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Résumé

La leucémie est une forme de cancer qui affecte les cellules du systéme hématopoiétique.
Selon la lignée cellulaire affectée et la vitesse de développement du cancer, la leucémie peut
étre my¢éloide ou lymphoide, aigué ou chronique, respectivement. Chez les enfants, elles sont
souvent caractérisées par la présence de translocations chromosomiques, impliquant notamment
le gene KMT2A. L'impact biologique de ces fusions de genes, connues pour étre des

perturbateurs épigénétiques, est encore mal compris.

Afin d’étudier spécifiquement les conséquences de la présence de fusion impliquant le gene
KMT2A, un modele leucémique humain chez la souris a été mis en place. Le modele utilisé
consiste a induire de manicre rétrovirale I’expression d’une fusion oncogénique dans des
cellules souches hématopoiétiques et progénitrices d’un unique donneur sain. Ces cellules sont
ensuite injectées dans des souris immunodéficientes pour produire une leucémie aigu€ myéloide
ou lymphoide aprés quelques semaines. L’ utilisation de ce modele leucémique vise a définir les
genes qui sont régulés de manicre €pigénétique et essentiels dans le processus de leucémogenese

médié par une translocation chromosomique faisant intervenir le géene KMT2A.

La premiere partie des travaux cartographie les changements génétiques et épigénétiques a
chacun des stades de la leucémogénese causée par la fusion KMT24-MLLT3. Nous avons
cartographié les changements épigénétiques tels que la méthylation de I’ADN (Methyl-seq), les
modifications des histones (ChIP-seq) et I’accessibilité de la chromatine (ATAC-seq), puis les
avons corrélés avec les niveaux d’expression des génes (RNA-seq). Nous avons observé que les
leucémies myéloides aigu€s présentent un phénotype global d'hypométhylation tandis que les
changements d'expression aprés l'addition de la fusion ont mis en évidence I’inactivation de
genes associés aux cellules souches et des altérations dans d'autres génes impliqués dans la
leucémogenese tels que S70048/9. Nos données d’ATAC-seq ont montré qu'il y avait
relativement peu de changements spécifiques a la leucémie myéloide aigué et que la grande
majorité correspondait a des régions de chromatine ouvertes et a des régions contenant des
motifs pour des facteurs de transcription précédemment observés dans d'autres types de cellules
sanguines. L’analyse des marques d’histones associées a des promoteurs actifs suggere

également un potentiel rdle du récepteur CCR1 et de son ligand spécifique CCL23. Finalement,
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nos résultats suggerent que la transformation leucémique par la fusion KMT2A-MLLT3 implique
des modifications épigénétiques minimes qui requicrent également la coopération des réseaux

transcriptionnels utilisés dans les cellules sanguines normales.

La deuxiéme partie de cette thése s’intéresse a la fusion de génes KMT2A-MLLT4, une
translocation chromosomique peu étudiée mais pour laquelle le pronostic vital des patients est
connu pour étre défavorable et pire que celui des patients porteurs de la fusion KMT2A-MLLTS3.
L’extension de notre modele a la fusion KMT2A-MLLT4 nous permet d’appliquer les mémes
approches que précédemment et de détailler les différences génétiques et épigénétiques entre
ces deux fusions, jusqu’a maintenant jamais caractérisées. Nous avons pu observer une baisse
globale d’expression dans un groupe de genes intervenant dans les processus ribosomaux et
traductionnels. Par ailleurs, PROM1 (CD133) fait office de potentiel candidat biomarqueur
permettant la distinction entre ces deux translocations chromosomiques tandis que le géne LPL

pourrait jouer un role dans la leucémogenese médiée par la fusion de génes KMT2A-MLLTH.

En conclusion, I’étude des mécanismes a chacun des stades du développement leucémique
nous a fourni une meilleure compréhension des changements épigénétiques intervenant dans le
processus de leucémogenese causé par des réarrangements de type KMT2A. Une meilleure
caractérisation de la pathophysiologie de la leucémie pourrait permettre d’explorer des avenues

thérapeutiques plus ciblées.
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Abstract

Leukemia is a form of cancer that affects blood cells. Depending on the affected cell lineage
and the rate at which the cancer grows, leukemia can be myeloid or lymphoid, or acute or
chronic, respectively. In children, they are often characterized by the presence of chromosomal
translocations, in particular involving the KMT2A gene. The biological impact of these gene

fusions, known to be epigenetic disruptors, is still poorly understood.

To study the consequences of the presence of gene fusions involving KMT2A, we have
developed a human leukemia model. The model consists of transducing hematopoietic stem and
progenitor cells (CD34") from a single healthy donor with a retrovirus bearing an oncogenic
fusion. These cells are injected into immunodeficient mice to produce acute myeloid or
lymphoid leukemia after a few weeks. By using this model, we aim to define genes that are
epigenetically regulated and essential in the process of leukemogenesis mediated by KMT24

gene fusions.

The first part of this thesis characterized the genetic and epigenetic changes at each step of
leukemogenesis caused by KMT2A4-MLLT3 gene fusion. We investigated epigenetic changes
such as DNA methylation (Methyl-seq), histone marks (ChIP-seq), and chromatin accessibility
(ATAC-seq) and correlated these with expression changes (RNA-seq). We observed that acute
myeloid leukemias exhibit a profound hypomethylation phenotype while expression changes
after addition of the fusion highlighted the loss of stem cell associated genes and alterations in
other genes implicated in leukemogenesis such as S70048/9 in the early stages of leukemic
transformation. Our ATAC-seq data showed that there were relatively few changes specific to
acute myeloid leukemia and that the vast majority corresponded to open chromatin regions and
clusters of transcription factors previously seen in other types of blood cells. Examination of
ChIP-seq data for active histone marks revealed that leukemia specific expression of the
chemokine CCL23 can enable autocrine signalling through its cognate receptor, CCR1. Our
results suggest that KMT2A-MLLT3 induces minimal changes in the epigenome while co-opting

the normal transcriptional machinery to drive leukemogenesis.

The second part of'this thesis focuses on KMT2A-MLLT4 gene fusion, another chromosomal

translocation for which the vital prognosis of patients is known to be worse than that of patients



carrying the KMT2A-MLLT3 fusion. The extension of our model to the KMT24-MLLT4 fusion
allows us to apply the same approaches and to characterize the genetic and epigenetic
differences between these two different leukemias. We were able to observe a dramatic decrease
in the expression level of a group of genes involved in ribosomal and translational processes.
Furthermore, PROM1 (CD133) acts as a potential biomarker candidate which might be used to
make the distinction between these two leukemias. LPL gene might play a role in

leukemogenesis mediated by KMT2A-MLLT4 gene fusion.

In conclusion, studying the mechanisms at each stage of leukemic development has provided
us with a better understanding of the epigenetic changes involved in the process of
leukemogenesis mediated by KMT2A4 rearrangements. A better characterization of the
pathophysiology of leukemia could make it possible to eventually develop more targeted

therapeutic treatments.

Keywords

Leukemia, epigenetics, KMT2A-MLLT3, KMT2A-MLLT4, DNA methylation, histone marks,
chromatin, transcription factors, RNA-seq, ChIP-seq, Methyl-seq, ATAC-seq
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CHAPITRE 1

INTRODUCTION



1 Introduction

1.1 Organisation générale des chapitres

Le chapitre introduction présente I’hématopoie¢se dans un contexte physiologique et les
différents aspects cliniques et moléculaires impliqués dans la leucémie myéloide aigué. Le
chapitre passe en revue les mutations a I’origine du développement leucémique et met I’emphase
sur les réarrangements chromosomiques impliquant le gene KMT2A. Les connaissances
actuelles sur les mécanismes biologiques et les propriétés oncogéniques des protéines de fusion

KMT2A-MLLT3 et KMT2A-MLLT4 sont détaillées.

Le chapitre 2 présente un article publi¢ en 2020 dans le journal Haematologica. Le papier
vise a décrire les événements initiaux génétiques et épigénétiques impliqués dans la
leucémogenese causée par la translocation chromosomique de type KMT2A-MLLT3. Grace a
’utilisation d’un modele de leucémie humaine, il a été possible de caractériser I’ensemble de
ces changements durant le développement de la maladie. KMT2A-MLLT3 étant un régulateur
épigénétique connu, nous avons caractéris¢ les changements dans la méthylation de I’ADN,
certaines modifications d’histones ainsi que 1’accessibilit¢ de la chromatine. Nous avons
observé un profil global d’hypométhylation de I’ADN dés les premiers stades de la
transformation leucémique, avec un changement d’expression de certains genes. Les données
d’ATAC-seq ont révélé trées peu de changements spécifiques a la leucémie en termes
d’accessibilité de la chromatine. L’intégration de toutes ces analyses a 1’échelle du génome a
permis d’identifier de potentiels biomarqueurs. Par exemple, nous avons démontré que le gene
codant pour I’adénylate cyclase ADCY9 est essentiel pour assurer la viabilité des cellules
leucémiques. Nos analyses suggerent également un potentiel role du récepteur couplé aux
protéines CCRI1 et son ligand spécifique CCL23. Nous avons ainsi découvert que la fusion
KMT2A4-MLLT3 induit des changements minimes dans I'épigénome et profite de la machinerie

transcriptionnelle ‘normale’ pour mener la leucémogenese.

Le chapitre 3 présente des données préliminaires qui visent a caractériser les différences
génétiques et épigénétiques entre deux leucémies présentant un écart important en termes de
probabilité de survie en clinique. Elles sont induites par deux fusions de genes différentes :

KMT2A-MLLT3 et KMT2A-MLLT4. En adaptant le modele du chapitre 2 a la translocation



chromosomique KMT2A4-MLLT4 et en utilisant les mémes techniques expérimentales, il a été
possible d’observer les différences entre les deux modeles. L’analyse des signatures
transcriptomiques amenent a penser que la régulation protéique serait perturbée dans les
leucémies causées par la fusion KMT2A-MLLT4. PROMI et LPL ont pu étre identifiés comme
¢tant deux potentiels biomarqueurs pour lesquels des analyses fonctionnelles sont nécessaires

pour valider leur fonction.

Le chapitre 4 présente une revue de littérature publiée en 2019 dans le journal Experimental
Hematology et sert d’ouverture pour entamer la discussion. Le mode¢le utilisé tout au long de
cette theése fait partie de I’'une des multiples fagcons d’étudier la leucémie pédiatrique qui sont
résumées par l’article a travers une description des avantages et inconvénients des modeles

existants.

Le chapitre 5 discute des avancées dans la recherche contre la leucémie présentées dans
cette thése. L’objectif est de décrire les forces et les faiblesses du modele utilisé et de proposer
des facons de I’améliorer pour se rapprocher davantage de la réalité en clinique. Il est question
¢galement de revenir sur les mécanismes biologiques des deux fusions de genes et de
comprendre comment les biomarqueurs identifiés dans les analyses pourraient servir de

potentielles cibles thérapeutiques.



1.2 Le systéme sanguin

1.2.1 L’hématopoiése : un processus assurant I’homéostasie sanguine

L’hématopoiése se définit comme étant le processus physiologique par lequel les
composants cellulaires du sang sont continuellement renouvelés et constitués tout au long de la
vie d’un organisme. Le sang est I'un des tissus qui se régénere le plus vite puisqu’a chaque
seconde au cours de la vie, des millions de cellules sanguines sont produites et remplacées. Un
humain adulte génére environ 4 a 5 x 10'! de cellules hématopoiétiques par jour (Kaushansky
2006). La production continue de 1’ensemble de ces types cellulaires requiert un systéme
hautement régulé mais tres réactif. Selon les types de cellules sanguines, leur durée de vie varie
entre quelques heures a plusieurs années. Par exemple, les globules rouges ont une durée de vie
d’environ 4 mois alors que les plaquettes et les lymphocytes ont respectivement une durée de
vie de 8-10 jours ou jusqu’a quelques années. Par ailleurs, en situation d’urgence comme en
anémie ou lors d’infection, le nombre de cellules sanguines peut augmenter ou diminuer
rapidement et se rétablir apres la récupération. La régulation trés fine de I’hématopoicse permet
de maintenir le nombre adéquat de cellules sanguines et ainsi d’assurer I’homéostasie sanguine

(Rieger and Schroeder 2012).

Le systéme sanguin est composé de diverses populations de cellules hautement spécialisées
avec des fonctions uniques. Les leucocytes (ou globules blancs) représentent 1’ensemble des
cellules spécialisées dans I’immunité acquise et innée. Ce groupe comprend les granulocytes
(incluant les neutrophiles, basophiles, ¢osinophiles et mastocytes), les lymphocytes (cellules T,
B et NK (Natural Killer)), les monocytes/macrophages et les cellules dendritiques. Les
érythrocytes (ou globules rouges) s’assurent du transport de I’O2 et du CO- a travers I’organisme
tandis que les mégacaryocytes générent les plaquettes, indispensables pour la cicatrisation des

plaies et la coagulation du sang. (Fey 2007, Jagannathan-Bogdan and Zon 2013).

Pendant I’embryogenése, 1’hématopoicse se déroule successivement dans le sac vitellin
extra-embryonnaire, 1’allantoide et le placenta, la région intra-embryonnaire AGM (Aorte-
Gonade-M¢ésonéphros) et le placenta, puis le foie feetal et finalement la moelle osseuse. Cette

derniére est le site principal de I’hématopoiese apres la naissance (Arber, Orazi et al. 2016).



1.2.2 A la base de la hiérarchie : les cellules souches hématopoiétiques

Tous les types cellulaires sanguins proviennent des cellules souches hématopoiétiques
(CSH). Elles sont caractérisées par leur capacité unique a s’auto-renouveler et a produire divers

progéniteurs qui se différencient en cellules sanguines matures (Metafuni, Chiusolo et al. 2018).

Pour assurer I’homéostasie hématopoictique tout au long de la vie de 1’organisme, une
balance entre différenciation et auto-renouvellement est nécessaire et doit étre finement régulée.
C’est un processus essentiel pour maintenir une quantit¢ adaptée de cellules sanguines
différentes, a tout moment (état d’homéostasie sanguine). C’est la raison pour laquelle le destin
des CSH est soumis a une série d’événements intracellulaires qui entraineront un état de
quiescence ou prolifération, de différenciation ou auto-renouvellement, de survie ou mort
cellulaire. Une hématopoiese considérée comme physiologique assure un équilibre constant,
méme en situation particuliere (blessure ou infection). Les perturbations dans le systéme
hiérarchique de I’hématopoicse aboutissent a des troubles hématologiques. D’un c6té, un
¢puisement de la réserve en CSH pourrait se produire dans le cas ou le processus de
différenciation est excessif ou l’auto-renouvélement est insuffisant. D’un autre c6té, une
différenciation insuffisante ou un auto-renouveélement excessif peut conduire a la formation de

maladies sanguines (Rieger and Schroeder 2012).

Le modéle hiérarchique des cellules CSH se compose d’une série de progéniteurs
multipotents, oligopotents et unipotents qui se différencient vers des cellules hématopoiétiques
de plus en plus matures (Figure 1.1), tout en perdant leur potentiel d’autorenouvellement. A
noter que les cellules totipotentes ont la capacité de produire tous les types de cellules de
I’organisme, y compris les cellules souches embryonnaires. Ces derni¢res sont un exemple de
cellules pluripotentes qui ont le potentiel de produire tous les types cellulaires. Les cellules
multipotentes, comme les CSH, peuvent produire un nombre limité de types cellulaires dans une

lignée particuliére.



Les CSH générent des progéniteurs primitifs multipotents (MPP) ayant le plein potentiel de
donner les différents types cellulaires mais présentent une capacité d’auto-renouvellement plus
faible que les CSH (Osawa, Hanada et al. 1996, Benveniste, Frelin et al. 2010). Elles permettent
la formation de progéniteurs oligopotents (Doulatov, Notta et al. 2010). Les progéniteurs
communs de cellules myéloides (CMPs) se différencient en progéniteurs
granulocytes/macrophages (GMP) ainsi qu’en progéniteurs mégacaryocytes/érythroides (MEP)
qui pourront ensuite se différencier en hématies et plaquettes. Les progéniteurs lymphoides
communs (CLP) se différencient en précurseurs de cellules B, T et NK (Murre 2007). Ces étapes
successives de maturation s’achévent par la création et la libération des cellules terminales dans

le sang périphérique (Figure 1.1).

Des études récentes sur les étapes de différenciation in vitro ont remis en question le modele
classique de différenciation hiérarchique des progéniteurs hématopoiétiques. Les progéniteurs,
limités a une ou deux lignées cellulaires, pourraient contourner les progéniteurs multipotents et
seraient générés directement a partir des CSH (Yamamoto, Morita et al. 2013, Notta, Zandi et
al. 2016, Haas, Trumpp et al. 2018). Malgré des études qui suggerent une révision de
I’organisation hiérarchique de I’hématopoiese humaine, le modéle actuel est celui qui est
largement utilisé pour étudier les mécanismes moléculaires des CSH et des progéniteurs (Pinho

and Frenette 2019).



Runx-1

scL/tall
Lmo-2
3 » Gfi-1
c @ KMT2A LT-HSC CD201°CD150°CD48 Lin c-Ki'Sca-1'
s 2 or CD34 FIk2 Lin c-Kit'Sca-1"
S 5 Sall4 | |
ER= Etvé |
w o Sox17 [
o] GATA2 ST-HSC CD3&FIk2 Linc-Kit* Sca-1° I\I‘
2 = Foxo3a ]
T E Bmi-1 ‘ |
< CD34°Fik2"Linc-Kit'Sca-1- |
PP or CD150-CD48-Lin"c-Kit'Sca-1- =
|

é

CMP

Capacit

SCF L7 |

"] TPO ||
IL-3 \

|

cLP |
CD34 FeyRIVIIM*Lin"c-Kit'Sca-1- |

I Lin"cKit*Sca-1|L7Ra’FIk2® | \

|
|

| \

-3 GM-CSF | | |

SCF I !

PO V] |
MEP | |
||

GMP
{ CD34'FeyRIANLin c-Kit*Sca-1" CD34'FeyRIVIILin c-Kit'Sca-1"

3 3 - B ]
0 EPO G-CSF l""'cs* FitaL FitaL L7 L7

L4 \
SCF IFN-a -2 IL-15
IL-5 . GM-CSF
I3 IFN-y
M-CSF Monocyte FitaL
Megakaryacyte IL-10 THF-a

PO = s GM-CSF
K- XX Y 0 @ O
g,
:3’; Rl .__.;'
e Monocyle-derived  Dendritic Teal NKcel  Bosl
Platelet Ervthrocyte  Basophil phil i Dendritic cell cell

Figure 1.1 — Processus de ’hématopoiese.

Toutes les cellules hématopoiétiques dérivent d’une population de cellules souches
hématopoictiques (HSC ou CSH) qui se divisent en deux groupes : celles au potentiel de

repopulation a court terme (ST) ou a long terme (LT). Elles différent par leur capacité¢ de
prolifération plus ou moins limitée.

Les principaux facteurs de transcription et cytokines sont indiqués respectivement en rouge et

en bleu. Les encadrés rouges indiquent les différents marqueurs de surface des cellules
sanguines qui ont été identifiés chez la souris.

MPP : progéniteurs multipotents ; CLP : progéniteurs lymphoides communs ; CMP :
progéniteurs myéloides communs ; MEP : progéniteurs mégacaryocytes-érythrocytes ; GMP :
progéniteurs granulocytes-monocytes.

Le graphique est adapté de 1’étude (Cheng, Zheng et al. 2020) et est reproduit avec leur
permission.



1.2.3 Un processus finement régulé

Au sein du microenvironnement médullaire, cohabitent des cellules hématopoiétiques a
différentes étapes de différenciation, des cellules stromales mésenchymateuses, des
ostéoblastes, des cellules endothéliales, des adipocytes et des neurones périphériques (Mendez-
Ferrer, Bonnet et al. 2020). Cette « niche de cellules souches » fait référence a un réseau
multicellulaire complexe au sein duquel des interactions physiques et moléculaires entre cellules
sont essentielles pour permettre la maintenance et la différenciation des CSH (Pinho and

Frenette 2019).

La régulation de I’hématopoiese est assurée par la combinaison de facteurs intrins€ques aux
cellules (régulateurs transcriptionnels, épigénétiques et voies métaboliques) et des facteurs
extrinseques (comme les hormones et les signaux locaux du microenvironnement de la moelle
osseuse). Afin d’assurer 1’homéostasie sanguine, de controler la différenciation des cellules
sanguines ainsi que de maintenir le stock des cellules souches hématopoiétiques, des cytokines
et des facteurs de transcription permettent de contrdler finement I’hématopoiese (Cheng, Zheng

et al. 2020).
1.2.3.1 Cytokines

Les cytokines constituent une large famille de ligands extracellulaires ayant la capacité de
stimuler des réponses biologiques a divers types cellulaires en se fixant et en activant des
récepteurs aux cytokines. Celles qui sont spécifiques au systéme hématopoiétique sont les
interleukines (IL), les facteurs CSF (Colony-Stimulating Factors), les interférons,
I’érythropoiétine (EPO) et la thrombopoiétine (TPO) (Robb 2007). La Figure 1.1 illustre les

principales cytokines intervenant dans I’hématopoiese.

Les cytokines activent la prolifération et la différenciation de cellules hématopoiétiques et
different selon 1’état de maturation de celles-ci. Certaines sont spécifiques d’une lignée
cellulaire tandis que d’autres affectent de multiples lignées. Par exemple, 'EPO régule les
niveaux de progéniteurs érythrocytaires alors que I’IL-3 stimule la croissance de la plupart des
lignées cellulaires. Certaines cytokines ont donc une action plus large, comme le GM-CSF, les

facteurs de cellules souches (SCF) et la tyrosine kinase 3 de type Fms (FLT3), IL-2, IL-3 et IL-



7, qui agissent a la fois sur des progéniteurs mais également des lignées plus spécifiques

(Metcalf 1998).
1.2.3.2 Facteurs de transcription

Les progéniteurs hématopoictiques se différencient également via 1’activation de
programmes d’expression génique spécifiques et régulés par des facteurs de transcription. Ceux-
ci varient selon la lignée cellulaire. A chaque étape de différenciation, les génes associés a la
lignée s’expriment tandis que les autres genes li€s aux autres voies restent inactifs. Les
principaux facteurs de transcription intervenant dans I’hématopoiese sont représentés dans la

Figure 1.1.

Plusieurs facteurs jouent un réle clé dans le développement myéloide. Par exemple,
PU.1/SPI1 est un facteur essentiel dans la lignée myéloide (Graf and Enver 2009). CEBP-q,
CEBP-B et CEBP-¢ agissent dans I’engagement vers les granulocytes, macrophages et
monocytes (Zhang, Zhang et al. 1997, Verbeek, Wachter et al. 2001, Tavor, Vuong et al. 2002,
Dahl, Walsh et al. 2003, Laiosa, Stadtfeld et al. 2006). IRF8 est également impliqué dans la
lignée my¢loide, notamment les cellules dendritiques et les monocytes (Becker, Michael et al.
2012, Kurotaki, Yamamoto et al. 2014). D’autres facteurs comme GATA-1, KLF1 ou encore
GFII1B sont essentiels pour I’engagement dans les lignées érythrocytaires et mégacaryocytaires
(Iwasaki, Mizuno et al. 2003). Corréler les mécanismes de régulation génique aux programmes
de différenciation dans les populations my¢loides a récemment été clarifié de maniere plus
précise grace a des approches de séquengage de cellule unique (single-cell) (Paul, Arkin et al.

2015).

En ce qui concerne la régulation des CSH, certains facteurs de transcription sont impliqués
dans des translocations chromosomiques ou des mutations somatiques a I’origine de cancers
hématopoiétiques, comme des leucémies lymphoides aigués de type T (SCL/TALI et LMO-2)
ou des leucémies myéloides ou lymphoides (KMT2A, RUNXI1, ETV6) (Orkin and Zon 2008).



1.3 Epigénétique

L’épigénétique correspond a I’étude des mécanismes héritables et réversibles qui influencent
I’expression des geénes sans causer de modifications dans la séquence de I’ADN. Les
changements épigénétiques jouent un role essentiel dans la régulation de I’expression des génes.
Par conséquent, des modifications épigénétiques aberrantes peuvent impacter la prolifération,
la différenciation ou la survie des cellules et étre associées a des types de cancers spécifiques
(Berdasco and Esteller 2010). Ces changements incluent la méthylation de I’ADN, les
modifications des histones et des ARNs non-codants. Nous nous concentrerons sur les deux

premiers mécanismes dans le restant de cette these.
1.3.1 Méthylation de ’ADN

La méthylation de I’ADN est un mécanisme épigénétique qui implique le transfert d’un
groupement méthyl, provenant du métabolite S-AdénosylMéthionine (SAM), au niveau de la
position du 5™ carbone des résidus cytosines pour les transformer en 5-méthylCytosine (5mC).
La réaction est catalysée par la famille des ADN méthyltransférases (DNMT). Les enzymes
DNMT3A et DNMT3B permettent I’établissement de nouvelles méthylations : ce sont les
DNMT de novo. A I’inverse, la protéine DNMT1 fonctionne pendant la réplication de I’ADN
en assurant la copie du modele de méthylation de ’ADN du brin parental sur le brin
nouvellement synthétisé¢. La méthylation de I’ADN, notamment au niveau des ilots CpG, permet
la régulation de I’expression des geénes en favorisant le recrutement de protéines impliquées dans
la répression ou bien en empéchant la fixation de facteurs de transcription a I’ADN (Moore, Le

et al. 2013).

L’approche la plus fréquemment utilisée pour étudier la méthylation des cytosines est la
technique de séquencage de ’ADN apres traitement au bisulfite (methyl-seq). Ce dernier
convertit des cytosines non méthylées en uracile, sans affecter les cytosines méthylées. La
comparaison entre le séquencage de I’ADN traité et la condition contrdle non traitée permet de
localiser les régions méthylées a travers le génome et de quantifier le pourcentage de cytosines

méthylées (Harris, Wang et al. 2010).
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1.3.2 Modifications des histones

Les protéines histones sont 1’'un des ¢léments informatifs de 1’épigénétique. Environ 146 pb
d’ADN entourent chaque octameére d’histones pour former un nucléosome, sous-unité de base
de la chromatine. Chaque nucléosome est composé d’un tétramére H3/H4 et de deux dimeéres
H2A/H2B (Van Holde, Allen et al. 1980, Luger, Mader et al. 1997). Les unités nucléosomales
sont compactées et condensées pour former la chromatine. Les extrémités N-terminales des
histones H3 et H4 peuvent subir des modifications post-traductionnelles. Celles-ci représentent
I’un des mécanismes épigénétiques que les organismes multicellulaires utilisent pour garantir
I’expression spatio-temporelle des geénes impliqués dans la différentiation et le développement
(Strahl and Allis 2000, Milne, Dou et al. 2005, Kouzarides 2007). Ces modifications sont
appelées “marques”, peuvent €tre de différentes formes (phosphorylation (P), acétylation (Ac),
méthylation (Me, avec un groupement mono-, di- ou tri-méthyle), et ubiquitination (Ub)). Elles
peuvent étre déposées, interprétées ou effacées respectivement par des protéines appelées
readers, writers, erasers. Par exemple, les groupements méthyles situés sur les lysines sont
ajoutés ou retirés respectivement par des enzymes de type histone lysine méthyltransférase
(KMT) ou de type histone lysine déméthylase (KDM). Nous discuterons plus en détail de la
famille des KMT?2 au point 1.5.1.2. Par ailleurs, le « code histone » vise a établir un lien entre
I’activité transcriptionnelle et les marques d’histones. Les marques d’histones acétylées
(H3K9ac et H3K27ac) sont associées une activation du géne alors que les modifications de type
méthylation peuvent étre corrélées a I’activation (H3K4 ou H3K79) ou a la répression des genes
(H3K9 ou H3K27). Elles peuvent aussi permettre de délimiter des régions fonctionnelles du
génome. Par exemple, H3K4mel et H3K27Ac marquent les régions amplificatrices (ou
enhancer) ; H3K4me3 est caractéristique des promoteurs actifs ; H3K79me2 et H3K36me3

marquent les régions codantes des geénes actifs (Allis and Jenuwein 2016).

Pour étudier ces modifications, il est possible de réaliser une approche
d’immunoprécipitation de chromatine suivie d’une étape de s€quencage haut-débit (ChIP-seq)
(Furey 2012). Cette technique se base sur ’utilisation d’anticorps reconnaissant spécifiquement
les marques d’histones. Les données de séquencage de ’ADN immunoprécipité permettent
d’identifier les profils des marques d’histones au niveau de 1’ensemble des génes et d’y associer

des données d’expression via des approches de RNA-seq. A noter que la méthode d’ATAC-seq
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permet de connaitre 1’état d’ouverture de la chromatine et ainsi de déterminer si un geéne est
potentiellement prét — ou non — a étre transcrit (Buenrostro, Wu et al. 2015). En quelques mots,
cette récente technique se base sur I'utilisation d’une transposase capable de cliver et d’ajouter
des adaptateurs aux extrémités des fragments d’ADN situés dans les régions ouvertes du
génome. Apres purification et amplification par PCR, une étape de séquengage permet de
déduire les régions ou la chromatine est ouverte ainsi que les potentiels sites de fixation de

facteurs de transcription.
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1.4 La leucémie myéloide aigué

1.4.1 Définition

La leucémie est une forme de cancer qui affecte les cellules du systéeme hématopoiétique.
Elle se développe non seulement a partir des CSH qui proliférent de maniére incontrolée et
donnent des cellules souches leucémiques (CSL), mais également des progéniteurs qui perdent
leur capacité a se différencier et deviennent des cellules blastiques. Ces cellules sont capables
d’infiltrer la moelle osseuse, le sang périphérique ainsi que d’autres tissus, et devenir

progressivement plus nombreuses que les cellules fonctionnelles (Dohner, Weisdorfet al. 2015).

Selon la voie de différenciation concernée et la vitesse de développement du cancer, la
leucémie peut €tre classifiée en différentes catégories : my¢loide ou lymphoide, aigué (quelques

semaines) ou chronique (quelques années).
1.4.2 Manifestations cliniques et méthodes de diagnostic

Les symptomes que développent les patients leucémiques sont variables mais causés
principalement par 1’insuffisance hématopoiétique comme une neutropénie (taux bas de
granulocytes neutrophiles), une anémie (nombre insuffisant d’érythrocytes) ou une
thrombocytopénie (déficit de plaquettes). Cela se traduit généralement par de la fievre et une
faiblesse généralisée (et moins fréquemment par une coagulation intravasculaire disséminée ou
un syndrome de leucostase) et apparaissent quelques semaines ou quelques mois avant de poser

un diagnostic chez les patients atteints de leucémie my¢loide aigué (LMA).

L’évaluation au microscope du sang périphérique et de la moelle osseuse est la premiere
étape pour diagnostiquer une leucémie aigué. Le diagnostic de la LMA est réalisé lorsqu’il y a
au moins 20% de blastes myé¢loides retrouvés dans le sang ou la moelle osseuse (Arber, Orazi
et al. 2016). Dans de rares cas, c’est la détection de réarrangements chromosomiques qui permet
le diagnostic de LMA dans les patients ayant un taux inférieur de blastes. La cytométrie en flux
est utilisée pour décrire I’immunophénotype, c’est-a-dire le profil aberrant des marqueurs
présents a la surface des cellules leucémiques. L’évaluation cytogénétique est nécessaire pour
rechercher des anomalies génétiques récurrentes et ainsi permettre de préciser le sous-groupe

auquel appartient le patient. L’analyse du caryotype (ou des techniques de séquencage du
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génome) permet la détection d’anomalies cytogénétiques. Les techniques de FISH (ou
« fluorescence in situ hybridization ») ou de PCR (ou « Polymerase Chain Reaction ») sont aussi

utilisées pour réaliser des tests rapides de détection d’altérations chromosomiques spécifiques.
1.4.3 Classification de la leucémie myéloide aigué

Il existe différentes classifications se basant sur la génétique, I’immunophénotype et la
morphologie. Dans les années 1970, la classification FAB (French-American-British)
définissait 8 sous-types de LMA (de MO a M?7) selon des criteres principalement
morphologiques, immunophénotypiques et de degré de différenciation (Tableau 1.1) (Bennett,

Catovsky et al. 1976).

Sous-type classification FAB Nom de la maladie
Mo LMA avec différenciation minimale
M1 LMA sans maturation
M2 LMA avec maturation
M3 Leucémie promyélocytaire aigué
M4 Leucémie myélomonocytaire aigué
MS Leucémie monocytaire aigué
M6 Leucémie érythroblastique aigué
M7 Leucémie mégacaryocytaire aigué

Tableau 1.1 — Classification FAB des leucémies myéloides aigués.

Tableau adapté de (Bennett, Catovsky et al. 1976).

La classification FAB est aujourd’hui de moins en moins utilisée. C’est la classification de
I’Organisation Mondiale de la Santé¢ (OMS) qui devient la référence dans I’établissement des
diagnostics. Elle tient compte de multiples criteres pour affiner ’appartenance aux différents
groupes. L’objectif est de se baser sur des caractéristiques cliniques, la morphologie,
I’immunophénotype mais surtout I’information génétique pour décrire des groupes distincts et
sans chevauchement entre eux (Arber, Orazi et al. 2016). Le Tableau 1.2 présente les catégories

majeures de la classification de ’OMS mise en jour en 2016.

Les LMA causées par la présence d’une translocation chromosomique de type KMT72A4-
MLLTS3 et faisant I’objet de cette thése se retrouvent dans la premiere catégorie et correspondent

souvent au sous-groupe M4/5 dans la classification FAB.
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LMA avec des anomalies cytogénétiques récurrentes

LMA avec t(8;21)(q22;q922) ; RUNXI-RUNXITI

LMA avec inv(16)(p13.1922) ou t(16;16)(p13.1;q22) ; CBFB-MYH11
Leucémie aigu€ promyélocytaire avec PML-RARA

LMA avec t(9;11)(p22;q23) ; MLLT3-KMT2A4

LMA avec t(6;9)(p23;q34) ; DEK-NUP214

LMA avec inv(3)(q21926.2) ou t(3;3)(q21;926.2) ; GATA2, MECOM
LMA (mégacaryoblastique) avec t(1;22)(p13;q13) ; RBM15-MKL1
LMA avec mutation NPM1

LMA avec mutation bi allélique de CEBPA

Entrée provisoire : LMA avec BCR-ABLI1

Entrée provisoire : LMA avec mutation RUNX1

LMA avec anomalies associées aux myélodysplasies

Néoplasies myéloides post-traitements

LMA, sans autre spécification :

LMA avec différenciation minimale (FAB : LMA MO)

LMA sans maturation (FAB : LMA M1)

LMA avec maturation (FAB : LMA M2)

Leucémie aigu€ myélomonocytaire (FAB : LMA M4)
Leucémie aigu€ monoblastique/monocytaire (FAB : LMA MS5)
Leucémie aigué érythroide pure (FAB : LMA M6)

Leucémie aigu€ mégacaryoblastique (FAB : LMA M?7)
Leucémie aigu€ myé¢loblastique a composante basophile
Leucémie aigu€ avec myélofibrose

Sarcome granulocytaire

Proliférations myéloides associées au syndrome de Down

Réaction leucémoide transitoire

LMA associée au syndrome de Down

Tableau 1.2 — Classification de ’OMS des leucémies myéloides aigués.
Tableau adapté de (Arber, Orazi et al. 2016).
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1.4.4 Facteurs de pronostic des leucémies myéloides aigués

Le pronostic de la LMA est déterminé par les informations relatives a la maladie (facteurs
génétiques, nombre de globules blancs, antécédent de syndrome myélodysplasique) et au patient
(age, état général, comorbidité). Celles-ci prédisent respectivement la résistance au traitement
standard et la probabilité de survie aprés un traitement. En 2010, la classification ELN
(European LeukemiaNet) a été congue pour standardiser la stratification des risques chez les
patients adultes atteints de LMA en utilisant les données cytogénétiques (Dohner, Estey et al.
2010). Les mutations des genes NPM 1, CEBPo et FLT3 (avec des duplications en tandem (ITD))
sont notamment des marqueurs moléculaires de risque bien établis dans les LMA. Les autres
genes TP53, RUNXI, DNMT3A, IDHI/2 et ASXL1 sont également utilisés pour I’établissement
du pronostic mais leur role dans la prise de décision clinique n’a pas encore été bien défini
(Roug, Hansen et al. 2014, Dohner, Weisdorf et al. 2015). Les patients sont répartis dans 1’un
des quatre groupes de risque : favorable, intermédiaire-I, intermédiaire-I1I et défavorable

(Tableau 1.3).

Groupe de risque Caractéristiques génétiques
t(8;21)(q22;q922); RUNXI-RUNXITI

inv(16)(p13.1922) ou t(16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYH1 1
Mutation de NPM1 sans FLT3-ITD (caryotype normal)
Mutations bialléliques de CEBPa (caryotype normal)
Mutations de NPM1 et FLT3-ITD (caryotype normal)
Intermédiaire-1 ~ NPM1 wild-type et FLT3-ITD (caryotype normal)

NPM1 wild-type sans FLT3-ITD (caryotype normal)
t(9;11)(p22:;923); KMT2A-MLLT3

Anomalies cytogénétiques ni favorables, ni défavorables
inv(3)(q21926.2) ou t(3;3)(q21:;926.2); GATA2, MECOM (EVII)
t(6;9)(p23;q34); DEK-NUP214

t(v;11)(v;q23); KMT2A réarrangé (excepté t(9;11)(p22;q23))

—5 ou del(5
Défavorable 7 &)

Favorable

Intermédiaire-11

—17/anomalie(17p)
Caryotype complexe (>3 altérations ; excepté les patients avec t(9;11),
t(15;17), t(8;21), inv(16) ou t(16;16))

Tableau 1.3 — Classification European LeukemiaNet (ENL) des leucémies myéloides aigués.
Tableau adapté de (Dohner, Estey et al. 2010).
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1.4.5 Le paysage génétique des leucémies myéloides aigués

L’arrivée des techniques de séquengage nouvelle génération a permis de cartographier la
fréquence des mutations chez les patients, I’architecture et I’évolution des clones, ainsi que le

paysage épigénétique de la maladie.

Une ¢étude récente (Bolouri, Farrar et al. 2018) a mis en lumiére les différences génétiques
liées a I’age, entre patients adultes et pédiatriques atteints de LMA, et démontre la trés forte
hétérogénéité génétique de la maladie. 11 a pu étre observé que les translocations
chromosomiques sont retrouvées plus fréquemment chez les jeunes patients. Les mutations
ponctuelles, quant a elles, concernent certains génes spécifiquement chez les enfants (comme
NRAS, KIT ou KRAS) ou chez les adultes (DNMT3A, NPM1, IDHI, IDH?2). Par ailleurs, les
méthodes d’analyse a I’échelle de la cellule (single-cell) ont permis de révéler la complexité et
I’imprévisibilité¢ de I’évolution clonale de la maladie au cours du temps (Morita, Wang et al.

2020) ce qui démontre I'urgence de développer des médecines de précision.

L’analyse de 200 patients dans le cadre d’une étude menée par le réseau TCGA (The Cancer
Genome Atlas Research) a permis de révéler I’existence des geénes fréquemment mutés qui
permettent d’affiner le pronostic et d’aider a mieux adapter le traitement en clinique. Chaque
patient possede en moyenne 13 mutations, dont 5 sont considérées comme étant des mutations
pilotes (ou driver mutation) (Cancer Genome Atlas Research, Ley et al. 2013). II est possible
de les regrouper en 8 catégories fonctionnelles résumées sur la Figure 1.2 (Dohner, Weisdorf

et al. 2015, Saultz and Garzon 2016) :

- La mutation du géne NPMI entraine une relocalisation cytoplasmique de la
protéine NPMI1 et de ses partenaires d’interaction ce qui stimule la prolifération des

cellules myéloides et le développement leucémique.

- La translocation chromosomique t(8;21)(q22;q22); RUNXI-RUNXITI ou les
mutations touchant RUNXI, un géne codant pour un facteur de transcription my¢loide,

impactent la transcription et la différenciation hématopoiétique.

- Les mutations du gene codant pour le récepteur a activité tyrosine kinase FLT3
facilitent la prolifération des cellules leucémiques via I’activation des voies de

signalisation telles que RAS-RAF, JAK-STAT et PI3K-AKT.

17



- Les mutations touchant les geénes impliqués dans les spliceosomes (SRSF2,
SF3BI1, U2AF1, ZRSR?2) affectent le processus d’épissage des ARN dans les cellules

leucémiques.

- STAG2 et RAD21 sont deux geénes du complexe de cohésine pour lesquelles des

mutations peuvent nuire a la régulation transcriptionnelle.

- Certaines mutations peuvent affecter directement la méthylation de ’ADN
(DNMT3A et TET2 ou encore IDH1/2), ce qui entraine une dérégulation de 1’expression

d’autres genes.

- Comme dans de nombreux autres types de cancers, les mutations touchant les
genes suppresseurs de tumeur tels que p53 peuvent compromettre la régulation

transcriptionnelle.

- La derni¢re catégorie concerne les geénes et fusions de génes impliqués dans
I’homéostasie épigénétique des cellules tels que la translocation chromosomique faisant

intervenir le géne KMT2A qui fait I’objet du reste de cette these.
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Figure 1.2 — Résumé des huit catégories de genes fréquemment mutés dans la leucémie
myéloide aigué.

Chaque point rouge correspond a un géne muté. Parmi tous les cas de LMA, il est possible de
classer les différents geénes du plus au moins fréquemment mutés : NPM1 (25-30%), DNMT3A
(18-22%), FLT3 (20%), IDH1/2 (15-20%), TET2 (9-23%), RUNXI (5-13%), CEBPa (6-10%),
ASXLI (5-11%), p53 (8-14%), c-KIT (5%).

Reproduit avec la permission de (Dohner, Weisdorf et al. 2015), copyright Massachusetts Medical
Society.
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1.5 Les LMA causées par une fusion de génes de type KM72A

1.5.1 Le géne KMT2A sauvage

Le géne KMT2A (ou MLL pour Mixed Lineage Leukemia ou ALL-1) a été identifié chez
I’humain en raison de son association avec un point de cassure retrouvé fréquemment dans un
sous-groupe de leucémies aigués (Ziemin-van der Poel, McCabe et al. 1991, Djabali, Selleri et
al. 1992, Gu, Nakamura et al. 1992, Tkachuk, Kohler et al. 1992). La plupart des mutations du
gene KMT2A4 dans la leucémie sont des translocations chromosomiques qui entrainent la
troncature du gene KMT2A et sa fusion avec un nombre de plus en plus croissant de génes

partenaires (Meyer, Burmeister et al. 2018).

Avant de discuter de la nature des fusions oncogéniques faisant intervenir KMT2A, cette
partie détaille les connaissances actuelles de la protéine KMT2A considérée comme sauvage

chez les mammiferes (Crump and Milne 2019).
1.5.1.1 Historique

Lorsque I’ADN complémentaire du géne KMT2A a été s€quencé pour la premicre fois par
différents groupes (Djabali, Selleri et al. 1992, Gu, Nakamura et al. 1992, Tkachuk, Kohler et
al. 1992), une des premiéres caractéristiques mises en ¢vidence a ¢té son homologie avec le géne
trithorax, retrouvé chez la drosophile (Mazo, Huang et al. 1990). Trithorax (ou trx) fait partie
du groupe trithorax (trxG), identifi¢ a 1’origine comme régulateur des génes homéotiques (ou
Homéobox ou Hox) chez Drosophila melanogaster. Cet ensemble de génes possede un rdle
essentiel dans la structuration corporelle des organismes multicellulaires notamment dans le
controle du développement de I’axe antéro-postérieur de la drosophile (Lewis 1978, Duncan
and Montgomery 2002, Kassis, Kennison et al. 2017). Les protéines TrxG maintiennent
I’expression des geénes Hox mais subissent 1’activité répressive des protéines du groupe
Polycomb (PcG) (Lewis 1978, Kassis, Kennison et al. 2017). Aucun de ces deux groupes n’est
requis pour initier I’expression des génes Hox mais ils sont indispensables pour maintenir les
modeles d’expression une fois établis (Struhl and Akam 1985, Kassis, Kennison et al. 2017).
Chez la souris, des travaux ont pu démontrer que 1’orthologue de KMT24 chez les mammiféres
agit comme un membre du groupe trxG. En effet, les souris pour lesquelles le gene KMT2A est

inactivé (« knock-out » (KO)) présentent une Iétalité embryonnaire et des défauts dans
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I’organisation corporelle, causés par des modifications anormales du modele d’expression des
genes Hox (Yu, Hess et al. 1995, Yu, Hanson et al. 1998). D’ailleurs, comme observé chez la
drosophile, les modeles d’expression des génes Hox chez les souris KO pour KMT72A4 ne sont
pas affectés lors de I’initiation mais plutot dans I’étape du maintien de 1’expression et des stades
ultérieurs de développement (Yu, Hess et al. 1995, Yu, Hanson et al. 1998, Beck, Faradji et al.
2010).

1.5.1.2 Structure de la famille MLL/KMT?2

KMT?2A est un membre de la famille des protéines méthyltransférases (MT) sur les lysines
(K). C’est une famille tres conservée chez les eucaryotes, particulierement chez les mammiferes
pour lesquels 6 membres ont été caractérisés (Glaser, Schaft et al. 2006, Ruthenburg, Allis et al.
2007, Crump and Milne 2019). A noter que la nomenclature a été mise a jour depuis quelques
années dans I’objectif d’illustrer plus spécifiquement les relations structurelles des différentes
protéines. Alors que MLL était historiquement utilisé, il est aujourd’hui usuel de parler de
KMT?2. Cette famille est composée de trois paires de protéines structurellement trés proches,
chacune d’entre elles correspondant a une protéine retrouvée chez Drosophila (Ruthenburg,
Allis et al. 2007, Shilatifard 2012). MLL (ou MLL1), MLL2, MLL3, MLL4, SETDIA et
SETDIB correspondent respectivement a KMT2A, KMT2B, KMT2C, KMT2D, KMT2F et
KMT?2G. Bien que MLL5 (KMT2E) était originellement membre de la famille MLL, I’absence
d’activité intrinseque de type KMT a entrainé une divergence dans la classification (Emerling,
Bonifas et al. 2002, Zhang, Novera et al. 2017). Le Tableau 1.4 récapitule les différentes

nomenclatures et correspondances entre especes.

Le point commun entre les membres de la famille KMT?2 est le fait qu’ils partagent tous un
domaine SET, dont I’acronyme correspond aux premicres lettres de protéines agissant sur la
chromatine : Suppressor of variegation 3-9 (Su(var)3-9) ; Enhancer of Zeste (E(z)) et Trithorax.
Ce domaine est responsable de la méthylation de la lysine 4 sur ’histone H3 (H3K4). Nous nous

concentrons sur la protéine KMT2A pour le reste de la thése.
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Position dans le

Ancienne Nouvelle Correspondance . o
. génome Références
nomenclature nomenclature chez Drosophila .
humain
MLL/MLL1  KMT2A 11923 e et ooy
Protéine trithorax (FitzGerald and Diaz
MLL2 KMT2B 19q13 1999, Huntsman, Chin
etal. 1999)
TE Protéine proche de e ) églan Rand ICh;W
MLL3 trithorax (¢rithorax- q e all'l;%(t)’z) o
related trr) (Prasad, Zhadanov et
ML14 KMT2D (Sedkov, Benes et al. 1999, 12q13 al. 1997, Froimchuk,
Shilatifard 2012) Jang et al. 2017)
SETD1A KMT2E Proche de la I?rotéine 16pl1 (WYSOTkSE)gg’erS et
Set1 retrouvée chez ak
Drosophila (dSetl),
Lee, T 1.
SETD1B KMT2G homologue de Setl 1224 ( ee’zogt%et e

chez S. cerevisiae

Tableau 1.4 — Résumé de la nomenclature des membres de la famille de protéines
KMT2/MLL.

Adapté de (Crump and Milne 2019).

1.5.1.3 Fonction de la protéine KMT2A dans I’hématopoiése

L’activité¢ catalytique de KMT2A ne semble pas étre essentielle a la survie ou au
fonctionnement des cellules, comparativement a I’ensemble de la protéine KMT2A. En effet,
I’insertion artificielle d’un codon stop induisant la perte de KMT2A est synonyme de mort
embryonnaire précoce et d’anomalies hématopoié¢tiques séveres (Yu, Hess et al. 1995, Yagi,
Deguchi et al. 1998) alors que la délétion génétique du domaine SET de KMT2A chez la souris
n’ameéne que de légers défauts squelettiques, sans impact majeur sur le systéme sanguin
(Terranova, Agherbi et al. 2006, Mishra, Zaffuto et al. 2014). Il a par ailleurs été¢ démontré que
la délétion de KMT2A dans des souris adultes entraine une insuffisance médullaire mortelle
causée notamment par : 1) une diminution de la prolifération cellulaire et ii) une réponse réduite
a ’entrée dans le cycle cellulaire (induite par les cytokines) des cellules progénitrices myéloides

(Jude, Climer et al. 2007).

En plus de jouer un rdle clé dans ’hématopoicse (Jude, Climer et al. 2007, McMahon, Hiew
et al. 2007), la protéine sauvage KMT2A assure le maintien de I’activation des genes essentiels

tels que les geénes Hox lors de ’embryogenese et la neurogenese (Yu, Hess et al. 1995, Yu,
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Hanson et al. 1998, Hanson, Hess et al. 1999, Lim, Huang et al. 2009). Certaines études
génomiques par ChIP-seq ont révélé 1’association de KMT2A avec un groupe de promoteurs
actifs mais également avec des régions amplificatrices (ou enhancers) (Milne, Dou et al. 2005,
Wang, Lin et al. 2009, Wang, Yang et al. 2011, Yang, Flynn et al. 2014). Par ailleurs, la perte
de KMT2A n’entraine pas de changements globaux dans la méthylation de H3K4 ce qui laisse
a penser qu’il pourrait y avoir une compensation de la perte de KMT2A par d’autres membres
de la famille (Wang, Lin et al. 2009). Finalement, les données actuelles soulévent des questions
quant a la fonction spécifique de la méthylation de H3K4 au cours du développement. La
méthylation de H3K4 est associée a I’expression des geénes puisque de nombreuses études
montrent que les perturbations de celle-ci a travers le génome conduisent a des changements
dans I’expression de geénes. Sa contribution au niveau mécanistique demeure cependant

incomprise (Krivtsov and Armstrong 2007, Wang, Lin et al. 2009).

A noter que le role de KMT2A dans la méthylation de substrats non-histoniques jouant un

role important dans le processus de I’hématopoiese n’a pas encore été exploré.
1.5.1.4 Structure détaillée de la protéine KMT2A sauvage

Le géne humain KMT2A est composé de 37 exons. Il code pour une large protéine nucléaire
d’environ 500 kDa et dont le nombre d’acides aminés varie entre 3958 et 4005 dépendamment
des épissages alternatifs qui concernent, par exemple, I’exon 2 dans 66% des transcrits ou les

exons 15 et 16 (Rossler and Marschalek 2013).

De la partie N-terminale a la partie C-terminale, chacun des domaines permet de remplir une
fonction particuliére. Bien que les mécanismes exacts qui controlent I’association de KMT2A
avec la chromatine ne soient pas totalement compris, la caractérisation de certains domaines de
la protéine suggeére que KMT2A forme un complexe multi-protéique agissant sur la régulation

transcriptionnelle. Le résumé des différents domaines est présenté en Figure 1.3.
1.5.1.4.1 Partie N-terminale de la protéine KMT2A

La portion N-terminale de KMT2A interagit avec la protéine Menin (MEN1) (Hughes,
Rozenblatt-Rosen et al. 2004) ainsi qu’avec le facteur de croissance dérivé de 1’épithélium du
cristallin (LEDGF) (Yokoyama and Cleary 2008). Ce sont des sous-unités nécessaires pour le

recrutement des protéines KMT2A (sauvage ou fusion oncogénique) aux sites de fixation de
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leurs genes cibles (Milne, Hughes et al. 2005, Caslini, Yang et al. 2007, Yokoyama and Cleary
2008, Onodera, Yamashita et al. 2010, Thiel, Blessington et al. 2010, Huang, Gurung et al.
2012). LEDGF se fixe aux marques d’histones H3K36me2/3 via son domaine PWWP. Selon
les contextes cellulaires, KMT2A interagit avec des facteurs de transcription tels que OCT4
(Ang, Tsai et al. 2011), E2F (Tyagi, Chabes et al. 2007) , PAX7 (Kawabe, Wang et al. 2012) et
NF-Y (Fossati, Dolfini et al. 2011) mais la fonction de ces interactions n’est toujours pas

clairement démontrée.

Trois domaines de type « AT-crochet » (ou « AT-hook ») sont responsables de la fixation
de KMT2A a des régions de I’ADN riches en Adénine et Thymine (Zeleznik-Le, Harden et al.
1994).

Deux domaines SNL1 et SNL2 sont responsables de la localisation nucléaire de KMT2A.

Un domaine CXXC assure la reconnaissance et la fixation a des 1l6ts CpG non-méthylés
ainsi que le complexe d’¢longation associ¢ a I’ARN polymérase (PAFc) (Birke, Schreiner et al.
2002, Allen, Grummitt et al. 2006, Cierpicki, Risner et al. 2010, Xu, Bian et al. 2011). Ce dernier
assure le recrutement de KMT2A et des fusions oncogéniques de type KMT2A pour permettre
I’activation des genes cibles comme HOXA9 (Milne, Kim et al. 2010, Muntean, Tan et al. 2010).

Un groupe de 4 domaines de type PHD (Plant Homology Domain) interagit avec la
cyclophiline 33 (CyP33) (Fair, Anderson et al. 2001, Xia, Anderson et al. 2003, Hom, Chang et
al. 2010, Park, Osmers et al. 2010, Wang, Song et al. 2010), les marques d’histones H3K4me?2
et H3K4me3 (Hom, Chang et al. 2010, Milne, Kim et al. 2010, Wang, Song et al. 2010) et la
protéine ECS™SE du complexe ubiquitine ligase E3 (Wang, Muntean et al. 2012).

Un bromodomaine (BRD) assure la reconnaissance les groupements de type acétyle des

lysines situées sur les queues d’histones (Wang, Song et al. 2010).
1.5.1.4.2 Partie C-terminale de la protéine KMT2A
La portion C-terminale possede deux domaines capables d’agir sur la chromatine.

Le premier est le domaine SET. C’est au début des années 2000 qu’il a été¢ démontré que le
domaine SET apporte la fonction de méthyltransférase pour la lysine 4 de I’histone H3 (H3K4)

et plus précisément la catalyse des modifications de type monométhyle, diméthyle voire
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triméthyle (Milne, Briggs et al. 2002, Nakamura, Mori et al. 2002, Wu, Lee et al. 2013). Les
données montrent I’importance du domaine SET mais c’est I’ensemble du complexe KMT2A
qui est requis pour permettre la méthylation de H3K4 (Rao and Dou 2015). La protéine de
liaison au rétinoblastome (RbBPS), la sous-unité¢ du complexe de I’histone méthyltransférase
Setl/Ash2 (ASH2L) et les protéines WDRS et DPY30 forment un complexe stable
biochimiquement qui interagit avec KMT2A et permet 1’activité catalytique du domaine SET

(Dou, Milne et al. 2006, Patel, Dharmarajan et al. 2009).

Le deuxiéme domaine est le domaine transactivateur (TAD) par lequel KMT2A peut se lier
physiquement a des histones acétyltransférases. CBP/p300, MOZ et MOF assurent ’acétylation
de H3K27, H3K9 et H4K16 respectivement (Slany 2016). 11 a d’ailleurs été observé que les
promoteurs actifs présentent non seulement des marques d’histones H3K4me3 mais également

des acétylations de la lysine 16 de I’histone 4 (H4K16) (Wang, Zang et al. 2008).

Portion N-terminale Portion C-terminale
CBP/p300 K%EI%?
Menin 1 PAFc it TASP1 MOF B'B%gg
:LEDGF BL’R : :
Exons | || I IIIIIII LI | I II I
1 || | I 4005
AT-hooks SNL1 SNL2 CxxC PHD BRD PHD TCs TAD SET
Fixa.tion Locahsatlon F|xat|0n aux Intera |ta\.'ec CIIVH%! Assure Ecrituré dela
al'ADN nucléaire ilots (i Kdme2/3 @ de KMT2A acel&atlonde marque H3Kdme1-3
nan melﬁ és : K27 I(H%KQ
H Interagit avec
Reconnait H3K36me2/3 des gfoupements.

Fixation a d'autres
facteurs de transcription
(OCT4, E2F, PAX7, NF-Y)

Figure 1.3 — Schéma récapitulatif de la structure de la protéine KMT2A.

Les traits noirs épais délimitent les différents exons. Inspiré des revues de littérature : (Chan
and Chen 2019) et (Ballabio and Milne 2012). BCR = Breakpoint Cluster Region

1.5.1.4.3 Clivage de la protéine KMT2A

La protéine KMT2A peut étre clivée par ’enzyme Taspasel (TASP1). Cela génere un
fragment N-terminal de 320 kDa (KMT2A-N) et un fragment C-terminal de 180 kDa (KMT2A-

C) qui peuvent se dimériser et se réassembler dans le noyau pour former un complexe
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moléculaire stable via I’interaction entre les domaines FYRN et FYRC (Nakamura, Mori et al.
2002, Yokoyama, Kitabayashi et al. 2002, Hsieh, Ernst et al. 2003, Yokoyama, Wang et al.
2004, Dou, Milne et al. 2005, Rao and Dou 2015). La Figure 1.4 résume schématiquement la

création du complexe.

L’ensemble des interactions de KMT2A avec les différentes protéines permet d’entrevoir les
nombreuses possibilités et les différents roles que peuvent jouer ces complexes dans la

régulation de I’expression génique.
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1.5.2 Les translocations chromosomiques faisant intervenir le gene KMT2A
1.5.2.1 Origine moléculaire de la translocation

Des études menées sur des patients atteints de leucémies aigués et porteurs de translocations
chromosomiques touchant le bras long (q) du chromosome 11 en position 23 (11q23) ont permis
d’identifier le géne KMT2A comme cible récurrente de ces translocations (Ziemin-van der Poel,
McCabe et al. 1991, Tkachuk, Kohler et al. 1992, Rowley 1993). Plus de 98% des points de
cassure du gene KMT2A sont localisés au niveau de la région BCR (Breakpoint Cluster Region)
(voir Figure 1.3) d’une longueur d’environ 8.3 kb et située entre les exons 8 et 13 (Meyer,
Burmeister et al. 2018). Cette séquence présente de nombreux sites de clivage de la
topoisomérase II ainsi que des régions de rattachement a la matrice nucléaire. Ces translocations
seraient causées par un défaut dans le mécanisme de réparation de I’ADN médi€ par le systeme
de recombinaison non-homologue de type NHEJ (Non-Homologous End-Joining) (Lieber, Gu
et al. 2010). En clinique, notamment dans le traitement de la LMA, I’interférence dans les
processus cellulaires normaux via I’utilisation de traitements inhibiteurs de la topoisomérase 11

peut conduire a la formation de réarrangements chromosomiques (Strissel, Strick et al. 1998).

Les réarrangements chromosomiques aboutissent a la création d’une nouvelle protéine
chimérique et sans décalage dans le cadre de lecture. Dans les cas des KMT2A-PTD (pour
Duplications Partielles en Tandem), il est question d’une protéine KMT2A codée par la
duplication des 5 a 12 premiers exons de KMT2A insérés dans les exons 11 et 12 (Krivtsov and
Armstrong 2007). Dans les cas des fusions KMT2A, il s’agit d’une protéine codée par les 8 a
13 premiers exons de KMT2A4 et d’un nombre variable d’exons du géne partenaire de la fusion

(Figure 1.5).

BCR

|
I Protéine partenaire

AT-hooks SNL1 SNLZ CxxC
Figure 1.5 — Schéma simplifi¢ de la structure d’une protéine chimérique issue d’une

translocation chromosomique de type KMT2A.

A noter que la présence des domaines SNL forcent les protéines de fusion a rester dans le noyau.
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1.5.2.2 Caractéristique des partenaires de fusion
1.5.2.2.1 Classification des partenaires de fusion

Il est possible de les classifier en 5 différents groupes tel que décrit dans le Tableau 1.5.
Dans cette thése, nous nous concentrerons sur deux partenaires en particulier : MLLT3 et
MLLT4. La premiére protéine appartient au premier groupe représentant la tres large majorité
(80%) des leucémies médiées par des fusions de type KMT2A. 1l inclut des protéines nucléaires
comme MLLT2, MLLT3, MLLT1, MLLTI10 et ELL. Un deuxiéme groupe concerne environ
10% de ce type de leucémies et rassemble des protéines cytoplasmiques possédant des domaines
d’oligomérisation qui sont essentiels pour assurer leur potentiel oncogénique : MLLTS, GAS7,
EEN, MLLT4, MLLT7 (So and Cleary 2003, So, Lin et al. 2003). Les autres groupes sont

indiqués dans le Tableau 1.5 a titre d’information.

Fonction Chromosome Parten.a ire de Fréq.ue.:nce o
fusion clinique
4g21 MLLT2/AF4
Protéines nucléaires se fixant a 220 LTS A
I’ADN 19p13 MLLT1/ENL > 80%
10p12 MLLT10/AF10
19p13 ELL
. . 1932 MLLTS/EPS15
Pro:telnes c(}iffoplz:lsmlq.ues 17p13 GAS7
d’olig(())m?;iss:tio: de (t))lfl;)illclziled- 19p13 EEN > 10%
coil 6927 MLLT4/AF6
Xql3 MLLT7/AFX
Protéines cytoplasmiques de la Xq22 SEPT2
famille des se};)tiﬂes. In(tleragit avec 22q11 SEPTS
le cytosquelette et joue un role Xq24 SEIE > 1
dans la mitose 17925 SEPT9
4q21 SEPTI11
Protéines nucléaires de type 16q13 CBP - 1%
histone acétyltransférase 22ql3 P300
Duplication partielle en tandem 11923 N/A - 1%

(PTD) des exons 5-12

Tableau 1.5 — Classification des différents partenaires de fusion retrouvés dans les
leucémies médiées par le gene KM7T2A.

Adaptée de la revue (Krivtsov and Armstrong 2007).
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1.5.2.2.2 Une fréquence variable en clinique

Les leucémies causées par une translocation chromosomique faisant intervenir le gene
KMT2A représentent entre 5 et 10% de tous les types de leucémies aigués, avec une forte
proportion chez les patients pédiatriques (plus de 70% des patients agés de moins de 12 mois)
et sont a ’origine de la plupart des leucémies induites par un traitement de chimiothérapie. Ce
type de fusion de genes peut étre responsable du développement de leucémie de type lymphoide
ou my¢loide. Un total de 135 réarrangements de ce type ont été identifiés en clinique. Quatre-
vingt-quatre d’entre eux ont été caractérisés et génerent des protéines de fusion sans décalage
du cadre de lecture. Selon une étude réalisée sur une cohorte de 2345 patients (Meyer,
Burmeister et al. 2018), les neuf partenaires de fusion de KMT72A4 les plus fréquents (toutes
leucémies confondues) sont MLLT2/AF4 (~36%), MLLT3/AF9 (~19%), MLLT1/ENL (~13%),
MLLTI0/AF10 (~8%), ELL (~4%), MLLT4/AF6 (~4%), MLLT5/EPS15 (~2%) et
MLLTI11/AF1Q (~1%) (Figure 1.6).

1.5.2.2.3 Partenaires de fusion et pronostics cliniques

Pour les patients pédiatriques non-porteurs de translocations de type KMT2A, la probabilité
de survie s’¢léve a plus de 80%. A I’inverse, les enfants ayant un réarrangement chromosomique
impliquant KMT2A4 voient leur chance de survie descendre a 30-50% (Chen, Sorensen et al.
1993, Bernt and Armstrong 2011). Cette observation souligne le besoin de décrire les
mécanismes génétiques induites par ces fusions de geénes pour adapter et développer de

nouvelles approches thérapeutiques.

D’autre part, le pronostic clinique varie significativement selon le type de partenaires de
fusion. Par exemple, les translocations chromosomiques de type KMT2A-MLLTI11, KMT2A-
MLLT3 et KMT2A-MLLT4 sont respectivement associées a une probabilité de survie d’environ
92%, 50% et 11-25% (Balgobind, Raimondi et al. 2009). Ces données cliniques laissent a penser
que les fusions oncogéniques font appel a des mécanismes différents de transformation pour
activer des programmes génétiques particuliers qui meénent a des LMA plus ou moins agressives

(Chen, Sun et al. 2016).
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MLL-r Leukemia
n=2345

Pediatric
n=671

Figure 1.6 — Classification des patients basée sur la classe d'age et le type de leucémies.

Les fréquences des partenaires de fusion retrouvés dans une cohorte de patients atteints d’une
leucémie aigué causée par une translocation chromosomique faisant intervenir le gene
KMT2A/MLL (n=2345) sont indiquées en pourcentage. Cette cohorte peut étre divisée en deux
groupes de 1420 et 872 patients atteints respectivement d’une leucémie aigué de type lymphoide
(ALL) ou my¢loide (AML). L’ensemble de cette cohorte peut étre subdivisé selon la classe
d’age (infants = nourrissons; pediatric = pédiatrique; adult = adulte). Les chiffres négatifs
réferent au nombre de patients qui ne sont classifiés dans aucun des groupes de LMA ou LLA.
Le graphique est tiré de 1’étude (Meyer, Burmeister et al. 2018) et est reproduit avec leur
permission.
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1.5.2.2.4 Un programme d’expression génique en commun

Les translocations chromosomiques médiées par KMT2A4 générent des fusions de geénes
codant pour des protéines avec de nouvelles fonctions dérivées des protéines partenaires tout en
conservant certaines fonctions de KMT2A. Par exemple, certains motifs sont conservés comme
le motif CxxC et les domaines « AT-hook » qui sont essentiels pour permettre la transformation
leucémique (Slany, Lavau et al. 1998). A I’inverse, le domaine SET a I’extrémité C-terminale
(responsable de la méthylation de H3K4 sur la chromatine) n’est plus présent. Pourtant, les
protéines de fusion sont toujours capables de réguler la transcription des génes HoxA (HoxA7,
HoxA9 et HoxA10) et d’autres genes comme MEIS! (Milne, Martin et al. 2005). Les fusions
oncogéniques fonctionnent comme une machinerie transcriptionnelle constitutivement active,
ce qui maintient I’expression de genes dans les cellules progénitrices et les empéche de

compléter leur processus de différenciation (Figure 1.7).

Prolifération aberrante des cellules 0 0 0

progénitrices causée par la présencedela
protéine de fusion KMT2A -»> O -»> . ->

(84 /' MPP CMP GMP
Q Leucémogenése L
Cellules leucémiques
Différenciation normale
HSC \
- @®-@®-9-

MPP CMP GMP  monocyte macrophage

Programme d’expression
génique des HSC
(HOXA9, MEIS1 etc..)

Leucémogenése
Différenciation normale

Figure 1.7 — Programme d’expression génique des cellules souches hématopoiétiques
(HSC) dans les cellules hématopoiétiques non-leucémiques (considérées comme normales)
et les cellules leucémiques porteuses d’une translocation de type KMT2A.

Pour rappel, MPP = Progéniteurs primitifs multipotents ; CMP = Progéniteurs communs des
cellules myéloides ; GMP = Progéniteurs granulocytes/macrophages.

Figure adaptée de la revue (Takahashi and Yokoyama 2020) et reproduite avec leur permission.
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Dans le cas des leucémies médiées par un réarrangement de type KMT2A, les études
génomiques ont révélé une certaine stabilité avec seulement quelques modifications génétiques
(Mullighan, Goorha et al. 2007, Radtke, Mullighan et al. 2009) : cela suggéere que les leucémies
causées par une fusion de type KMT2A sont principalement causées par une dérégulation au

niveau épigénétique (Bernt and Armstrong 2011).
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1.5.2.2.5 Une mécanique qui varie selon les protéines partenaires

Pour quelle raison le pronostic vital chez les patients varie-t-il d’une fusion oncogénique a
I’autre ? Ces aspects sont encore mal compris. Dans cette thése, nous nous attardons sur deux
translocations particulieres : KMT2A-MLLT3 (Figure 1.8) et KMT2A-MLLT4 (Figure 1.9) qui

fonctionnent de deux maniéres différentes.
1.5.2.2.5.1 Le cas de la fusion KMT2A-MLLT3

Les protéines partenaires les plus fréquemment retrouvées se regroupent en deux familles de
protéines : la famille MLLT2 regroupant les protéines MLLT2, AFF4, AFF3 et AFF2, et la
famille MLLT1 composée de MLLT1 et MLLT3. Les membres de la famille MLLT2, les
membres de la famille MLLT1 et le facteur d’¢longation P-TEFb (positive transcription
elongation factor b) forment un complexe multi-protéique appelé complexe AEP (Yokoyama,
Lin et al. 2010). Ce dernier est impliqué dans divers processus biologiques en facilitant
I’¢longation transcriptionnelle, via P-TEFb (hétérodimere de CDKO et cyclineT1/2) qui assure
la phosphorylation du domaine C-terminal (CTD) de I’ARN polymérase II (Lin, Smith et al.
2010) (Figure 1.8).

Les protéines de fusion KMT2A forment une structure multiprotéique hybride avec le
complexe AEP qui se positionne sur la chromatine cible (Yokoyama, Lin et al. 2010). KMT2A-
MLLT3 transforme les cellules hématopoiétiques notamment via le domaine AHD (« ANCI1
homology domain ») de la protéine MLLTS3. Il sert de site de fixation pour plusieurs protéines :
1) de la famille MLLT2 ce qui permet le recrutement du complexe AEP (Okuda, Stanojevic et
al. 2017) ; i) DOTIL, responsable du dépot de la marque activatrice H3K79mel/2/3
(Kuntimaddi, Achille et al. 2015) et essentielle dans la leucémogenese médiée par KMT2A-
MLLT3 (Nguyen, Taranova et al. 2011) ; iii) le complexe PRC1 (complexe répressif polycomb
1) (Mueller, Bach et al. 2007). Ces associations semblent étre exclusives ce qui laisse a penser
que le domaine AHD pourrait échanger les protéines qui s’y fixent en fonction du contexte
cellulaire (Biswas, Milne et al. 2011). Il semblerait que le complexe KMT2A/AEP déclenche
I’activation transcriptionnelle, tandis que le complexe KMT2A/DOTIL maintient le profil

d’expression génique, contribuant ainsi a I’expression du programme leucémique (Chen, Koche
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et al. 2015). A noter que le role de I’association du complexe KMT2A/PRC1 n’est pas

clairement établi.
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Figure 1.8 — Mécanismes moléculaires menant a ’activité oncogénique des protéines de
fusion KMT2A-MLLT3.

(A) Détail des complexes protéiques capables d’interagir avec la protéine MLLT3 via son
domaine AHD.

(B) Structure détaillée de la protéine KMT2A-MLLT3. AHD = ANCI1 homology domain.

(C) Modele de formation des complexes (AEP, DOTI1L) avec la protéine KMT2A-MLLT3. Le
complexe KMT2A/AEP permet la phosphorylation du domaine C-terminal de I’ARN
polymérase II, tandis que le complexe KMT2A-DOTIL permet le maintien de [’activité
transcriptionnelle.

Figure tirée et adaptée des revues (Takahashi and Yokoyama 2020) et (Krivtsov, Hoshii et al.
2017).
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1.5.2.2.5.2 Le cas de la fusion KMT2A-MLLT4

La particularité de la protéine partenaire MLLT4 est d’étre située dans le cytoplasme. Son
mécanisme d’action se base sur I’oligomérisation de la protéine de fusion et est essentiel pour
permettre le développement d’une leucémie induite par la translocation KMT2A4-MLLT4.
MLLT4 ne faisant pas partie des complexes AEP et DOTI1L, la protéine de fusion parvient a les
recruter via un mécanisme encore méconnu (Yokoyama, Lin et al. 2010) (Figure 1.9). Nous en

discuterons plus en détail dans le chapitre 3.

Complexe AEP Complexe DOT1L
CDK¢9
CyclinT1/2 DOT1L
kb MLLT10/MLLT6

@ o) Dimérisation des n
\ protéines de fusion /

=

H3K36me2/3 I MEN] CxxC

PWWP —Tm
LEDGF

Figure 1.9 — Mécanismes moléculaires menant a I’activité oncogénique des protéines de
fusion KMT2A-MLLTA4.

La protéine semble recruter les complexes AEP et DOT1L mais par un mécanisme inconnu.
Figure tirée et adaptée de la revue (Takahashi and Yokoyama 2020).

Pour information, les autres types de fusions oncogéniques utilisent différents mécanismes.
Par exemple, alors que la protéine KMT2A-EEN interagit avec I’histone méthyltransférase de
H4R3 pour modifier la chromatine et établir son programme leucémique, les protéines KMT2A-
CBP et KMT2A-p300 agissent en tant qu’histone acétyltransférase (Slany 2016) sur la

chromatine.
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1.6 Hypothése et objectifs de recherche

1.6.1 Problématique

L’impact biologique des translocations chromosomiques faisant intervenir le géne KMT2A
est encore mal compris. L’objectif de cartographier les impacts de ces fusions de génes se heurte
a I’hétérogénéité génétique retrouvée dans le génome des patients ou des lignées cellulaires. En
effet, il existe de nombreuses facons d’¢tudier les LMA (lignées cellulaires, modeles murins,
xénogreffes dérivées de cellules de patients...) possédant chacune des avantages et des
inconvénients qui sont détaillés dans le chapitre 4 a travers une revue de littérature. Cependant,
les mutations secondaires récurrentes qui accompagnent la présence des aberrations

chromosomiques compliquent la compréhension des conséquences directes de ces dernieres.

Afin de contrer ces enjeux, un modele leucémique humain chez la souris a été mis en place
afin d’¢étudier spécifiquement les conséquences directes de la présence de fusions impliquant le
gene KMT2A (Barabe, Kennedy et al. 2007). Le modé¢le utilisé consiste a induire de maniére
rétrovirale 1’expression de la fusion KMT2A4-MLLT3 (KM3) dans des cellules souches
hématopoiétiques et progénitrices (CD34") d’un unique donneur sain. Ces cellules pré-
leucémiques (CD34+KMT2A-MLLT3) sont ensuite injectées dans des souris
immunodéficientes, qui développent une leucémie de type myéloide ou lymphoide apres 24-30

semaines (Figure 1.10).

Leucémie lymphoide

" Injection dans des souris aigué de type B (B-LLA)
I Fusion KMT2A-MLLT3 I immunodéficientes
Culture in vitro
Cellules CD34* CD34*+ - -
A Leucémie myéloide
Donneur unique KMT2A-MLLT3

aigué (LMA)

Figure 1.10 — Représentation du modéle leucémique humain de type KMT2A-MLLT3.

Des cellules sanguines CD34" provenant d’un sang de cordon ombilical de donneur unique sont
infectées par un rétrovirus portant la fusion oncogénique KM3. Ces cellules sont ensuite
injectées dans une souris immunodéficiente pour produire une leucémie myéloide aigué ou une
leucémie lymphoide aigué€ humaine apres quelques semaines.
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Nos précédentes analyses génomiques ont démontré que la fusion KM3 seule est suffisante
pour développer des leucémies (Barabe, Gil et al. 2017), sans qu'il soit nécessaire de recourir a
des mutations secondaires récurrentes, comme cela peut étre le cas chez les patients pédiatriques
(Barabe, Kennedy et al. 2007). Notre mode¢le constitue donc un systéme expérimental pour
¢tudier les mécanismes génétiques et épigénétiques impliqués dans la maladie et directement
causés par la translocation chromosomique médiée par KMT2A. Il permet également d’avoir un
apercu unique des premiers stades de la transformation. Les avantages de ce modele sont donc
multiples: modéliser le phénotype et I’évolution de la maladie, analyser les différents
événements génétiques et épigénétiques intervenant aux différentes étapes de la leucémogencse

et ¢liminer ’hétérogénéité génétique retrouvée chez les patients.

Les premieres données préliminaires nous ont permis d’identifier de nouveaux biomarqueurs
chez les patients porteurs de la fusion KM3 (Barabe, Gil et al. 2017). Alors que ~ 1/3 de ces
genes sont exprimés in vitro dans notre modele, la majorité n’est exprimée qu'apres injection
dans les souris. Cette observation suggere que les cellules partiellement transformées par KM3
nécessitent des signaux in vivo supplémentaires (par exemple a partir de la niche de la moelle
osseuse) pour terminer leur transformation leucémique. Par ailleurs, KM3 étant un régulateur
épigénétique, il est probable que des modifications épigénétiques impactent la régulation de

I’expression des génes dans le modéle.
1.6.2 Hypothése générale et objectifs

L’hypothese générale du projet est la suivante : le modele leucémique nous permet
d’identifier des genes régulés de maniere épigénétique et qui pourraient étre essentiels dans le

processus de leucémogenese médi¢ par des fusions faisant intervenir le gene KMT2A.
Pour apporter des éléments de réponse, cette these est divisée en deux objectifs principaux :

e Objectif 1: Caractériser les changements génétiques et épigénétiques a chacun des

stades de la leucémogenese causée par la fusion KM3.

e Objectif 2 : Déterminer les différences génétiques et épigénétiques entre les leucémies
médiées par les fusions KMT2A-MLLT3 (KM3) et KMT2A-MLLT4 (KM4) pour

comprendre pourquoi le pronostic vital différe autant en clinique.
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2 Etude des changements épigénétiques dans le modéle de

leucémies humaines de type KMT2A-MLLT3

2.1 Préface

Le but de I’étude est de décrire les événements initiaux génétiques et épigénétiques
impliqués dans la leucémogenése causée par la translocation chromosomique de type KM3, en
utilisant le modele de leucémie humaine décrit dans le chapitre 1. Nous avons étudi¢ les
changements dans la méthylation de ' ADN, les modifications des histones et l'accessibilité de
la chromatine a chaque étape de notre systtme modele et les avons corrélés avec les
changements d'expression. Nous avons observé un profil d'hypométhylation prononcé dans les
premiers stades de la transformation leucémique apres l'ajout de la fusion oncogénique, ainsi
qu'une perte d'expression des génes associés aux cellules souches. Les données d’ATAC-seq
ont montré qu'il y avait relativement peu de changements spécifiques a la leucémie et que la
grande majorité correspondait a des régions de chromatine ouvertes et a des clusters de facteurs
de transcription précédemment observés dans d'autres types de cellules sanguines. L'intégration
de l'expression génique et des changements épigénétiques a révélé que le géne codant pour
l'adénylate cyclase ADCY9 est essentiel dans la leucémie myéloide aigu€ médiée par la
translocation chromosomique de type KM3. Par ailleurs, les données suggérent également un
potentiel réle du récepteur CCR1 et son ligand spécifique CCL23. Nous avons ainsi découvert
que la fusion KM3 induit des changements minimes dans 1'épigénome et profite de la machinerie

transcriptionnelle ‘normale’ pour mener la leucémogenc¢se.

2.2 Contributions

Jai effectué¢ le design expérimental, analysé les données et rédigé le manuscrit
conjointement avec Brian T Wilhelm. J’ai effectué les expériences de ChIP-seq et d’ATAC-seq,
analysé les données et généré les figures, avec ’aide de Karine Lagacé. Magalie Celton a réalisé
I’expérience de Methyl-seq et a participé a 1’écriture du manuscrit. Safia Safa-Tahar-Henni a
aidé a la création de figures issues de I’analyse d’ATAC-seq. Karine Lagacé, Elodie Roques,
Eva Bresson et Anne Bergeron ont contribué aux expériences de biologie moléculaire et de

culture cellulaire. Eva Bresson, Anne Bergeron et Frédéric Barabé ont généré le modele
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leucémique. Soheil Meshinchi a permis 1’accés aux données cliniques des échantillons de
patients. Josée Hebert et Sonia Cellot ont caractéris¢ et mis en banque les échantillons de
patients utilisés dans 1’étude. Tous les auteurs ont discuté des résultats, de la structure de la

publication et ont révisé le manuscrit.
2.3 Référence de la publication

Thomas Milan, Magalie Celton, Karine Lagacé, Elodie Roques, Safia Safa-Tahar-Henni,
Eva Bresson, Anne Bergeron, Josée Hebert, Soheil Meshinchi, Sonia Cellot, Frédéric Barabé,
Brian T Wilhelm. “Epigenetic changes in human model KMT2A leukemias highlight early
events during leukemogenesis.” Haematologica (2020). PMID: 33375773.
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2.4.1 Abstract

Chromosomal translocations involving the KMT72A4 gene are among the most common
genetic alterations found in pediatric acute myeloid leukemias although the molecular
mechanisms that initiate the disease remain incompletely defined. To elucidate these initiating
events we used a human model system of acute myeloid leukemia driven by the KMT2A-MLLT3
(KM3) fusion. More specifically, we investigated changes in DNA methylation, histone
modifications, and chromatin accessibility at each stage of our model system and correlated
these with expression changes. We observed the development of a pronounced hypomethylation
phenotype in the early stages of leukemic transformation after KM3 addition along with loss of
expression of stem-cell-associated genes and skewed expression of other genes, such as
S§100A48/9, implicated in leukemogenesis. In addition, early increases in the expression of the
lysine demethylase KDM4B was functionally linked to these expression changes as well as other
key transcription factors. Remarkably, our ATAC-sequencing data showed that there were
relatively few leukemia-specific changes and that the vast majority corresponded to open
chromatin regions and transcription factor clusters previously observed in other cell types.
Integration of the gene expression and epigenetic changes revealed that the adenylate cyclase
gene ADCYY is an essential gene in KM3-acute myeloid leukemia, and suggested the potential
for autocrine signaling through the chemokine receptor CCR1 and CCL23 ligand. Collectively,
our results suggest that KM3 induces minimal changes in the epigenome while co-opting the

normal transcriptional machinery to drive leukemogenesis.
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2.4.2 Introduction

Leukemias are a class of blood disorders characterised by the uncontrolled proliferation of
hematopoietic stem and progenitor cells (HSPC) that have acquired a block in the normal
process of differentiation (Andersson, Ma et al. 2015, De Kouchkovsky and Abdul-Hay 2016,
Saultz and Garzon 2016). Recent large-scale studies have highlighted the age-related genetic
differences between pediatric and adult acute myeloid leukemia (AML) and have also revealed
the high level of genetic heterogeneity in this disease (Bolouri, Farrar et al. 2018). Not only are
chromosomal translocations more frequent in younger patients, but recurrent mutations in
specific genes implicated in the disease show a bias in either pediatric patients (e.g. NRAS, KIT,
KRAS) or adults (DNMT3A4, NPM 1, IDH1/2) (Cancer Genome Atlas Research, Ley et al. 2013).
As aresult, defining the combined role of these mutations in each patient, especially in pediatric
patients in whom predisposition variants may play a greater role, is extremely challenging and
increases the complexity of identifying novel potential targeted therapeutics. Studies underscore
the fact that even though the mutational burden in AML is one of the lowest of any cancer
(Bolouri, Farrar et al. 2018) there is still tremendous heterogeneity between leukemic patients

which creates challenges when trying to define the genetic determinates of the disease.

As noted, chromosomal fusions are common in pediatric AML, particularly those involving
the lysine specific methyl transferase 2A gene (KMT24; also known as Mixed Lineage
Leukemia (MLL) gene). KMT2A is rearranged in approximately 10% of all leukemias (Winters
and Bernt 2017) but the frequency in infant acute lymphocytic leukemia (ALL, >70% (Sam,
Kersey et al. 2012)) and AML (>35% (Sam, Kersey et al. 2012)) is much higher. The KMT24
gene encodes a large (500 kDa) and complex 38-exon protein (Gu, Nakamura et al. 1992,
Tkachuk, Kohler et al. 1992) that can be cleaved by taspase-1 into two separate fragments
(KMT2A-C and KMT2A-N) (Hsieh, Ernst et al. 2003). The conserved SET domain located at
the C-terminus of the protein is responsible for the methylation of the histone H3 at lysine 4
(H3K4). Previous studies have shown that KMT2A is part of a large macromolecular complex
composed of different proteins (Slany 2009) that function to improve the stability of KMT2A
allowing the complex to regulate the transcriptional activation of HOX genes. The KMT2A gene
can be fused in-frame with more than 120 different partners, creating fusion proteins that are

typically associated with poor prognosis leukemias (Winters and Bernt 2017). One of the most
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common fusion partners is the MLLT3 gene (also known as 4F9), which is found in 30% and
13% of KMT2A-rearranged AML or ALL (Meyer, Burmeister et al. 2018), respectively; this
fusion is associated with an intermediate risk. The KMT2A-MLLT3 (KM3) fusion protein is
part of the DOT1L complex (DOTCOM) and leads to aberrant expression of specific target
genes marked by H3K79 methylation (Bernt, Zhu et al. 2011). Despite the identification of
several key gene targets required for transformation, the complete molecular mechanisms

utilized by this oncogenic fusion are still unclear.

The strong oncogenic potential of KMT2A fusions makes them ideal drivers for in vivo
experimental model systems to explore molecular mechanisms involved in leukemogenesis
(Milne 2017). To specifically overcome the problems of patients’ genetic heterogeneity and
scarcity of samples, we have developed a single-donor, human model leukemia system using
healthy CD34" cord blood HSPC (Barabe, Gil et al. 2017). This adaptation of a prior human
model (Barabe, Kennedy et al. 2007) uses a retrovirus to deliver the human KM3 fusion gene
which we have shown is sufficient to generate a human leukemia (Barabe, Gil et al. 2017).
Transduced cells are cultured in vitro for 30-40 days prior to injection into immune-deficient
mice which develop a leukemia 24-30 weeks later. Because we can sequence the
transcriptome/genome/exome of the initial CD34" cells used to generate the model AML, the
genetic background (e.g. single nucleotide variants) of the initial donor is well defined, allowing
the potential role of acquired mutations to be assessed precisely. In addition to these advantages,
this model also allows the study of genetic mechanisms involved in the initiation of the disease,
when the fusion is first introduced but before the complete transformation of the cells. Our
previous genomic analyses demonstrated that the oncogenic fusion alone is sufficient for the
development of leukemias, without the requirement for any recurrent secondary mutations
(Barabe, Gil et al. 2017), despite the presence of these in pediatric patients with KMT2A4-mutated
AML. We have also used these data to identify a number of genes that represent novel
biomarkers in patients with KMT24 fusions (Lagace, Barabe et al. 2017). Interestingly, while
approximately one-third of these biomarker genes were expressed in our model leukemia system
shortly after cells were transduced with the KM3 fusion, the majority were only expressed after
xenotransplantation. This observation, coupled with the limited potential for in vitro growth of

these cells, suggests that cells partially transformed (or “primed”) by KM3 may require
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additional in vivo signals (e.g., from the bone marrow niche) to complete their leukemic
transformation. The single-donor model leukemias therefore not only recapitulate the behavior
and phenotype of the disease, but also provide an experimental system to study genetic and
epigenetic mechanisms involved in the disease, and a unique insight into early stages of

transformation.

In the present study, we leverage these advantages to perform a detailed epigenetic analysis
of'the various stages of the model and, through correlation with model and expression data from
patients with leukemia, define the epigenetic changes driven by the oncogenic fusion that
contribute to leukemia development. Analysis of changes in the patterns of DNA methylation
confirmed previous observations of profound hypomethylation in KMT2A4-translocated AML.
Interestingly, however, B-cell ALL driven by the same fusion show a smaller number of
differentially methylated cytosines relative to HSPC methylation, which are predominately
hypermethylated. Despite the generally poor global correlation between DNA methylation and
gene expression, we identified ADCY9, a member of the adenylyl cyclase family, as a gene
essential for KM3-AML growth that also exhibits coordinated changes in DNA methylation and
gene expression. We further characterized changes in chromatin accessibility through an assay
for transposase-accessible chromatin with high-throughput sequencing (ATAC-sequencing)
along with alterations in histone modifications including H3K4me3 and H3K79me?2.
Interestingly, our ATAC-sequencing analysis revealed that the vast majority of regions of open
chromatin are shared with normal HSPC and monocytes, with very few being specific to the
leukemic cells. Even those regions that are unique to the leukemia show a high degree of overlap
with regions of open chromatin seen in other cell types and are also characterized by the
presence of known clusters of transcription factor binding sites. Integration of the epigenetic
data with expression data highlighted a role for the histone demethylase KDM4B during the
initial stages of leukemic transformation through its impact on S710048/49 expression levels,
whose relative ratios have been demonstrated to be critical for blocking differentiation of
leukemic cells (Laouedj, Tardif et al. 2017). Collectively, these results suggest the leukemic
transformation of normal HSPC by KM3 involves a minimal epigenetic shift that also implicates

co-option of normal transcriptional networks.
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2.4.3 Results

2.4.3.1 Transcriptional consequences of KM3 expression

To characterize the short-term transcriptional changes induced by the KM3 fusion, we
analyzed the RNA-sequencing data from the initial unmanipulated cord blood cells and these
cells after their transduction with the KM3 fusion. As previously described (Barabe, Kennedy
et al. 2007), untransduced cells are largely lost in culture after about 1 month of in vitro culture
and the remaining cells show induction of genes associated with a myeloid phenotype (e.g.,
CCRI1, CD14; Figure 2.1a). Interestingly, transduced cells also display the loss of normal or
leukemia stem cell markers (e.g. CD34 and GPR56 respectively) and the loss of expression of
other genes previously associated with AML induction in other subtypes (e.g.. MNI (Sharma,
Jyotsana et al. 2019)). This observation is supported by expression data from patients with
KMT2A-translocated AML in the TARGET study (Bolouri, Farrar et al. 2018), which showed
an equivalent loss of MNI and GPRS56 (Bolouri, Farrar et al. 2018) (Figure 2.1b) and a similar
loss of expression in studies of GPR56 seen in adult AML (Pabst, Bergeron et al. 2016). A
global view of the expression changes through gene set enrichment analysis confirmed the loss
of stem cell phenotype and the gain in expression of HOXA9-MEISI targets consistent with

leukemic transformation (Figure 2.2).

To examine the regulation underlying the transcriptional changes seen, we studied the
transcription factor binding motifs upstream of the differentially expressed genes. Analysis of
enriched motifs using several different software (including HOMER (Heinz, Benner et al. 2010),
MAGICTRICKS (Roopra 2019), ShinyGO (Ge and Jung 2018)) produced differing lists of
potential transcription factors (Figure 2.1¢), but factors in the CEBP and FOS families, along
with NFE2, were highlighted consistently, at differing ranks. Analysis of RNA-sequencing data
confirmed that the expression of all members of the CEBP and FOS families increased during
in vitro culture (Figure 2.1d), along with transient changes in ETS, MAF, and JUN families
(Figure 2.3). We also observed an increase in the expression of S10049 and S10048 (Figure
2.1e), which have been described as direct targets of CEBPf (Endoh, Chung et al. 2009). It has
been recently demonstrated that the ratio of these calcium-binding proteins is critical for

blocking AML differentiation (Laouedj, Tardif et al. 2017), with S100A8 opposing the
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differentiation promoted by S100A9, which acts through 7LR4. Interestingly, and in agreement
with these findings, while the expression of both 70048 and S10049 increase when KM3 was
added to CD34" cells, there was a larger increase in S100A48, changing the ratio of
S100A8:S100A9 from 1.1:1 to 3.2:1, favoring inhibition of differentiation. Other CEBP
members, including CEBPJ, have also previously been implicated in the process of normal
myeloid differentiation (Tsukada, Yoshida et al. 2011), which suggests that transcription factors
normally present are co-opted to activate genes that are part of a leukemic transcriptional
program. At the same time, these factors and others upregulated are also involved in immune
and inflammatory pathways, suggesting that there may be additional transcriptional programs
that are activated and superimposed on the myeloid differentiation that we observe. To
determine whether changes in the expression of chromatin-modifying enzymes might be
correlated with our RNA-sequencing data, we looked for enzymes whose expression increased
at least 2-fold during in vitro culture and whose expression was maintained in both the model
and patients’ AML (Table 2.1). This analysis highlighted a single gene with this profile,
KDM4B, which has been implicated in murine AML, albeit with functional redundancy (Agger,
Miyagi et al. 2016). The shRNA-mediated knockdown of KDM4B in THP-1 cells showed a
significant impact on growth (Figure 2.1f) and RNA-sequencing from these cells revealed a
profound downregulation of S7/0048 and S10049, CEBPp, P2RY2 (a KM3-AML biomarker
(Lagace, Barabe et al. 2017)), and other cell cycle regulators (Figure 2.1g). We next performed
the same experiment but with CD34" cells transduced with the KM3 fusion to validate the
changes in our model system. These data showed very similar gene expression changes in these
genes with the exception of CEBPJ, although other CEBP family members were downregulated
(Figure 2.1h). Together, these data support the hypothesis that the early epigenetic changes, at
least partially mediated through KDM4B, lead to activation of S10048/9 as well as other genes
required for sustained proliferation. Given the similarity of their DNA binding consensus
sequences, defining the precise contribution of different CEBP family members in this process

will require further focused studies.
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Figure 2.1 — Gene expression changes in the KMT2A-MLLT3 leukemia model.

(A) Volcano plot of differentially expressed genes (red dots are genes with p-value <107, and a
log, fold change > 3) from RNA-sequencing data of CD34" cells and CD34+KM3 cells.

Highlighted genes include known markers for stem cells, myeloid cells or previously reported
biomarkers for KM3-AML.

(B) Scatterplot of MNI and GPR56 expression genes in approximately 1,000 cases of pediatric
AML in the TARGET cohort. Red dots represent patients with KMT2A-rearranged AML.

(C) Summary of transcription factor binding motifs found to be enriched in promoters of

upregulated genes in A) with either ShinyGO v0.61 (Ge and Jung 2018) or MAGICTRICKS
(Roopra 2019).

(D) Gene expression levels of transcription factor families highlighted in C) in either CD34"
cells (blue) or CD34+KM3 cells (red).

(E) High levels of expression of 7LR4, S10048 and S100A49 are seen after introduction of the
KMT2A4-MLLT3 fusion and are maintained in the model AML.

(F) Loss of KDM4B expression through shRNA knockdown in the KMT2A-MLLT3" cell line
(THP-1) induces growth inhibition (* = p <0.005, ** =p < 0.001) and (G) reduced expression
of S10048/49, CEBPf and other cell-cycle related genes.

(H) shRNA knockdown of KDM4B in CD34" cells transduced with the KM3 fusion show gene
expression decreases very similar to those in THP-1 cells.
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Figure 2.2 — Gene set enrichment
analysis of KMT2A-MLLT3
expressing CD34+ cells.

After performing differential gene
expression analysis using RNA-
sequencing data from human
CD34" and CD34" cells transduced
with the KMT24-MLLT3 gene
fusion, a ranked list of significantly
altered gene was used for gene set
enrichment analysis (GSEA) to
match to published signatures.

(A) Genes whose expression was

lost clearly matched HSC
signatures  while genes that
increased in  expression (B)

matched very closely published
targets of HOXA9 and MEISI.
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Figure 2.3 — Expression of various transcription factor families in model leukemia stages.

Box plots of gene expression data (log> of FPKM values) from three different stages in model
leukemia system are shown for several transcription factor families. Transcription factor

families include (A) FOS and FOSL, (B) MAF and JUN, (C) CEBP and (D) ETS.

FPKM : Fragments per kilobase of exon per million mapped reads.
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0.160 0.000 0.016 0.026 0.018
9.035 10903 g8.611 10,799 8.188
33.772 10942 6.980 12 961 Q377
24 483 19851 19.540 24 656 15.954
17.9498 35667 11.306 0.003 9.699
8392 7.614 85.540 13.332 11.476
18.730 16113 32.582 18.426 30.926
35.691 20617 50.089 29.453 15.929
20.330 5.424 6.115 6.457 10.768
17.454 1187 1.685 1.100 l.osz2
0225 0.046 0.029 0.094 0.138
0.723 0173 0.369 0.406 0.378
4916 B8.426 12149 10.080 2.934
9.040 15189 12756 9.543 13.917
77.530 45.049 52.593 57.414 45955
21.643 18454 25.500 30.143 19.384
2707 0.846 0.987 1.430 0.992
17.853 10.142 12326 13.356 6.523
34 843 28302 42 277 36.867 23.097
2.440 7.822 12.053 12984 3.985
18.406 10859 15155 17.600 16.21%9
28.259 14481 22.566 24.029 16.753
57.189 11857 15.272 18.399 44 518
5.560 4548 4.139 3.364 1891
2568 0.928 4653 6.201 2.599
6.791 4 060 9.971 5.327 3.284
3.267 1.604 1.370 2.067 1.090
| 722 ese ewose | oseas 21a |
6.837 4110 3.535 4.776 1.887
2456 1.309 1.729 1524 1.630
8.376 7.191 18.882 15.544 12.219
8551 T 10.008 7.202 13.590
21.773 12187 22.350 25104 13.826

Table 2.1 — Gene expression changes (FPKM) in chromatin modifying enzymes.
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2.4.3.2 Sequential changes in DNA methylation are not globally correlated with expression

changes.

Given the known role of KM3 as an epigenetic regulator and the demonstrated importance
of DNA methylation changes in other subtypes of AML (Ley, Ding et al. 2010, Sandoval, Huang
et al. 2019), we next sought to investigate changes in DNA methylation in our model leukemias
and genetically matched patients’ samples. Using methyl-sequencing, capture-based, bisulfite
sequencing (Lee, Luo et al. 2013), we assessed DNA methylation levels genome-wide at 84Mbp
of target sequence regions including CpG islands, promoters and published differentially
methylated regions. Biological duplicates at each step of our model leukemia system were
compared to bisulfite-treated DNA from three adult KM3 AML patients. In line with expression
data from our model leukemias (Barabe, Gil et al. 2017), the methylation data between replicates
were highly consistent (Figure 2.4) and were also consistent with published data regarding

global methylation levels (Akalin, Garrett-Bakelman et al. 2012) (Figure 2.5).
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Figure 2.4 — Intra- and inter-individual reproducibility of methyl-sequencing replicates.

Scatterplots for pairwise comparisons of percentage levels of methylation in different samples
used (CLT 1/2 = CD34+ controls, CD34MA9 1/2 = CD34+KM3, PAT 1/2 = patient samples
1 and 2). Numbers on upper right corners denote pair-wise Pearson correlation scores. The
histograms on the diagonal are percentage methylation histograms.
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Figure 2.5 — Descriptive statistics of methylation data.

(A) Histogram of read coverage per cytosine for the KM3-AML model (one example of the 2
biological replicates).

(B) Pie chart of the alignment statistics for the KM3-AML model (one of the 2 biological
replicates).

(C) Percentage of methylated (red) and unmethylated (grey) cytosines (compare to all cytosine
loci in the genome) for the control CD34+, CD34+KM3 and model AML cells.

(D) Composition of all methylated cytosine loci (mCpG:grey; mCHH: black; mCHG: dark grey)
in the control CD34+, CD34+KM3 and model AML cells.

(E) Percentage of differentially methylated cytosines (DMCs) in the 22 chromosomes, in model
AML (left panel) or in patient AML (right panel), compared to CD34+ cells (pink :
hypermethylation; green : hypomethylation).



Hierarchal clustering of differentially methylated cytosines (DMCs; CpG coverage >8, g-
value < 0.1 and methylation differences > 40%) demonstrated that relatively small numbers of
changes occurred after introduction of the KM3 fusion gene and in vitro culture (Figure 2.6a).
The number of genes with DMC present varied from 7,645 (CD34" vs. CD34+KM23) to 13,947
(CD34" vs. model AML), however a large percentage of these genes (40% and 20%,
respectively) contained only a single DMC. Interestingly, relative to the initial CD34" cells with
the KM3 fusion, there was a striking increase (>6 fold) in the number of DMC detected in the
final model leukemias and patients’ samples. This suggests that the initial epigenetic changes
induced by the fusion gene are relatively limited, with the majority of changes occurring only
during in vivo growth. Along with the previous stepwise changes in gene expression patterns
we have reported (Barabe, Gil et al. 2017), these results again support the importance of
microenvironmental cues received in vivo. With respect to the direction of change, in agreement
with recent observations in patients with KM724-AML (Akalin, Garrett-Bakelman et al. 2012),
DMC observed in both model and patient KM3-AML were profoundly biased (~89%) towards
demethylation (Figure 2.6b). In opposition to this trend, model leukemias generated from the
same donor cells but which developed a lymphoid phenotype (B-cell ALL) had primarily hyper-
methylated cytosines, and fewer DMC compared to the AML samples. The majority (>75%) of
DMC were located in gene bodies and particularly in promoter regions and putative functional

elements at various stages of the model AML and in patients (Figure 2.7, Figure 2.8).

To clarify the importance of the localization of these changes and their potential impact, we
next examined the correlation between DNA methylation changes and gene expression. Despite
the general view regarding the impact of DNA methylation changes in the promoter regions and
transcription levels, we observed only a weak global correlation between the two (Figure 2.6¢).
While we could find examples of expected changes (e.g., in previously described KMT2A target
genes such as GATA2, HOXA7 and HOXA9 (Celton, Forest et al. 2014, Jung, Dai et al. 2015)
(Figure 2.6d)), overall, there was a very poor global correlation. This observation mirrors those
made in recent comprehensive single-cell studies of DNA methylation changes during normal
hematopoiesis in humans (Farlik, Halbritter et al. 2016) as well as previous bulk studies
(Hodges, Molaro et al. 2011). We were able to identify new examples of genes with evidence

for epigenetic regulation such as the atypical adenylate cyclase gene ADCY9. The promoter
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region of ADCY9 exhibits hypomethylation specifically in the model AML compared to normal
CD34" cells and model B-cell ALL (Figure 2.6€) and the gene is only expressed in KMT2A-
rearranged model and patients’ leukemias (Figure 2.6f). ADCY?9 is a poorly characterized and
distantly related member of the adenylate cyclase gene family and no specific inhibitors have
yet been described, although it has recently been identified as a fusion partner of the KMT2D
gene in a case of ALL (Mankuzhy, Walling et al. 2019). We therefore perform shRNA
knockdowns in several KM3-AML cell lines to determine whether ADCY9 expression was
relevant to these leukemias. We found that all the KM3-AML lines showed impaired
proliferation with multiple shRNA in contrast to no effect in a non-KM3-AML control line

(Figure 2.6g) demonstrating that ADCY9 is required in these cells.

Beyond regulating specific genes, we next wanted to examine whether global methylation
changes might have an impact on gene expression through their localization within the DNA
binding sites of transcription factors. To do this, we selected all the DMC with coverage that
exhibited consistently higher (>=40%) methylation levels in CD34" cells than in either
CD34+KM3 or model leukemias. Transcription factors in the ENCODE ChIP-sequencing
dataset (covering 338 factors in 130 cell lines) that overlapped the positions of these cytosines
were then used to generate a network (using GOnet (Pomaznoy, Ha et al. 2018)) based on shared
gene ontology terms (Figure 2.9). This network contains a large collection of factors that: 1) are
highly expressed in normal bone marrow, ii) exhibit a large loss of DNA methylation directly
in their binding sites after KM3 addition, and iii) are enriched for activity in regulating
hematopoietic and myeloid differentiation. These results indicates that despite the poor overall
correlation between DNA methylation and the expression of individual genes, the changes that

occur are globally relevant for leukemic transformation.
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Figure 2.6 — DNA methylation changes in model leukemias.

(A) Hierarchical clustering of differentially methylated cytosines (DMC) identified by methyl-
sequencing analysis of model leukemias at different stages and KM3 patients’ samples (pAML).
Numbers and arrows represent the number of DMC relative to the initial CD34" cells.

(B) The KM3 fusion induces a strong hypomethylation phenotype in both patient and model
acute myeloid leukemias (pAML and mAML, respectively), whereas model B-cell acute
lymphoblastic leukemias (mB-ALL) predominately exhibit hypermethylation.

(C) As noted in other global studies, the overall correlation between DNA methylation and
expression is relatively limited, likely due in part to the complexity of the localization and size
of the changes.

(D) Differentially methylated regions around genes known to be suppressed (GATA2) or
activated (HOXA9) in AML can been seen comparing CD34" cells versus AML patients’ cells.

(E, F) ADCY9Y exhibits hypomethylation in its promoter region specifically in the model AML,
compared to CD34" cells, which is correlated with gene expression levels, specifically in
KMT2A-MLLT3 AML models as well as patients (E) and external data from TARGET (F).

(G) Knockdown of ADCY9 using multiple sShRNA shows a significant impact specifically on
KM3-AML cell proliferation but not on AML cells lacking the fusion (KGla; * = p < 0.005, **
=p <0.001).
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Figure 2.7 — Distribution in functional genomic elements of DMCs associated to the
development of KM3 translocated model and patient AMLs.

Differentially methylated cytosines (DMCs) from each pairwise comparison are indicated under
each pie chart. Gene annotation is taken from RefSeq (GRCH37/hgl9) at UCSC genome
browser. Promoter regions were defined as the 1,000 bp upstream of the annotated transcription
start site.
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Figure 2.8 — Distribution in and around CpG islands of DMCs associated to the
development of KM3 translocated model and patient AMLs.

Difterentially methylated cytosines (DMCs) from each pairwise comparison are indicated under
each pie chart. CpG islands (CpGi) are defined from RefSeq (GRCH37/hg19) downloaded from
the UCSC genome browser. The CpGi shores and CpGi shelves sequences up to 2,000 bp and
4,000 bp distant, respectively.
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Figure 2.9 — DNA methylation in the transcription factor binding sites.

(A) To identify consistently differentially methylated cytosines (DMCs), positions were first
limited to those in the genome that had sufficient coverage to assess changes (>8 reads). These
positions were then filtered for those where there was >40% loss of methylation in both
CD34+KM3 and model AMLs (12,710 final positions). These DMCs positions were then
compared to the conserved transcription factor binding site track (“TFBS conserved”) in the
UCSC human genome browser to identify transcription factors (TFs) whose accessibility might
be impacted by methylation changes.

(B) The interactive GOnet website was then used to take the TFs from (A) and build a network
based on shared hierarchical gene ontology terms (g-value threshold <=0.0001). The gene nodes
in the network were then automatically coloured by their expression in normal bone marrow
using data from the Human Protein Atlas. The bottom right portion of the graph shows an
enrichment in GO-terms associated with hematopoietic/stem cell fate and myeloid
differentiation involving TFs that are all highly expressed in bone marrow.
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2.4.3.3 Epigenetic analysis reveals potential CCR1-CCL23 autocrine signaling in KM3-

acute myeloid leukemia.

Given that the KM3 fusion is a well-known epigenetic regulator, we next asked whether the
presence of the gene fusion had a specific impact on the chromatin organization in our model
leukemias. To investigate this, we performed ChIP-sequencing on relevant histone marks
(H3K4me3, H3K79me2 (Slany 2009)) and ATAC-sequencing on samples of each step of our
leukemia model (CD34", CD34+KM3, KM3-AML). Enrichment of the different histone marks
correlated with gene expression levels (Figure 2.11) and expected spatial distribution, and the
majority of peaks seen in the model leukemias were common to both the initial and transduced
cells (Figure 2.10a). In addition, we analyzed the combined expression and epigenetic data to
compare the initial CD34" cells and CD34+KM3 cells to highlight critical early events
potentially implicated in the disease. Using the EaSeq package (Lerdrup, Johansen et al. 2016)
we identified a set of genes (n=331 ; Table 2.2) with coordinated epigenetic and expression
changes (Figure 2.10b). Among the genes with the most striking changes was the C-C motif
chemokine receptor 1 (CCRI) gene, a G-protein coupled receptor family member (GPCR).
CCRI is expressed in different types of blood cells, can bind a number of different ligands and
is induced during normal monocyte development (Schaller, Kallal et al. 2008). This gene was
of specific interest because our previous work had shown that CCL23, a ligand only recognized
by CCRI1, is also a biomarker for KMT2A-translocated AML (Barabe, Gil et al. 2017). RNA-
sequencing data from our models and genetically matched patients’ samples confirmed that the
expression of both CCRI and CCL23 is increased dramatically upon the integration of the KM3
fusion, while neither is expressed in normal CD34" cells (Figure 2.10¢). External RNA-
sequencing data from the BloodSpot database (Figure 2.12a) or TARGET cohort (Bolouri,
Farrar et al. 2018) also confirm the KMT2A-specific expression of CCL23 (Figure 2.12b) and
there is a small but significant difference in survival of pediatric AML patients with high levels
of CCL23 (Figure 2.12¢). Although previous studies have highlighted the importance of CCR/
in different cancers (e.g. breast (Shin, Lee et al. 2017), prostate (Kato, Fujita et al. 2013)) no
studies have looked at its role in AML. Although we saw an inhibition of growth specifically in
KM3-AML cell lines using a potent inhibitor of CCR1 (data not shown), this inhibition was
only observed at levels (10-20 pM) much higher than the reported half maximal inhibitory
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concentration (ICso) (9 nM) for the inhibitor (Naya, Sagara et al. 2001). The very high
expression levels of both the receptor and ligand may explain this observation; however, specific
genetic models will be required to define the biological importance of this potential autocrine-

signaling axis.
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Figure 2.10 — Epigenetic analysis changes in KM72A4-MLLT3 acute myeloid leukemia.

(A) Venn diagram of peaks determined by MACS2 in different stages of the model system
(CD34", CD34+KM3, KM3 AML model) for H3K4Me 3 and H3K79Me2 (n=3 for chromatin
immunoprecipitation (ChIP)-sequencing of each mark).
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(B) A scatterplot of ChIP-sequencing enrichments for each histone mark in an area +/- 2,000 pb
(H3K4me3) or -1,000 to +3,000 pb (H3K79me2) around the transcription start site for each gene
is shown, with individual genes colored by the log ratio (CD34" / CD34+KM3) of expression
for each gene.

(C) Boxplots show the expression of CCR/ and its ligands in different stages of the model
leukemias and in pediatric KMT2A-AML patients. The dotted green line represents an arbitrary
threshold for an expressed gene (FPKM >1).

(D) Annotation of ATAC-sequencing peaks unique to model leukemias (mAML) show that the
majority are either in intronic or intergenic regions.

(E) Hierarchical clustering of ATAC-sequencing peaks in published data from different normal
blood cell types compared to leukemic cells. NK = Natural Killer cells. CD4T = CD4+ T
lymphocytes. CD8T = CD8+ T lymphocytes. ERY = Erythrocytes. AML = Acute Myeloid
Leukemia (model). Mono = Monocytes. CD34 HSPC = CD34" Hematopoietic Stem and
Progenitor Cells. GMP = Granulocyte-Monocyte Progenitor cells. B = B lymphocytes. CLP =
Common Lymphoid Progenitor. MEP = Megakaryocyte-Erythroid Progenitor cells. HSC =
Hematopoietic Stem Cells. MPP = Multipotential Progenitor cells. LMPP = Lymphoid-primed
MultiPotent Progenitors cells. CMP = Common Myeloid Progenitor cells.

(F) A list of transcription factors is shown ranked by their abundance in the mAML and with
their corresponding rank in the entire dataset (ENCODE consortium) and their expression level
in the model system stages in the columns to the right.

(G) UCSC snapshot showing an example of a gene with ATAC-sequencing peaks in
CD34+KM3, mAML, CD34" HSPC, hematopoietic stem cells and monocytes. The blue vertical
line shows a peak that is unique to the mAML samples, whereas red vertical lines highlight
common peaks that also overlap ENCODE transcription factor clusters.
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Figure 2.11 — Genome-wide distribution of histone modifications in model leukemias.

(A) The spatial distribution of H3K4me3 and H3K79me2 was plotted across average genes in
each of the three model leukemia stages, as well as by ranked enrichment in individual genes,
using EaSeq package.

(B) Histone modifications across average genes are shown with genes binned into high, medium
and low gene expression levels.
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Figure 2.12 — Expression of the CCL23 gene in leukemic and normal blood cells.

(A) Normalized gene expression data for CCL23 from previously published studies of normal
and leukemic samples is shown. The table in the lower panel details the sample abbreviations
and the immunophenotype for each of the samples represented.

(B) Expression of CCRI and CCL23 in the TARGET pediatric AML cohort, with KMT2A4-
translocated AML patients coloured in red.

(C) Kaplan-Meier survival curve based on expression of CCL23 above/below the median from
the TARGET AML cohort.
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chrd 2532238 2936586 + MFESDLO
chrl3 73302042 73325533 + Cl3orf34
chrlé 4353204 4357303 + GLYR1
chrl 173051112 175065129 + TOR3IA
chrl 38326363 38412729 + INFF5B
chrlé 3072626 3074287 + HCFC1R1
chrl 28218049 28241236 + RPAZ
chrs 131630145 131679859 + SLC22A4
chr? 156931655 157062066 + UBE3C
chri 26538572 26547164 + HMGN4
chrls 85291818 853459663 + INF552
chrb 141018869 141030936 + FCH5D1
chril 64073044 odlE4164 + ESRRA
chrl2 12870302 12875305 + CDEM1B
chr22 21596542 21598588 + SDF211
chrlg 85932774 85956211 + IRFE
chrl2 46123620 456301813 + ARID2
chrl 109756515 105780804 + SARS

Table 2.2 — Genes with correlated gene expression and active histone modifications.
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2.4.3.4 KM3-mediated epigenetic changes are minimal relative to normal blood cells.

Location analysis of the annotated ATAC-sequencing peaks unique to the model AML cells
revealed the expected peaks at promoters of active genes, although the majority of open
chromatin regions were either intergenic or intronic (Figure 2.10d). As a point of comparison
for our ATAC-sequencing data, we downloaded previously published and normalized ATAC-
sequencing data generated from normal blood cells (Corces, Buenrostro et al. 2016) along with
raw ATAC-sequencing data from normal CD34" cells and monocytes from the BLUEPRINT
project (Stunnenberg, International Human Epigenome et al. 2016). Using peaks identified
using MACS2 in our ATAC-sequencing data or remapped published data, or through supervised
thresholding of normalized UCSC tracks, we compared regions of open chromatin in normal
and leukemic blood cells. As with the histone modifications, the majority of peaks identified in
the model leukemia samples were shared with one or more normal types of blood cell.
Considering the 10,415 peaks identified by MACS2 that were specific to the model AML
(Figure 2.13), analysis of potential transcription factor binding motifs once again identified
factors, such as PU.1, that are critical for normal myeloid cell differentiation (Figure 2.14).
Hierarchical clustering of all ATAC-sequencing peaks from the CD34+KM3 and model AML
revealed that the chromatin landscape in the model AML is close to that of normal monocytes
and CD34" HSPC (Figure 2.10e). The clear separation of CD34+KM3 cells, despite the small
absolute number of unique peaks (and more peaks common to CD34 " HPSC than to monocytes),

suggests that the chromatin of these cells is subtly impacted by their culture in vitro.
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CD34 . CD34+KM3

Figure 2.13 — Overlapping peaks in ATAC-sequencing data from normal and leukemic
cells.

Venn diagram shows the number of peaks detected by MACS2 in normal blood cells
(monocytes, CD34" cells) or model leukemia stages (CD34+KM3, mAML).
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Figure 2.14 — Predicted transcription factor binding sites in ATAC-sequencing peaks.

The table presents the predictive output of Homer for the top 25 transcription factors whose
binding motifs are over-represented in the AT AC-sequencing peaks that are uniquely found in
the model leukemia samples.
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Using data from the ENCODE consortium, we further examined the transcription factors
that have been experimentally observed to bind to leukemia-specific open chromatin regions.
For this, we ranked the abundance of individual factors in the entire dataset, and in the leukemia-
specific peaks, to account for the difference in frequencies of binding sites for individual factors
(Figure 2.10f). This analysis revealed an enrichment of factors in the leukemia-specific peaks
that did not necessarily correlate with an increase in expression of the factor. Given the ChIP-
sequencing data, this suggests that the novel, leukemia-specific peaks may create competition
for the binding of a range of expressed transcription factors, potentially co-opting their activity.
In other cases, while there was no difference in the ranking, the factor itself was more highly
expressed; in cases in which such factors have been demonstrated to be essential for leukemia
development (e.g. FOS (Assi, Imperato et al. 2019)), the higher expression level may be
important to ensure a high/continuous occupancy at the open regions in order to drive the

leukemic transcriptional program.

Across the genome, we observed many examples of genomic regions in which AT AC-peaks
common to both leukemic and normal cells were seen in the vicinity of other leukemia-specific
peaks (Figure 2.10g). Given our observations, we questioned whether all of the leukemia-
specific peaks we observed were potentially functional or whether they might represent
stochastic changes in accessibility. To address this question, we compared data for chromatin
accessibility (DNasel hypersensitive sites) and ChIP-sequencing data from the ENCODE
consortium to the ATAC-sequencing peaks that were unique to the model leukemias.
Interestingly, the peaks determined by either MACS?2 or supervised thresholding showed high
levels of overlap (65% and 75%, respectively) with both previously defined transcription factor
clusters, DNasel hypersensitive sites and overlapped chromatin marks associated with
enhancers seen in other cell types. These data argue that despite their unique presence in
leukemic cells, the large majority of leukemia-specific open chromatin regions likely represent

enhancers.
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2.4.4 Discussion

The KMT2A-MLLT3 gene fusion is one of the most common genetic anomalies found in
pediatric AML and is an epigenetic regulator that is essential, directly or indirectly, for the
alterations of chromatin structure (Guenther, Lawton et al. 2008, Bernt, Zhu et al. 2011, Garcia-
Cuellar, Buttner et al. 2016) and DNA methylation seen in the disease (Erfurth, Popovic et al.
2008). Despite its extensive characterization, less is known regarding its role in the initial
transformation of HSPC into leukemic cells. Our current study leverages our previously
described human model leukemia system to integrate epigenetic and expression changes to
better characterize these changes. With respect to DNA methylation changes, our data confirm
previously published results (Alvarez, Suela et al. 2010) showing that an aberrant
hypomethylation profile is found in KM3 leukemias. Interestingly, relative to the initial CD34"
cells, CD34+KM3 and B-cell ALL have a hypermethylation phenotype, whereas the model and
patients’ AML show the reverse. While the significance of all of these global differences is not
yet clear, previous single cell studies showed that differentially methylated promoter regions in
normal blood cells were enriched in binding sites for transcription factors promoting myeloid
differentiation (Farlik, Halbritter et al. 2016). Our data (e.g Figure 2.9) agree with this finding,
which may reflect a default lymphoid differentiation pathway in the absence of demethylation
of these regions. Recent studies have highlighted the importance of DNA methyltransferase in
KM3-mediated leukemogenesis in which DNMT3A4 and DNMT3B loss-of-function mutations
accelerate leukemia progression by enhancing cell cycle progression (Zheng, Zhang et al. 2016).
Forced expression of DNMT3B delayed KM3 leukemia development (Schulze, Rohde et al.
2016) whereas the deletion of DNMT1 prevents KM3 AML progression (Trowbridge, Sinha et
al. 2012). These findings and our own data demonstrate that the loss of de novo methylation,

but not necessarily maintenance methylation, is required for the induction of AML.

Analysis of the correlated epigenetic and gene expression changes highlighted a number of
genes of interest, including ADCY9, an atypical member of the adenylate cyclase family. ADCY9
shows low but relatively broad expression in most tissues except for blood (of all lineages (Hay,
Ferchen et al. 2018); Figure 2.15), and is capable of inducing cAMP accumulation (Cumbay
and Watts 2004), although its activation with G protein subunits appears to be cell-type specific.
Our functional studies demonstrate that ADCY9 function is critical for the growth of KM3-
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AML cells, and levels of cAMP in leukemias (Gausdal, Wergeland et al. 2013, Perez, Smagley
et al. 2016) have been shown to be important. Nevertheless, whether the growth defects seen in
response to the loss of ADCY9 expression are mediated through its ability to produce cAMP
remains unclear and will require further study. The integration of our data also highlighted the
potential importance of the chemokine receptor gene CCR1 and one of its ligands, CCL23. This
receptor-ligand pair was noteworthy in part because of their strong level of upregulation, but
also because the expression of both increased immediately after the addition of the gene fusion,
prior to the complete transformation of the cells. The CCRI receptor can recognize at least ten
different ligands including CCL3 and CCLS5, which are both ubiquitously expressed in normal
blood cells. In contrast, CCL23 is only expressed at very low levels in promyelocytes (Bagger,
Kinalis et al. 2019) (LinFSCMSSCMCD34 CDI15MCD49d"CD33"CD11b"CD167) and
granulocyte-monocyte ~ progenitors (Bagger, Kinalis et  al 2019) (Lin®
CD34"CD38"'CD45RA'CDI123") but is highly expressed in KMT2A-AML according to a
number of independent datasets. The impact of CCR1 signaling in AML remains poorly defined,
although one consequence appears to be activation of the Ga; pathway resulting in the inhibition
of cAMP production (Gilliland, Salanga et al. 2013). In this context, it is interesting to note that
ADCY?9 is specifically upregulated in KMT24-AML (Figure 2.6f), potentially as counterbalance
to the activity of CCR1 and Gai and to maintain cAMP levels.
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Figure 2.15 — Single-cell expression of different genes in normal blood cells.

Published single-cell RN A-sequencing data from 35 different cell types shows the expression
of4 genes highlighted in this paper (CEBPS, CCRI, CCL23, ADCY9) as well as CD34 as a cell-
type specific expression control. Graphs of expression were generated by the Human Cell Atlas
interactive web portal (Hay, Ferchen et al. 2018) and are automatically scaled to the range of
expression values for each gene.
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Perhaps most surprisingly with respect to chromatin structure and accessibility, while we
expected to see widespread changes, in fact there were relatively few modifications specific to
the model leukemia cells compared to normal blood cells. This observation agrees with those of
a recent study showing that KMT2A-MLLT3 helps to preserve gene expression of the cellular
states in which it is expressed (Chen, Burkhardt et al. 2019). As noted, most of the leukemia-
specific regions overlap open chromatin regions and transcript factor clusters seen in large-scale
ENCODE datasets. Although speculative, these observations suggest the interesting hypothesis
there may be a finite number of regions in the genome that are competent to be open in vivo
across all cell types. The addition of the KM3 fusion, while activating the expression of a subset
of genes, may also cause re-localization of chromatin, leading to the opening of regions not
normally seen in blood cells. Thus, while chromatin remodeling is required to give access to
endogenously expressed transcription factors in some of the novel locations that we
characterized in our study, others may simply be a response to this remodeling. The distribution
of ATAC peaks that we observe, largely in introns and intergenic regions (Figure 2.10d), also
raises the question of the potential biological role as novel enhancers. Similar distributions in
ATAC-sequencing data have been noted (Yan, Powell et al. 2020) and intronic enhancers have
been shown to regulate the expression of genes in a tissue-specific manner (Borsari, Villegas-
Mirén et al. 2020), which may explain why many of the ATAC-sequencing peaks not present
in blood cells nevertheless corresponded to open chromatin regions in other cell types. These
results open a new avenue to look at some of these regions of potential interest in the context of
AML, to better understand their role in enabling access to genes which may be essential for

leukemic growth.

In conclusion, here we have leveraged the advantages of our model system to characterize
the immediate impact of the KM3 fusion without the complicating factor of additional mutations
and other genetics abnormalities typically found in patients’ genomes. While our results
highlight the subtlety of the changes that occur once the oncogene is introduced, they also
support the role of previous genes implicated in leukemogenesis and highlight a novel
receptor/ligand pair with potential functional relevance for KMT724-AML. The novel insight
into the nature and extent of epigenetic reprogramming that occurs in the disease will help to

guide future studies to identify novel potential therapeutic targets.
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2.4.5 Methods

2.4.5.1 Patients’ samples and model leukemia generation

All pediatric and adult AML patients’ samples and additional clinical information used in
this study were collected by the Banque de Cellules Leucémiques du Québec (BCLQ) with
informed consent and project approval from the Research Ethics Boards of CHU Ste-Justine,
Maisonneuve-Rosemont Hospital and Université de Montréal. RNA was extracted from samples
preserved in TRIzol (Invitrogen) according to standard protocols, while DNA for methylation-
sequencing (methyl-sequencing) analysis was obtained from viably conserved samples in
dimethylsulfoxide (DMSO). The characteristics of the patients’ AML samples are shown in
Table 2.3. The model leukemias used in this study were generated as previously described

(Barabe, Gil et al. 2017).

I | I | |
Ped 159  1yr MSA 70 46,%X,der(9)t{9;11)(p22;q23)del(9)(p21)[20]
Ped 111  Syr MSA 85 48,XX,+8,+8,t(9;11)(p22;923)[20]
Ped 144  13yr MSA S0 46,5%X,1{9;11)(p22;923)[51/47, XX, +8,1{9;11)(p22;q23)[16]

Table 2.3 — Summary of pediatric patients in this study.
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2.4.5.2 Human CD34" hematopoietic stem and progenitor cell isolation and cell culture

CD34" human HSPC were isolated from fresh umbilical cord blood, collected under
informed consent at Sainte-Justine pediatric hospital (distributed by HémaQuébec’s Public Cord
Blood Bank (Montreal, Quebec, Canada)) or CHU de Québec and Hotel Dieu de Levis. CD34"
cord blood cells were positively selected as previously described (Barabe, Gil et al. 2017) and
processed immediately without in vitro culture. Briefly, cord blood was diluted with phosphate-
buffered saline (PBS) + citrate 0.6% (1:2) and mixed with Ficoll. After spinning the mixture at
2,100 rpm, for 30 minutes at room temperature with the lowest deceleration speed, white blood
cells found at the interphase were collected and diluted with PBS (1:2). Cells were then spun at
2,100 rpm for 10 minutes and resuspended in PBS + citrate 0.6% + bovine serum albumin (BSA)
0.5%. An isolation kit (Miltenyi Biotec; #130-100-453) composed of beads recognizing CD34"
cells was used according to the manufacturer’s protocol. The PosseldS method on an
AutoMACS® machine was then used to isolate CD34" cells and the final yield was quantified
using a hemocytometer. Leukemia cells lines (KG1la, THP-1, NOMO1 and MOLM-13) were
grown in RPMI medium supplemented with 10% heat-inactivated fetal bovine serum,
penicillin (100 U/ml) and streptomycin (100 ug/ml) at 37°C in 5% CO,. Cell lines were
transfected using a lentiviral protocol as previously described (Barabe, Gil et al. 2017). The

shRNA sequences used are shown in Table 2.4.

TARGET SEQUENCE (5°->3°)

TGCTGTTGACAGTGAGCGCCCGCCTGAAGTCTCTGATTAATAGTGAAGCCACAGATGTATTAA

SCRAMBLE
TCAGAGACTTCAGGCGGTTGCCTACTGCCTCGGA

TGCTGTTGACAGTGAGCGCGACTGTCAAAACCTTTGATAATAGTGAAGCCACAGATGTATTAT
ADCY9 - SHRNA1
CARAGGTTTTGACAGTCTTGCCTACTGCCTCGGA

TGCTGTTGACAGTGAGCGCGGGTATTATTTGACTTTTAGATAGTGAAGCCACAGATGTATCTA

ADCY9 — SHRNA2
AAAGTCAAATAATACCCATGCCTACTGCCTCGGA

Table 2.4 — List of primers used for shRNA-mediated knockdown of ADCY?9 expression.
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2.4.5.3 Chromatin immunoprecipitation, RNA-sequencing and ATAC-sequencing

Cells were cross-linked using formaldehyde 1% (7 min, room temperature) before glycine
quenching (0.125 nM, 5 min, room temperature), cell lysis and sonication (Covaris S2
sonicator). Protein G-coupled beads (Protein G Dynabeads™) were incubated overnight on a
rotator at 4°C with 3 pg of antibodies against different histone marks (H3: #ab1791, H3K4me3:
#ab8580-100, H3K79me2: #ab3594). Sonicated chromatin was incubated with 250 puL of beads
for 4 hours on a rotator at 4°C before sequential washing with: ‘Low Salt’ Buffer (0.5% NP40,
15 mM KCI, 10 mM Tris pH 8.0, | mM EDTA), three different ‘High Salt’ buffers (0.5% Triton,
10 mM Tris pH 8.0, 100 mM (2) or 400 mM (3) or 500 mM (4) NaCl), twice in LiCl Buffer
(0.5% NP40, 250 mM LiCl, 10 mM Tris pH 8.0, 1 mM EDTA). ChIPed material was then eluted
(buffer: 10 mM Tris pH8.0, 1 mM EDTA) and incubated overnight at 65°C with shaking (1,200
rpm) to reverse-crosslink. An RNaseA (for 1h at 37°C) and Proteinase K digestion was
performed (1 h at 37°C) before DNA was purified by phenol-chloroform. A TruSeq ChIP
Library Preparation Kit (Illumina, #IP-202-9001) was used to construct DNA libraries as
described in the manufacturer’s instructions with polymerase chain reaction (PCR) for a total of
12 cycles using the Illumina indexed library primers. An Illumina NextSeq 500 was used to
sequence samples (75bp paired-end) according to standard Illumina protocols. For all RNA-
sequencing experiments, RNA was purified from cells (1x10°) in TRIzol reagent, purified on
RNeasy columns (Qiagen) and then used as input for Illumina stranded Tru-seq protocols. For
CD34" cells transduced with the KM3 fusion and cultured in vitro, RNA was collected after 30
days from GFP" cells while for all SARNA knockdown experiments RNA was collected 4 days
after lentiviral transduction. Lastly, RNA from the xenografted model AML was collected from
the bone marrow of mice sacrificed 24-30 weeks after injection. All sequencing in this study
was performed by the genomics core facility at the Institute for Research in Immunology and
Cancer. The ATAC-sequencing protocol used was based on a method published by Buenrostro
et al (Buenrostro, Wu et al. 2015) and was performed using 50,000 cells. Samples were
sequenced (75bp paired-end) according to Illumina protocols. The primers used are shown in

Table 2.5.
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PRIMER NAME SEQUENCE (5’->3°)

AD1_NOMX | AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCGTCGGCAGCGTCAGATGTG

AD2.1 TAAGGCGA | CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTCGCCTTAGTCTCGTGGGCTCGGAGATGT
AD2.2 CGTACTAG | CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCTAGTACGGTCTCGTGGGCTCGGAGATGT
AD2.3 AGGCAGAA | CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTTCTGCCTGTCTCGTGGGCTCGGAGATGT
AD2.4 TCCTGAGC | CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGCTCAGGAGTCTCGTGGGCTCGGAGATGT
AD2.5 GGACTCCT | CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATAGGAGTCCGTCTCGTGGGCTCGGAGATGT

Table 2.5 — List of primers used to prepare assay for transposase-accessible chromatin

(ATAC)-sequencing libraries.

2.4.5.4 DNA methylation capture sequencing

Genomic DNA from cells pellets from either KM3 patients’ samples, pooled cord blood
donors (freshly isolated), cultured cells (collected after 30 days) or model AML cells (collected
24 weeks after injection) was isolated using the PureLink Genomic DNA Mini Kit according to
the manufacturer’s protocol (Life Technologies, cat. #K1820-01). Three micrograms of DNA
from each sample were fragmented to 140-180 bp DNA fragments using Covaris S2
(parameters: 10% duty cycle at intensity 5 for 6 cycles of 60 s with 200 cycles set at sweeping
mode). Methyl-sequencing libraries for DNA methylation analysis were prepared using the
SureSelectXT Human Methyl-Seq Target enrichment system (Agilent Technologies, cat.
#5190-4661) according to the manufacturer’s instructions. Briefly, DNA was fragmented,
purified and used for end-repair and adenylated prior to ligation of methylation adaptors
(synthesized with 5’-methylcytosine instead of cytosine). The adaptor-ligated DNA samples
were purified using AMPure XP beads (Beckman Coulter Genomics, cat. #A63880). Nine
hundred nanograms of each DNA sample was hybridized with Agilent SureSelect Methyl-Seq
biotinyled RNA baits for 24 h at 65°C. The libraries were captured using Dynal MyOne
Streptavidin T1 magnetic beads (Invitrogen, cat. #65601). The captured DNA was subjected to
bisulfite conversion with the EZ DNA Methylation Gold Kit (Zymo Research, cat. #D5005) as
described in the manufacturer’s instructions followed by PCR for a total of 16 cycles using the
[llumina indexed library primers. The final libraries were quantified by 2100 Bioanalyzer chips

(Agilent technologies) with quality control on a MiSeq (Illumina) sequencer. Libraries were
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sequenced on multiple lanes of a HiSeq2000 flow cell at the IRIC genomics platform and the
FastQC R package was used to assess the quality of the reads.

2.4.5.5 Bioinformatics analysis of ChIP-sequencing and ATAC-sequencing

The quality of the raw sequence data was checked by FastQC (version 0.11.4). Trimmomatic
(version 0.32) was used to remove adapters and keep reads with quality scores >30. Paired-end
sequencing reads were then mapped to the human reference genome (GRCH37/hg19) using
BWA (version 0.7.10) with the default parameters. PCR duplicates were removed by Samtools
(version 1.9). For ATAC-sequencing data, reads from mitochondrial DNA were removed
(samtools idxstats input.bam | cut -f 1 | grep -v MT | xargs samtools view -b input.bam >
output.bam). The EaSeq software package (version 1.04) (Lerdrup, Johansen et al. 2016) was
used to analyze data and integrate gene expression and data from epigenetic marks from
chromatin immunoprecipitation (ChIP)-sequencing experiments. To calculate the enrichment of
each histone mark, the analysis focused on specific regions in the genome with a distance from
the Transcription Start Site (TSS) of -1000 to +3000pb for H3K79me2, and -2000 to +2000pb
for H3K4me3. MACS2 (v2.2.4) (Thomas, Thomas et al. 2017) was the peak calling algorithm
used to determine the list of significant enrichment peaks, following the default parameters
(callpeak —f BAMPE —g hs —q 0.05). Intervene (Khan and Mathelier 2017) was used to find
peaks in common in our datasets (bedtools intersect —a —b —f 0,50 —r) and generate Venn
diagrams (Pybedtools). A ngs.plot (Shen, Shao et al. 2014) was used to visualize global
repartition of mapped reads across the genome. Previously published data for lineage-specific
ATAC-sequencing in a range of normal blood cells (Corces, Buenrostro et al. 2016) was
accessed through the UCSC track hub (https://s3-us-west-1.amazonaws.com/chang-public-
data/2016_NatGen ATAC-AML/hub.txt). DNAse HSS and TF clusters generated from the

ENCODE consortium V3 were analyzed by custom Perl Scripts. Public ATAC-sequencing
peaks for all cell types were identified using a threshold of a normalized score >60 for all tracks
for starts/ends of peaks. Fastq files for BLUEPRINT ATAC-sequencing data (accessions
EGADO00001002710 and EGAD00001002709) were downloaded, remapped and analyzed with
MACS?2 as described above. Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) was performed using

software (version 3.0) from the Broad Institute (Subramanian, Tamayo et al. 2005) and a pre-
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ranked list based on significantly differentially expressed genes between CD34" and
CD34+KM3 cells using the R package DESeq2 (Love, Huber et al. 2014).

2.4.5.6 Mapping methyl-sequencing reads and methylation analysis

Paired end sequencing reads (2x100 bp) were mapped to the human reference genome
(GRCH37/hg19) using Bismark with a directional alignment mode and Bowtie2 as the
alignment process. All putative duplicate reads were removed by previously described Perl
scripts (Krueger and Andrews 2011). The methylation calls were extracted with Bismark-
methylation-extractor and the analysis was performed using custom python scripts, R package
MethylKit 0.9.2 and SeqMonk 1.45.2 as the visualization tool
(www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/seqmonk/). Hierarchical clustering of the
samples based on the differentially methylated cytosines was performed using the computed
Pearson correlation distance between samples. For each cell type (CD34", CD34+KM3, KM3-
AML model) the DNA methylation data corresponded to the combination of methyl-sequencing
libraries from two biological replicates. Analysis of methylated cytosines was restricted to
positions covered by a minimum of eight reads coverage for each biological replicate. To
identify differential methylated cytosines (DMC) a logistic regression model was applied to
compare the fraction of methylated cytosines across the three types of cells and a sliding linear
model (SLIM) method was used to correct P-values for multiple testing and derive g-values
(Wang, Tuominen et al. 2011). To define the DMC, we specified two parameters: g-values
below 0.01 and a threshold of percentage methylation difference < 40%. All functional
annotations for genomic regions were defined based on GRCh37/hg19 assembly download from
UCSC website. Gene bodies were defined as the transcribed regions from the start to the end of
transcription sites for each RefSeq entry and promoter regions were defined as 1 kb of sequence
upstream of the TSS for each RefSeq transcript. Annotations for regulatory elements were
defined as CpG islands, TFBS (TFBS conserved sites), enhancers (Vista Enhancers
(Pennacchio, Ahituv et al. 2006)), and DNase I hyper sensitive sites.

2.4.5.7 Data-sharing statement

All sequencing data for this manuscript has been deposited in the Gene Expression Omnibus

and is accessible through the following accession numbers: GSE142579 and GSE70755.
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3  Caractérisation des différences génétiques et
épigénétiques entre les modeles de leucémies humaines

de type KMT2A-MLLT3 et KMT2A-MLLT4

3.1 Introduction

Le premier chapitre a mis en évidence l’existence de multiples fusions oncogéniques
responsables de la LMA chez les patients. Alors que la fréquence de chacune d’entre elles varie
selon I’age des malades et le type de leucémies, la probabilité de survie est également plus ou
moins élevée selon la translocation chromosomique. L’objectif de ce chapitre est de comprendre
les particularités génétiques et épigénétiques induites par une fusion de genes peu étudiée :

KMT24-MLLT4 (KM4).

Parmi les multiples fusions de geénes qui impliquent KMT2A4, les mécanismes biologiques
faisant intervenir la protéine partenaire MLLT4 (AF6 ou AFDN) restent peu compris. La
translocation chromosomique t(6;11)(q27;923) n’est pas considérée comme rare chez les
patients pédiatriques atteints d’une LMA (Balgobind, Raimondi et al. 2009, Pigazzi, Masetti et
al. 2011). Cependant, elle est associée a un diagnostic vital fortement défavorable
comparativement aux autres fusions de type KMT2A (Martineau, Berger et al. 1998). En effet,
il a été montré que la probabilité de survie varie entre 11% et 25% apres 5 années (5-year event
free survival) ce qui en fait 'une des LMA pédiatriques les plus agressives parmi celles causées
par une fusion de genes de type KMT24 (Balgobind, Raimondi et al. 2009). Ces données laissent
a penser que les protéines de fusion utilisent des mécanismes différents de transformation pour
activer des programmes génétiques particuliers qui menent a des LMA plus agressives (Chen,

Sun et al. 2016).

Bien que les fonctions des protéines de fusion ne soient pas complétement caractérisées, il
est possible de mettre en évidence des points communs entre celles-ci, notamment la
surexpression de certains génes comme Hoxa9 ou Meisl, qui sont connus pour induire des
leucémies agressives chez la souris (Thorsteinsdottir, Kroon et al. 2001, Dasse, Volpe et al.
2012). Comme expliqué dans le chapitre 1, les partenaires de fusion peuvent étre classifiés selon

leur localisation dans la cellule (noyau ou cytoplasme). A I’état physiologique, la protéine
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MLLTH4 est localisée dans le cytoplasme, contrairement a la plupart des partenaires de fusion de
KMT2A généralement retrouvés dans le noyau. Elle posséde deux caractéristiques principales.
La premiére est la présence d’un domaine de type PDZ ayant pour role de mener la protéine
MLLT4 a la membrane pour lui permettre d’interagir avec des composants cellulaires, comme
le récepteur tyrosine kinase EPH (Buchert, Schneider et al. 1999), la protéine kinase BCR
(Radziwill, Erdmann et al. 2003), la protéine PRR au niveau des jonctions adhérentes
(Takahashi, Nakanishi et al. 1999), les protéines Ras, Notch et Dishevelled (Carmena, Speicher
et al. 2006) ou encore le membre c-Src de la famille des protéines kinases Src (Radziwill, Weiss
et al. 2007). La seconde caractéristique est la présence de deux domaines homologues aux
domaines RA (RAS-Association) des effecteurs RAS (Kuriyama, Harada et al. 1996). Cela
permet a la protéine MLLT4, seule ou fusionnée a KMT2A, de moduler la transduction de voies
de signalisation in vivo, notamment celles impliquant RAS, NOTCH ou WNT (Kuriyama,
Harada et al. 1996). La protéine MLLT4, dans le cytoplasme, agit comme régulateur du niveau

de RAS-GTP dans les cellules (Manara, Baron et al. 2014).

%6 MLLT4 (6g27) 1651

KMT2A (11923)

il Il EE
KMT2A-MLLT4 3011

3972

Figure 3.1 — Structure de la protéine KMT2A-MLLT4.

Adaptée de (Smith, Ottoni et al. 2017). La protéine se compose des 1395 premiers résidus de
KMT?2A ainsi que des résidus 36 a 1651 de MLLT4. FHA = Forkhead associated domain. DIL
= Dilute domain. Les autres domaines ont déja été décrits dans les chapitres précédents.

La translocation chromosomique KM4 est a ’origine de la création d’une protéine nucléaire
d’environ 334 kDa composée de la partie N-terminale de KMT2A et de la quasi-totalité de la
protéine MLLT4 (Figure 3.1). Cette derniére conserve ses domaines fonctionnels, tels que PDZ
et RA, et ne démontre aucune homologie (ni dans les séquences, ni dans les fonctions) avec le

produit d’autres partenaires de génes de KMT72A (Prasad, Gu et al. 1993). Il a d’ailleurs été
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démontré que les motifs RA de la protéine MLLT4 sont nécessaires et suffisants pour la
transformation leucémique (Liedtke, Ayton et al. 2010). La propriété oncogénique de KM4 est
décrite comme étant dépendante de la dimérisation de la protéine KM4, causée par 1’exposition
de résidus hydrophobes suite a la perte de I’hélice a a I’extrémité N-terminale de la protéine
MLLT4 (Smith, Ottoni et al. 2017). Ce processus est un mécanisme clé dans la leucémogencse
médiée par KM4 : I’inhibition de la dimérisation perturbe la formation du complexe et bloque
le développement de la leucémie chez la souris (Smith, Ottoni et al. 2017). Par ailleurs, cette
oligomérisation pourrait étre médiée par MLLT4, qui agirait comme une protéine d’échafaudage
pour permettre I’interaction avec les genes cibles (Liedtke, Ayton et al. 2010). 11 a été montré
que MLLT4 est recruté dans le noyau des cellules porteuses de la fusion KM4, ce qui entraine
une activation anormale de RAS et de I’ensemble de ses cibles en aval. L’inactivation de KM4
restaure la localisation cytoplasmique de MLLT4 et permet une réduction significative des
niveaux de RAS-GTP. Cela démontre que KM4 agit sur la voie de signalisation médiée par RAS
en agissant sur la rétention de MLLT4 dans le noyau (Manara, Baron et al. 2014). Par ailleurs,
il a été récemment démontré que KM4 a besoin de I’activité d’histone méthyltransférase de
DOTIL pour maintenir son programme d’expression génique : c’est la raison pour laquelle
DOTIL est considérée comme ayant un réle oncogénique important (Deshpande, Chen et al.

2013).

Dr’ailleurs, certains groupes ont tenté d’identifier des molécules thérapeutiques efficaces
spécifiquement chez les patients porteurs de la translocation chromosomique KM4. En effet, la
plupart d’entre eux succombe dans I’année qui suit le diagnostic en raison de la résistance aux
thérapies cytotoxiques conventionnelles. Certaines études ameénent des perspectives
thérapeutiques prometteuses. Alors que I’inhibition pharmacologique ou génétique de DOTIL
semble étre efficace pour endiguer la leucémogenéese dans un modéle murin (Deshpande, Chen
et al. 2013), 'utilisation d’inhibiteur de RAS sur des lignées cellulaires leucémiques et des
cellules dérivées de patients démontre un potentiel thérapeutique en clinique (Manara, Baron et
al. 2014). Une étude récente ayant pour objectif de réaliser un criblage de molécules
thérapeutiques pour trouver de nouveaux composés et accélérer ’acces a de nouveaux
traitements en clinique a permis d’identifier la molécule thioridazine (TDZ) (Tregnago, Da Ros

et al. 2020). Ce composé entraine un remodelage du cytosquelette et agit sur le niveau de
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calcium intracellulaire pour déclencher une réponse apoptotique dans les cellules LMA

porteuses de la fusion de type KM4.

Les mécanismes biochimiques qui sous-tendent les propriétés oncogéniques de la fusion
restent encore a ¢lucider. Malgré tout, il est connu que MLLT4 n’a pas été identifié comme
faisant partie du complexe d’¢longation transcriptionnelle (Liedtke, Ayton et al. 2010,
Yokoyama, Lin et al. 2010). Néanmoins, KM4 recrute les complexes DOTIL et AEP sur la
chromatine cible via un mécanisme encore méconnu ce qui permet I’activation de 1’¢longation
transcriptionnelle de genes cibles (Figure 3.2) (Yokoyama, Lin et al. 2010, Deshpande, Chen
et al. 2013). Une étude récente a permis d’identifier les genes différentiellement exprimés dans
des lignées cellulaires porteuses (ML-2 ou SHI-1) ou non de la fusion KM4 (Numata, Kwok et
al. 2018). SHARPI s’avere jouer un role essentiel dans la leucémogenese médiée par KM4 : la
surexpression de ce gene, spécifiquement chez les patients porteurs de cette fusion, permettrait

I’activation de genes cibles impliqués dans la survie cellulaire (Coenen, Zwaan et al. 2014).

Complexe AEP Complexe DOTIL
CDK?9
CyclinT1/2 DOTI1L
o MLLT10/MLLTS

@ Dimérisation des
\ protéines de fusion

K] \@

H3K36mezf3 MEN] CxxC CxxC  MENI IHBKEEmeZ/‘Z

—Tm cC. Pwwp
LEDGF LEDGF

Figure 3.2 — Mécanismes moléculaires menant a I’activité oncogénique des protéines de
fusion KMT2A-MLLTA4.

La protéine recrute les complexes AEP et DOTIL par un mécanisme encore inconnu. Figure
tirée et adaptée de la revue (Takahashi and Yokoyama 2020).
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Cette revue de littérature résume les connaissances actuelles de la leucémogenése causée par
la translocation chromosomique KM4. La majorité des études ont été réalisées sur des lignées

cellulaires. Décrire les conséquences génétiques directes de la fusion reste a déterminer.
3.2 Objectifs du projet

L’objectif de ce chapitre est de caractériser les différences génétiques et épigénétiques entre
les modeles leucémiques médiés par les fusions KM3 et KM4 (pour simplifier I’écriture, nous
parlerons des modeles ou de leucémies KM3 et KM4 dans le reste du chapitre). En exploitant
les avantages du modele décrit dans le chapitre précédent, il est possible d’adapter le modele et
d’induire ’expression de la fusion oncogénique KM4 pour développer une leucémie humaine
dans les souris immunodéficientes (Figure 3.3). La présence de la fusion est suffisante pour

déclencher la leucémogenese.

I Fusion KMT2A-MLLT4I L. .
Injection dans des souris

Culture in vitro immunodéficientes
("- 40 jours)
I Ao — &R

Cellules CD34* CD34* + Leucémie myéloide
KMT2A-MLLT4 aigie (LMA)

Figure 3.3 — Représentation du modéle leucémique humain de type KMT2A-MLLT4.

Des cellules sanguines CD34" provenant d’un sang de cordon ombilical sont infectées par un
rétrovirus portant la fusion oncogénique KM4. Ces cellules sont ensuite injectées dans une souris
immunodéficiente pour produire une leucémie myé¢loide aigué humaine apres quelques
semaines.
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Les approches expérimentales sont donc similaires a celles utilisées dans le chapitre

précédent : séquencage de I’ARN (RNA-seq), immunoprécipitation de la chromatine (ChIP-

seq) contre des marques d’histones de type H3K4me3 & H3K79me2 et analyse de la

conformation de la chromatine (ATAC-seq).

Trois sous-objectifs ont été établis pour mener 1’étude :

1.

Confirmer ’utilisation et I’adaptation du modéle leucémique

C’est en comparant les données transcriptomiques d’échantillons du modele avec celles

de patients leucémiques que le modele pourra étre validé.

Déterminer, a I’échelle du génome, les différences génétiques et épigénétiques
entre les deux modeles

L’idée est de cartographier et de comparer les profils transcriptomiques ainsi que les
paysages €épigénétiques des leucémies causées par les fusions KM4 et KM3. L’analyse

se base sur les données de RNA-seq auxquelles s’ajoutent les données épigénétiques

qui pourraient expliquer comment les génes sont régulés.

Analyser et définir ’existence de potentiels biomarqueurs spécifiques a la LMA

causée par la fusion oncogénique KM4

Ces résultats préliminaires permettront de paver la voie a de nouvelles analyses

fonctionnelles pour déterminer le role de certains geénes dans la leucémogenese.
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3.3 Matériels et méthodes

Les approches expérimentales sont trés similaires a celles utilisées dans le chapitre

précédent.
3.3.1 Echantillons de patients leucémiques

Tous les échantillons utilisés provenant de patients pédiatriques atteints d’'une LMA et les
informations cliniques associées ont été collectés par la Banque de Cellules Leucémiques du
Québec (BCLQ) avec le consentement éclairé et 'approbation du projet des comités d'éthique
de la recherche du CHU Ste-Justine, de I'hopital Maisonneuve-Rosemont et de I’Université de
Montréal. L'ARN a été extrait d'échantillons conservés au TRIzol (Invitrogen) selon des

protocoles standards.
3.3.2 Génération des modeles de leucémies KMT2A-MLLT4

Les mode¢les de leucémies ont été générés comme décrit dans de précédentes publications
(Barabe, Gil et al. 2017) et adaptés a la fusion KMT2A4-MLLT4. Le plasmide provient du
laboratoire du Dr Michael Cleary (Lavau, Szilvassy et al. 1997, DiMartino, Miller et al. 2000,
Liedtke, Ayton et al. 2010) et code pour les résidus 1-1395 du geéne humain KMT72A fusionnés
aux résidus 35-348 du géne humain MLLTH4.

3.3.3 RNA-seq, ChIP-seq et ATAC-seq — Protocoles et analyses

bioinformatiques

Tous les protocoles expérimentaux sont détaillés dans la partie 2.4.5 « methods » du chapitre
précédent. Aucune modification n’a été apportée. Le protocole d’ATAC-seq a été réalisé en
utilisant 50 000 cellules et est bas¢ sur la méthode déja publiée dans la littérature (Buenrostro,
Wu et al. 2015). Le séquencage (paired-end 75 pb) a été réalisé par la plateforme de génomique

de I'Institut de Recherche en Immunologie et Cancérologie.

Pour les données de ChIP-seq et d’ATAC-seq, I’analyse bioinformatique est détaillée dans

la partie 2.4.5 « methods » du chapitre précédent.

Pour le RNA-seq, Trimmomatic (version 0.35) a été utilisé pour retirer les index et les reads

de mauvaise qualité. STAR (version 2.5.1b) a permis d’aligner les reads au génome humain de
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référence (GRCH38/hg38). La liste des genes différentiellement exprimés entre les modeles
KM3 et KM4 a été produite en utilisant le package sur R, DESeq2 (Love, Huber et al. 2014).
L’analyse des sites de fixation des facteurs de transcription a été réalisée via 1’outil ShinyGO

(version 0.61) (Ge, Jung et al. 2020).
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3.4 Résultats

3.4.1 Les signatures transcriptomiques du modele KM4 sont similaires a
celles retrouvées chez les patients leucémiques porteurs de la fusion

KM4

Les données sur le modele KM3 déja publiées ont permis de démontrer que le modele
récapitule ce qui est observé chez des patients porteurs de la translocation chromosomique
(Barabe, Gil et al. 2017). Comme le mod¢le leucémique KM4 n’a jamais été étudi¢ auparavant,

la premiére étape a été de valider ’utilisation du modéle en exploitant les données de RNA-seq.
3.4.1.1 Les données du modéle proches des observations cliniques

Nous avons comparé¢ les données transcriptomiques de 15 échantillons du modele KM4 avec
celles provenant d’autres modeles et de patients porteurs de multiples types de translocations
chromosomiques (médiées ou non par KMT2A). La classification hiérarchique basée sur

I’expression des 2000 geénes les plus variables permet d’établir plusieurs observations.

La premicre observation est le regroupement de la majorité des modeles KM4 avec deux des
trois patients porteurs de la méme fusion (Figure 3.4). Cela démontre la proximité des données
du modele avec les données cliniques en notre possession. Seulement deux échantillons de
patients pédiatriques sont situés sur la méme branche de la classification, le troisi¢me étant plus
¢loigné et porteur d’une signature transcriptomique plus distinct. Cela souligne 1’enjeu de
I’hétérogénéité génétique qu’il est possible d’observer chez les patients. Il faudrait intégrer
davantage de patients KM4 dans cette classification pour avoir une meilleure idée de la

comparaison entre patients et modéles.

La deuxiéme observation réside dans le fait que les modeles KM4 se situent sur une branche
de la classification distincte — mais proche — de deux autres branches représentant les leucémies
(modeles et patients) de type KM3. Cette répartition laisse a penser que les deux fusions causent
chacune des changements transcriptomiques minimes mais suffisants pour les séparer dans la

classification.

La troisieme observation concerne la division en deux groupes des réplicats des leucémies

KM3 d’une part et des réplicats des leucémies KM4 d’autre part. Dans les deux cas, une raison
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expliquant cette séparation pourrait étre la diversité biologique parmi les réplicats causée par

I’intégration aléatoire de la fusion de genes a la base du mod¢le.

Enfin, la quatriéme observation est la distinction des LMA médiées par une fusion de type
KMT2A des autres types de LMA (non-KMT24). Cette représentation souligne les différences
transcriptomiques entre les multiples leucémies causées par différentes translocations
chromosomiques et démontre le rapprochement des données d’expression entre les leucémies

impliquant le géne KMT2A4.

Ensemble, les données démontrent la capacité des modeles KM4 a récapituler ce qui est

observé en clinique chez les patients leucémiques.
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Figure 3.4 — Classification hiérarchique d’échantillons de modéles LMA et de patients
LMA basée sur leur signature transcriptomique respective.

Le clustering tient compte de 2000 génes les plus différentiellement exprimés dans les modéles
et patients leucémiques. Chaque colonne représente un €chantillon leucémique. Chaque ligne
correspond a un géne. L’échelle de couleur permet de représenter les différences relatives
d’expression des genes. Le rectangle de couleur orange pale représente la vaste majorité des
¢échantillons LMA (mod¢le ou patient) possédant une fusion de type KMT2A4. Les leucémies
médiées par les fusions KMT2A-MLLT3 et KMT2A-MLLT4 ont été mises en évidence.

Model AF9 = modele KMT2A-MLLT3 ; patient AF9 = patient KMT2A-MLLT3 ;
patient ELL = patient KMT2A-ELL ; model ENL = modé¢le KMT2A-MLLTI ; patient ENL
= patient KMT2A-MLLTI ; model AF10 = modele KMT2A-MLLTI10 ; patient AF10 =
patient KMT2A-MLLTI10 ; model AF6 = modéle KMT2A-MLLT4 ; patient MA6 = patient
KMT2A-MLLT4 ; patient NK = patient Normal Karyotype.
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3.4.1.2 Un modéle utile pour la production de réplicats biologiques

L’un des enjeux principaux dans I’étude de la leucémogeneése est I’acces aux échantillons de
patients. Leur rareté limite les expérimentations. C’est donc I’'une des forces de I'utilisation du
modgele : produire rapidement des réplicats biologiques. S’assurer de leur reproductibilité est

cependant une caractéristique a ne pas négliger.

Pour vérifier cet aspect, nous avons comparé des échantillons du modele et de patients deux
a deux (Figure 3.5). Comme observé dans le modele KM3 (Barabe, Gil et al. 2017), la
corrélation entre deux échantillons du modele KM4 est trés forte (coefficient de corrélation
proche de 1) alors que deux échantillons provenant de deux différents patients KM4 présentent
un profil transcriptomique davantage ¢loigné I’un de 1’autre (coefficient de corrélation = 0.69).
Cette représentation apporte la preuve de I'utilité et de la force du modele utilisé : il est plus
facile de reproduire plusieurs réplicats biologiques pour faciliter I’analyse et trouver de
potentiels biomarqueurs en commun. Le fond génétique des cellules souches CD34" qui sont a
la base du modéle n’a donc pas de conséquence sur la formation de la leucémie humaine dans
la souris immunodéficiente. Chez les patients, les translocations chromosomiques sont
accompagnées de mutations récurrentes secondaires. A 1’inverse, dans les modeéles, seule la
fusion de génes KM4 est présente et suffisante pour produire une LMA. L’ensemble des données

transcriptomiques valident I'utilisation du modele KM4.
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Figure 3.5 — Nuage de points (scatterplot) des valeurs d’expression génique entre deux
réplicats biologiques du modéle KM4 (en haut) et deux échantillons pédiatriques
leucémiques KM4 (en bas).

Les coefficients de corrélation démontrent la trés forte variabilité transcriptomique entre les
patients comparativement aux modeles. 11,509 geénes sont représentés dans ce graphique.
L’échelle est exprimée en log (FPKM + 1).
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3.4.2 La comparaison des profils d’expression génique entre les deux
modeles leucémiques révele une baisse d’expression de genes

intervenant dans les mécanismes de traduction

Pour caractériser les différences au niveau du transcriptome, les profils d’expression génique
des 15 réplicats biologiques des modeles KM3 et KM4 ont été comparés. L’algorithme utilisé
(DESeq2) est une méthode quantitative d’analyse différentielle des données d’expression entre

¢chantillons (Love, Huber et al. 2014).
3.4.2.1 Des signatures distinctes

Afin de déterminer les processus biologiques reli€és aux différences d’expression génique,
une analyse des termes de Gene Ontology (GO-term) permet de faire ressortir des signatures.
L’outil DESeq2 permet de distinguer deux groupes de geénes avec des profils d’expression

similaires entre les 15 réplicats de chacun des mod¢les.

D’un coté, 445 genes se retrouvent plus fortement exprimés dans le modele KM4 par rapport
au modele KM3 (Figure 3.6a). L’analyse par GO-term révele que les génes concernés codent
pour des composants cellulaires comme les €¢léments du cytosquelette, le centre d’organisation
des microtubules, le centrosome, le centriole, 1’assemblage des fuseaux mitotiques, les
projections cellulaires, la condensation des chromosomes ou encore les vésicules sécrétoires.
Par ailleurs, les processus biologiques impactés concernent la régulation du cycle cellulaire, la
division cellulaire, la régulation de 1’organisation des composants cellulaires, I’organisation des
organelles ou encore le cycle du centrosome. En résumé, les genes avec un niveau d’expression
plus élevé dans le modéle KM4 par rapport au modele KM3 sont principalement impliqués dans

le cycle et le fonctionnement cellulaire (Figure 3.6b).

De l'autre c6té, le niveau d’expression de 641 génes est plus faible dans les 15 réplicats du
modele KM4 comparativement aux 15 réplicats du modele KM3 (Figure 3.6a). Les ribosomes,
les petites et grandes sous-unités ribosomales, les jonctions adhérentes ou encore les adhésions
focales semblent étre les composants cellulaires concernés par cette diminution d’expression
génique. A cela s’ajoutent les processus cataboliques des ARN, I’initiation de la traduction ou
encore I’établissement de la localisation des protéines a la membrane, comme exemples de

processus biologiques impactés par la présence de la fusion KM4 (Figure 3.6¢). Cette analyse
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laisse a penser que les mécanismes de traduction des protéines sont impactés en présence de la
fusion KM4. L’outil ReactomePA (Yu and He 2016) confirme que la traduction, la régulation
transcriptionnelle par p53, les principales voies de maturation des ARN ribosomaux dans le
noyau ou dans le cytosol, I’épissage des ARN messagers sont les processus biologiques
majoritairement affectés par la présence de la fusion oncogénique KM4 en comparaison avec le

modele KM3 (Figure 3.6d).
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Figure 3.6 — Analyse transcriptomique des modeles KM4 et KM3 et caractérisation des
processus biologiques impactés.

(A) Représentation par heatmap de deux groupes de genes différentiellement exprimés parmi
les 15 réplicats du modele KM4 ou KM3. Une analyse de GO-term dans le groupe de geénes plus
(B) ou moins (C) exprimés dans le modele KM4 relativement au modele KM3 révele que les
mécanismes traductionnels sont un ¢élément clé qui différencie les deux leucémies.
L’observation est confirmée par 'utilisation de I’algorithme ReactomePA (D) qui permet de
représenter le nombre de genes retrouvés dans certaines catégories de processus biologiques et
d’associer le résultat a des valeurs statistiques.

GO Cellular Component = Gene Ontology des composants cellulaires ; GO Biological Process
= Gene Ontology des processus biologiques
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3.4.2.2 Une baisse d’expression de certains genes codant pour des facteurs de transcription

pourrait étre a I’origine de ces signatures

Afin de mieux caractériser ce qui détermine ces changements transcriptionnels, nous avons
utilisé des outils informatiques de type ShinyGO (Ge and Jung 2018) pour mesurer la fréquence
des sites de fixation des facteurs de transcription situés en amont des genes différentiellement
exprimés. [’analyse des motifs enrichis permet de produire une liste de potentiels facteurs de

transcription ayant un effet dans la régulation transcriptionnelle.

D’une part, les s€quences en amont des 641 genes plus faiblement exprimés dans le modele
KM4 correspondent principalement a des sites de fixation pour des facteurs de transcription de
type doigt de zinc (Figure 3.7a). La majorité¢ des geénes codant pour ces derniers ne sont pas
différentiellement exprimés (selon les tests statistiques), sauf quelques exceptions. En effet, le
niveau d’expression de certains génes codant pour des facteurs de transcription est plus faible

dans le modele KM4 (Figure 3.7b) :

e PATZI1 est un facteur de transcription de type doigt de zinc et agit comme un
modulateur positif ou négatif de ’expression de génes dépendamment du contexte
cellulaire (Valentino, Palmieri et al. 2013). La protéine PATZ1 agirait sur 1’acétylation
des histones en interagissant avec des protéines telles que NCOR ou SIRT1 et pourrait
avoir un role dans le remodelage de la chromatine notamment via ses domaines « AT-
hook » (Sakaguchi, Hombauer et al. 2010, Cho, Kim et al. 2012). Elle est impliquée dans
de nombreux processus biologiques comme I’apoptose, la sénescence, la prolifération
ou encore la différenciation des lymphocytes T (Fedele, Crescenzi et al. 2017) mais

également certains cancers comme les lymphomes (Franco, Scognamiglio et al. 2016).

e E2F1 et E2F4 sont deux facteurs de transcription respectivement activateurs et
répresseurs, tous deux impliqués dans la transition G1/S dans le cycle cellulaire et le
développement myéloide (Trikha, Sharma et al. 2011). La famille E2F est connue pour

jouer un role dans la cancérogenese (Kent and Leone 2019).

e RREBI est impliqué dans la signalisation de RAS. La surexpression du gene
RREBI chez des patients LMA pourrait étre a ’origine du blocage dans le processus de
différenciation des granulocytes (Yao, Zhong et al. 2019).
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e MZF1 est un facteur de transcription impliqué dans la régulation
transcriptionnelle du développement hématopoiétique. L’expression aberrante de MZF'I
joue un rdle dans la formation de cancers hématopoiétiques (Brix, Bundgaard

Clemmensen et al. 2020).

e NFKBI1/p50, une des 5 sous-unités de NF-KB, est un facteur de transcription
impliqué dans la réaction immunitaire et qui peut jouer un role d’oncogene ou de

suppresseur de tumeur dépendamment du type de cancer (Concetti and Wilson 2018).

D’autre part, les séquences des 445 geénes plus fortement exprimés dans le modele KM4
correspondent principalement a des sites de fixation pour des facteurs de transcription de type
homéodomaine (Figure 3.7¢). Seuls les génes codant pour ARID3B, HOXC9 et HMG20B
semblent étre significativement moins exprimés (Figure 3.7d) mais cette tendance est peu

marquée.

Pris ensemble, ces résultats permettent d’émettre 1’hypothése que les mécanismes de
développement leucémique causé par les fusions KM3 et KM4 semblent se distinguer au niveau

des mécanismes traductionnels.
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Figure 3.7 — Résumé des motifs de sites de fixation des facteurs de transcription retrouvés
au niveau des promoteurs (-300 ou -600 pb en amont du TSS) des genes plus (A) ou moins

(C) exprimés dans le modéle KM4 comparativement au modéle KM 3.

L’analyse a été faite avec I’algorithme ShinyGO v0.61. Les niveaux d’expression des génes
codant pour les différents facteurs de transcription listés en (A) et (C) sont représentés
respectivement dans les panels (B) et (D): les couleurs rouges et bleues correspondent
respectivement aux 15 réplicats biologiques du modele KM3 (MLLT3) ou KM4 (MLLT4) et

I’échelle représente le nombre normalisé de reads pour chacun des genes.

131



3.4.3 L’intégration des données transcriptomiques et épigénétiques permet
de révéler la présence de potentiels biomarqueurs spécifiques au

modeéle KM4

Les analyses précédentes ont permis de cartographier les différences globales entre les
modeles KM3 et KM4. Dans ’optique d’identifier des geénes dérégulés spécifiquement dans le
modele KM4 pouvant servir de biomarqueurs voire de cibles thérapeutiques en clinique, nous

avons intégré les données de RNA-seq, de ChIP-seq et d’ATAC-seq pour affiner ’analyse.
3.4.3.1 PROM1, potentiel biomarqueur de la LMA médiée par la fusion KM4

La représentation par volcano plot (Figure 3.8) issue de I’analyse de DESeq2 met en
¢vidence les différences d’expression des geénes entre les deux modeles et d’y associer des
valeurs statistiques. Peu de geénes passent les seuils statistiques et la vaste majorité d’entre eux
ont une probabilité qui suggere une forte hétérogénéité entre les réplicats biologiques. Par
ailleurs, les ratios d’expression entre les deux modeles sont faibles ce qui laisse a penser que la
présence de la fusion KM+ induit une modification minime dans les niveaux d’expression mais

suffisante pour induire une leucémie plus agressive.
A noter que deux genes se différencient des autres :

o MLLT3 est plus fortement exprimé dans le modéle KM3 par rapport au modele
KM4. Cette observation pourrait s’expliquer par un biais dans le séquencage et un
nombre plus €élevé de reads en raison de la présence de la fusion KMT2A-MLLT3 dans

le modele en plus de la protéine sauvage.

e PROMI est significativement surexprimé dans le modele KM4. 1l a été montré
qu’en clinique, une forte expression du gene codant pour PROMI1 corréle avec une faible
probabilité de survie chez les patients atteints de LMA (Tolba, Foda et al. 2013). Son

potentiel role dans la leucémogenese est discuté dans la partie suivante.

Par ailleurs, la différence d’expression des autres genes présentés en Figure 3.8 semblent
étre spécifiques du modele car cette méme tendance ne se retrouve pas dans les données

cliniques en notre possession.
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Figure 3.8 — Volcano plot représentant les différences d’expression des génes entre les deux
modéles leucémiques.

Chaque point représente un géne. A droite du graphique, I’expression des génes dans le modéle
KM4 est plus élevée que dans le modéle KM3. A gauche du graphique, les génes dans le modéle
KM4 sont moins exprimés comparativement au modele KM3. La couleur attribuée a chacun des
points fait référence aux différents seuils statistiques : le vert correspond aux valeurs
d’expression pour lesquelles le log> fold change est supérieur ou égal a 1 ; le bleu correspond a
la statistique p-value supérieure a 0,05 ; le rouge correspond aux geénes remplissant ces deux

critéres.
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3.4.3.2 LPL est un exemple de genes régulés de maniére épigénétique

Pour décrire les différences épigénétiques entre les deux modeles et permettre
I’identification de biomarqueurs, nous avons réalisé des expériences en triplicata d’ATAC-seq
et de ChIP-seq. Alors que les données transcriptomiques laissent a penser que les différences
d’expression de génes sont minimes et peu nombreuses, les mémes observations peuvent étre

faites au niveau €épigénétique.

D’une part, I’approche par ATAC-seq met en évidence une tres forte corrélation entre les
deux modeles (coefficient de corrélation = 0.95) en termes d’accessibilité de la chromatine
(Figure 3.9a). Cela corrobore I'idée qu’il y a peu de différences dans le mécanisme de
régulation de I’expression des geénes entre les modeles, mais celles-ci seraient minimes et
suffisantes pour induire une leucémie plus agressive. D’autre part, comparer la répartition de la
marque d’histones H3K79me2 entre les deux modeles (Figure 3.9b) permet de mettre en
¢vidence que la trés grande majorité des geénes ne présentent pas ou peu de différences dans
I’enrichissement de cette marque, alors que la répartition de la marque H3K4me3 entre les deux

modeles semble 1égérement affectée.

Ces approches permettent de sélectionner des groupes de geénes régulés de manicre
épigénétique et de les associer avec les données transcriptomiques. L’objectif est d’identifier
des génes différenticllement exprimés entre les deux modéles et régulés par des changements
au niveau de la chromatine. Méme si peu de genes ressortent de cette analyse, cette approche
épigénétique a permis d’identifier certains génes spécifiques de la leucémie médiée par la fusion
KM4. C’est le cas du geéne codant pour la lipoprotéine lipase LPL dont le role est de catalyser
I’hydrolyse des triglycérides. Son co-facteur APOC2 joue un rdle critique dans le métabolisme
lipidique et pourrait servir de potentielle cible thérapeutique dans le traitement contre la LMA

(Zhang, Yang et al. 2020).

LPL est un géne fortement exprimé dans les échantillons de patients et du modele KM4
comparativement au modele KM3 (Figure 3.9¢). L’approche par ATAC-seq permet de mettre
en évidence une ouverture de la chromatine au niveau du promoteur du géne, plus marquée dans
le modéle KM4. A cela s’ajoutent un enrichissement des marques d’histones activatrices

H3K4me3 et H3K79me2 ainsi qu’une perte de la marque d’histones répressive H3K27me3
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(Figure 3.9d). En clinique, il est possible d’observer une co-expression des geénes LPL et

APOC? spécifiquement chez les patients porteurs de la fusion KM4 (Figure 3.9e).

Les données démontrent la difficulté a trouver des biomarqueurs spécifiques a la leucémie
médiée par la fusion KM4. PROM1I et LPL pourraient étre deux bons candidats mais il reste

encore a ¢lucider leur spécificité et leur role dans ce type de leucémies.
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Figure 3.9 — LPL est un potentiel biomarqueur probablement régulé de maniere
épigénétique et spécifique de la LMA médiée par la fusion KMT2A-MLLT4.

(A) Nuage de points (scatterplot) de I’enrichissement du signal d’ATAC-seq dans une région a
+/- 2000 pb autour du TSS (n=3). Chaque point correspond a un geéne et les couleurs
correspondent a la densité des points. Les axes des ordonnées et des abscisses correspondent
respectivement au modele KM3 et KM4.

(B) Nuage de points (scatterplot) de I’enrichissement des marques d’histones dans une région a
+/- 2000 pb (H3K4me3) ou -1000/+3000 pb (H3K79me2) autour du TSS (n=3 pour les
expériences de ChIP-seq sur chaque marque d’histones). Les valeurs des axes correspondent au
ratio en /og> de la valeur d’enrichissement des marques d’histones entre les modeles KM4 et
KM3. Chaque point correspond a un gene et les couleurs correspondent a la densité des points.
Les graphiques (A) et (B) ont été produits en utilisant le programme EaSeq.

(C) Niveau moyen d’expression de LPL dans des monocytes, des cellules CD34" et des cellules
de patients ou des modeles KM3 ou KM4.

(D) Visualisation sur UCSC de données d’ATAC-seq et de ChIP-seq contre les marques
d’histones H3K4me3, H3K79me?2 et H3K27me3, dans les cellules CD34", les modéles KM3 et
KM4, au niveau du géne LPL.

(E) Expression des génes LPL et APOC?2 dans la cohorte de patients pédiatriques LMA (données
TARGET). Chaque point correspond a un patient. Les couleurs vertes, roses et oranges
correspondent respectivement a des données de patients avec une translocation de type KMT2A4,
avec une translocation KMT2A-MLLT4 ou a des données de cellules non-leucémiques de moelle
osseuse.

Model KM3 = Modéle KMT24-MLLT3; Model KM4 = Modele KMT2A-MLLT4.
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3.5 Discussion

La translocation chromosomique KMT2A-MLLT4 est a I'origine d’'une LMA pédiatrique
particuliérement agressive et pour laquelle les mécanismes génétiques ne sont pas encore
compris. Notre étude se base sur un modéle précédemment utilisé pour étudier la fusion de génes
KM3 en I’adaptant a la fusion KM4. La force du modele est de cartographier les impacts directs
de la présence de la translocation chromosomique sans 1’ajout d’autres mutations récurrentes,
contrairement aux ¢tudes actuelles faites sur des lignées cellulaires leucémiques ou des
¢chantillons de patients. Décrire et comparer les aspects génétiques et épigénétiques dans les
LMA causées par les deux translocations chromosomiques permet d’apporter de nouveaux

¢léments de réponse pour comprendre pourquoi le pronostic vital chez les patients différe autant.

L’une des premieres observations concerne la perturbation des mécanismes traductionnelles.
Les analyses par GO-term révelent une baisse d’expression des genes codant pour les ribosomes
et les ARN ribosomaux, ce qui corrobore avec 1’idée que la traduction pourrait jouer un role
dans la leucémogenese (Bastide and David 2018, Pauli, Liu et al. 2020). Nous pouvons alors
formuler ’hypothese que le niveau global de protéines devrait étre plus faible dans les cellules
leucémiques porteuses de la fusion KM4 par rapport a la fusion KM3. Se pose alors la question
de déterminer I’avantage pour une cellule leucémique d’avoir une diminution de la
concentration protéique, et surtout quels types de protéines sont concernés par cette baisse. Avec
les données préliminaires a notre disposition, il est difficile d’émettre des hypothéses, mais cette
variation protéique procurerait un avantage certain pour les cellules leucémiques, en termes de
survie et de résistance aux traitements cytotoxiques, voire méme de détection par le systéme
immunitaire. Certaines protéines de surface pourraient étre moins présentes ce qui empécherait
I’entrée des molécules thérapeutiques et leur action dans la cellule. La diminution de la présence
d’autres protéines cytoplasmiques ou nucléaires pourrait venir empécher le fonctionnement
optimal voire méme le transport des molécules thérapeutiques conventionnelles au sein de la
cellule ou directement dans le noyau. Au-dela de la production protéique en elle-méme, il est
¢galement probable que les modifications traductionnelles voire post-traductionnelles soient
affectées dans la leucémogenese médiée par la fusion KM4. Une analyse par spectrométrie de
masse pourrait permettre d’étudier, de caractériser et de déterminer dans quelle mesure ce niveau

de régulation est perturbé dans la leucémie causée par la fusion KM4 comparativement a la
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fusion KM3, a condition de connaitre les cibles protéiques a analyser. Etudier les mécanismes
traductionnels sous-entend également la difficulté a trouver une cible thérapeutique spécifique.
La traduction faisant intervenir des centaines de protéines et d’ARN ribosomaux, il est peu
probable qu’un unique géne soit responsable d’une perturbation dans la traduction, ce qui
complique la recherche de molécules thérapeutiques. Par ailleurs, I’exemple d’inhibiteurs de la
traduction déja étudiés pour traiter des maladies hématopoiétiques (Derenzini, Rossi et al. 2018)

illustre I’enjeu des effets secondaires retrouvés en clinique (Laham-Karam, Pinto et al. 2020).

Une autre observation issue de I’analyse est ’augmentation du niveau d’expression des
genes codant pour le fonctionnement et la division cellulaire, pouvant potentiellement faciliter
la prolifération des cellules leucémiques porteuses de la fusion KM4. La translocation
chromosomique KM4 pourrait également entrainer une recomposition des éléments du
cytosquelette pour faciliter son expansion (via les projections cellulaires par exemple) et ses
interactions avec le microenvironnement. Cela faciliterait la propagation des cellules
leucémiques et la dissémination de métastases. Coté traitement, remodeler le cytosquelette
pourrait également impacter 1’efficacité et le mécanisme d’action des molécules thérapeutiques
conventionnelles. Les geénes codant pour les vésicules sécrétoires semblent étre également
impactées par la présence de la fusion : elles pourraient servir a éliminer les molécules
thérapeutiques en dehors de la cellule pour augmenter sa résistance aux traitements cytotoxiques
conventionnels. Cela pourrait expliquer pourquoi les traitements classiques sont moins efficaces

pour la LMA médiée par cette fusion KM4.

Ces tendances générales permettent d’avoir une vue globale des changements et des
différences transcriptomiques induits directement par les deux translocations chromosomiques.
De ces analyses, nous avons pu extraire deux geénes possédant un potentiel thérapeutique en

clinique : PROM1 et LPL.

Le géne PROM1 semble étre I’'un des seuls génes significativement plus exprimés dans le
modele KM4. Bien que son role biologique ne soit pas clairement défini, PROM1 code pour la
protéine membranaire CD133 et est exprimé dans les cellules hématopoiétiques progénitrices
CD34". C’est également un marqueur de cellules souches cancéreuses retrouvé dans une large
variété de tumeurs solides et associ¢ a un pronostic défavorable en clinique (Saha, Islam et al.

2020). L’expression ¢élevée de PROM1 est associée a une plus faible probabilité de survie chez
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les patients atteints de LMA (Tolba, Foda et al. 2013). Il a été récemment montré que le géne
PROM] est essentiel pour assurer la viabilité des cellules leucémiques lymphoides porteuses de
la fusion KMT2A-MLLT? et sa régulation est assurée par la marque d’histones H3K79me2/3 au
niveau de sa région amplificatrice enhancer (Godfrey, Crump et al. 2021). Dans nos données,
aucune différence d’enrichissement de H3K79me?2 entre les deux modéles n’a été observée, ce
qui laisse a penser que le gene serait régulé par un autre mécanisme €pigénétique. Par ailleurs,
certains traitements en immunothérapie dirigés contre CD133 basés sur 1’utilisation des CAR-T
cells (Chimeric Antigen Receptor T cells) sont en développement dans des leucémies
lymphoides aigués causées par des réarrangements de type KMT24 (Li, Hu et al. 2018) mais se
heurtent au fait qu’il soit également exprimé dans les CSH (Bueno, Velasco-Hernandez et al.
2019). En d’autres termes, méme si PROM1 semble étre une cible intéressante dans les LMA,

il ne semble pas étre spécifique a la leucémie médiée par la fusion KM4.

Cependant, au niveau du modele leucémique utilis€, PROM 1 pourrait étre d’intérét. En effet,
in vivo, il est possible de produire des leucémies secondaires dans le modele KM4 en injectant
des cellules leucémiques d’une souris dans une autre souris. L’objectif de ce type d’approche
est de produire des leucémies qui proviennent d’'un méme clone et d’éviter ainsi I’hétérogénéité
génétique des leucémies primaires causée par 1’intégration aléatoire de la fusion dans le génome.
Or, il est difficile voire impossible de produire des leucémies secondaires dans le modele KM3.
Cela nous ameéne a émettre ’hypothése que PROMI, étant I'une des seules différences
transcriptomiques marquées entre les deux modeles, pourrait jouer un réle non seulement dans
la production d’une leucémie secondaire, mais également en clinique, dans le maintien et le
développement d’une LMA sur le long terme. Cette hypothése pourrait étre testée dans le
modele : forcer ’expression de PROM1 dans un modéle KM3 pour mesurer ’impact sur la
production d’une leucémie secondaire. A I’inverse, il pourrait étre intéressant d’inhiber
I’expression du gene par une approche de CRISPR-Cas9 dans des cellules infectées par le
rétrovirus porteur de la fusion KM4 pour mesurer I’impact sur la leucémogenéese dans une souris.
In fine, cette approche permettrait d’ajuster la fagon de produire des leucémies dans un modele
murin, mais également d’utiliser potentiellement ce géne comme facteur de pronostic chez les

patients atteints de LMA.
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L’identification du géne LPL, régulé de manicre épigénétique et essentiel pour assurer le
stockage et 'utilisation des lipides dans I’organisme, laisse a penser que la perturbation du
métabolisme lipidique jouerait un role dans le développement de la maladie. Dans la littérature,
il a été montré que le géne LPL est impliqué dans les leucémies lymphoides chroniques pour
lesquelles il représente un facteur de pronostic (Kaderi, Kanduri et al. 2011) et dont la régulation
fonctionnerait via la méthylation de I’ADN (Abreu, Moreno et al. 2013). Coté mécanistique, la
protéine LPL assure I’expansion et la survie des cellules leucémiques en les alimentant en acides
gras et en se fixant aux cellules environnantes (Rombout, Verhasselt et al. 2016).
L’augmentation de son expression pourrait donner un avantage aux cellules leucémiques en
facilitant leur propagation et leur survie dans I’environnement médullaire. Quelques études
mettent en avant I’importance du cofacteur APOC2 dans la LMA, notamment dans les lignées
cellulaires porteuses de la fusion KM3 (Zhang, Yang et al. 2020), mais aucune ne souligne son
role dans les leucémies spécifiquement causées par la translocation chromosomique KM4. 1l est
probable que le role de LPL ne soit pas spécifique a ce type de leucémie mais valider sa fonction
permettrait de proposer d’autres alternatives en termes de traitements thérapeutiques. Certains
groupes ont développé des inhibiteurs ciblant la protéine LPL, notamment I’orlistat qui entraine
I’apoptose de cellules de leucémies lymphoides chroniques de type B (Pallasch, Schwamb et al.
2008). Il serait intéressant de tester I’efficacité de la molécule sur la viabilité¢ des cellules

leucémiques du modele.

En conclusion, ce chapitre présente les données préliminaires permettant de mieux
comprendre les mécanismes qui sous-tendent la leucémie médiée par la translocation
chromosomique KMT2A-MLLT4. En exploitant les avantages du modele, il a été possible de
caractériser les conséquences directes de la présence de la fusion tout en évitant la présence de
mutations récurrentes ou d’autres aberrations chromosomiques retrouvées dans le génome des
patients ou dans des lignées cellulaires. L’identification des génes PROM1 et LPL dans ce type
de leucémie ouvre la voie a de nouvelles potentielles avenues thérapeutiques. Par ailleurs, bien
que ce soit encore des données préliminaires, nos résultats ont permis de soulever de nouvelles
hypotheses et projets de recherche pour se concentrer davantage sur les mécanismes protéiques,

aspect moins étudié dans la leucémogenese.
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4  Leucémie pédiatrique : vers des modeles plus précis

4.1 Preéface

Le but de cette revue de littérature est de cataloguer les avantages et les limites des différents
modeles actuels utilisés pour définir les mécanismes et exigences génétiques de la
leucémogenese. Les lignées cellulaires fournissent un modele qui est, certes, peu coliteux, mais
qui ne permet pas de récapituler les aspects critiques de la biologie du cancer. Les modeles
murins de leucémie sont tres informatifs mais ne reproduisent pas non plus entierement la
maladie humaine. Des avancées plus récentes dans le développement de xénogreffes dérivées
de cellules leucémiques de patients (PDX) ou de modeles de leucémies humaines sont en passe
de fournir une approche plus complete pour évaluer directement l'impact de I'environnement in

vivo dans le développement de la maladie.

Pour ¢lucider les mécanismes moléculaires sous-jacents a la biologie de la leucémie, des
efforts ont été déployés pour développer des modeles expérimentaux plus pertinents. Dans le
chapitre 5, nous discuterons du modele utilisé dans cette thése et des propositions pour

I’améliorer et étre plus proche de la réalité clinique.
4.2 Contributions

J’ai contribué a I’écriture du manuscrit conjointement avec Hera V Canaj. Chloe Villeneuve
et Brian T Wilhelm. Aditi Ghosh a réalisé I’analyse des données publiques pour la conception
de la Figure 4.1. Tous les auteurs ont discuté de la structure de la revue de littérature et ont

révisé le manuscrit.
4.3 Référence de la publication

Thomas Milan, Hera V Canaj, Chloe Villeneuve, Aditi Ghosh, Frédéric Barabé, Sonia
Cellot, Brian T Wilhelm. “Pediatric leukemia: Moving toward more accurate models.”

Experimental Hematology (2019). PMID: 31154068.
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4.4.1 Abstract

Leukemia is a complex genetic disease caused by errors in differentiation, growth, and
apoptosis of hematopoietic cells in either lymphoid or myeloid lineages. Large-scale genomic
characterization of thousands of leukemia patients has produced a tremendous amount of data
that have enabled a better understanding of the differences between adult and pediatric patients.
For instance, although phenotypically similar, pediatric and adult myeloid leukemia patients
differ in their mutational profiles, typically involving either chromosomal translocations or
recurrent single—base-pair mutations, respectively. To elucidate the molecular mechanisms
underlying the biology of this cancer, continual efforts have been made to develop more
contextually and biologically relevant experimental models. Leukemic cell lines, for example,
provide an inexpensive and tractable model but often fail to recapitulate critical aspects of tumor
biology. Likewise, murine leukemia models of leukemia have been highly informative but also
do not entirely reproduce the human disease. More recent advances in the development of
patient-derived xenografts (PDXs) or human models of leukemias are poised to provide a more
comprehensive, and biologically relevant, approach to directly assess the impact of the in vivo
environment on human samples. In this review, the advantages and limitations of the various
current models used to functionally define the genetic requirements of leukemogenesis are

discussed.

Key words

Leukemia — Translocations — Cell lines — Murine models — Patient-derived xenografts
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4.4.2 Introduction

Leukemia is a cancer of the blood, originating from hematopoietic stem and progenitor cells
that lose their capacity for proper self-renewal, differentiation and apoptosis. While typically
diagnosed in older adults (median age of ~68 (Appelbaum, Gundacker et al. 2006, Estey and
Dohner 2006, Phekoo, Richards et al. 2006, Juliusson, Antunovic et al. 2009)) this complex
genetic disease still remains one of the most common cancer during childhood, representing
almost one third of all cancer diagnoses in children under the age of 15 (Belson, Kingsley et al.
2006, Siegel, King et al. 2014, Steliarova-Foucher, Colombet et al. 2017). Large-scale genomics
studies of adult Acute Myeloid Leukemia (AML) patient cohorts have shown that it is a
genetically heterogeneous disease, with a complex mutational landscape that has complicated
efforts to develop broadly applicable targeted therapies (Cancer Genome Atlas Research, Ley
et al. 2013). Evidence suggests that in adult patients, the gradual acquisition of random
mutations, some of which have oncogenic activity, over several decades can convert a normal
hematopoietic stem cell into an unregulated leukemic blast (Welch, Ley et al. 2012). Recently,
similar studies of large cohorts of pediatric acute myeloid leukemia patients have confirmed
past observations that, in contrast to the gradual accumulation of mutations seen in adult AML,
in younger AML patients, chromosomal translocations are most often responsible for the
development of the disease (Bolouri, Farrar et al. 2018), in contrast to pediatric vs adult ALL
(Liu, Wang et al. 2016). Even mutations that have been shown to be recurrent in both adult and
pediatric AML patients occur with highly divergent frequencies (Bolouri, Farrar et al. 2018).
Taken together, current evidence suggests that despite the common phenotypes of pediatric and
adult AML, they largely represent distinct genetic diseases with chromosomal rearrangements
likely representing the initiating (or driver) event in a large fraction of childhood leukemia

development.

Patient outcomes for childhood leukemia have significantly improved in the last 40 years
(Mussai, Yap et al. 2014), largely through improved treatment modulation, however they still
remain lower in AML than for most other pediatric cancers (NCI 2017). In addition, patient
outcomes are highly dependent on the specific subgroup of leukemia involved (Bolouri, Farrar
et al. 2018), suggesting that distinct mutational profiles, and therefore therapeutic targets, exist.

As noted above, individual genetic heterogeneity is observed in all leukemia subgroups,
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confounding efforts to define the essential genetic elements required for leukemias with specific
translocations or other genetic driver events. It is therefore critical to develop fully
representative models of each leukemia type, such that the genetic background noise that comes

with studying individual patient samples can be effectively removed.

Among the first experimental tools developed to model the biology underlying the disease
were cell lines established from the in vitro culture of primary patient samples. After their initial
establishment, leukemic cell lines represented a relatively simple and cost-effective way to study
the disease, and have formed the backbone of much of the experimental work performed to date.
More recently, large-scale studies of leukemic cell lines have also provided deeper insight into
drug sensitivities (Barretina, Caponigro et al. 2012), and genetic networks that are active within
cell lines (Yang, Liet al. 2018, Zhang, Wang et al. 2018). Despite their utility, all cell lines have
undergone selection for their ability to grow in an in vitro environment, typically without growth
factors or other signals primary leukemias typically receive in the bone marrow niche. As a
result, the gene expression patterns and underlying molecular biology often are not

representative of the disease seen in patients.

In parallel efforts, concerted studies aimed at better characterizing mouse hematopoietic
stem/progenitor cells (HSPCs) have subsequently allowed the development of murine leukemic
models to explore disease mechanisms in vivo (Okada, Nakauchi et al. 1992, Dykstra, Ramunas
et al. 2006, Challen, Boles et al. 2009). Such models represent an extremely powerful tool, not
only for defining the genetic dependencies of leukemias, but also for providing an experimental
system in which to evaluate therapeutic approaches. Although a range of leukemic models have
been developed, many of these involve the use of the potently oncogenic gene fusions typically
seen in pediatric leukemias (Corral, Lavenir et al. 1996, Forster, Pannell et al. 2003, Bijl,
Sauvageau et al. 2005, Dang, Nance et al. 2017). While potentially closer to the human disease
than cell lines because of the lack of selection for in vitro growth, differences in genome
structure, life span and transformability of mouse cells, mean that some of these models still do
not fully recapitulate the human disease. Clearly, the ability to generate human models of
pediatric leukemia would represent an optimal experimental system; however, the practical
development of such models has been hampered by technical challenges in isolating and

transforming the correct HSPC population and identifying the correctly optimized culture
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conditions, and the availability of suitable mouse strains. Once again, these road blocks have
been overcome by transducing HSPCs with potently oncogenic fusion genes such as KMT2A-
MLLT3 (MLL-AF9) allowing engineered human leukemias to be produced (Barabe, Kennedy
et al. 2007).

In this review, we discuss the various benefits and drawbacks of the various different model
systems available to study pediatric leukemias, including cell lines and human models.
Additionally, we present descriptions of the current public patient-derived xenograft (PDX)

resources available, and describe their impact on the development of novel therapeutics.
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4.4.3 Mining patient cohorts to understand the disease

In the past decade, rapid advances in DNA sequencing technology have fueled the field of
cancer genomics, enabling the comprehensive sequencing of large cohorts of patient tumors and
matched normal tissue (Stratton, Campbell et al. 2009, International Cancer Genome, Hudson
et al. 2010). The vast data sets created through these efforts has opened a powerful window to
understanding the genetics of cancer biology including recurrent mutations, gene expression and
chromatin accessibility (Hoadley, Yau et al. 2018). Comparisons of the mutational burden in
different cancer types have shown that acute myeloid leukemias have significantly fewer
somatic mutations present relative to other cancers (Alexandrov, Nik-Zainal et al. 2013), with
pediatric AML having even lower levels than adult AMLs (Bolouri, Farrar et al. 2018). Despite
this fact, high levels of genetic heterogeneity exist between all cancer patients, including
pediatric leukemia patient samples. Such heterogeneity includes not only recurrent somatic
mutations, but also the 200-300 (Genomes Project, Abecasis et al. 2010, Shen, Li et al. 2013)
loss-of-function variants and thousands of structural variations (Sudmant, Rausch et al. 2015)
estimated to be present in each human genome. Clearly this genetic variation has the potential
to influence the development of leukemia, though likely through complex interactions of other
variants or somatic mutations, which may be patient specific. Although studies of patient cohorts
provide an important “average view” of a cancer, a comprehensive understanding of the
contribution of genetic drivers in individual patients (i.e. how all of their somatic and germline

variants contribute to the leukemia) is often missing.

Several large-scale genomics studies, focusing on pediatric cancers (Grobner, Worst et al.
2018) or specifically on leukemias (Roberts, Morin et al. 2012, Jaffe, Wang et al. 2013,
Andersson, Ma et al. 2015, Hsu, Nguyen et al. 2015, Schwartz, Ma et al. 2017, Bolouri, Farrar
et al. 2018), have been published in which the frequency of recurrent translocations is typically
high. One landmark project, the TARGET (Therapeutically Applicable Research to Generate
Effective Treatments) program, is managed by the National Cancer Institute, the Children’s
Oncology group, St. Jude Children’s Hospital and others, and has the goal of using a multi-
omics approach to comprehensively define all the molecular changes that are specifically
implicated in the initiation and progression of childhood cancer. The data from this project,

much of it publically available, has been of significant value in investigating common disease
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mechanisms and identifying novel therapeutic strategies for hard-to-treat pediatric cancers. For
instance, a pan-cancer genome analysis of 1,699 pediatric leukemias reported 142 potential
driver genes, of which only 45% were also found in adult patients, highlighting the need for the
development of distinct treatment strategies for young patients (Ma, Liu et al. 2018). Another
more specifically focused study characterized nearly 1,000 young and adult pediatric patients
and provided an outstanding molecular landscape of AML (Bolouri, Farrar et al. 2018).
Supporting previous evidence on the differences between adult and pediatric leukemia, the
authors provided clear evidence for age-specific differences in the spectrum of mutations and
genetic variations present. Mutations that are typically found at high frequency in adult patients
(e.g. FLT3, NPM1, IDHI, and IDH?) are rare in pediatric patients, whereas the frequency of
mutations in specific signaling pathways (e.g. KRAS, NRAS, KIT, WTI) is significantly higher
(Bolouri, Farrar et al. 2018). Moreover, the incidence of recurrent translocations in AML also
follows an age-specific pattern, a fact likely linked to the early development of leukemia. Of all
gene fusions, those involving the KMT724 (Mixed Lineage Leukemia, MLL) gene are the most
common translocations seen in infants and older children (Bolouri, Farrar et al. 2018, Brunner
and Graubert 2018). With respect to recurrent fusions in pediatric B-cell (B-ALL) and T-cell
(T-ALL) acute lymphoblastic leukemia, many of these have been identified and functionally
characterized as well. For instance, the ETV6-RUNXI (TEL/AMLI) fusion resulting from the
often cryptic t(12;21) translocation is one of the most common fusions and is found in 25% of
pediatric ALL patients (Zelent, Greaves et al. 2004), where its occurrence during pregnancy
may provide a “first hit” for the leukemia (Mori, Colman et al. 2002). The well-documented
Philadelphia chromosome resulting from the fusion between ABL 1 and BCR (t(9;22)(q34:ql11)),
which is often observed in adult B-ALL, is much less frequent in pediatric cases B-ALL (~25%
vs 4% of cases (Bernt and Hunger 2014)). Interestingly however, in Philadelphia chromosome-
like B-ALL (representing ~20% of all pediatric patients (Reshmi, Harvey et al. 2017)), fusions
of the CRLF?2 gene were seen in 43% of patients, whereas those without CRLF?2 fusions were
frequently characterized by JAK2/EPOR fusions (~8% of cases) (Reshmi, Harvey et al. 2017).
The most common gene fusion in pediatric T-ALL involves the STIL-TALI genes leading to an
overexpression of TALI (along with frequent overexpression of SLC17A49) not seen to the same
extent in adult T-ALL (Chen, Jiang et al. 2018), while a diverse collection of other recurrent

fusions have been identified (Papenhausen, Kelly et al. 2019).
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Another large-scale genomics effort, the Pediatric Cancer Genome Project (PCPG)
cooperatively developed in 2010 by St. Jude Children’s Research Hospital and Washington
University analyzed the genomes of childhood cancer patients and identified somatic mutations
that drive cancer (Downing, Wilson et al. 2012). With roughly 5,000 patient samples from more
than a dozen cancer types, including more than 2,300 leukemic samples, these data represent
another highly informative source for pediatric cancers, complementing others available through
the US National Human Genome Research Institute (NHGRI), National Cancer Institute (NCI),
The Cancer Genome Atlas (TCGA), the International Cancer Genome Consortium (ICGC) and
the TARGET project. Importantly, the findings from all of these studies have emphasized the
challenges involved in analyzing the complex genetic data, where age-dependent differences
complicate comparisons between adult and pediatric patients. For example, although the
frequency of somatic mutation is lower in pediatric AML patients than in adult patients, there
may be a greater role for germline variants that predispose pediatric patients to AML. Such
predisposition variants have been identified in pediatric ALL (Churchman, Qian et al. 2018,
Qian, Cao et al. 2018), AML (Phillips, Gerbing et al. 2010), and multiple myeloma (Wei, Calvo-
Vidal et al. 2018) patients and are estimated to occur in ~10% of all pediatric cancers (Zhang,
Walsh et al. 2015). Given that no comprehensive list of such variants exists for pediatric AML,
and that the 10% frequency reported may be an underestimate (Brodeur, Nichols et al. 2017),
comparing the genetics of pediatric AML and adult AML through recurrently mutated genes is
problematic. This, in turn, has highlighted the critical need for better models of the disease to
be able to functionally study the role of specific mutations in the disease and to develop

genotype-specific treatments.
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4.4.4 Using cell lines as model systems for pediatric leukemias

Long before the advent of recombinant DNA technologies, immortal cell lines derived from
patient tumors had already been developed as a model to try to better understand the biology of
cancer. Over the years, hundreds of cell lines have been established from a range of different
tumor types, and like current cancer patient samples, NGS approaches have recently been
applied to provide a detailed molecular characterization of large sets of these cells (Barretina,
Caponigro et al. 2012, Garnett, Edelman et al. 2012, Klijn, Durinck et al. 2015, Iorio,
Knijnenburg et al. 2016). With respect to pediatric leukemias, a number of cell lines have been
established from patients (Drexler, Quentmeier et al. 2004), many of which contain recurrent
gene fusions seen in many patient leukemias. At the same time, this effort has been complicated
by the fact that primary leukemic cells will rapidly differentiate or die when placed into in vitro
culture. Even those cells which do not immediately die must often be cultured for months
(Munker, Nordberg et al. 2009) before a proliferating clone emerges, resulting in a highly
inefficient process for generating cell lines. Once established, such cell lines have, however,
provided a useful, inexpensive and simple model to study defects in cell differentiation and self-
renewal leading to the development of a specific leukemia. They also represent a powerful
system for high-throughput chemical or genetic screens and for testing the impact of specific
mutations. Moreover, the large number of different cell lines representing various tissues
provides the possibility of not only assessing the consistency and reproducibility of results but

also examining the tissue-specific aspects of experiments.

Despite their immense value, virtually all cell lines are in fact far removed, biologically
speaking, from the actual human disease for a number of reasons. For instance, by virtue of how
they are established, all tumor cells are selected for the “unnatural” characteristic of being able
to grow in vitro. For leukemic cells, basic in vitro culture conditions typically lead to rapid cell
differentiation and death without the addition of additional growth factors or stromal support
cells (Pabst, Krosl et al. 2014). As a result, these stringent growth conditions can rapidly select
for any subclones harboring mutations that allow them to survive, even if these would have no
advantage in vivo. Moreover, the constant passage of cells also has the potential to apply
selective pressure for faster growth, leading to the accumulation of additional mutations or

genomic instability not seen in the primary disease and is often reflected in their highly variable
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karyotypes. There is clear evidence of the dramatic effects of this process in other cancer cell
lines (Ben-David, Siranosian et al. 2018) and although evidence for similar genetic
heterogeneity has not yet been described for AML cell lines, an immortal and continually
growing cell line with finite DNA replication fidelity must inevitably acquire novel mutations.
In addition, the karyotypic abnormalities seen in large numbers of AML cell lines (Moy,
Oleykowski et al. 2011) likely also reflects an inherent level of genomic instability that can
affect the phenotype of the cell lines. For instance, analysis of the gene expression patterns of
~200 hematopoietic cell lines reveals that their morphological classification does not always
correlate well with their clustering based on expression patterns of different leukemia subtypes
(Figure 4.1). As to whether any specific AML cell line may be a more representative model of
pediatric AML, it is difficult to say, and this likely depends on the presence of specific mutations

or biological activities that are being examined.
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Figure 4.1 — Hierarchical clustering of hematopoietic cell lines.

Published gene expression data from the Cancer Cell Line Encyclopedia analysis of (~200)
established hematopoietic cell lines was used to perform hierarchical clustering based on the
expression levels of the 1,000 most variable genes across all cell lines. Cell type annotation
derived from published descriptions as well as information from commercial cell repositories
was used to color the dendrogram branches for the cell types noted in the legend.
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Attempts to overcome these inherent limitations of cell lines have largely focused on using
large numbers of cells to observe the general trends despite the genetic noise present. Several
large-scale studies, using hundreds of cell lines, have been performed to test tumor response to
drugs to identify novel therapeutic targets (Barretina, Caponigro et al. 2012, Iorio, Knijnenburg
et al. 2016). While similar caveats remain (e.g. that drugs showing therapeutic effects in vitro
may not have the same consequences on cancerous cells because of differences in the in vivo
microenvironment (Chang, Hernandez et al. 2019)), these data can still be informative for
understanding the relevance of specific biological pathways. Human AML cells lines bearing
gene fusions commonly seen in pediatric leukemias have been the focus of a number of high
throughput studies aimed at establishing a catalog of genetic vulnerabilities. Approaches using
both shRNA (Porter, Kim et al. 2012, Li, Mar et al. 2017, Heshmati, Turkoz et al. 2018) and
CRISPR-Cas9-based (Tzelepis, Koike-Yusa et al. 2016, Wang, Yu et al. 2017) screening
approaches have provided useful insight into the biology of pediatric leukemia despite clear
differences caused by cell line-specific genetic heterogeneity (e.g. both differences between cell
lines and subclonal heterogeneity with cell lines). Taken together, even though cell lines provide
a useful resource to study the genetics of leukemias, they still present potential limitations for
specific biological questions, and studies using individual cell lines may not provide accurate

data for attempts to recapitulate the disease in vivo.
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4.4.5 Murine models of pediatric AML

Given the inherent limitations of cell line models of pediatric leukemia, the generation of
novel models starting from primary cells has been of great interest. Such models have in turn
been dependent on parallel technical advances in the ability to isolate and characterize murine
progenitor cells that are competent to be transformed. Initial efforts to transform murine cells
involved the prototypical BCR-ABL fusion seen in adult chronic myelogenous leukemia (CML)
and used retroviral transduction of murine bone marrow (BM) cells (Daley, Van Etten et al.
1990, Kelliher, McLaughlin et al. 1990). These models illustrated that it was feasible to
introduce specific oncogenes into murine cells to transform the cells into a state that can mimic
the human disease. Subsequent models established through the homologous recombination of
common pediatric gene fusions such as the KMT24 gene were performed using murine
embryonic stem (ES) cells and indicated that, phenotypically, the transformed cells resembled
human AML (Corral, Lavenir et al. 1996). The high frequency of KMT2A translocations in
pediatric leukemias (Winters and Bernt 2017), its astonishing range of fusion partners (Meyer,
Burmeister et al. 2018), and the success of initial studies all serve to explain the numerous
subsequent efforts to study similar models with KMT24 fusions with ENL and MLLT2, among
others. Interestingly, a number of oncogenic fusions seen in patient leukemias are insufficient
by themselves to transform murine HSPCs (e.g. ETV6-RUNXI) or do so after long latency
periods (e.g. KMT2A-MLLT?2). This observation suggests that in some cases, the ability to
accurately recapitulate certain human leukemias will likely require a better understanding and
quantification of the contribution of typically heterogenic mutations seen in patient samples or

isolation of relevant cell of origin for distinct leukemia subtypes.

The cell-of-origin used for the model leukemias that have been developed is also an
important consideration for the accurate duplication of disease phenotypes across species.
Although some earlier models using genetically manipulated embryonic stem cells from
transgenic mice have been found to generate leukemias, most fusions in pediatric leukemias are
typically tumor restricted along with recurrent somatic mutations. The continual refinement of
cell surface markers for murine HSPCs has meant that many of the later models have specifically
targeted these cells for transformation. Despite this more precise targeting, even relatively pure

HSPC populations remain heterogeneous with a range of differentiation potential (Dykstra, Kent
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et al. 2007) whose impact on leukemia development (e.g. lineage phenotype) remains undefined.
In the case of particularly potent oncogenes such as KMT24 fusions, the cell-of-origin (or even
the promoter driving the fusion (Metzler, Forster et al. 2006)) may have a negligible impact on
leukemia development. This may not be the case, however, for other oncogenic fusions that
have been used to model pediatric leukemias, including AMLI-ETO (de Guzman, Warren et al.
2002), E24-PBXI (Duque-Afonso, Feng et al. 2015), and, more recently, models looking at
higher risk groups such as acute megakaryoblastic leukemia (AMKL) (Dang, Nance et al. 2017).

The creation of murine models of pediatric leukemia has been particular informative for
performing functional studies to define the essential genetic requirements for leukemia
development from normal progenitor cells. The ability to perform these experiments iteratively,
under a range of different conditions of genetic perturbation, provides significant flexibility to
investigate specific genes. Although similar experiments can be performed in individual
leukemia cell lines, in this case the leukemia is already maintained by a specific collection of
genetic lesions that may or may not be relevant for a given patient subgroup, limiting the scope
of experiments. At the same time, because mouse models are typically designed to address the
role of specific proteins or mutations, testing complex combinations ofthe 4-10 driver mutations

found in adult AMLs (Metzeler, Herold et al. 2016) is not feasible (Table 4.1, Table 4.2)
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> a8 = model
o i ; .. )
§ AMKL CBFA2T3-GLIS?2 fusion alone is insufficient to

generate leukemia (Dang, Nance et al. 2017)

2017
ETV6-
RUNXI

Loss of function in KDM family genes potentially

B-Cell .
Cell precursor relevant for disease penetrance

ALL (Rodriguez-Hernandez, Hauer et al. 2017)
b § B-Cell precursor Pre-BCR signaling/JAK kinases are potential
& §' ALL therapeutic targets (Duque-Afonso, Feng et al. 2015)
g

« S E AML Selective sensitivity to Dot11 inhibitor (EPZ0004777)
IS > S (Deshpande, Chen et al. 2013)

N 5 llrlécrjzlslecd Elipnco Chemical mutagenesis required for leukemia

5 > qleukeymia development (Bernardin, Yang et al. 2002)

2009

RBM15-
MKLI

Notch signalling (RBPJ) and cytokine (MPL) signaling
AMKL are required for AMKL generation
(Mercher, Raffel et al. 2009)

2008
MLLT?

KMT24-

H3K79 methylation patterns correlate with gene
B-ALL/AML expression patterns and are conserved between human
and mouse samples (Krivtsov, Feng et al. 2008)

KMT24-
MLLT?

Expression of KMT2A-MLLT? restricted to lymphoid
B-ALL cells, drives B-ALL development
(Metzler, Forster et al. 2006)

2006

KMT24-
MLLT?

Both KMT2A-MLLT2/KMT2A-MLLT3 transform BM
cells, but KMT2A-MLLTS3 has a shorter latency and
favors AML vs. B-ALL/MPAL for KMT2A-MLLT2

(Chen, Li et al. 2006)
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v | 2 Demonstrated that AMLI-ETO fusions collaborate with
S | S = AML FLT3 internal tandem duplications to generate AML
I (Schessl, Rawat et al. 2005)
X Rapid highly penetrant leukemias result from Cre-
E 3 AML loxP-mediated reciprocal chromosomal translocations
= (Forster, Pannell et al. 2003)
o
S
o b 2 . . Full transformation of BM cells into AML was
S Q | Myeloproliferation/ .
& é AML depen@ent on co-expression of MEIS]
= X (Pineault, Buske et al. 2003)
© = Development of leukemia is potentiated by loss of
= § B-ALL/T-ALL p16/p19 (Bernardin, Yang et al. 2002)
s
N - Altered HSC compartment size but without leukemia
S’ 5 AML of disseminated disease
= (de Guzman, Warren et al. 2002)
_ % 2 Induces a polyclonal AML and defined a role for
= & é AML MEISI cofactor in accelerating the disease
=R (Kroon, Thorsteinsdottir et al. 2001)
© §' o First mouse model of AML generated through Cre-
2\ SIS AML loxP mediated fusion in ES cells
R (Corral, Lavenir et al. 1996)

Table 4.1 — Mouse models of leukemia.
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é E g Phenotype of model Notes and reference
, CRISPR-based editing can be used in human
® § E AML hematopoietic stem and progenitor cells to generate
S| S leukemias
N g= L
(Schneidawind, Jeong et al. 2018)
, Two HSPC cell lines expressing RBM15-MKL1
§ 5 HSPCs with AMKL- | oncogenic fusion seen exhibit some gene expression
g = like expression patterns similar to that of AMKL
= (Ayllon, Vogel-Gonzalez et al. 2017)
& , RET highlighted as a therapeutic target and
S E AML/B-ALL sequencing data showing the KMT2A4-MLLT3 fusion
5 § alone is sufficient to generate leukemias
(Barabe, Gil et al. 2017)
“ §' s TALEN induced gene editing of the endogenous
> E 33 ALL/AML/MPAL KMT24 gene in CD34 cells
NE=s= (Buechele, Breese et al. 2015)
< % é’ Forced expression of MN1 is insufficient to generate
§ & >Q< AML leukemias in the absence of HOX gene fusion
=2 X (Imren, Heuser et al. 2014)
, Enforced expression of KMT2A-MLLT2 in hESCs
S S Block in HSC impairs hematopoietic development and is
5 5‘ commitment insufficient to transform cells
(Bueno, Montes et al. 2012)
< Intrinsic properties of the cell of origin impact the
g o E AML efficiency of transformat}on in human model
Q 5 S leukemias
(Horton, Jaques et al. 2013)
<« S | HSPCs with KMT24- | KMT2A-MLLTI10 alone is insufficient to generate
§ E MLLTI0 and activated AML in humanized mice
NS K-ras develop AML (Moriya, Suzuki et al. 2012)
— §' o | HSPCs with increased KMT2A-MLLT? enhances proliferation but is
> E 3 proliferation and insufficient to generate a leukemia in human cells
A <= clonogenic potential (Montes, Ayllon et al. 2011)
- BMII collaborates with BCR-ABL in leukemia
S % CML development; lymphoid phenotype in vivo with
5 § myeloid/lymphoid cells established in culture

(Rizo, Horton et al. 2010)
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w | I Phenotype of transformed CB cells is impacted by
= g . AML/ALL/MPAL growth factors, microenvironment and mouse strain
NS used (Wei, Wunderlich et al. 2008)

TN
5| S88 First h del of AML developed using CB
S| 885 ) irst human model o eveloped using
K 5 § g’ AML/B-ALL cells (Barabe, Kennedy et al. 2007)

Table 4.2 — Human models of leukemia.

166




4.4.6 Human models of pediatric leukemia

One of the most significant constraints on the functional study of pediatric leukemias, aside
from their rarity, is the fact that there is typically very little material available for studies. To
overcome this challenge, immunocompromised (NOD-SCID, NSG (NOD.Cg-Prkdc*
112rg™"i/S7])) mice have been used to expand these limited tumor cells through xenografting
of primary patient cells. In the case of both ALL (Baersch, Mollers et al. 1997, Lock, Liem et
al. 2002) and AML (Krivtsov, Wang et al. 2014), a leukemia similar to the patient sample can
be expanded. These PDXs have differing success rates (60-75% (Xujun, Farnoud et al. 2013,
Vick, Rothenberg et al. 2015, Wang, Sanchez-Martin et al. 2017)) based on the permissibility
of the recipient mice (Goyama, Wunderlich et al. 2015, Byrne, Alferez et al. 2017), the specific
leukemia sample used, and the presence of cytokines and growth factors that can influence
engraftment success (Wunderlich, Chou et al. 2010). Such PDX models present multiple unique
advantages, both in fundamental research and in a clinical setting, including the ability to
preserve stromal components in the context of orthotopic engraftment and the ability to be used
in in vivo functional studies including screening of drugs capable of targeting the patient’s tumor
(Weroha, Becker et al. 2014, Pompili, Porru et al. 2016, Byrne, Alferez et al. 2017). Given the
potential value of PDX samples, it is not surprising that numerous academic and commercial
repositories have been established, including ProXe (Townsend, Murakami et al. 2016), HuBase
(CrownBio), EurOPDX (Hidalgo, Amant et al. 2014), PROPEL (St Jude Children’s hospital)
along with meta-search services such as PDXFinder (Conte, Mason et al. 2018) (covering almost
2,000 available PDXs in eight repositories). These repositories, some of which include pediatric
leukemia PDXs, allow researchers to easily obtain viable tumor samples, many of which have
also undergone significant initial molecular or genomic characterization. These collections of
PDX tumors, searchable by the tumor type, specific mutations present, and drug dosing
information, give researchers unprecedented power in selecting relevant tumor samples for

functional tests.

Although PDXs represent a powerful resource, questions remain as to the extent to which
selective conditions within the mouse alter the phenotype of the original tumor and how stable
the tumor genotype remains. For example, recent large-scale studies have reported a high

frequency of copy number alternations within four cell passages, along with expansion of minor
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clones within the initial tumor (Ben-David, Ha et al. 2017). And although in AML PDXs, a
majority of driver mutations remain concordant with the primary tumor (even when serial
transplantations are performed (Vick, Rothenberg et al. 2015)), some somatic variants present
at a low frequency in the primary tumors (e.g., variant allele frequency: 10-30%) exhibit large
changes (> two fold) in PDXs (Wang, Sanchez-Martin et al. 2017). Despite these observations,
PDXs clearly provide a complementary approach to functional studies of patient tumors, and it
remains to be seen how such alterations relate to similar changes seen during tumor evolution,

driven by the selective pressure of patient treatment.

Patient-derived xenograft models such as those described above have been useful in
removing some experimental constraints; however, the use of xenografts still presents a
limitation with respect to accurately reproducing the human bone marrow niche and immune
environment, which can play a critical role in tumor development and progression (Lane,
Scadden et al. 2009, Kumar, Garcia et al. 2018, Lamble and Lind 2018). Moreover, although
the engraftment of human peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) or reactive T cells can
provide some immune activity against the human tumor, the lack of human antigen presenting
cells (APCs) and development of host-versus-graft responses limit the value of this approach.
This limitation has been addressed by the development of a humanized mouse model, where
sublethally irradiated immunodeficient mice received transplanted fetal thymic tissue (FTHY)
and CD34" fetal liver cells (FLCs) (Brodeur, Nichols et al. 2017). Such humanized mice, when
challenged by KMT2A4-MLLT3-bearing leukemia cells, exhibited an immune response similar
to that seen in patients while eliciting a more representative immunological response to the

disease (Iorio, Knijnenburg et al. 2016).

Given the species differences between murine and human cells and the potential genetic
differences induced through the generation of human PDXs, the ability to generate models of
pediatric leukemia starting from normal human HSPCs would represent an attractive solution.
Interestingly, similar genetic approaches using human hematopoietic progenitor cells have been
slow to develop because of the technical challenges involved in achieving the levels of
transformation seen in mouse progenitor cells. Although the differences responsible have not
been completely defined, studies looking at different HSPC populations indicated that HSPC

transformational competency decreases in cells with age (cord blood vs. bone marrow) (Horton,
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Jaques et al. 2013) and location (bone marrow vs. peripheral blood) (Horton, Jaques et al. 2013).
This observation also agrees with age-dependent changes in the competence of specific
progenitor cells to be transformed in the case of pediatric leukemias that are extremely rare in

adults (e.g. AMKL (Gruber and Downing 2015)).

One of the first successful demonstrations of a human model leukemia was performed using
potent KMT2A fusions such as MLLT3 (Barabe, Kennedy et al. 2007). The derived leukemias
phenotypically resembled patient samples and were transplantable but, unlike primary AMLs,
were also able to be maintained in in vitro culture for extended periods. Subsequent detailed
genomics studies on similar single donor-derived leukemias also confirmed the generally held
hypothesis that the fusion gene itself was sufficient to generate the leukemia and that no
recurrent secondary mutations were required (Barabe, Gil et al. 2017). Other human leukemia
model fusions have not only illustrated the importance of the fusion partner in the leukemia
(Bueno, Montes et al. 2012, Buechele, Breese et al. 2015), but have also clearly highlighted
differences between murine and human models with the same oncogene (Lin, Luo et al. 2016),
underlining the importance of human model systems. As with the murine models, many of the
oncogenic fusions used in initial human models involved the KMT2A4 gene, which has strong
oncogenic potential. Although other fusions have been tested in human models, such as the
NUP98-HOXD13 fusion gene (Imren, Heuser et al. 2014) for AML and the RBM15-MKLI
fusion gene (Ayllon, Vogel-Gonzalez et al. 2017) in the case of AMKL, these models have
exhibited partial or weak leukemia penetrance or dependence on other genetic alterations to
generate a leukemia. Given the fact that human HSPCs seem to be more resistant to
transformation compared with their murine equivalent, it remains unclear how straightforward
the development of other human models will be, even given the technical advances
demonstrated through direct genome editing. Nevertheless, the existing models of pediatric
leukemia indicate that with optimized constructs and culture conditions, it is possible to generate
a human model of the disease that, importantly, closely recapitulates its behaviour and

phenotype.

With the development of both murine and human models of pediatric leukemia, there has
been a great interest in using these models for functional studies to uncover the genetic

underpinnings of the disease. Although space constraints preclude including an exhaustive list
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of these studies, a representative sample is presented in Table 4.3 and Table 4.4. Overall, these
efforts have provided highly valuable insight into the molecular mechanisms involved in
specific models of leukemia and have resulted in the advancement of several specific
compounds to clinical trials (Berthon, Raffoux et al. 2016, Shukla, Wetmore et al. 2016, Stein,
Garcia-Manero et al. 2018). At the same time, given the variety of screening approaches applied
to the models (including siRNA and shRNA knockdown, or CRISPR-based screens), it is
perhaps not surprising that the consistency of essential targets identified is relatively low. In
fact, this diversity recapitulates the range of inhibitory responses seen in adult primary AML
samples when challenged with a diverse collection of small molecules (Baccelli, Krosl et al.
2017). If the underlying heterogeneity of somatic and germline variants in AML patients does
explain the diversity of response seen, it suggests that although models of pediatric leukemia
will be useful for dissecting specific pathways, their ability to identify “universal” therapeutic
targets may be inherently limited. Moreover, the model leukemias used for such functional
studies are heavily biased toward the subset in which strong oncogenic drivers have been
validated. As a result, their ability to uncover relevant therapeutic targets for the range of other
pediatric subgroups (that are perhaps less frequent but have clinical outcomes that are just as
poor) remains unclear. These challenges notwithstanding, the ability to reproducibly generate a
range of experimentally tractable human model leukemias, from multiple HSPC sources that
could potentially be genetically manipulated beforehand (Bak, Dever et al. 2018), will provide
an essential resource that may provide more flexibility than the generation of PDXs in which

the engrafiment is variable.
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£l
§| Format Method Phenotype of cells Screen hits
= screened
ol e .
=| i vz‘tro/zn CRISPR AML DCPS (Yamauchi, Masuda et al.
Q Vivo 2018)
= .. KMT2A-MLLT3, HOXA9, B4galtl (Mercier, Shi et al.
= in vivo CRISPR Meis] 2017)
el e
= in vz‘tro/zn ShRNA B-ALL Phf6 (Meacham, Lawton et al.
Q Vivo 2015)
Jmjdlc
<+ -
S| invitro shRNA KM124 MLL.T3’ HOXA9, (Sroczynska, Cruickshank et al.
Q Meisl
2014)
Lo Small Lovastatin (Hartwell, Miller et
| mvivo Molecule KMT2A-MLLT3 al. 2013)
S
N .
in vivo shRNA KMT24-MLLT3 ligh3 (Mlller’zfg;s)hahm“r ctal
in vz.tro/m Small KMT2A-MLLT3/MLLTI Brd3/4 (Dawson, Prinjha et al.
— Vivo Molecule 2011)
)
N
in vitro shRNA KMT2A4-MLLT3 Brd4 (Zuber, Shi et al. 2011)

Table 4.3 — Screens performed using mouse leukemia models.
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o
S| Format Method Phenotype of cells Screen hits
> screened
o .
= invitro SHRNA KMT2A-MLLT3 CHD4 (Heshmati, Turkoz et al.
Q 2018)
in vitro shRNA KMT2A-MLLT3 ZEB2 (Li, Mar et al. 2017)
. Small Diverse (Baccelli, Krosl et al.
| mvitro Molecule AML 2017)
>
U in vitro/in
" Vv’ivo shRNA AML RET (Barabe, Gil et al. 2017)
in vitro CRISPR AML PREXI (Wang, Yu et al. 2017)
© DOTIL, BCL2, Menl
=| invitro CRISPR 5 leukemia cell lines (Tzelepis, Koike-Yusa et al.
A 2016)
v BNIPLI, ROCKI, RPS13, STK3,
= in vitro RNAIi AML SNX27, WDHDI (Wermke, Camgoz et
N al. 2015)
in vitro shRNA AML WEE] (Porter, Kim et al. 2012)
(@
=
i vitro SHRNA AML GSK-3a (Bar;(:)rilz,)Frumm et al.

Table 4.4 — Screens performed using human leukemia models.
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4.4.7 Conclusions

Given the limits of either the static information from patient cohorts, or murine models that,
in some cases, do not recapitulate all aspects of the human disease, the need to create new models
that more closely reflect human cancer biology is clear. Such tools will be essential in
understanding the stepwise requirements for leukemogenic transformation that will underpin
the next generation of rationally designed, and genotype-specific, treatments. Many technical
challenges remain, however, in identifying the genetic requirements of individual fusions to
transform human progenitor cells to the correct phenotype. For this, the availability of both
patient-derived xenograft models and engineered human model leukemias provides a range of
biological tools to explore the functional dependencies. Whether PDX models or engineered
leukemias are “superior” remains something of an open question, and so for the moment, it is
most useful to view them simply as complementary systems, each well suited to solving
different problems related to our incomplete understanding of leukemia biology and novel

therapeutic avenues.
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5 Discussion, conclusion et perspectives

Dans cette thése, nous avons acquis de nouveaux éléments pour comprendre la mécanistique
qui sous-tend la leucémogenése médiée par des translocations chromosomiques de type KMT2A.
Dans le chapitre 2, nous avons pu démontrer que la fusion de génes induit des changements
minimes dans les cellules leucémiques au niveau transcriptomique et €pigénétique, notamment
via le remodelage de la chromatine. Le chapitre 3 a mis en lumicre les différences entre les
modeles leucémiques porteurs des deux fusions de genes KMT2A-MLLT3 et KMT2A-MLLTH4,
et nous a permis d’émettre des hypotheses quant aux causes des €carts dans les probabilités de
survie en clinique. De I’ensemble de cette thése, nous pouvons en ressortir une série de points

importants.
5.1 Un modéle avec des avantages et des inconvénients

Le premier point concerne le modele en lui-méme. Il se base sur I’intégration aléatoire d’une
fusion oncogénique dans le génome de cellules souches CD34" et présente de nombreux
avantages. Produire facilement des leucémies humaines permet de contrecarrer la rareté des
¢chantillons en clinique. L’intégration de la fusion dans le génome de cellules provenant d’un
donneur unique permet de s’abroger de 1’hétérogénéité génétique retrouvée chez les patients.
Par ailleurs, le mod¢le permet d’analyser I’impact direct d’une translocation chromosomique,
aspect qu’il est impossible d’obtenir en clinique en raison de la présence de mutations

secondaires. Malgré tout, les pistes d’amélioration sont nombreuses.
5.1.1 Contréler le site d’intégration de la fusion oncogénique

La premicre viserait a controler davantage les sites d’intégration de la fusion dans le génome
des cellules, ce qui est impossible de faire dans le mod¢le actuel. Les données produites dans le
chapitre 3 montrent une certaine hétérogénéité génétique entre les différents réplicats
biologiques. Certes, la corrélation entre les échantillons du modéle est plus forte que celle
observée entre deux échantillons de patients mais elle n’est pas parfaite et pourrait étre
améliorée. De nouvelles approches expérimentales utilisant des systéemes CRISPR-Cas9

permettraient de maitriser le lieu d’intégration de la fusion, son niveau d’expression et réussir
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ainsi a produire des échantillons leucémiques davantage reproductibles (Jeong, Jager et al. 2019,

Sarrou, Richmond et al. 2020).
5.1.2 Se rapprocher encore davantage de la réalité clinique

Connaitre les impacts directs de la présence d’une translocation chromosomique peut
amener des pistes thérapeutiques intéressantes. Les données démontrent que le modele est

capable de récapituler ce qui est observé en clinique (chapitre 3).

Pourtant, certaines différences persistent et laissent a penser que le modele ne suffit pas et
reste ¢loigné de la réalité des patients pédiatriques chez qui il est rare d’observer uniquement
une translocation chromosomique. La présence additionnelle de mutations des génes KRAS,
NRAS ou KIT (Bolouri, Farrar et al. 2018) complique I’analyse. C’est notamment la raison pour
laquelle certains génes ne sont pas exprimés dans le modéle mais fortement exprimés en clinique
dans les lignées cellulaires ou dans les données de patients a notre disposition, et inversement.
C’est le cas des genes SHARPI et P2RYI, caractérisés comme potentiels biomarqueurs
(Numata, Kwok et al. 2018) et fortement exprimés dans les leucémies pédiatriques
spécifiquement médiées par la fusion KM4 (Figure 5.1), mais non exprimés dans notre systéme
modele. Ce constat laisse a penser que SHARPI et P2RY1 pourraient étre impliqués davantage
dans I’agressivité du cancer mais moins dans I’initiation et I’établissement de la leucémie causée

par cette fusion en particulier.

Ces observations n’invalident pas la pertinence du modéle utilis¢ pour étudier
spécifiquement les conséquences de la présence unique d’une translocation chromosomique. Il
souligne I’importance de I’adapter pour se rapprocher davantage des profils mutationnels en
clinique. Il pourrait étre intéressant d’induire I’expression d’une fusion oncogénique et d’ajouter
certaines mutations ponctuelles retrouvées particuliérement chez les patients pédiatriques. A
notre connaissance, il n’existe actuellement aucun modele de leucémies humaines de ce type.
En établissant ce type de modele, il serait alors possible : 1) d’établir les profils transcriptomiques
et épigénétiques dans d’autres contextes mutationnels et ainsi cartographier quelles
combinaisons mutationnelles sont responsables de I’expression de certains biomarqueurs ; ii) de

mesurer la sensibilité de potentiels composés thérapeutiques en fonction de la présence de
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mutations secondaires en plus d’une fusion de génes ; iii) de préciser encore davantage en quoi

certains profils mutationnels prédisent les probabilités de survie chez les patients pédiatriques.
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Figure 5.1 — Expression des génes P2RYI et SHARPI dans la cohorte de patients
pédiatriques atteints d’une LMA (données TARGET).

Chaque point correspond a un patient. Les couleurs vertes et roses correspondent respectivement
a des données de patients avec une translocation de type KMT2A et avec une translocation
KMT2A4-MLLT4.

5.2 Une mécanique biologique qui souléve encore des questions

Le deuxiéme aspect qui ressort de notre étude reléve du fonctionnement et des mécanismes

oncogéniques des protéines de fusion.

Contrairement a ce que nous nous attendions a observer, les translocations chromosomiques
profiteraient des programmes transcriptionnels établis dans les cellules sanguines considérées
comme normales pour induire des changements minimes dans la structure et I’accessibilité de
la chromatine ainsi que dans I’expression de certains genes (chapitre 2). Cela rejoint une étude
récente qui démontre que la fusion de génes KMT2A-MLLT3 préserve I’expression génique des
cellules dans lesquelles elle est exprimée (Chen, Burkhardt et al. 2019). Par ailleurs, les

protéines partenaires MLLT3 et MLLT4 sont respectivement présentes dans le noyau ou le
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cytoplasme. Pourtant, les deux protéines de fusion fonctionnent sensiblement de la méme
maniere dans le noyau en recrutant les complexes AEP et DOT1L pour induire I’expression de
genes cibles (chapitre 1). Ce point commun semblerait expliquer pourquoi il y a trés peu de
différences transcriptomiques et épigénétiques entre ces deux types de leucémies (chapitre 3)
mais ne permettrait pas de justifier la variation dans la probabilité de survie des patients. Pris
ensemble, toutes ces données laissent a penser qu’il est davantage probable que la différence
dans le pronostic clinique s’expliquerait par un autre niveau de régulation, notamment protéique.
C’est d’ailleurs ce que les résultats du chapitre 3 suggerent, avec une modification dans les
signatures de genes codant pour les sous-unités ribosomales et intervenant dans les mécanismes

de traduction.

Par ailleurs, la perte de la portion C-terminale de la protéine KMT2A entraine la disparation
du domaine TAD sur lequel peuvent se fixer des histones acétyltransférases (chapitre 1). Il
pourrait étre intéressant de cartographier I’enrichissement d’autres marques d’histones dans les
cellules leucémiques porteuses de translocations de type KMT2A4, notamment des marques
activatrices au niveau des régions enhancers (H3K27ac), promotrices (H3K9ac) ou encore
H4Kl16ac. Les différences seront probablement minimes mais peuvent apporter de nouvelles

informations pour rechercher de potentiels biomarqueurs.

Une donnée manquante a notre analyse est la détermination des sites de fixation des
protéines de fusion pour déterminer les geénes sur lesquels elles agissent directement. La
question des cibles directes ou indirectes des fusions de type KMT2A serait donc tres pertinente
mais se heurte a un aspect technique. Il reste difficile de réaliser des approches par ChIP-seq en
raison de la grande taille des protéines de fusion. A notre connaissance, il n’existe que des études
indirectes qui ont tenté de cartographier les cibles directes de KMT2A-MLLT3. Certaines
consistaient a réaliser une expérience de ChIP-seq sur les protéines nucléaires KMT2A et
MLLT3 séparément et de considérer les cibles communes comme étant des cibles de la protéine
de fusion (Prange, Mandoli et al. 2017). Bien que ces informations sur les cibles directes de la
fusion donnent un apergu au niveau de la mécanistique, elles sont incompletes et ne seraient pas

informatives dans le cas d’une protéine cytoplasmique comme MLLT4.

Il serait donc plus pertinent de modifier le plasmide codant pour la fusion dans notre modéle

et d’y ajouter une étiquette identifiable par un anticorps. En revanche, la taille importante de la
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protéine de fusion, son repliement et sa conformation tridimensionnelle risquent d’entraver
I’accessibilit¢ de D’anticorps. Par ailleurs, ajouter une étiquette peut également impacter

artificiellement I’activité de la protéine de fusion.

Enfin, alors que la fusion KM3 est largement étudiée dans la littérature, les mécanismes
décrivant le fonctionnement de la protéine KM4 restent encore mal compris. Pourtant, les
quelques études publiées démontrent un role essentiel de la voie de signalisation RAS
notamment via les domaines RA de la protéine MLLT4 (Kuriyama, Harada et al. 1996). Elle
agit comme régulateur du niveau de RAS-GTP dans les cellules (Manara, Baron et al. 2014).
Une étude récente a montré que des mutations touchant la voie de signalisation RAS (KRAS et
NRAS) concernent davantage les patients avec une translocation de type KM4 comparativement
aux patients porteurs d’autres types de translocations (comme KM3) (Bill, Mrozek et al. 2020).
En clinique, le fait que le géne RAS soit muté ou non a un impact sur I’efficacité et la réponse
aux molécules thérapeutiques (Lavallee, Baccelli et al. 2015). RAS semble jouer un role central
dans la leucémogenese médiée par la fusion de type KMT2A et peut-étre plus spécifiquement
dans celle causée par la fusion KM4. Pour vérifier cette hypothese, il pourrait étre intéressant
d’exploiter les avantages de notre modele d’étude. En combinant la présence d’une translocation
chromosomique avec une mutation touchant la voie de signalisation RAS, il serait possible de
mesurer si la leucémie est plus ou moins agressive via une analyse de la survie des souris. Par
ailleurs, la détection de mutations de RAS chez les patients pourrait permettre de mieux prédire
le pronostic en clinique et servir éventuellement de caractéristique supplémentaire dans la

classification ENL décrite au chapitre 1.

5.3 Rechercher des biomarqueurs pour une médecine plus

personnalisée

Le troisieme aspect issu de nos travaux repose sur l’identification de potentiels
biomarqueurs, certains d’entre eux ayant démontré une spécificité et un role essentiel dans la
leucémogenese. Le modele présentait 1’avantage principal de mesurer I'impact direct de la
présence d’une translocation chromosomique dans les cellules. Il s’est avéré plus difficile que
prévu de trouver des biomarqueurs différentiellement exprimés et régulés de maniére

épigénétique.
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Alors que des expériences fonctionnelles sont a effectuer pour valider la fonction des geénes
LPL et PROM]1 dans les leucémies causées par une fusion KM4 (chapitre 3), ADCY9 et CCRI
semblent étre nouvellement identifiés dans les LMA médiées par la fusion KM3 (chapitre 2). Il
pourrait étre intéressant d’¢élargir 1’étude en déterminant les génes essentiels a la viabilité des
cellules leucémiques porteuses d’une translocation chromosomique de type KMT2A grace a un
criblage génomique par CRISPR-Cas9. Cette approche requiert une quantité importante de
cellules pour réaliser I’expérience, un nombre difficilement atteignable avec notre modéle en
raison du faible taux d’infection des cellules primaires par les rétrovirus ainsi que le temps limité
de culture in vitro. En revanche, le criblage pourrait étre établi dans des lignées cellulaires
leucémiques porteuses (Thp1) ou non (Kgla) de la fusion KM3 et étre comparé et validé avec
des données existantes (notamment via Broad Depmap (Behan, lorio et al. 2019)). Les geénes
candidats peuvent ensuite €tre validés dans le modele, a condition de vérifier leur profil
d’expression a travers les différentes étapes de la leucémogenese. Comme décrit dans le chapitre
4, chaque modele a ses avantages et ses inconvénients : les lignées cellulaires restent trés

¢loignées du modele et de la clinique.

L’objectif de caractériser des biomarqueurs plus ou moins spécifiques des différentes fusions
de geénes est in fine de : 1) ajuster au mieux le pronostic clinique des patients en fonction de
I’expression de ces derniers ; ii) pouvoir proposer des approches thérapeutiques plus efficaces
pour se rapprocher d’une médecine plus personnalisée. Il reste aujourd’hui difficile de traiter les
LMA causées par des réarrangements de type KMT2A4 (Steinhilber and Marschalek 2018). Des
inhibiteurs ciblant les protéines interagissant avec la fusion oncogénique ont été développés et
les premicres études cliniques ont été lancées. Le manque de spécificité pour atteindre
uniquement la protéine de fusion sans toucher la protéine sauvage KMT2A complique la
découverte de traitements efficaces tout en limitant les potentiels effets secondaires. 11y a donc
un besoin important de développer des traitements et des stratégies pour soit : i) inhiber
spécifiquement la protéine de fusion, ou du moins réduire les effets secondaires sur le
fonctionnement des cellules non-leucémiques ; ii) cibler les mécanismes qui résultent de la
présence de la protéine de fusion ; iii) personnaliser le traitement selon le contexte mutationnel

du patient.
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5.4 Conclusion générale

Pour conclure, nos études ont permis de contribuer a la compréhension du développement
leucémique causé directement par une translocation chromosomique de type KMT2A. Nos
résultats démontrent que la transformation leucémique implique des modifications
épigénétiques minimes et requiert également la coopération des réseaux transcriptionnels

utilisés dans les cellules sanguines normales.

En exploitant les nombreux avantages d’un modele de leucémies humaines, nous avons eu
acces aux mécanismes a chacun des stades du développement du cancer. Le modele nous a
permis de définir des genes régulés de manicre épigénétique et différentiellement exprimés.
Certains geénes pourraient jouer un rdéle dans le processus de leucémogenése médié par des
fusions faisant intervenir le géne KMT2A. D’autres pourraient servir davantage a préciser le
pronostic vital des patients en clinique. Le modéle gagnerait a étre optimisé€ et amélioré pour se
rapprocher encore davantage de la réalité¢ en clinique et ainsi mieux refléter les différentes
combinaisons mutationnelles. La translocation chromosomique suffit pour déclencher un
développement cancéreux, mais il reste encore a déterminer comment certaines mutations
additionnelles peuvent aggraver le pronostic des patients et modifier la sensibilité a des

molécules thérapeutiques.

Enfin, I’acces a nos données génomiques et épigénomiques pourrait servir de base pour des
recherches futures. L utilisation récente de molécules ciblant les mécanismes épigénétiques est
trés prometteuse (Steinhilber and Marschalek 2018). Dans cette thése, nous nous sommes
concentrés plus particulierement sur la méthylation de ’ADN, la chromatine et les marques
d’histones. Il reste encore de nombreux autres mécanismes qui ne sont pas encore totalement
compris, comme notamment les petits ARN interférents. Touchant particuliérement les patients
pédiatriques, il y a un besoin urgent de cartographier les mécanismes d’action des fusions de
genes dans la biologie du cancer. Une meilleure caractérisation de la pathophysiologie de la

leucémie pourrait ainsi permettre d’explorer des avenues thérapeutiques plus ciblées.
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Al Analyse transcriptomique et génomique du cancer :

outils bioinformatiques et enjeux actuels

Al.1 Préface

Les avancées dans les technologies de séquengage nouvelle génération ont eu un impact
majeur dans le domaine de la génomique du cancer. Avec les quantités importantes de données
générées a partir d'échantillons de tumeurs, la communauté scientifique a dii améliorer et
développer des outils pour analyser les données brutes. Bien qu'une grande partie de cet effort
ait été concentrée sur I’optimisation d'algorithmes pour obtenir des résultats plus rapides et plus
précis, l'accessibilité des données finales reste un enjeu important. De grandes quantités de
données peuvent étre générées mais ne sont pas facilement accessibles aux chercheurs n’ayant
pas les ressources ni I'expérience pour les analyser. Le but de cette revue de littérature est de
présenter les outils bioinformatiques disponibles pour explorer des données de RNA-seq mais
¢galement de souligner le besoin d’en développer de nouveaux pour faciliter I’accessibilité a ce

type de données.
AL2 Contributions

J’ai contribué a I’écriture et la révision du manuscrit conjointement avec Brian T Wilhelm.
AL3 Référence de la publication

Thomas Milan, Brian T Wilhelm. “Mining Cancer Transcriptomes: Bioinformatic Tools and

the Remaining Challenges.” Molecular Diagnosis & Therapy (2017). PMID: 28229366.
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Al.4.1 Abstract

The development of next-generation sequencing technologies has had a profound impact on
the field of cancer genomics. With the enormous quantities of data being generated from tumor
samples, researchers have had to rapidly adapt tools or develop new ones to analyse the raw
data to maximize its value. While much of this effort has been focused on improving specific
algorithms to get faster and more precise results, the accessibility of the final data for the
research community remains a significant problem. Large amounts of data exist but are not
easily available to researchers who lack the resources and experience to download and reanalyze
them. In this article, we focus on RNA-seq analysis in the context of cancer genomics and
discuss the bioinformatic tools that are available to explore these data. We also highlight the
importance of developing new and more intuitive tools to provide easier access to public data

and discuss the related issues of data sharing and patient privacy.

Key points

Advances in DNA sequencing technologies have enabled unprecedented growth of the data
from cancer genomics projects, which has in turn fueled the development of diverse

bioinformatic tools to analyze these data.

The enormous investments into cancer genomics have provided a detailed initial view of the
genetics of cancer; however, these data likely hold many other important insights that will only

be uncovered through the development of new intuitive tools for data exploration.

In addition to new tools, the maximal value of the investments into cancer genomics will
only be fully realized when all of the underlying genomic and clinical data from patients are

freely available to be reanalyzed.
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Al.4.2 Introduction

The last decade has seen a dramatic change in the study of cancer biology, driven by rapid
and continuous technological advances in DNA sequencing. The application of these advances
has impacted on virtually every aspect of biomedical research and resulted in enormous amounts
of data being generated for virtually every experimental model or system and context. In
particular, these advances have fundamentally altered the paradigm of cancer genomics (Mardis
and Wilson 2009), making it feasible for the first time to envision personalized treatment based

on tumour genome sequencing in a clinical setting in a timeframe of weeks.

Pioneering large-scale studies of cancer patient cohorts such as The Cancer Genome Atlas
(TCGA) (Cancer Genome Atlas Research 2008, Cancer Genome Atlas Research 2011, Cancer
Genome Atlas 2012, Cancer Genome Atlas Research, Kandoth et al. 2013, Cancer Genome
Atlas Research, Ley et al. 2013) and affiliated projects have leveraged this technology to
generate encyclopedic descriptions of many common cancer types. These datasets have
arguably had the same impact on cancer biology as the first published human genome had for
genetics, opening a detailed window into every aspect of “broken” genomes. While radical
improvements in both the cost and the speed of sequencing technologies have made it possible
to generate the raw data required for these projects, it has simultaneously highlighted two
critically important bottlenecks in the entire process. The first is our remarkably incomplete
understanding of cancer biology. In the majority of large-scale studies of cancer patients, the
frequency of recurrently mutated genes follows an asymptotic curve, creating a “long tail” of
mutated genes (Garraway and Lander 2013). Understanding why patients at the far end of the
distribution, in some cases with no recurrently mutated genes, develop the same cancer as those

at the other end remains a critical test for the field.

The second bottleneck, which is the subject of this review, is the development of
bioinformatic tools to maximize the value of the raw data being generated. In fact, the essential
elements of the process of next-generation sequencing bioinformatic analysis are relatively
straightforward and have not changed significantly since the initial application of the
technology. The sequencing technologies that currently dominate the market place produce

billions of short-sequence reads that must be mapped to a reference genome before they can be



biologically interpreted. After this step, the sequence data can be analyzed to calculate gene

expression values, detect mutations, RNA editing, translocations and alternative splicing.

To keep pace with the ever-increasing raw output of sequencing machines, bioinformaticians
have historically focused efforts on developing faster mapping algorithms, since virtually every
other aspect of analysis depends on this first step. Numerous innovative approaches have
enabled the development of algorithms that represent a reasonable compromise between speed
and sensitivity. At the same time, many of these bioinformatic tools were designed primarily to
address the efficiency of the specific algorithm implemented rather than make them easier to
use. As a result, the use of these tools is largely restricted to those with the technical competence

to compile and install them.
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Al.4.3 RNA-seq in Cancer Genomics

Since its first application to cancer cell lines, transcriptome sequencing (Bainbridge, Warren
et al. 2006) (RNA-seq) has become one of the principal tools used to investigate cancer samples.
Although similar approaches for examining gene expression patterns in cancers using
microarrays have already been used extensively, RNA-seq provides a more precise and less
biased view of these data (Wilhelm, Briau et al. 2011, Zhao, Fung-Leung et al. 2014). Because
total RNA is collected without regard to genome annotation, it is possible to simultaneously
measure gene expression and splicing differences, detect mutations in expressed genes, and
measure allelic biases in a single experiment. As a result, RNA-seq enables a relatively
inexpensive yet comprehensive view of the genetic changes in tumors as well as discovery of

novel transcribed elements.

The technical aspects of RNA-seq are comprehensively reviewed elsewhere (Griffith,
Walker et al. 2015, Conesa, Madrigal et al. 2016); however, as a very brief overview, once RNA
is extracted from tumor cells, the ribosomal RNA (rRNA) (representing a large majority of the
material) is typically removed. This can be performed either through selective enrichment of
polyadenylated transcripts or selective depletion of rRNA using complementary biotinylated
probes. While data from both approaches are largely similar, potential biases are introduced into
the results because of differences in the efficiency of material capture. The RNA is then
fragmented followed by end repair and ligation of sequencing adaptors and reverse transcription.
Sequencing libraries are then quantified and sequenced, typically to a depth of ~150M reads for
patient samples where comprehensive examination will be performed (e.g., splicing, sub-clonal
analysis) or 30M reads to simply look at expression levels similar to the levels proposed by

ENCODE (Landt, Marinov et al. 2012).

Once the raw data is generated, the detailed analysis can be launched, which for cancer
samples typically focuses on gene expression (typically reported as reads per kilobase of
transcript per million (RPKM) mapped reads (Mortazavi, Williams et al. 2008)) and mutation
detection. Although the steps required for the initial analysis (e.g., read-mapping, variant
detection, etc.) do not vary much in most typical analyses, the underlying software used has
been continually evolving to improve the performance and accuracy of the downstream analysis.

Indeed, despite the inherent power of RNA-seq, many of the more subtle aspects of the
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bioinformatic analysis can be highly susceptible to biases introduced through either software or
data analysis. Therefore, while we discuss some of the various types of software tools available,
it is important to note that no tool or collection of tools will allow an automated analysis or

interpretation of cancer RNA-seq data without human intervention.

In recent years, as RNA-seq has been applied to large cancer cohorts, there has been a
growing appreciation that a typical analysis produces only a summary of the bulk population of
tumor cells, representing the mean of gene expression values of millions of cells. While bulk
cultures can be still highly informative for genetic variations present in small numbers of cells
(Ding, Ley et al. 2012), extracting expression data from such mixed populations is not feasible,
leading to a loss of information from subclonal populations of tumor cells that are often
responsible for disease relapse (Kreso and Dick 2014). To address this problem and gain
additional biological insight into tumor heterogeneity, methods to sequence the transcriptome
of individual cells (single-cell RNA-seq) have been developed (Tang, Barbacioru et al. 2009,
Islam, Kjallquist et al. 2011, Ramskold, Luo et al. 2012). Since its initial development, single-
cell RNA-seq has become a powerful tool in cancer research and has been used to characterize
transcriptional heterogeneity in human squamous cell carcinoma of the bladder (Zhang, Zhang
et al. 2016), patient-derived melanoma (Gerber, Willscher et al. 2016), and lung
adenocarcinoma (Min, Kim et al. 2015). Such studies have also been added by similar
approaches using normal tissues where the normal cellular processes of differentiation have
been characterized (Farlik, Halbritter et al. 2016). In addition to these publications, additional
initiatives, such as the recently announced “Human Cell Atlas” project (2016), have been
launched to apply this approach on a much larger scale to build a complete, comprehensive, and
integrative map describing each human cell. This ambitious initiative would potentially have an

important impact on the understanding and treatment of diseases such as cancer.
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Al.4.4 Currently Available Bioinformatic Platforms for RNA-seq

The tools available to analyze RN A-seq data can be broadly grouped into three groups. The
first and most traditional type of tools are standalone task-dedicated programs typically
optimized to perform very specific computations. These often represent individual steps in a
bioinformatic pipeline or analysis schema, where individual tools are selected for each task and
then often linked together in a largely automated fashion to allow a standardized analysis to be
performed. A selection of standalone tools for RNA-seq is shown in Table AIL.1. A complete
listing is beyond the scope of this article, but excellent reviews are available that compare the
strengths and weaknesses of the various tools by analysis task. It is important to note that the
vast majority of bioinformatic tools are “biologically agnostic” in that they treat data from
cancer and normal samples identically. It remains the responsibility of the user to determine the

significance of the biological differences uncovered by the various bioinformatic tools.
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Computational task

Examples and references

Read mapping

The initial step in most standard analyses,
alignment of RNA-seq reads to a reference
genome is often complicated by the gaps
created by aligned cDNA* reads to genomic
DNA containing introns. Output is a typically
binary sequence alignment (BAM) file.

STAR (Dobin, Davis et al. 2013)

HISAT (Kim, Langmead et al. 2015)

TopHat2 (Kim, Pertea et al. 2013)

Splicing analysis

The identification of alternative splicing
events can be performed either through
measurement of expression levels of different
transcript isoforms or through statistical
analysis of reads that indicate the

inclusion/exclusion of specific exons.

Cuftlinks/Cuffdiff

(Trapnell, Hendrickson et al. 2013)

MISO (Katz, Wang et al. 2010)

MATS (Shen, Park et al. 2012)

DEXSeq (Anders, Reyes et al. 2012)

Allele-specific expression

Although RNA-seq data are required for the
identification of biased expression of alleles
of'a gene, this analysis also requires exact
knowledge of the genotype (typically through

exome sequencing).

ASEReadCounter (GATK)

(McKenna, Hanna et al. 2010)

MAMBA (Rivas, Pirinen et al. 2013)

AlleleSeq (Rozowsky, Abyzov et al. 2011)

Variant / mutation detection

Variants in RNA-seq data are typically
detected using the same software as for DNA
sequence; however, because of issues in

aligning spliced reads to a reference genome,

SAMtools (Li 2011)

Unified Genotyper (GATK)

(McKenna, Hanna et al. 2010)

Freebayes (arXiv:1207.3907)




systematic mapping errors can be reported as

. VarScan2 (Koboldt, Zhang et al. 2012)
variants.

Differential gene expression

DESeq?2 (Love, Huber et al. 2014)
One of the most common types of analyses,

most methods for the detection of differential CuffDiff (Trapnell, Hendrickson et al. 2013)

expression rely on statistical models of read EdgeR (Robinson, McCarthy et al. 2010)

counts to calculate significant changes.
baySeq (Hardcastle and Kelly 2010)

Fusion detection

For RNA-seq data for cancer samples, fusion SOAPfusion (Wu, Zhang et al. 2013)

genes can be identified through analysis of TOPHat-fusion (Kim and Salzberg 2011)

paired-end sequencing data to find reads that

align to different chromosomes. ChimeraScan (Iyer, Chinnaiyan et al. 2011)

*cDNA = complementary DNA

Table AL.1 — Standalone analysis tools for RNA-seq data.
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Given the number of programs available, many researchers are often uncertain about how to
decide which tool to use. For many common tasks, there is still a surprising lack of consolidation
in terms of software, and this is complicated by the fact that some test conditions used in
publication of new analysis tools (e.g., the use of “synthetic” data) can create an apparent
software-specific advantage. In addition, in many cases, the biological questions being asked
are too varied to enable a common general solution: every software tool has its unique profile
of sensitivity, and the output will also be influenced by the quality of initial material and data.
Despite these potential complications, most publications rely on a handful of well-tested tools,

any of which will be suitable for most users.

The second group of bioinformatic resources can be described as analysis suites, since they
typically represent a pre-assembled collection of tools, often including the most commonly used
software listed in Table AL1. These analysis suites are either downloaded to run locally or,
more usefully, can be accessed through web-based graphical user interfaces. The significant
advantage of accessing these resources through a web-based service is that a wide range of tools
are often available without the difficulties for end users of compiling and installing these tools
locally in a Unix environment. In addition, the web servers hosting the tools can access
significantly more computational power than is available through desktop workstations. With
“drag and drop” functionality or menu-based selection, users are typically able to analyze their
data in a much more autonomous fashion using these suites, although the final interpretation of
the data remains a product of the tools used (e.g., it is still possible to select a non-optimal tool
for RNA-seq analysis). Also included in this list of tools are a number of programs specifically
designed for use with single-cell RNA-seq (scRNA-seq) data. While some features of sScRNA-
seq analysis are essentially no different than those for bulk cultures (e.g., read mapping,
generating expression counts), certain other aspects have been refined to account for the unique
data source, including quality control (McCarthy, Campbell et al. 2017) and identification of
major cell types present in the bulk population (Guo, Wang et al. 2015). Other scRNA-seq tools
allow the integration of data (e.g., to explore and combine genetic, epigenetic, and
transcriptomic heterogeneity (Hou, Guo et al. 2016)) or analysis steps (Diaz, Liu et al. 2016)
(Table AL2).
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Name Description
An extensive collection of URL https://usegalaxy.org
NGS data analysis tools Usage Online or local install
(including for RNA-seq)
Reference (Afgan, Baker et al. 2016)
accessed through a website
Galaxy
menu that allows
comprehensive analysis
Commercial? N
pipelines to be easily built,
saved and shared
URL http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/gbench
Downloadable tool suite that ,
Usage Local install
NCBI-Genomics allows analysis and
Reference NA
visualization of NGS data
Commercial? N
Comprehensive analySis URL https://software.broadinstitute.org/gatk
pipeline built on best Usage Online or local install
GATK practices standards that
. Reference (McKenna, Hanna et al. 2010)
focuses on mapping and
variant calling Commercial? N
Cloud-based analysis URL http://www.genomespace.org
framework designed to Usage Online
function as a "bridge" to
Reference (Qu, Garamszegi et al. 2016)
allow seamless transfer of
GenomeSpace
data between external tools
(Galaxy, Cytoscape, IGV,
Commercial? N

UCSC, etc.) with automatic

format conversions
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https://usegalaxy.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/gbench
https://software.broadinstitute.org/gatk
http://www.genomespace.org/

http://bioconductor.org/packages/re

URL
. lease/bioc/html/easyRNASeqg.html
R/Bioconductor package for post-
easyRNASeq | mapping analysis/annotation for Usage Local install
RNA-seq incmding DEG detection Reference (Delhomme, Padioleau et al. 2012)
Commercial? N
Collection of PERL-based URL https://github.com/mtw/Bio-
. ViennaNGS
programs that allow post-mapping
. Local install
analysis of RNA-seq data, Usage ocal Insta
ViennaNGS
including expression, splicing, and Reference (Wolfinger, Fallmann et al. 2015)
visualization through UCSC
Commercial? N
browser
http://software.broadinstitute.org/ca
Web-based framework that allows URL ]
ncer/software/genepattern
an extensive collection of analysis , ,
Usage Online and local install
GenePattern | modules (including for RNA-seq)
Reference (Reich, Liefeld et al. 2006)
to be assembled (by drag and drop)
into a shareable pipeline Commercial? N
https://basespace.illumina.com/hom
URL ‘
Free-for-use, cloud-based e/index
collection of public software tools Usage Online
BaseSpace
n n 1 1
("apps") that allow data analysis in Reference NA
addition to storage
Commercial? Y
URL http://www.strand-ngs.com
Commercial analysis suite that A
Usage Local install
Strand NGS | includes functionality for RNA-seq
. .. Ref NA
(DEG detection, splicing, etc) clerence
Commercial? Y

X1V



http://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/easyRNASeq.html
http://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/easyRNASeq.html
https://github.com/mtw/Bio-ViennaNGS
https://github.com/mtw/Bio-ViennaNGS
http://software.broadinstitute.org/cancer/software/genepattern
http://software.broadinstitute.org/cancer/software/genepattern
https://basespace.illumina.com/home/index
https://basespace.illumina.com/home/index
http://www.strand-ngs.com/

Pipeline based on R/Bioconductor

https://research.cchmc.org/

URL
. pbge/sincera.html
packages and expression values from
SINCERA scRNA-seq, and used for the Usage Local install
identification and distinction of major cell Reference (Guo, Wang et al. 2015)
types and gene signatures
P 8 g Commercial? N
http://bioconductor.org/pac
URL kages/release/bioc/html/sin
R package that specifically provides cell- cell.html
Sincell state hierarchies in the process of cell Usage Local install
differentiation thanks to statistical support Reference (Julia, Telenti et al. 2015)
Commercial? N
. . . https://github.com/diazlab/
Integrated software tool with an intuitive URL Scell
€
graphical interface that includes a ,
Usage Local install
complete analysis of sScRNA-seq
Scell . . . Reference (Diaz, Liu et al. 2016)
experiments (mapping, gene-expression
quantification, clustering, gene-
. . Commercial? N
expression gradients)
http://bioconductor.org/pac
URL
kages/scater
R/Bioconductor package for quality Usage Local install
Scater control and normalization of scRNA-seq
Ref (McCarthy, Campbell et al.
eierence
data 2017)
Commercial? N

Table AL.2 — Tool suites for RNA-seq analysis.

*DEG differentially expressed genes, NGS next-generation sequencing, scRNA single-cell RNA, UCSC

University of California Santa Cruz
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https://research.cchmc.org/pbge/sincera.html
https://research.cchmc.org/pbge/sincera.html
http://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/sincell.html
http://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/sincell.html
http://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/sincell.html
https://github.com/diazlab/SCell
https://github.com/diazlab/SCell
http://bioconductor.org/packages/scater
http://bioconductor.org/packages/scater

The last group of tools highlights an encouraging trend in the field of large-scale studies of
investing significant resources to prioritise not only data generation but also the development of
bioinformatic tools to provide access to data after the initial publication. Because of the focus
on facilitating the reanalysis of published data, these tools blur the distinction between databases

and analysis tools; however, custom data can also be uploaded in some cases. A brief summary

of these tools is shown in Table AL3.
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Amount and origins

Name Types of tools available Visualization
of data
Advanced search form
allows extensive Interactive, detailed
summaries to be generated 70 cancer genome visualization of
for individual genes or projects (TCGA and donors, genes, and
ICGC data portal 8 _ .
patients within or across others), 16,000 mutations by project
cancer projects samples and across cancer
(International Cancer Genome, tissue
Hudson et al. 2010)
‘ Interactive, detailed
Restricted to data-transfer | 39 cancer genome o
o ‘ visualization of
GDC-Data tools with links to projects (TCGA and o
‘ samples, statistics and
portal cBioPortal and BROAD TARGET), 14,500 '
subgroups by project
firehose samples ‘
and cancer tissue
Highly interactive web
plots of published cancer . Visualization of
147 cancer genomics - al ) )
cohorts and extensive genomic alterations in
' datasets (TCGA and .
cBioPorta ene-centric tools for a set of genes,
& others) 31,400
expression, mutations, samples, and
samples
survival, etc. (Gao, Aksoy et al. pathways.
2013)
Tools to display,
] ] Several datasets can
investigate, and analyse 473 datasets, of 25 .
UCSC Cancer ) be viewed at the same
‘ cancer genomics data and | cancers from TCGA )
Genomics ) ) o time to compare
its associated clinical from the CCLE and .
Browser different data and

information

(Zhu, Sanborn et al. 2009)

Stand Up To Cancer.

cancer types.
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canEvolve

Gene, microRNA, and
protein expression

profiles. Copy number

interaction information

(Samur, Yan et al. 2013)

alterations, protein-protein

90 cancer genomics
studies from more
than 10,000 patients,
including 15 TCGA
datasets containing
4,800 patients

profiles

Various types,
including heatmaps,
scatterplots or

network structure

CGWB

Computational platform to
integrate clinical tumor
mutation profiles with the

reference human genome

(Zhang, Finney et al. 2007)

User data

Genome browser,

heatmap viewer, plots

NONCODE

Non-coding RNA from 16
species such as human and
mouse. Basic information

(location, strand, exon

number, length and

sequence) and advanced
information (expression
profile, disease relation,

relative literature)

(Bu, Yu et al. 2012)

Regularly updated (in
2016, 487,164 long non-
coding RNA). From
literature (PubMed)
and many other
databases (Ensembl,
RefSeq, IncRNAdDb,

GENCODE)

Various, including
tables and
sequence/expression

plots with tabular

gene information

GDSC

Drug sensitivity data,
integrated with large
genomic datasets from the

COSMIC

(Yang, Soares et al. 2013)

Drug-response data in
cancer cell lines,
describing response
to 265 anticancer
drugs across 1074

cancer cell lines

Various, including
volcano plots for

genetic anomalies,

data tables, and gene

expression heatmaps
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eQTL, gene expression,
isoform usage in ~50

GTEX .
normal tissues.

(Mele, Ferreira et al. 2015)

RNA-seq data and
genotype data for
12,000 samples of

normal tissue

Boxplots for
expression and gene
cartoons for isoform

usage across tissues

Table Al.3 — Data repositories with integrated analysis tools.

CCLE Cancer Cell Line Encyclopedia, CGWB Cancer Genome WorkBench, COSMIC Catalogue of

Somatic Mutations in Cancer database, eQTL expression Quantitative Trait Loci, GDC Genomic Data

Commons, GDSC Genomics of Drug Sensitivity in Cancer, ICGC International Cancer Genome

Consortium, TCGA The Cancer Genome Atlas, GTEX gene-tissue expression, PMID PubMed unique
identifier, UCSC University of California Santa Cruz
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AlL.4.5 Challenges / Current Gaps

As noted, the investment of millions of dollars in cancer genomics has provided an
invaluable reference framework for a wide range of cancers while highlighting our inability to
precisely define the genetic drivers of ever patient. In turn, this gap in understanding highlights
the importance of the development of new and intuitive tools to enable researchers to explore
their data in an unbiased fashion and make new connections that can fill in the gaps in our
current knowledge. While many technical challenges remain, other aspects relate to larger issues

about the way in which information is shared.
AlL4.5.1 Data Visualization / Exploration

One of the most daunting challenges for researchers working with a large patient dataset is
to try and uncover the common elements responsible for the disease. Given the incredible
genetic heterogeneity of cancer, along with the normal variations in human genomes, this
process often involves iterative examinations of the data to uncover connections. As a result,
the time involved in arriving at an experimentally testable hypothesis becomes the limiting
factor. For example, imagine a researcher with data for gene expression and somatic mutations
in 500 patient samples of breast cancer who wants to understand how the two might be
correlated. The researcher may have an idea of several well-known genes to start looking at, but
what about potentially novel genes? It is possible that the expression of a particular gene may
be highly correlated with an infrequent mutation, highlighting a new biological subgroup within
the patients. If the researcher has access to a tool that allows this type of data exploration,
checking for such a correlation might take several minutes, leading to a clear “yes” or “no”. On
the other hand, if the researcher performing this analysis manually (e.g., using formulas in
spreadsheets) over several hours is far less likely to test this possibility and might instead focus
on the well-known genes. Therefore, the ability to perform data exploration to rapidly test
(and/or eliminate) several potential hypotheses before focusing the analysis on a specific aspect
is extremely valuable. While there are many ways to potentially address this bottleneck,
solutions that create an informative visualization of the data can also leverage the highly evolved
ability of human brains for pattern recognition (Mattson 2014). Despite the obvious importance
of simple but powerful tools to integrate and visualize data, there are still remarkable few that

allow users to simultaneously take full advantage of the years of investment in important “static”
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resources such as KEGG (Kanehisa, Sato et al. 2016), dbSNP (Sherry, Ward et al. 1999), and
GO (Ashburner, Ball et al. 2000) when analyzing their data.

Al.4.5.2 Data Sharing and Standards

A basic principle of science is that experimental results, or in the context of cancer genomics,
the analysis and interpretation of the data, should be reproducible. For this to be possible in
cancer genomics, the underlying raw data and the methodology used for the initial analysis must
be publically stored. This creates a variety of challenges for those submitting the data, the
storage repositories, and users who wish to reuse these data. With respect to annotation of cancer
genomics RNA-seq data, the bulk of these have been generated in the context of large-scale
projects with sufficient resources to ensure the sample data and procedures used have been
adequately documented. As a result, small projects for which information may be incomplete

are likely to have a relatively smaller impact.

The rate at which data are being generated remains a significant challenge for public
databases, and the amount of data being generated each year is estimated to reach the level of
exabytes in the near future (Stephens, Lee et al. 2015). Although hardware costs for storage of
this information continue to decrease, additional efforts will likely be required to help
researchers find relevant information for their project (mirroring what many internet search
engines did as the number of web pages grew exponentially). Lastly, for end users wishing to
reuse published data, downloading raw data from large cohorts and manipulating these files
remains one of the biggest challenges. Although data compression methods have been
developed that can improve the portability of data (Benoit, Lemaitre et al. 2015, Zhang, Li et al.
2015, Saha and Rajasekaran 2016), some methods come with the cost of some data loss during
compression. An alternative solution to this problem is to focus on cloud-based storage with
built-in tools suites to obviate the problem of data transmission. The current ad hoc process of
archiving raw data, although preferable in many ways, will very likely be unsustainable within

several years.
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Al4.5.3 Privacy Issues and Access to Patient Clinical Data

As valuable as the raw RNA-seq data from cancer patient genomes are, the true value is
often realized when correlating all of the genetic anomalies with the clinical parameters of
patient cohorts and with treatment outcomes. Since the start of cancer genome sequencing,
accessing both the raw sequence data along with such clinical data has been difficult in many
cases, limiting the utility of the data. This can be partly explained through data-release policies
designed to allow researchers who have generated the data sufficient time to publish their
findings. In addition, privacy concerns with respect to patient data are often cited as the reason
behind the long and bureaucratic process typically required to access patient data. While privacy
issues do have a reasonable basis, legal protections are already in place in many jurisdictions
that would prevent the inappropriate use of such information (McGuire and Majumder 2009,
Otlowski, Taylor et al. 2012, Joly, Ngueng Feze et al. 2013). Moreover, while most researchers
view only the final data from anonymous banked samples, these samples have all been collected
under informed consent, typically with the explicit understanding that patients are sharing the
genetic information about their disease in the hopes of helping others. In stark contrast to these
altruistic motivations, some recent publications have suggested that the sharing of the scientific
data derived from clinical studies should actually be discouraged. Part of the justification
presented is to prevent “data parasites” from gaining benefit from the effort to generate the data
(Taichman, Backus et al. 2016) (including validating the original study’s conclusions). Such
dangerous and irrational arguments not only run contrary to spirit of the participating patients
but also undermine the scientific premise of the reproducibility of experimental results and their

interpretation.
Al.4.5.4 Potential Solutions

It is clear that cancer genomics RNA-seq data can improve not only our understanding of
cancer but also ultimately the diagnosis and treatment of it. Therefore, it is critical to identify
ways to address the problems described. For the types of bioinformatic tools available, the
challenge of creating simple tools for data exploration rests squarely on the shoulders of research
groups developing novel analysis tools. That is, at least as much thought should go into the
design of the user interface as into any technical aspect related to the algorithm of the software.

Achieving this goal will also require a shift from software currently being developed to study
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cancer genomes though simple static displays and small incremental improvements in speed or
efficiency. Such improvements hold little value for improving patient treatments when, for
example, we cannot understand the biological importance for the majority of single nucleotide
variations that current software tools would accurately identify. Addressing this need will call
for new and creative ways to both display data and allow users to explore it in multiple
dimensions. In principle, large genomics centers or groups of centers are probably best placed

to take the lead in the development of such tools.

The problems of data storage, annotation, and sharing are collective problems for the entire
research community. As such, they require solutions that are both precise enough to deal with
cancer genomics data and flexible enough to also apply to most other data types. There is a
potential opportunity now to support the move towards closer integration of cloud-based storage
and the data analysis tools for cancer genomics. As noted, there are already a number of
examples of sites (e.g., cBioportal (Gao, Aksoy et al. 2013), GenomeSpace (Qu, Garamszegi et
al. 2016)) where data and analysis tools co-exist; however, there is still duplication of effort in
some cases (e.g., accessing cBioPortal (Gao, Aksoy et al. 2013)/Galaxy (Afgan, Baker et al.
2016) through GenomeSpace (Qu, Garamszegi et al. 2016)). Given the growth and popularity
of such sites (which speaks to the importance of the needs that they meet), their continued
evolution may eventually lead towards a natural consolidation into a single central resource.
One group with an enormous vested interest in this process includes the governmental (and
private) funding agencies who have collectively invested hundreds of millions of dollars into
cancer genomics projects. While some funders have recognized the importance of not only
generating the data but also accurately curating it and ensuring it can easily be reused, the overall
efforts in this regard are on a significantly smaller scale. If even a small percentage of the money
invested into cancer genomics projects could be shifted from sequencing to a sustained effort to
curate the data and develop tools to make reanalysis trivial, these agencies could easily leverage

their investments for sustainable long-term research gains, to the benefit of all.

For the last issue of patient privacy and access to clinical data, there is perhaps no simple
solution to address all concerns. Even if the methodology for obtaining “informed consent”
could somehow be improved (Jefford and Moore 2008) (e.g., whereby patients could explicitly

choose to waive their medical privacy), the impact of such efforts could still be obstructed by
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researchers who harbour proprietary rights over patient data generated with public funding. In
our modern and technologically interconnected society, we are reminded on a weekly basis that
the privacy of electronic personal data (medical or otherwise), and security over that privacy,
simply do not exist. In such an environment, the extensive and often onerous bureaucratic
regulations that have been established with the intent of protecting patient privacy make little
sense. It is certain that any significant move towards making clinical data of donors freely
available would likely bring new ethical and societal challenges. Nevertheless, it is difficult to
argue that this would be worse than the current situation, where the potential returns on the

investments into cancer genomics are systematically impeded.
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Al.4.6 Conclusion

To maximize the value of the research funding invested in generating cancer genomics data,
and to accelerate our understanding of cancer, any researcher working in the field should be able
to confidently explore their data (or that of others) to generate testable hypotheses regardless of
their level of expertise in bioinformatics. Although many bottlenecks still exist, one of the most

pressing ultimately remains our ability to interpret the masses of data currently being generated.
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