
AML cases or in other cancer cases. On the other hand, some of the genes with novel and

known SNPs are implicated in important functions of leukemogenesis, suggesting that a
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few genes, other than the ones frequently mutated in AML, could participate to AML

development in the CG-SH cell line.

Normal expression levels of AML genes

Because the deregulation of normal gene expression can play an important role in the
AML187.188 we investigated whether abnormal expression, rather than mutations, of AML-
associated genes could have been involved in the origin of the CG-SH leukemia. The
expression levels (RPKM) of 10 genes recurrently mutated in AML were analyzed relative
to all expressed genes in CG-SH. Our results suggest that none of these genes are silenced
in this cell line (Figure 2.4A). We then hypothesised that if genes critical for AML were
partially silenced in CG-SH, they might represent outliers in the distribution of gene
expression values even if compared to other AML samples. We therefore searched for
expression abnormalities in the AML genes by comparing the expression level of each of
the 14 AML genes in CG-SH cells with their expression in 55 AML patients (Figure 2.4B).
Once again, we saw no obvious difference in the expression level of these genes,
suggesting that changes in gene expression levels are unlikely to be a part of the molecular

mechanism of leukemogenesis in this cell line.

The effect of cytokines on gene expression

In the course of growing the CG-SH cells for study, we examined the effects of adding
cytokines to the growth media. In particular, the combined action of FLT3-ligand (FL),
stem cell factor (SCF), interleukine-3 (IL-3), and granulocyte-colony stimulating factor (G-
CSF) was previously shown to increase the proliferation and long term survival of normal

and leukemic precursor cells182.190, We hypothesized that CG-SH cells, which grow slowly,
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might also respond to this cytokine mix when grown in vitro. To test our hypothesis, we
grew triplicate samples of CG-SH cells in the presence of the cytokine mix for 6 days, along
with control cells grown in the absence of cytokines. Cell counts taken every 12 hours
showed that there was a faster growth of the cells grown with cytokines compared to cells
grown without cytokines during the exponential phase (Figure 2.5). Using the R software,
we calculated the doubling-time of the cells using an exponential model of growth. These
results showed a shortened doubling time of CG-SH cells grown with cytokines (~50

hours), in comparison with cells grown without cytokines (~75 hours).

We next sought to investigate the molecular effects of the cytokines on CG-SH cells at a
molecular scale, since we reasoned that the gene expression changes caused by the
addition of cytokines might provide some insight into the signalling pathways required
for leukemic growth. We collected and sequenced total RNA from CG-SH cells grown with
and without cytokines for more than two weeks. The expression data (RPKM values) was
generated after read mapping and alignment with the Illumina Casava 1.8.1 package. As
expected, we observed the differential expression of a large number of genes between the
cells grown in the presence or absence of cytokines (Figure 2.6). To further understand
the changes in gene expression triggered by cytokines, we compared their global gene
expression profile with RNA-seq other AML cell lines (THP-1, HL60, and KG1a) generated
in the lab and NK-AML patient samples. Through hierarchical clustering (using the
“pvclust” R package), we observed that the expression profile of the CG-SH cells grown in
normal media grouped with the NK-AML patients, whereas the expression profile with

cytokines clustered more closely with the other cell lines (Figure 2.7).
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Not only CG-SH cells proliferate faster in the presence of cytokines in their media, but also
their expression profile is shifted towards other immortalized cell lines rather than the
primary patient samples. These results suggest that cytokines promote an “immortalized

cell line-like” behavior of the CG-SH cell line.
Go term enrichment analysis

In order to investigate the biological function of the genes differentially expressed after
long term exposure to cytokine (more than two weeks), we performed a GO-term analysis
of these genes using the DAVID analysis website (http://david.abcc.ncifcrf.gov/). We first
generated a ranked gene list by measuring differential expression in presence/absence of
cytokines (fold change) and then arbitrarily selected the first 150 upregulated genes (log2
fold change > 3.7) for analysis in DAVID. With this list we observed enrichment in AML-
relevant GO-terms such as regulation of cell death (pval < 0.05) and cell cycle process
(pval < 0.05). This analysis also revealed an enrichment in genes associated with
regulation of myeloid cell differentiation (pval < 0.05) suggesting the genes whose

expression increased did indeed have relevance for the behaviour of the cell line.
Time course RNA-seq analysis

Our analysis of the effects of cytokines on the growth CG-SH cells was performed after a
long exposure period of two weeks. We hypothesized that the initial exposure to cytokines
might trigger transient transactional effects that could be masked by secondary events
after long-term exposure. We therefore studied the short term effects of cytokines
exposure on gene expression levels by performing RNA-seq after one or three days of

cytokine exposure. The RNA-seq data was processed using the DESeq2 R package. The
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expression data of the early time points (day_1 and day_3) was compared to untreated
cells as well as data from the long-term cytokine exposure (two weeks; day_14). As
expected, the number of differentially genes increases with the time of cytokine exposure,
and the number of down-regulated genes varies very little between day_3 and day_14
(Supplementary figure 2.1A, Supplementary figure 2.1B). We observed that 26 genes
are constantly up-regulated (Supplementary figure 2.1A) and one gene was detected to
be constantly down-regulated (Supplementary figure 2.1B) at all cytokine treated time

points examined.

We again performed an unsupervised analysis using DAVID focusing specifically on
clusters representing leukemia-promoting biological functions. The analysis of ranked list
of genes up-regulated with cytokines revealed a significant enrichment (pval < 0.05) in
the “negative regulation of apoptosis” GO-term at dayl time point. A similar enrichment
was seen in the same cluster at the day_3 (not statistically significant) and day_14 (pval <
0.00005) timepoints. The genes constituting this GO-term cluster vary between the three
time points with an increased total number of genes in the cluster with increasing time of
cytokine exposure (Supplementary figure 2.2). We likewise found an enrichment in GO-
terms associated with the differentiation of hematopoietic cells at every time point and
an increasing large number of related terms as a function of time of exposure to cytokines
(Supplementary table 2.2) and a similar pattern was seen for GO terms related to cell
proliferation (Supplementary table 2.3). We also examined genes whose expression was
down regulated when cytokines were added. In this case, we observed that the term

hematopoietic differentiation was over-represented in gene lists from the day_1 and
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day_3 time points (Supplementary table 2.4) however no enrichment was observed for

the day_14 time point.

In conclusion, we found that cytokines induce changes in the expression of genes involved
in leukemogenesis functions (essentially through the up-regulation of genes implicated in
negative regulation of apoptosis, hematopoietic differentiation and proliferation)

gradually over time.

Effects of cytokines on CG-SH apoptosis

Our experiments showed a reduced doubling time of CG-SH cells grown in culture with
cytokines and our GO-term analysis of RNA-seq data suggested that cytokine treatment
modulates the expression of genes involved in apoptosis. We therefore hypothesized that
cytokine treatment reduces the rate of CG-SH cell death leading to a reduced doubling
time. In order to test this hypothesis, we used a double staining with annexinV-FITC and
PI. This labeling was designed to differentiate early apoptotic (annexinV+/PI-), late
apoptotic (annexinV+/PI+), and necrotic (annexinV-/PI+) cells. To monitor the effects of
cytokines on cell death, the CG-SH cells were stained at different time points (3 days, 5
days and 7 days after cytokine exposure) and examined by fluorescence-activated cell
sorting (FACS) analysis. At day 3, our results showed 10% fewer PI positive cells with
cytokine treatment compared to the control cells (Figure 2.8a). There was no significant
difference in the frequency of CG-SH cells stained with AnnexinV-FITC between the two
conditions, and the 10% difference in the unstained living cells seems to reflect the
variation in the rate of PI stained cells (Figure 2.8a). At later time points the difference in

necrosis rates that we observed in day 3 tended to diminish (Figure 2.8b, Figure 2.8c),
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and no significant difference was observed at day 7 (Figure 2.8c). It seems that the
decrease in necrosis rates rather than the apoptotic rates participates to the acceleration

of CG-SH cells growth in the presence of cytokines.
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Discussion

In this study, we provide a comprehensive description of the molecular genetics of
a novel normal karyotype AML cell line, CG-SH. While previous studies aimed at defining
the genetic background of the AML cell lines used either G banding and FISH to visualize
karyotype abnormalities179-181 our study uses next-generation whole genome sequencing
to define the genetic background of an AML cell line. This technique has allowed the
discovery of new genes which are recurrently mutated in NK-AML cases®287.107. We have
focused our analysis specifically on two aspects: identifying genetic alterations which
could participate in leukemogenesis and the ability of the cell line to respond to a mix of
growth factors. To our knowledge, CG-SH is one of the only two AML cell lines which have
normal karyotypes, the second being an acute erythroblastic leukemia cell line derived
from a very rare form of AML (M6)191, Therefore, the CG-SH cell line represents a rare and
valuable model system to study the biology of NK-AML which represents almost half of all

patients’ samples.

In order to understand the causes of AML in the case leading to the creation of this
cell line, we initially examined genes which had previously been reported to be frequently
mutated in AML (>20% of NK-AML cases for NPM1, FLT3, DNMT3A, TETZ2, 20-10% AML
cases for NRAS, RUNX1, CEBPA, IDH1/2, JAK2, MLL, TP53, and 2% of NK-AML cases for
PTEN). In confirmation of the previously published report on CG-SH, no mutations were
found in recurrently mutated genes such as FLT3, NPM1, DNMT3A or MLL. We also
examined the expression level of these genes to see if transcriptional silencing rather than

mutations could impact their involvement, however the expression level of all of these

49



targets were within the range of other AML samples, suggesting this was not a mechanism

involved in the origin of the disease.

We broadened our analysis to look at all missense/nonsense mutations in
expressed genes, and specifically focused on those variants which were not in dbSNP135.
These results identified a novel mutation in the GATAZ gene, which has been implicated
in familial MDS/AML and other hematopoietic diseases'*. When we examined the GATA2
gene more closely we observed that these novel mutations, in addition to all over SNPs
within the locus, exhibited allele specific expression. Furthermore, the through cloning
and sequencing of the GATAZ cDNA expressed in CG-SH, we identified a 355 bp duplication
and reinsertion into the last exon of the gene. The mutation and rearrangement of the last
exon of GATAZ combined with its allele specific expression would suggest that CG-SH has
a complete loss of function of GATAZ. We verified this hypothesis using luciferase reporter
assays which showed that the version of GATAZ2 expressed in CG-SH has no

transactivational activity.

We further examined the NGS data for insertions and deletions and we identified
asingle basepair insertion in EZHZ2. The presence of this insertion in EZHZ at the beginning
of the genes results in the loss of the proper reading frame, leading to a highly truncated
and likely defect protein being produced. The involvement of EZHZ in AML through a
similar mechanism has been previously reported 185, suggesting that this heterozygous

mutation is likely to be pathogenic.

Although the mutations in GATA2 and EZHZ might be sufficient to explain the

leukemogeneisis of CG-SH, we also analyzed all other coding SNPs which had the potential
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to biologically impact cell. In order to identify those most likely to impact cellular function
we used the Variant Effect Predictor software (VEP) to find SNPs which were likely to
alter the proteins activity. By filtering the entire list of SNPs (165 356) for those which
were predicted to be deleterious by two of the three algorithms of VEP, we were able to
analyze a small subset of genetic variants (36 novel SNPs and 301 annotated SNPs). Using
this filtered list of candidates, we looked for evidence in published studies for the
implication of genes carrying novel SNPs in AML or cancer. Nine of the mutated genes
were reported to be involved in some AML cases (more rarely than most AML-associated
genes) and mutated in other cancers (present in the COSMIC database). These results
suggest that these novel and known SNPs could potentially have participated in the
development of this AML cell line. This hypothesis is supported by the fact that when
performing a supervised GO-term analysis with AmiGO, the list of combined genes
carrying damaging known and novel SNPs overlaps with GO-terms representing
biological functions important for leukemia development. Although this overlap is not
statistically significant, it is likely that only very few mutations in genes involved in key
biological processes for leukemia trigger the development of the disease. Indeed it is well
established that leukemic cells are affected in their self-renewal, apoptosis and myeloid
differentiation processes °. The exact combination of mutations detected in CG-SH cells
that might have been required to generate this leukemia is not clear and cannot be
deduced from this single sample. This study does, however, provide a useful overview of

the magnitude of genetic variants that could influence this process in an NK-AML patient.
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The majority of the newly established AML cell lines are characterized by their
ability to respond to cytokines proliferation effects in vitro. For instance, the established
cell line Kasumi-1 was reported to have increased colony formation in the presence of G-
CSF, IL-3, or IL-6 in the medial92. We initially sought to improve the proliferation of the
CG-SH cell line using a cytokine mix, however we also postulated that any resulting change
in growth might provide insight into factors regulating the growth of AML cells. For these
experiments, we used a cytokine mix (IL3, SCF, FL and G-CSF) that has been reported to
enhance proliferation and survival of myeloid cells18%190, We demonstrated that CG-SH
cells are sensitive to this cytokine mix, as their doubling-time is shortened by ~1.5 fold.
Thus the CG-SH cell line could be used as a model for the study of the effects of cytokines
or growth factors on NK-AML biology. To date, there have been a limited number of
studies on the biological effects of cytokines, particularly using high-throughput assays to
examine gene expression changes occurring after cytokine exposure. In the present study,
we aimed to understand the effects of cytokines on the CG-SH cell line behavior by
studying the changes in the global gene expression profile. We initially observed that
hierarchical clustering of samples based on gene expression profiles showed that CG-SH
grown without cytokines fell into the group of NK-AML samples, while after long term
exposure to cytokines (more than two weeks) it fell closer to other cytogenetically
abnormal AML cell lines. Interestingly, the growth of AML patient samples in culture is
typically very poor compared to established cell lines!78, similar to CG-SH cells grown in
the absence of cytokines. An unsupervised functional annotation analysis performed
using DAVID with differentially expressed genes at day+14 revealed an up-regulation of

genes involved in the proliferation, regulation of apoptosis, regulation of differentiation
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and a down-regulation of genes involved in differentiation. These results were consistent
with what we observed for the cytokine time course, where the GO-term analysis showed
enrichment for the same biological functions and from earlier time points (dayl and
day3). Our GO-term analysis of genes up-regulated after cytokine treatment suggested
that cytokines might be affecting cellular behaviour by inactivating apoptotic pathways.
In order to test this hypothesis, we stained the CG-SH cells with AnnexinV-FITC and PI
after 3 days, 5 days and 7 days of growth with cytokines. Surprisingly, we did not see any
significant change in the apoptotic rate (AnnexinV+/PI- and AnnexinV+/PI+) of the cells
grown with cytokines compared to without cytokines. We did however observe a
significant decrease of the necrosis rate (AnnexinV-/PI+) at day 3 of the cells with
cytokines and this difference disappeared gradually until 7 days. The transient nature of
the effects of cytokine treatment on cell death suggest that the modulation of expression
of genes involved in proliferation rather than alterations in apoptosis or necrosis may not

be involved in the increase growth of CG-SH cells with cytokines.

In summary, our work characterizing the precise molecular defects present in this
novel NK-AML cell line will enable its use as a defined model system to study the biology
of NK-AML in vitro. Moreover, this study has provided additional insight into the genetic
and molecular determinants of NK-AML and on the effects of cytokine treatment on global

gene expression profiles in the context of NK-AML.
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Figure legends:

Figure 2.1: Single base pair insertion in EZH2 and loss of the SET domain. (A)
[llustration of the EZHZ gene structure and zoom in on the single base pair insertion
occurring in the exon 2. The picture of the insertion represents a partial view of EZHZ2 with
the Integrative Genomics Viewer (IGV) tool including the gene portion (in blue at the top)
total reads count (in grey at the top), individual mapped reads (horizontal grey bars), the
nucleotide sequence (colored bases at the bottom) and the insertion (indicated by the
black arrow). (B) Illustration of the wild-type EZH2 protein with the functional domains,

and the truncated protein below with the insertion point represented (black arrow).

Figure 2.2: Duplication/insertion in GATA2 and loss of the protein end. (A)
[llustration of the GATAZ gene structure and zoom in on the duplication/insertion
occurring in the last exon and intron. The picture represents a partial view of GATAZ with
the Integrative Genomics Viewer (IGV) tool including the gene portion (in blue at the top)
total reads count (in grey at the top), individual mapped reads (horizontal grey and blue
bars), the nucleotide sequence (colored bases at the bottom) and the insertion (indicated
by the black arrow). The dark blue reads represent misplaced reads mapped on the
genome. The duplicated portion of the gene is represented in a red frame and the location
of its reinsertion in a red arrow. (B) Illustration of the wild-type GATAZ2 protein with the
functional domain, and the truncated protein below with the insertion point (black arrow)

and the loss of the reading frame (red portion of the protein).

Figure 2.3: The activity of GATAZ2 is altered in the CG-SH cells. Luciferase activity was
measured in in relative light units (RLU) 20h after cotransfection of Cos-7 cells with PGL3
promoter, PU.1 expression construct, and wild-type, or CG-SH mutant expression
constructs or empty vector. We used Student’s t-test to compare the wild-type and the CG-

SH mutant. * Indicate a significant difference between two samples (p-value < 0.05, n=3).

Figure 2.4: Analysis of expression levels in the CG-SH cells of the genes recurrently
mutated in AML. (A) Frequency plot showing the distribution of expression values (in

RPKM) of all the genes in the CG-SH cells. On the Y axis are the frequencies and on the X
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axis the log2 values of expression in RPKM. The red lines represent the expression levels
of the recurrently mutated genes in AML in which no genetic variant has been detected in
the CG-SH cells. (B) Boxplot showing the expression value of the genes recurrently
mutated in AML in the CG-SH cells (red crosses) compared to the distribution of
expression values for 55 AML patients, with mean expression value (inbox black line) and
error bars. The values on the Y axis represent the log2 of RPKM values. Gene names are

mentioned on the X axis.

Figure 2.5: CG-SH cells grow faster in the presence of cytokines. CG-SH cells growth
in the presence of cytokines is represented by the exponential model in a dashed line
fitted to the cell counts (in triangle dots). The control cells growth without cytokines is
represented by the exponential model in a solid line fitted to the cell counts (in round

dots).

Figure 2.6: Differential expression in the CG-SH cells cultured with and without
cytokines. MA plot of gene expression levels (in RPKM) in the CG-SH cells grown in the
presence of cytokines compared to CG-SH grown in the absence of cytokines. The values
on the Y axis represent the ratio of presence/absence of cytokines log2 fold change. The

values on the X axis represent the average log2 intensity for RPKM value.

Figure 2.7: Global expression profiles of the CG-SH cells versus other AML cell lines
and patient samples. This unsupervised hierarchical cluster dendrogram shows
clustering of global gene expression patterns for AML cell lines: HL60, KG1a, Thp1 and
CG-SH, and NK-AML patient samples (e.g. 11H009). It provides AU (approximately
unbiased) p-values (in red) as well as BP (boostrap probability) values (in green)
computed via multiscale bootstrap resampling. The height of the branches represented
by the left axis is proportional to the distances between samples. Indicated are the CG-SH

cells grown with cytokines (CG-SH_plus) and without cytokines (CG-SH_minus).

Figure 2.8: Flow cytometry analysis of cytokines effects on the CG-SH cells death.
CG-SH cells were cultured for 7 days in a liquid media supplemented with cytokines
(presence of cytokines) or not (absence of cytokines) and harvested at different time

points. Staining with annexinV-FITC and PI was performed to distinguish early apoptotic
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(annexinV), necrotic (PI), and late apoptotic (annexinV+PI) cell populations. (a) The cells
were harvested at day 3. (b) The cells were harvested at day 5. (c) The cells were

harvested at day 7.

57



Figures

Figure 2.1.

c
I
i
c ac acr

TACACGCTTCGCGCCAAMCARACTGG
148514335 1485?4340 1485?4345 1485?4350 1485?4355

Chr 7

EZH2 domain SET domain

Insertion point

58



Figure 2.2
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Figure 2.3
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Figure 2.4

Gene expression (RPKM, Log2)

100 150

Frequency

50

=2

$ N
0 RN 2 <
& FSEIRE &

V<

-10

-5

I
0

Gene expression (RPKM, Log2)

5

10

JR—
'

o ¢
:
— T : —
1 ! ; : :
i o . ' . i R
w : X : '
‘ : : : L]
i : : — i
— . i : '
-7 L J- - =T/
(] | B 1 : T T
. [ : — e H '
! H o ' '
| —_— : . —_—
T H ' o]
: :
! : : . .
8 : o ! — : : ¢
o o ! _ :
' : <]
H o —
o : o
) : ° ©
g °
8 o '
-
c o
I T T T T T T T T T T T
CEBPA  DNMT3A FLT3 GATA2 IDH1 IDH2 JAKZ NPM1 NRAS RUNX1 TET2 P53

Genes recurrently mutated in AML

61




Figure 2.5
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Figure 2.6
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Figure 2.7
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Figure 2.8
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Tables

Table 2.1: Genes recurrently mutated in AML carrying damaging annotated SNPs
in the CG-SH cells.

Mutation gene SNPs VEP prediction
SG:;I;)Z] frequency in eXplgsesllon annotated in Transcript
¥ NK-AML * (RPKM) dbSNP135 featuret PolyPhent Condelst SIFT#
FLT3  36-50% 12,5 rs1933437  ENST00000380987  probably_damaging de}e‘f“"“ deleterious
NRAS 6% 193 28,5 rs12 1;'3459 ENST00000369535 probably_damaging deletseriou deleterious
RUNX1 14.89 193 68,3 r5111852773 ENST00000300305 probably_damaging deletseriou tolerated
rs17253672 ENST00000545826 probably_damaging deletseriou tolerated
23-
TET2 2606193194 5,0 deletert
rs34402524 ENST00000540549 possibly_damaging CIeterion  geleterious

S

* Column including the numbered references in which are published the frequencies.
1 Ensembl feature used for Variant Effect Predictor (VEP) analysis.

F Qualitative predictions of the impact of missense SNPs from the three algorithms in
VEP

66



Table 2.2: Genes with novel damaging variants in the CG-SH cells reported to be
implicated in AML and cancer in the literature.

References for

COSMIC cancer

Gene . . . potential mutations (Mutated
symbol Biological function (from NCBI) implication of the samples/ total
gene in AML samples)*
CCNB1 cell cycle regulatm."y proteln involved in - 1/7 skin
mitosis
CCND1 cell cycle regulatory protein involved in 196,197 2/2 central nervous
G1/S transition system
histone methyltransferase which & g (;‘t/:rl;i” 11 //31 Jler\elgus
SETDB1 regulates histone methylation, gene et ystem, - pb
. : L : aerodigestive tract, 2/8
silencing and transcriptional repression skin
gene originaly described in synovial
S§S§18L1 sarcoma to translocate and fuse with 199 1/7 skin
SSX genes (function not well known)
4/4 prostate, 2/2 ovary,
TMEM?2 —_— 200 1/1 skin, 1/1 stomach,
1/1 kidney
TRAF? mediator of the anti-apoptotic signals 201,202 1/4 upper aerodigestive
from TNF receptors tract
WWOX protein degradation, .tr.anscrlptlon and E 1/1 upper aerodigestive
RNA splicing tract
regulates transcription of genes
GATA2 involved in the development and 175,204,205 3/3 prostate, 1/6 skin
proliferation of hematopoietic and p ’
endocrine cell lineages
UspP42 — s 3/7 skin

* Results from the Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer (COSMIC) including the
ratio of mutated samples on total samples tested. Are showed only the results for
which the ratio is above 1/7.

— indicates unknown function.
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Table 2.3: Mutated genes in the CG-SH cells are associated with biological
functions involved in leukemia development.

GO terms* Gene Type of Gene biological function (from NCBI)
symbol variantt
myeloid differentiation FLVCR1 known SNP heme transporter that may play a critical role in
erythropoiesis

INPP5D known SNP negative regulator of myeliod cell proliferation and

survival
apoptotic signaling RIPK1 novel SNP —
pathway

TRAF2 novel SNP mediator of the anti-apoptotic signals from TNF
receptors

CHEK2 known SNP cell cycle checkpoint regulator and putative tumor
suppressor

MLH1 known SNP locus frequently mutated in hereditary nonpolyposis
colon cancer

FNIP2 known SNP —

positive regulation of cell ~ CCNBI novel SNP cell cycle regulatory protein involved in mitosis
proliferation

CCND1 novel SNP cell cycle regulatory protein involved in G1/S
transition

CNOT6L novel SNP —

AKR1C3 known SNP aldo/keto reductase utilizing NADH and/or NADPH,
may play a role in the pathogenesis of allergic
diseases and in controlling cell growth and/or
differentiation

DDX11 known SNP enzyme that possesses both ATPase and DNA helicase
activities

IQGAP3 known SNP —

negative regulation of cell ~ UTP20 known SNP U3 small nucleolar RNA (snoRNA) involved in 18S
proliferation rRNA processing

ETV4 known SNP —

STRN known SNP —

INPP5D known SNP negative regulator of myeliod cell proliferation and
survival

STK3 known SNP serine/threonine protein kinase activated by
proapoptotic molecules, promotes the condensation
of chromatin

* Annotation clusters from the AmiGO database and representing the biological functions
reported to be important for leukemia development in the literature.

T “Known SNP” corresponds to a genetic variant annotated in the dbSNP135 database and
“novel SNP” corresponds to a variant not annotated in this database.

— indicates unknown function.
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Supplementary figures

Down-regulated genes at day_1

Up-regulated genes at day_1

Up-regulated genes at day_3 Down-regulated genes at day_3

262
460

Up-regulated genes at day_14

Down-regulated genes at day_14

Supplementary figure 2.1: Time course analysis of differentially expressed genes in
the presence of cytokines. The lists of differentially expressed genes are shown at day 1
(in red), at day 3 (in yellow) and at day +14 (in blue) of cytokine exposure. (A) Venn
diagram including the lists of up-regulated genes with cytokines. (B) Venn diagram

including the list of down-regulated genes with cytokines.
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Genes involved in the negative regulation of apoptosis

Day_1

Day_3

Day _14

Supplementary figure 2.2: Time course analysis of up-regulated genes involved in
negative regulation of apoptosis. This figure is a Venn diagram showing genes present
in the GO-term called “negative regulation of apoptosis” which results from a functional
annotation analysis in DAVID performed with genes up-regulated in the presence of
cytokines. The lists of genes are shown at day 1 (in red), at day 3 (in yellow) and at day

+14 (in blue) of cytokine exposure.
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Supplementary tables

Supplementary table 2.1: Identification of novel variants in the CG-SH cells in genes
unknown to be frequently mutated in NK-AML.

Gene Mutation reference variant VEP prediction
symbol osition nucleotide  nucleotide strand
Yy p Transcript PolyPhen* Condel* SIFT*

ENST0000053791 deleteriou  deleteriou

ACLY chr17:40035155 C T - 9 probably_damaging s S
ENST0000031527

ANKRD40 chr17:48774393 C A - 3 benign neutral tolerated
ENST0000046468 deleteriou  deleteriou

ASAP2 chr2:9533755 C T + 3 possibly_damaging s s
ENST0000034061

ATP6VOE2 chr7:149571219 T C + 1 benign neutral tolerated
ENST0000023989 deleteriou  deleteriou

BAAT1 chr7:2577945 A C - 9 probably_damaging S S
ENST0000023989 deleteriou  deleteriou

BRDS8 chr5:137504358 C T - 9 probably_damaging S S
ENST0000027757 deleteriou  deleteriou

C100rf47 chr10:11912164 C T + 0 probably_damaging s S
ENST0000024387 deleteriou

Cl6orf48 chr16:67697373 C A - 8 probably_damaging s tolerated
ENST0000056949 deleteriou  deleteriou

C16orf59 chr16:2510363 C T + 6 probably_damaging S S
ENST0000021913 deleteriou  deleteriou

C160rf70 chr16:67173935 G A + 9 probably_damaging s s
ENST0000025644 deleteriou  deleteriou

CCNB1 chr5:68473121 T C + 2 possibly_damaging s s
ENST0000022750 deleteriou  deleteriou

CCND1 chr11:69466019 C G + 7 probably_damaging s S
ENST0000048183 deleteriou  deleteriou

CEP70 chr3:138289912 T C - 4 possibly_damaging S s
ENST0000050598

CNOT6L chr4:78647442 T C - 3 benign neutral tolerated
ENST0000043631

COL24A1 chr1:86361735 A G - 9 benign neutral tolerated
ENST0000039200 deleteriou deleteriou

COL6A3 chr2:238280836 T G - 3 probably_damaging s s

CSGALNACT ENST0000037446 deleteriou

2 chr10:43654185 T G + 4 probably_damaging S tolerated
ENST0000052501

DBF4B chr17:42807309 A G + 1 benign neutral tolerated
ENST0000048024

DoM3Z chr6:31938749 C A - 0 benign neutral tolerated
ENST0000056509

E4F1 chr16:2283048 C T + 0 probably_damaging neutral tolerated
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FBXL17

FYN

GATAZ

GON4L

HNRNPAZB1

KLHL13

LSM14B

MAN2A2

MAP7D3

MAST4

MCCC1

MYADM

NLN

PCF11

PHRF1

PITHD1

PMPCB

POLR3A

PPP1R14B

PPP1R7

RIPK1

RSPRY1

SETDB1

SS18L1

SUMF1

TBC1D14

chr5:107716411

chr6:112041092

chr3:128200682

chr1:155720488

chr7:26235512

chrX:117054206

chr20:60705718

chr15:91449174

chrX:135307012

chr5:66462494

chr3:182789073

chr19:54377700

chr5:65058841

chr11:82880438

chr11:610300

chr1:24112221

chr7:102949502

chr10:79759846

chr11:64014048

chr2:242098741

chr6:3078060

chr16:57255319

chr1:150900359

chr20:60738674

chr3:4452568

chr4:6925708
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ENST0000054226
7

ENST0000052431
0

ENST0000034110
5

ENST0000043780
9

ENST0000035466
7

ENST0000037187
8

ENST0000036167
0

ENST0000056045
1

ENST0000037066
3

ENST0000044380
8

ENST0000039261
6

ENST0000039177
1

ENST0000050246
4

ENST0000029828
1

ENST0000053432
0

ENST0000041537
2

ENST0000042815
4

ENST0000054084
2

ENST0000030931
8

ENST0000045036
7

ENST0000054179
1

ENST0000053786
6

ENST0000044802
9

ENST0000042156
4

ENST0000045846
5

ENST0000044850
7

benign

benign

probably_damaging

probably_damaging

unknown

probably_damaging

probably_damaging

possibly_damaging

probably_damaging

probably_damaging

benign

possibly_damaging

probably_damaging

possibly_damaging

benign

benign

possibly_damaging

probably_damaging

probably_damaging

benign

benign

benign

probably_damaging

probably_damaging

benign

benign

neutral

neutral

deleteriou
s

deleteriou
S
neutral

deleteriou
s

deleteriou
s

deleteriou
s

deleteriou
S

deleteriou
S

neutral

neutral

deleteriou

S]

neutral

neutral

neutral

deleteriou
s

deleteriou
S

deleteriou
S
neutral
deleteriou
S
neutral

deleteriou
S

deleteriou
S

neutral

neutral

tolerated

tolerated

deleteriou
s

deleteriou
S
tolerated

deleteriou
s

tolerated

deleteriou
s

deleteriou
S

deleteriou
s

tolerated

tolerated

deleteriou

S

tolerated

tolerated

tolerated

deleteriou
S

deleteriou
s

deleteriou
s

tolerated

deleteriou
s

tolerated

deleteriou
S

tolerated

tolerated

tolerated



TMEMZ2

TMPO

TRAF2

TRIAP1

TSPAN32

ST

TUBGCP6

UBE2E2

USP42

wwox

ZBTB7B

ZNF627

ZNF841

chr9:74319689

chr12:98921673

chr9:139802586

chr12:12088414

5

chr11:2323389

chr22:37414343

chr22:50671897

chr3:23258779

chr7:6194711

chr16:79245590

chr1:154989003

chr19:11728466

chr19:52569729

G

A

A

ENST0000037704
4

ENST0000055602
9

ENST0000037164
5

ENST0000054695
4

ENST0000038112
1

ENST0000024904
2

ENST0000043930
8

ENST0000045289
4

ENST0000042624
6

ENST0000056678
0

ENST0000053542
0

ENST0000036111
3

ENST0000042639
1

probably_damaging

probably_damaging

probably_damaging

benign

possibly_damaging

possibly_damaging

benign

probably_damaging

probably_damaging

probably_damaging

probably_damaging

probably_damaging

benign

deleteriou
S

deleteriou
S

deleteriou
s

neutral
deleteriou
S

neutral

neutral

deleteriou
s

deleteriou
S

deleteriou
S

deleteriou
s

deleteriou
S

neutral

tolerated

deleteriou
s

tolerated

deleteriou
s

tolerated

tolerated

tolerated

deleteriou
s

deleteriou
S

tolerated

deleteriou
s

tolerated

tolerated

* Qualitative prediction of the damaging effect resulting from the three algorithms used in VEP

(PolyPhen, Condel and SIFT)
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Supplementary table 2.2: GO-terms involving myeloid differentiation in the
functional analysis of up-regulated genes with cytokines:

Time point  GO-term gfu ;E: ;/oer(l)is PValue

Day 1 B cell activation 4 2,96 0,019
B cell differentiation 3 2,22 0,049
hemopoietic or lymphoid organ development 13 3,33 0,010
positive regulation of cell differentiation 11 2,82 0,024

Day_3 hemopoiesis 11 2,82 0,029
negative regulation of cell differentiation 10 2,56 0,041
myeloid cell differentiation 6 1,54 0,048
negative regulation of CD4-positive, alphabeta T cell 3 0,54 0,008
differentiation
negative regulation of T-helper cell differentiation 3 0,54 0,008
negative regulation of lymphocyte differentiation 4 0,73 0,010
regulation of T-helper 2 cell differentiation 3 0,54 0,012
negative regulation of alpha-beta T cell 3 0,54 0,012

Day_14 differentiation
positive regulation of cell differentiation 14 2,54 0,017
regulation of T-helper cell differentiation 3 0,54 0,033
regulation of lymphocyte differentiation 6 1,09 0,037
negative regulation of T cell differentiation 3 0,54 0,039
hemopoiesis 13 2,36 0,045
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Supplementary table 2.3: GO-terms involving cell proliferation in the functional
annalysis of up-regulated genes with cytokines:

1 0
Tlme GO-term Number of 9% of PValue
point genes genes

Day_1 no significant outcome

cell proliferation 20 513 0,002
regulation of growth 16 4,10 0,006
regulation of cell proliferation 28 7,18 0,009
positive regulation of cell proliferation 17 4,36 0,015
Day_3 regulation of cell growth 10 2,56 0,023
regulation of mononuclear cell proliferation 6 1,54 0,033
regulation of leukocyte proliferation 6 1,54 0,033
negative regulation of cell growth 6 1,54 0,046
positive regulation of cell division 4 1,03 0,049
cell proliferation 25 4,54 0,002
regulation of cell proliferation 36 6,53 0,009
regulation of growth 19 3,45 0,012
Day_14
G1/S transition of mitotic cell cycle 6 1,09 0,024
regulation of cell growth 12 2,18 0,027
regulation of meiotic cell cycle 3 0,54 0,033
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Supplementary table 2.4: GO-terms involving myeloid differentiation in the
functional annalysis of down-regulated genes with cytokines:

i 0,
Tlrpe GO-term Number of % of PValue
point genes genes
leukocyte differentiation 6 3,21 0,006
day 1 lymphocyte differentiation 5 2,67 0,013
rggulatlop (_)f lymphocyte 4 214 0,018
differentiation
leukocyte differentiation 9 1,86 0,020
day 3
B cell differentiation 5 1,03 0,034
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CHAPITRE 4: DISCUSSION

A travers cette étude, nous apportons une description détaillée de la génétique
moléculaire d’'une nouvelle lignée cellulaire LMA, CG-SH, qui présente un caryotype
normal. A notre connaissance, CG-SH est une des deux seules lignées cellulaires LMA a
caryotype normal avec EEB, une lignée cellulaire a LMA érythroblastique (M6) 1°1. La
LMA-M6 est une forme rare de LMA ne représentant que 4% des cas 20, contre 9-17%
pour la LMA-M5 207 dont fait partie CG-SH. Ainsi, la lignée cellulaire CG-SH apparait

comme un modele rare et précieux pour I'étude de la LMA-CN.

Nous nous sommes intéressés particulierement a deux aspects des CG-SH, qui sont
ses variants génétiques participant a la leucémogénese et sa capacité a répondre aux
cytokines. Les études précédentes visant a caractériser génétiquement les lignées
cellulaires LMA utilisent le marquage des bandes G au Giemsa et I'hybridation in situ en
fluorescence (FISH) qui permettent de détecter les anomalies génétiques a 1'échelle des
chromosomes 179181 ou la PCR apreés transcription inverse (RT-PCR) et le séquencage
direct pour détecter des mutations plus petites dans des génes spécifiques 208209, Nous
avons choisi le SNG dans cette étude car contrairement aux méthodes précédentes, le SNG
permet la détection simultanée de nombreuses variations génétiques sur I'ensemble du
génome, telles que des SNV et des indels. De plus, il nécessite peu de matériel biologique
de départ, et est disponible a un coft relativement bas. Le SNG est une méthode de choix

dans la détection de petites mutations dans le génome de patients LMA-CN 62,63,107,113,

Afin d’identifier I'’ensemble des variations génétiques qui définissent le génome de
CG-SH, nous avons utilisé le SNG du génome entier et du transcriptome, en considérant
uniquement les variants détectés dans les régions codantes. Dans les données brutes du
séquencage nous avons détecté une trés grande majorité de SNV (environ 99%). Il a
récemment été montré que la détection des indels avec le SNG est défectueuse, en partie

a cause du glissement de la polymérase (polymerase slippage) généré par les répétitions



en tandem 210, Le SNG ciblé permettrait une détection efficace des indels, mais
s’appliquerait a des génes déja connus dans la maladie 211212, Puisque la lignée cellulaire
CG-SH arécemment été établie et qu’aucun réarrangement chromosomique n’est survenu
apres la mise en culture de la lignée, nous avons entreprit de découvrir quelles variations
génétiques sont susceptibles d’étre a I'origine du développement de la leucémie chez le
patient dont la lignée est issue. Etant donné que le patient est décédé en 2006 163, nous
n’avons acces ni a ces CSH normales, ni a ces cellules leucémiques primaires, qui nous
auraient servi de contréles positifs pour identifier respectivement les mutations
participant a la leucémogénese et celles acquises pendant la culture cellulaire. Par
conséquent, notre étude est fondée sur I'hypothése que les anomalies génétiques ayant
lieu dans des génes déja reportés comme mutés ou dérégulés dans la LMA, sont ceux qui
participent probablement a la leucémogéneése. Afin d’éliminer les variants
potentiellement bénins parmi les nombreux SNV détectés dans la lignée cellulaire CG-SH,
nous avons éliminé ceux dont I'effet prédit par le logiciel VEP (Variant Effect Predictor)
n’était pas délétere pour la protéine. Les SNV trouvés dans quatre genes connus pour étre
mutés de fagon récurrente dans la LMA (FLT3, NRAS, RUNX1 et TETZ) sont des
polymorphismes connus (annotés dans dbSNP135) qui ont par conséquent peu de chance
d’étre impliqué dans la pathogénicité. En utilisant le séquencage du génome et du
transcriptome, nous avons pu associer le statut mutationnel des génes fréquemment
mutés dans la LMA avec leur niveau d’expression dans la lignée cellulaire. Ainsi nous
avons éliminé 'hypothese d’'une anomalie de I'expression de ces genes qui aurait pu
participer a la leucémogénese. En revanche, des SNV inconnus ont été détectés dans des
génes mutés dans de rares cas de LMA et dans d’autres types de cancer d’apres la
littérature. Par conséquent, ces mutations pourraient jouer un role dans la pathogénese.
L’hypotheése de I'implication des SNV dans la leucémogénese a été supportée par I'étude
des termes GO porteurs des SNV connus ou nouveaux. En effet, les analyses GO
supervisées et non supervisées révelent que les genes mutés sont impliqués dans des

fonctions biologiques essentielles au développement de la leucémie.

De plus, le séquencage a permis la détection d’'une insertion d'une paire de base

dans EZHZ2, provoquant la perte du domaine fonctionnel SET de la protéine, site de son
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activité méthyltransférase 213. Cette mutation est homozygote, ce qui suggere une perte
totale de fonction du gene. EZH2 est un régulateur de I'hématopoiése faisant partie du
complexe PRC2 muté dans de rares cas de LMA 184, D’autres mutations de type indels
résultant en un décalage du cadre de lecture et en une perte de lactivité
méthyltransférase ont été découvertes tous au long du gene EZHZ2, chez des patients
atteints de pathologies myéloides malignes 214. Il a été montré que EZH2 accélere la
progression de la leucémie in vivo initiée par MLL-AF9, notamment en participant au
blocage de la différentiation 215216, EZH2 aurait donc pu participer a la progression de la

leucémie en partenariat avec d’autres génes dans ce cas de LMA-CN.

Bien qu'un SNV inconnu ait été détecté dans GATAZ par le SNG dans CG-SH,
I'insertion/délétion hétérozygote de 355 pb a été identifiée par RT-PCR et séquencage de
Sanger. En effet, les algorithmes actuellement utilisés pour le SNG ne sont pas appropriés
a la détection d’insertions de taille moyenne 217. Cependant, I'utilisation du SNG ciblé avec
des lectures de taille plus courte (~100 pb) aux extrémités couplées (paired-end reads) a
permis la détection d’insertions en tandem de 15 a 300 pb dans le gene FLT3. Puisque
I'insertion dans GATAZ est présente a la fin du géne, nous avons vérifié qu’elle avait menait
bien a une perte de fonction en testant 'activité du facteur de transcription grace a un
geéne rapporteur luciférase. De plus, le séquencage de ’ARN a révélé que seul I'allele muté
portant I'insertion était exprimé dans la lignée cellulaire (ASE), ce qui conduit a une perte
de fonction totale du gene. Les mutations de perte de fonction de GATAZ sont associées
aux formes familiales et somatiques de la LMA, et sont tres fortement corrélées aux
mutations du géne CEBPA 165175218219 GATA2 est associé a la « reprogrammation » du
réseau de transcription des genes in vivo engendré lors du développement de la LMA 229,
Les souris GATA2-déficientes présentent une hématopoiese anormale, avec des défauts
de prolifération, de survie, de différentiation, d’apoptose et de quiescence des CSH 221, Ces
informations suggerent que l'insertion/délétion détectée dans le gene GATAZ des cellules
CG-SH participe trés probablement a la pathogéneése, peut-étre méme a l'initiation de la
maladie. Cependant, I'étude que nous avons menée ne nous permet pas de connaitre la
combinaison exacte de mutations qui ont participé au développement de la LMA chez le

patient dont est dérivée la lignée cellulaire CG-SH.
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Afin d’améliorer notre modele d’étude in vitro, nous avons voulu accélérer la
croissance des CG-SH en culture dont le temps de doublement étaient relativement long
(supérieur a 72h). Dans de nombreux cas, la prolifération in vitro des cellules leucémiques
primaires de patients et de lignées cellulaires est dépendante des cytokines 222223, [,a
réponse aux cytokines et leur niveau d’expression chez les patients LMA conferent une
valeur pronostique 224227, De plus, les cytokines sont utilisées dans les thérapies ciblées
de la LMA 228, Ainsi, la compréhension de I'effet des cytokines sur le comportement des
CG-SH apporterait de I'information sur la régulation de la prolifération des cellules LMA-
CN par des facteurs de croissance, pouvant étre utilisée a des fins thérapeutiques. Dans
cette étude, nous avons choisi une combinaison de quatre cytokines : FL, IL3, G-CSF et SCF,
pour son effet connu sur la prolifération et la survie des cellules LMA 189190222 ] est
important de noter que I'effet synergique des cytokines sur la prolifération des cellules
leucémiques est plus significatif que I'effet individuel de chaque cytokine 189, Bien que le
milieu de culture des cellules leucémiques soit connu pour influencer I'expression
génique 117, nous n’avons pas trouvé d’étude portant sur I'analyse a grande échelle des
changements d’expression géniques provoqués par les cytokines. Afin de comprendre
comment les cytokines entrainent une diminution (de facteur ~1,5) du temps de
doublement de CG-SH, nous avons étudié les changements dans l'expression des genes
engendrés par les cytokines grace au séquencage du transcriptome. Premierement,
'analyse globale de I’expression des genes montre que le profil de CG-SH en 'absence de
cytokines est proche de celui des patients et qu’en présence de cytokines il tend vers un
profile proche de la lignée cellulaire HL-60 et des autres lignées LMA avec un caryotype
anormal. Ces résultats suggerent que les changements de I’expression des génes mis en
jeu dans les CG-SH en présence cytokines, sont similaires a ceux qui participent a
I'avantage prolifératif des lignées cellulaires par rapport aux cellules primaires de
patients LMA. De facon inattendue, le profil de CG-SH en I'absence de cytokines est proche
de celui des patients LMA M1, alors que cette lignée est dérivée d’'un patient M5. L’analyse
des termes GO pour les génes différentiellement exprimés dans les cellules CG-SH
exposées aux cytokines sur le long terme et le court terme, suggere que les genes qui

participent aux changements du profile d’expression sont impliqués dans la prolifération,
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la régulation de I'apoptose et la régulation de la différentiation. Ces fonctions cellulaires
sont typiquement dérégulées lors de la leucémogénese °, suggérant que les cytokines
augmentent la pathogénicité de CG-SH. De plus, 'analyse GO au court terme révele un
enrichissement dans la fonction de régulation négative de I'apoptose pour les genes
surexprimés en présence de cytokines. Ces résultats suggerent I'inactivation de la voie de
I'apoptose par les cytokines. Cette hypothése a été testée par cytométrie en flux des CG-
SH avec et sans cytokines, a 'aide d’un double-marquage AnnexinV/PI. Etonnamment
cette analyse ne révele qu’'une diminution significative du taux de nécrose (cellules
marquées au Pl seul) des CG-SH apres 3 jours d’exposition aux cytokines. Cette différence
tend a diminuer avec le temps jusqu’a disparaitre au bout de 7 jours. Ces résultats
suggerent que les cytokines ont un effet inhibiteur sur la nécrose (mort non-
physiologique) des CG-SH uniquement sur le court terme. Nous n’avons pas trouvé
d’étude faisant état du role des cytokines dans la nécrose dans la littérature. De plus, la
nécrose des cellules de la moelle osseuse des patients leucémiques est un phénomene tres
rare qui confére un pronostic défavorable 229, Il se pourrait donc que les cytokines
favorisent la survie des CG-SH au court terme en diminuant le taux de nécrose, et activent
la prolifération de CG-SH sur le long-terme, ce qui expliquerait la diminution du temps de

doublement observée en présence de cytokines.
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CHAPITRE 5 : PERSPECTIVES

Etant donné le peu d’insertions et de délétions détectées avec le SNG dans CG-SH;
un probléme déja connu de cette approche; nous pourrions analyser le génome de CG-SH
en utilisant le SNG ciblé générant des lectures courtes aux extrémités couplées, tel que
décrit par Spencer et son équipe 217. Cette approche s’appliquerait a la détection d’indels
(jusqu’a 300 pb) dans certains genes connus pour étre impliqués dans la LMA ou le cancer

de facon récurrente.

Afin d’approfondir nos connaissances sur 'effet des cytokines sur les CG-SH, nous
pourrions étudier les signatures d’expression génique pour chaque cytokine
indépendamment. Tout comme nous I'avons fait dans la présente étude, nous pourrions
utiliser le séquencage du transcriptome et comparer les profils d’expression des CG-SH en
présence et en absence de chacune des cytokines dans le milieu de culture. De cette
maniere, nous pourrons identifier les voies biologiques activées ou réprimées par chaque
cytokine. Ceci apporterait de I'information précieuse sur les voies biologiques impliquées
dans la régulation de la survie et la prolifération dans la LMA-CN, aboutissant
potentiellement a la découverte de cibles thérapeutiques pour ce type fréquent de

leucémie.

La lignée cellulaire LMA SHI-1 se caractérise par sa capacité a générer une tumeur
in vivo apres injection dans des modeles murins 208, Ainsi, nous pourrions tester le
potentiel tumorigénique de CG-SH dans des modeéles murins tel que décrit dans I’étude de
Chen et son équipe 208, Les lignées cellulaires sont utilisées pour les xénogreffe dans des
modeles de souris pour l'étude des mécanismes biologiques qui participent a la
leucémogénese 160230231 Par conséquent, nous pourrions dans un objectif au long terme,

utiliser la lignée CG-SH dans les xénogreffes pour étudier la LMA-CN in vivo.



CHAPITRE 6 : CONCLUSION

La présente étude a permis d’approfondir la caractérisation moléculaire de la
nouvelle lignée cellulaire, par la découverte des mutations qui participent probablement
la pathogénicité de la lignée CG-SH et I'identification des changements d’expression des
geénes impliqués dans les voies biologiques de réponse aux cytokines. Ces informations
permettront surement d’utiliser la lignée CG-SH par la suite comme modele d’étude in
vitro et de la greffer dans des modéles murins, dans le but de faciliter la compréhension
des mécanismes biologiques participant au développement de LMA-CN. De plus, notre
étude a apporté un apercu des causes génétiques associées a ce cas de LMA-CN, et une vue
d’ensemble des changements d’expression géniques associés au traitement avec les

cytokines dans un contexte de LMA-CN.
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