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Résumé 

La leucémie aiguë lymphoblastique (LAL) est le cancer pédiatrique le plus 

fréquent, comptant pour 25% de toutes les tumeurs pédiatriques. Les thérapies 

actuelles permettent d'obtenir des taux de survie d’environ 90%. Cependant, les 

patients qui ne répondent pas aux traitements actuels représentent la cause 

principale de mortalité liée au cancer chez l’enfant. Afin d’approfondir nos 

connaissances sur les causes de cette maladie et de comprendre l’architecture 

génétique sous-jacente de la LAL de l’enfant, nous proposons d’identifier les 

mutations conductrices de la leucémogénèse, dites mutations « drivers ». 

L’utilisation du séquençage de nouvelle génération sur la cohorte QcALL du CHU 

Sainte-Justine, 389 enfants atteints de la LAL de type pré-B, nous a permis 

d’identifier des mutations somatiques. Certaines de ces mutations possèdent un 

haut potentiel d’avoir un impact fonctionnel et sont ainsi considérées comme des 

candidats « drivers » de la leucémie. Nous avons ainsi mis en évidence une 

mutation somatique faux-sens c.t697a dans le gène PDF (peptide-deformylase 

mitochondrial) partagée par trois patients. Notre hypothèse de recherche est que 

cette mutation est conductrice de la leucémogénèse. Dans le but de déterminer le 

potentiel conducteur (driver) de la nouvelle mutation récurrente c.t697a dans 

PDF, nous avons évalué son effet dans des cellules leucémiques grâce à des 

tests de mesure de l’activité métabolique, de l’apoptose et de la prolifération 

cellulaire. Il s’est avéré que cette mutation, lorsqu’elle était surexprimée dans les 

cellules leucémiques, menait notamment à une baisse de la production d’ATP et à 

une augmentation de l’apoptose. Ainsi, la mutation c.t697a dans le gène PDF 

n’est pas une mutation conductrice de la leucémogénèse. L’identification de 

nouvelles mutations conductrices permet de mieux comprendre l’étiologie de la 

LAL et éventuellement d’élaborer des approches personnalisées pour la gestion 

et le soin des enfants atteints de cette maladie. 

 

 

Mots-clés : cancer pédiatrique, leucémie aiguë lymphoblastique, mutations 

drivers, peptide-deformylase mitochondrial, Validation fonctionnelle 
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Abstract 

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the most common childhood cancer, 

representing 25% of all pediatric tumors. With the current therapies the survival 

rate is about 90%. However, the remaining patients who do not respond to current 

treatments still represent the principal cause of mortality related to children’s 

cancer. To deepen our knowledge on the causes of this disease and to 

understand the underlying genetic architecture of ALL, we performed a depth 

study of childhood ALL by characterizing mutations that can drive to 

leukemogenesis, called driver mutations. The use of high throughput sequencing 

on a cohort of 389 ALL pre-B pediatric patients led us to identify somatic 

mutations. Several of these mutations had strong predicted functional impact and 

were thus considered as putative driver mutations of leukemia. One of these 

mutations, the non-sense somatic mutation c.t697a on the PDF (peptide 

deformylase, mitochondrial) gene was shared by three patients. Our research 

hypothesis is that this mutation is a driver of leukemogenesis. In order to 

determine the driver potential of the new recurrent mutation c.t697a in PDF, we 

evaluated its effect in leukemic cells by measuring metabolic activity, apoptosis, 

and cellular proliferation. It was found that this mutation, when overexpressed in 

leukemic cells, led to a decrease in ATP production and an increase in apoptosis. 

Thus, the c.t697a mutation in the PDF gene is not a driver mutation of leukemia. 

Identification of novel driver mutations will further increase our understanding of 

the ALL etiology and eventually allow personalized approaches for the 

management of children attained by this disease. 

 

 

 

 

 

Keywords: pediatric cancer, acute lymphoblastic leukemia, driver mutations, 
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1.1. La leucémie 

 

Le cancer est un groupe de maladies pouvant toucher n’importe quelle partie 

de l’organisme. Il apparaît à partir de la transformation de cellules normales en 

cellules tumorales qui prolifèrent rapidement, et lorsqu’elles envahissent 

d’autres organes, forment des métastases. Ces dernières sont la principale 

cause de décès par cancer.   

 

Le cancer touche des personnes de tout âge et de tout sexe. Les cancers 

pédiatriques représentent moins de 1% de l’ensemble des cancers [1]. Au 

Canada, environ 850 nouveaux cas de cancer sont diagnostiqués chaque 

année chez les enfants. Parmi eux, environ un enfant sur cinq décèdera de 

cette maladie. Contrairement aux cancers adultes, les cas pédiatriques 

présentent une plus grande proportion de tumeurs hématopoïétiques, surtout 

des cas de leucémie. Avec 32% du total de cancers diagnostiqués, la leucémie 

est le type de cancer pédiatrique le plus fréquent chez les enfants de 0 à 14 

ans, suivie des cancers du système nerveux central (SNC) (23,7%) et des 

lymphomes (13,4%) [2] (fig. 1). 
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Figure 1. Distribution des nouveaux cas de cancer par groupe d’âge, Canada, 2009–2013. 

Données tirées de Statistiques canadiennes sur le cancer 2017 [2]. 
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Une leucémie se développe lorsqu’une cellule souche hématopoïétique (CSH) 

acquiert des altérations génétiques qui la transforment en cellule néoplasique. La 

CSH arrête de se différencier et est capable d'auto-renouvèlement à l'origine de la 

prolifération clonale maligne [3]. Les cellules cancéreuses s’accumulent dans le 

sang et la moelle osseuse et sont souvent répandues dans tout le corps au 

diagnostic [2]. Il existe de nombreux types de leucémies, qui sont classées selon 

la lignée de cellules sanguines à partir desquelles elles se développent. La 

leucémie lymphoïde prend naissance dans les cellules souches lymphoïdes 

anormales qui, dans l’hématopoïèse, se différencient en lymphocytes de type B 

ou T. Elle représente 75 à 80% des cas de leucémie chez l’enfant [3]. La leucémie 

myéloïde débute dans les cellules souches myéloïdes anormales, qui elles, se 

différencient lors de l’hématopoïèse, en neutrophiles, en éosinophile, en 

basophile, en globules rouges, en plaquettes, et en granulocytes. [2] (fig. 2). Elle 

représente, quant à elle, 20% des cas de leucémie chez l’enfant [4]. 

 

 

 

 

 

 



5 
 

 

Figure 2. Schéma de l’hématopoïèse. Figure reproduite de Comité consultatif de 

la Société canadienne du cancer : Statistiques canadiennes sur le 

cancer 2017 [2]. 

 

Les types de leucémies sont ensuite subdivisés en fonction de la rapidité à 

laquelle la maladie se développe et évolue. La leucémie aiguë débute de manière 

soudaine et se développe en quelques jours ou quelques semaines. La leucémie 

chronique se développe lentement en plusieurs mois ou même années [2]. 
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1.2. Leucémie aiguë lymphoblastique de l’enfant 

1.2.1 Incidence, survie et diagnostic 

La leucémie aiguë lymphoblastique (LAL) est la leucémie la plus commune chez 

les enfants de 0 à 14 ans. Elle affecte davantage les garçons que les filles [5]. 

Au cours des dernières décennies le développement de thérapies pour le 

traitement du cancer de l’enfant a permis d’atteindre des taux de survie de 90% 

[6].  Pour la LAL, le taux de survie globale est passé de 10% il y a 50 ans à 

presque 90% aujourd’hui [5]. Et pourtant, environ 70% des survivants subiront des 

complications à long terme. On observe chez les survivants d’une LAL, une 

incidence élevée de syndrome métabolique, et d’ostéonécrose [7, 8].  

Les différents types de leucémie aiguë lymphoblastique (LAL) prennent naissance 

dans différents types de lymphocytes. Près de 85 % des cas de LAL proviennent 

des précurseurs de lymphocytes B (lymphoblastes), et 15 % proviennent 

des précurseurs de lymphocytes T [2].  

La classification des LAL pré-B ou pré-T est basée sur la morphologie des 

cellules, en utilisant des caractéristiques cytologiques (taille de la cellule, 

chromatine nucléaire, forme du noyau, importance du cytoplasme) référencées 

par le système de classification French-American-British (FAB) [9] ainsi que des 

marqueurs immunophénotypiques qui peuvent révéler les antigènes présents à la 

surface des cellules cancéreuses grâce à la cytométrie en flux [10]. 
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Les enfants atteints de certains syndromes génétiques et immunitaires (syndrome 

de Down, anémie de Fanconi, neurofibromatose de type 1, syndrome de Bloom, 

ataxie télangiectasie) ont un risque accru de développer une LAL [11]. Un âge 

supérieur à 10 ans, présentant un compte de leucocytes ≥50×109/Litre au 

diagnostic, de groupe ethnique hispanique ou africain, de sexe masculin, et 

d’immunophénotype pré-T sont de mauvais facteurs pronostiques [12-16] (tableau 

I). Les enfants possédant un réarrangement KMT2A, avec un compte de 

leucocytes >300×109/L au diagnostic, ont eux aussi un mauvais pronostic  

(tableau I). Les patients atteints d’une LAL dont le sous-groupe est hyperdiploïde 

(i.e. qui présentent des chromosomes surnuméraires) ou présentant la 

translocation t(12 ;21) , qui comptent chacun pour environ 1/3 des LAL, ont, quant 

à eux, un pronostic favorable [5] (tableau II). 

 

Facteur pronostic Groupe de risque 

Âge ≥1 et <10 ans Pronostic favorable 

Trisomie 4, 10, 17 Pronostic favorable 

Absence d’envahissement du SNC au diagnostic Pronostic favorable 

Âge ≥10 et <15 ans Mauvais pronostic 

MRD à la fin de la phase d’induction Mauvais pronostic 

Hispanique ou africain Mauvais pronostic 

Sexe masculin Mauvais pronostic 

Immunophénotype pré-T Mauvais pronostic 

Âge ≥15 ans Très mauvais pronostic 

compte de leucocytes ≥50×109/Litre Très mauvais pronostic 

BCR/ABL1 Très mauvais pronostic 

Pas de rémission complète après l’induction Très mauvais pronostic 

Tableau I : Facteurs pronostics associés à leurs groupes de risque. MRD : 

 Minimal residual disease. Données tirées de Lee and Cho, 2017 [17]. 
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Anomalies génétiques Protéine de fusion Fréquence Pronostic 

t(12 ;21)(p13 ;q22) ETV6-RUNX1 25% favorable 

Hyperdiploïdie (> 50) N/A 20-30% favorable 

Réarrangements de CRLF2 
P2RY8-CRLF2 

IGH-CRLF2 
6-7% défavorable 

Amplification intra-

chromosomique du chr21 
N/A 2-3% défavorable 

t(9 ;22)(q34 ;q11.2) 

(chromosome de Philadelphie) 
BCR-ABL1 2-4% défavorable 

Réarrangements de KMT2A 

KMT2A-AF4 

KMT2A-AF9 

KMT2A-ENL 

1-2% défavorable 

Hypodiploïdie (< 44) N/A 1-2% défavorable 

Tableau II : Fréquence et pronostic des anomalies génétiques observées dans la 

LAL pré-B pédiatrique. N/A : non-applicable. Données tirées de Pui et 

al. , 2011 [18]. 

 

Afin d’évaluer le pronostic des patients durant leur traitement de chimiothérapie on 

peut mesurer les Minimal Residual Disease (MRD). Ce sont des petits nombres 

de cellules leucémiques qui restent dans le patient pendant le traitement, ou après 

lorsqu’il est en rémission. C’est la principale cause des rechutes dans le cancer. 

Aujourd’hui, nous disposons de tests moléculaires basés sur l’AND, l’ARN ou les 

protéines qui peuvent les mesurer dans un échantillon de sang. Cela permet 

d’évaluer la réponse de chaque patient à la thérapie initiale et permet de modifier 

le traitement en temps réel [19] 

 

 



9 
 

1.2.2. Traitements 

 

Le traitement de la LAL est adapté en fonction du risque de rechute. Ce dernier 

est déterminé lors du diagnostic à l’aide d’un ensemble de critères cliniques 

génétiques et moléculaires incluant l’âge, le sexe, le taux de globules blancs, les 

anomalies chromosomiques, etc (tableaux I et II). 

La première phase est l’induction. Elle dure 4 à 6 semaines et elle comprend 

l’administration de quatre à cinq agents. Classiquement, un glucocorticoïde 

(prednisone ou dexamethasone), de l’asparaginase, de la vinscristine.  

Eventuellement, on rajoute  une anthracycline  comme la doxorubicine (un agent 

intercalant et inhibiteur de la topoisomérase II). Cette étape éradique l’essentiel 

des cellules leucémiques initiales et restore l’hématopoïèse dans 96 à 99% des 

enfants. Ils sont alors considérés en rémission [5, 15, 16] (fig. 3). 

La deuxième phase du traitement dure 6 à 8 mois et est appelée consolidation ou 

intensification. Elle permet d’éliminer les cellules leucémiques résiduelles pouvant 

provoquer une rechute [17, 20]. Durant cette phase, on administre de hautes 

doses de méthotrexate (MTX) (un antimétabolite), d’asparaginase, de vincristine 

et de glucocorticoïdes [5] (fig. 3).  

La dernière phase du traitement est la phase d’entretien et peut durer jusqu’à trois 

ans. Elle vise à maintenir la rémission et prévenir une rechute (fig. 3). Cette phase 

nécessite l’administration de doses moins élevées de médicaments mais sur une 

période beaucoup plus longue. On y combine du méthotrexate (MTX), ainsi que 

de la vinscristine et de la prednisone. Lors d’une rechute, les patients ayant un 

mauvais pronostic peuvent recevoir une transplantation de cellules souches 

hématopoïétiques (fig. 3). On peut également avoir recours à la radiothérapie pour 

traiter la LAL de l’enfant. On peut l’administrer pour traiter la propagation de la 

maladie au système nerveux central (SNC), ou une leucémie qui s’est propagée 

aux testicules. Il est possible d’y avoir recours également pour préparer l’enfant à 

une greffe de cellules souches [2]. 
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Figure 3. Aperçu du traitement de la LAL. Figure reproduite de Société de 

leucémie & lymphome du Canada (SLLC), 2017 [20]. 

 

Parfois, on peut administrer un traitement ciblé pour traiter la LAL. En effet, 

chaque patient présente une sensibilité à la chimiothérapie, ainsi qu’une 

susceptibilité à la toxicité du traitement, différentes. C’est ce qui a mené à 

développer des traitements plus personnalisés notamment en mesurant les MRD 

ou en utilisant des techniques de biologie moléculaire pour identifier des 

mutations dans les cellules leucémiques qui peuvent être ciblées par des drogues 

[13, 19]. 
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1.2.3. Les causes 

 

Un cancer commence à se développer lorsque le génome d’une cellule subit des 

modifications comme des mutations génétiques qui lui donnent la capacité de se 

multiplier de façon anarchique [21]. Les causes de la LAL sont encore peu 

connues mais on soupçonne que des facteurs environnementaux influenceraient 

le développement de la maladie. Parmi eux, les cancérogènes physiques 

(rayonnement ultraviolet (UV) [22] et les radiations ionisantes, mais aussi les 

cancérogènes chimiques (amiante, arsenic et les composants de la fumée de 

tabac [23]). Enfin, nous avons les cancérogènes biologiques comme des 

infections dues à certains virus (Epstein Barr virus (EBV), Human 

immunodefficiency virus (HIV)) [24], bactéries ou parasites. 

 

La LAL est donc une maladie complexe, son développement impliquant des 

facteurs environnementaux et des événements génétiques. Une autre complexité 

s’ajoute à cause des variations héritées, des interactions gène-gène et gène-

environnement, et des interactions entre la tumeur et son microenvironnement 

[25].  

Dans le cas des LAL, le temps d’exposition à l’environnement extérieur est très 

court puisque la plus grande incidence a lieu au cours de la période de 2 à 5 ans. 

L’aspect génétique est donc important. [5]. La LAL est la résultante de multiples 

altérations somatiques acquises successivement par un progéniteur anormal en 

suivant une chronologie particulière. Ces événements perturbent des voies de 

signalisation multiples : il s’agit de mutations ponctuelles, de délétions et des 

altérations chromosomiques, notamment des translocations [26 - 28]. 

 

Certains de ces événements génétiques apparaissent in utero, lors de 

l’hématopoïèse fœtale. Par exemple, les réarrangements du gène KMT2A, qui 

sont retrouvés chez 80% des nourrissons atteints de LAL, ont été rapportés 

comme étant influencés par l’exposition de la mère pendant sa grossesse à des 

agents chimiques qui inhibent la topoisomérase II tels que les bioflavonoides ou 
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certains agents chimiothérapeutiques. Cette inhibition de la topoisomérase II 

favoriserait des coupures dans le gène KMT2A et permettrait l’apparition de 

réarrangements comme des translocations qui sont très fréquentes dans les 

leucémies pédiatriques [29, 30]. D’autre part, de plus en plus d’évidences 

démontrent que la translocation t(12 ;21) est déjà présente avant la naissance de 

l’enfant [31, 32]. Certaines évidences laissent croire que cette translocation serait 

causée par des bris d’ADN double-brin mal réparés [33]. On en connait peu sur 

les facteurs qui augmenteraient les risques d’occurrence des bris d’ADN menant à 

des réarrangements génomiques, mais on soupçonne que la carence en folate et 

certains carcinogènes chimiques pouvant traverser la barrière placentaire 

pourraient contribuer à augmenter la fréquence d’erreurs dans la réplication et la 

réparation de l’ADN durant le stade fœtal [26, 33-39]. 

Toutefois, des expériences ont démontré que ces réarrangements ne sont pas 

suffisants à la transformation cellulaire conduisant à l’apparition d’une leucémie. 

La période postnatale conduit à la transformation complète et l'émergence de la 

leucémie par le biais de l'acquisition d'évènements génétiques secondaires. C'est 

l’initiation de la leucémogénèse (fig. 4) [5, 33]. 
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Figure 4. Les causes de la LAL de l’enfant. 1) facteurs environnementaux 

exogènes (infection) et endogènes (inflammation, stress oxydatif) 2) 

Les variations alléliques héréditées 3) et le hasard est impliqué dans le 

développement de la maladie. Par exemple, les expositions 

« accidentelles » peuvent endommager un oncogène important dans 

une cellule progénitrice importante, et à la conception de l’enfant, les 

recombinaisons de gènes ce sont faites aléatoirement. 4) La 

progression de l’initiation in utero d’un clone leucémique à un stade 

post-natal où le clone accumule les altérations génétiques, le menant 

ultimement à 5) la maladie complète. Figure reproduite de Inaba, 

Greaves, and Mullighan, 2013 [5]. 

L’infection virale serait une autre des causes de la LAL. L’hypothèse a été 

proposée pour la première fois en 1917 et reste une des plus plausibles [5, 40, 

41]. La LAL est favorisée indirectement par une réponse immunitaire dérégulée 

lors d’une infection (virale ou bactérienne) dans un individu susceptible durant la 

période post-natale. Les enfants susceptibles sont ceux qui n’ont encore eu que 

peu d’exposition à des infections, et qui possèdent un clone pré-leucémique 

persistant généré in utero [41]. Les virus de l’Influenza sont des candidats 

potentiels [42]. En 2006, Greaves propose le mécanisme suivant : Une réponse 

dérégulée des cellules T à l’infection conduit à une forte réponse inflammatoire et 

à un relâchement de cytokines et chimiokines qui inhibent l’hématopoïèse et/ou 
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induit l’apoptose. Dans ce contexte, l’inflammation offre un microenvironnement 

où le clone pré-leucémique a un avantage dans son potentiel de survie et de 

prolifération. Une expansion de ces cellules peut résulter ensuite par l’acquisition 

de mutations secondaires, aléatoirement ou à travers l’influence d’un stress 

oxydatif engendré par l’inflammation [41 - 44]. 

 

1.3. Mutations conductrices (dites drivers) 

 

Les mutations conductrices (dites drivers) sont des altérations génomiques qui 

confèrent un avantage sélectif à la cellule cancéreuse. Un séquençage nouvelle 

génération couplé à une analyse bioinformatique nous permet aujourd’hui de les 

repérer en comparant l’ADN tumoral et normal des patients atteints d’un cancer 

[45]. 

 

Les mutations conductrices sont différentes des mutations dites passagères dans 

le sens où ces dernières ne confèrent pas d’avantage sélectif à la cellule 

cancéreuse [46]. Elles peuvent également se distinguer par leur récurrence, les 

mutations conductrices étant plus fréquentes dans un échantillon (après 

correction de la taille des gènes) ; Mais aussi par la prédiction de l’impact 

fonctionnel via des algorithmes [47-51] (fig. 5). Les mutations conductrices 

apparaissent souvent dans les régions qui codent pour des protéines et au sein 

d’importants domaines fonctionnels de la protéine [46]. Cependant, il est de plus 

en plus reconnu que les mutations dans les régions non-codantes du génome, 

comme une mutation par site d’épissage ou dans les régions promotrices peuvent 

également être des mutations conductrices. Ainsi, l’information de la localisation 

de la mutation dans le génome n’est pas un facteur discriminatoire pour indiquer 

si une mutation est conductrice ou passagère [47]. La sélection qui s’effectue au 

sein même de la tumeur permet de sélectionner celles qui avantagent la cellule en 

la rendant notamment plus proliférative, moins prône à la mort cellulaire et moins 

différenciée [46]. 
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Nous savons qu’il y a plusieurs classes de gènes qui ont besoin d’être mutés pour 

la progression du cancer. Il y a les tumeurs-suppresseurs, les gènes qui protègent 

nos cellules du cancer, qui ont donc besoin d’être inactivés ou supprimés par des 

mutations, ainsi que les oncogènes qui favorisent le développement du cancer. 

Ces gènes ont besoin d’être suractivés par des mutations ou par des 

amplifications du même gène pour l’initiation ou la progression du cancer [48]. 

Donc les mutations conductrices dans les tumeurs-suppresseur mènent 

généralement à une perte de fonction : mutations non-sens, des délétions ou des 

insertions alors que les mutations dans les oncogènes mènent à un gain de 

fonction [48]. Dans la LAL on retrouve des gènes tumeurs-suppresseurs majeurs 

comme : CDKN2A, WT1, RB1, p53, IKZF1, PAX5 [52 – 56]. Au niveau des 

oncogènes on retrouve principalement : BCR-ABL, TEL-AML1, MLL-AF4, E2A-

PBX, SIL-TAL1, MYC, JAK1, HOX11, STAT5, NOTCH1, FLT3 [53, 55, 57 -60]. 

La construction d’un répertoire de mutations impliquées dans la susceptibilité aux 

cancers, l’initiation et la progression de la maladie, a été entrepris dans de 

nombreux laboratoires [61]. De nouvelles mutations conductrices ont été 

identifiées dans les cancers de la prostate [62], du sein [63], et des leucémies 

[64]. Le next-generation sequencing (NGS) est ainsi devenu un outil majeur pour 

ces laboratoires qui tentent de les identifier. Des méthodes bioinformatiques 

peuvent ensuite les prioriser en fonction de la récurrence et de l’impact prédit (fig. 

5). Ensuite, il est possible de valider l’impact de la mutation à l’aide d’analyses 

fonctionnelles ciblant des caractéristiques d’une cellule cancéreuse telles que la 

prolifération, la résistance à la mort cellulaire, ou l’invasion par exemple [65].  

Ce répertoire de mutations pourrait aider, au point de vue clinique, à identifier de 

nouvelles cibles thérapeutiques, et offrir ainsi un traitement personnalisé pour les 

patients atteints d’un cancer. Une tumeur étant hétérogène, le risque est de 

proposer une thérapie ciblée efficace uniquement sur la sous-population de 

cellules cancéreuses que l’on a prélevées [66]. 
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Figure 5. Stratégie pour l’identification de mutations conductrices. Un projet de 

séquençage du génome du cancer commence par un whole-genome 

sequencing (WGS) ou un whole-exome sequencing (WES). Différentes 

méthodes sont utilisées pour détecter les mutations somatiques 

(exemple : VarScan 2). Ensuite, plusieurs stratégies peuvent être 

employées afin de prioriser ces mutations pour les valider 

fonctionnellement. Ces stratégies incluent la détection des mutations 

récurrentes et la prédiction de l’impact fonctionnel. Aucune de ces 

approches n’est parfaite et on se retrouve à la fin avec une liste de 

mutations conductrices et passagères. Pour les discriminer, on peut 

valider l’effet de la mutation grâce à des techniques expérimentales. 

Figure reproduite de Vandin, 2014. 
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1.4. Les caractéristiques du cancer 

Des modèles mathématiques estiment que 5 à 8 mutations conductrices sont 

requises pour développer un cancer [67, 68]. Les cancers acquièrent, via ces 

mutations conductrices, une variété de phénotypes qui vont leur permettre de 

progresser jusqu’au développement de métastases. Ces phénotypes sont les 

caractéristiques du cancer [69]. Ils incluent l’auto-suffisance en signaux de 

croissance, l’insensibilité aux signaux inhibiteurs de la croissance, l’évasion de 

l’apoptose, le potentiel réplicatif illimité, l’angiogénèse, la capacité d’invasion des 

tissus et de formation de métastases [69] (fig.6), ainsi que la reprogrammation 

métabolique, et la capacité d’évader le système immunitaire (fig. 7) [70]. En effet, 

l’acquisition de ces 8 caractéristiques du cancer dépend en large partie d’une 

succession d’altérations dans le génome de cellules néoplasiques [70]. On parle 

alors d’un modèle de formation du cancer en plusieurs étapes nécessitant de 

multiples altérations (donc étapes) touchant des processus cellulaires distincts 

pour qu’un cancer se développe [71]. 
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Figure 6. Les caractéristiques du cancer. Figure reproduite de Hanahan and 

Weinberg, 2000 [69]. 
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Figure 7. Les caractéristiques émergentes du cancer et les caractéristiques qui 

leur en donnent la capacité. Figure reproduite de Hanahan and 

Weinberg, 2011 [71]. 

 

1.5. Les bases génétiques de la LAL 

La majorité des cas de LAL de l’enfant présente des anomalies chromosomales 

communes.  

Dans la LAL pré-B, on retrouve des hyper et hyplodiploidies et des translocations 

récurrentes incluant la t(12;21), codant pour la fusion ETV6-RUNX1 (TEL-AML1); 

la t(1;19), codant pour la fusion TCF3-PBX1 (E2A-PBX1); la t(9;22), codant pour 

la fusion BCR-ABL1. Beaucoup de réarrangements chromosomiques touchent 
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des gènes qui régulent l’hématopoïèse (exemples : ETV6 et RUNX1), qui activent 

des oncogènes (exemple ABL1). Egalement, environ 20% des cas de LAL pré-B 

présentent des altérations génétiques qui activent constitutivement la voie des 

tyrosines kinases et qui peuvent être traités par un traitement incluant des 

inhibiteurs de tyrosine kinase (exemple : ABL1) [5, 43] (fig. 8). 

Alors que dans la LAL pré-T, on retrouve des mutations activatrices de NOTCH1 

et des réarrangements des facteurs de transcription HOX11, LYL1, TAL1 et 

KMT2A [44] (fig. 8).  

On observe, de manière générale, de nombreuses mutations au niveau des voies 

régulatrices du cycle cellulaire (TP53, RB1 et CDKN2A), des récepteurs de 

cytokines et de la voie de signalisation RAS/MAPK et JAK/STAT (ABL1, ABL2, 

CRLF2, CSF1R, EPOR, FLT3, IL2RB, IL7R, JAK1, 23 JAK2, JAK3, NTRK3, et 

PDGFRB) et de régulateurs épigénétiques (EZH2, CREBBP, SETD2, 

MLL2/KMT2D et WHSC1/NSD2) [43, 50]. 
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Figure 8. Anomalies cytogénétiques et moléculaire de la LAL de l’enfant. Les 

segments en bleu et jaune représentent celles retrouvées dans la LAL 

pré-B. Les segments en rouge concernent, eux, les anomalies 

retrouvées dans la LAL pré-T. Figure reproduite de Inaba, Greaves, 

and Mullighan, 2013 [5]. 

 

Malgré ces évènements mutationnels impliqués dans la LAL qui ont été identifiés, 

il reste encore des efforts à faire afin de mieux diagnostiquer et donner un meilleur 

pronostic pour les patients atteints de la maladie en particulier ceux qui ont un 

risque élevé de rechutes.  
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Aujourd'hui, le séquençage de nouvelle génération (Next-generation sequencing) 

(NGS) offre la possibilité de déterminer le paysage génomique spécifique aux 

cancers. Le NGS est à l'origine d'avancées extraordinaires dans la 

compréhension de la biologie des cancers. Il représente cependant un défi 

d'analyse majeur étant donné la masse d’information générée [43]. Ils permettent 

d’identifier des gènes et des mutations ayant le potentiel de jouer un rôle 

conducteur (driver) dans le cancer étudié. De nombreuses études ont ainsi 

contribué à la construction d'un répertoire d'altérations concernant des centaines 

de gènes impliqués dans la LAL [50, 64, 72-75]. De plus, par l'intégration de 

données d'expression et de méthylation, nous avons pu identifier les voies de 

signalisation dérégulées au niveau de la LAL-B [76, 77].  

Dans notre laboratoire, nous avons réalisé le séquençage des exomes provenant 

de 389 enfants atteint de la LAL pré-B (figure 43 –Annexe C). La comparaison des 

données génomiques provenant du matériel normal et tumoral des patients à 

l’aide de notre pipeline bio-informatique a permis d’identifier 485 mutations 

candidates potentiellement impliquées dans la leucémogénèse [78] (figure 44 – 

Annexe D). Ceci a mené, entre autres, à la caractérisation de nouveaux drivers 

des LAL pré-B [79, 80] et LAL pré-T pédiatriques [78]. Dans ce répertoire de 

mutations potentiellement conductrices, une mutation était récurrente. La mutation 

faux-sens c.t697a dans le gène PDF a été retrouvée chez trois patients atteints de 

la LAL pré-B avec hyperdiploïdie (Tableau V). Cette mutation n’avait jamais été 

répertoriée et s’avérait intéressante à être étudiée dans le cadre de la maîtrise. 
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1.6. La peptide deformylase mitochondriale (PDF) 

 

1.6.1. Structure et fonction 

Le gène PDF sur lequel on a retrouvé la mutation c.t697a se trouve sur le 

chromosome 16 (à la position 16q22.1). Ce gène compte deux exons séparés par 

un intron de 780 pb il est composé en tout de 1975 pb (fig.9). 

Le gène PDF code pour la protéine peptide deformylase mitochondriale qui est 

composée de 243 acides aminés. C’est une métalloenzyme  essentielle qui 

s’exprime ubiquitairement. La structure de cette enzyme mitochondriale est 

connue [81]. Elle possède un domaine fonctionnel de 147 résidus et une queue en 

C-terminal de 21 résidus qui contient le motif caractéristique HEXXH des 

métalloenzymes qui est crucial à leur activité [81,82] (fig. 10). La structure 

tridimensionnelle du domaine fonctionnel a été déterminée par cristallographie et 

par spectrophotométrie de masse [81]. La structure est formée d’une série de 

brins beta antiparallèles qui entourent deux hélices alpha perpendiculaires (fig. 

10).  

 

Figure 9. Position et transcrit du gène PDF. A) Position du gène PDF (16q22.1). 

Figure obtenue à partir de GeneCard 2016 [82] B) Transcrit du gène 

PDF de 1975 pb composé de deux exons séparés par un intron. Figure 

obtenue à partir de Ensembl 2017 [83]. 

A 

B 
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Figure 10. Structure tridimensionnelle de la peptide deformylase mitochondriale. 

On peut distinguer les deux hélices alpha perpendiculaires entourées 

de brins beta antiparallèles. En haut, la queue en C-terminal de 21 

résidus Figure obtenue à partir de Pfam 2016 [84].  

La synthèse des protéines se produit après la formylation de la méthionine par la 

méthionyl-tRNA formyl transferase (FMT) et le transfert de l’initiateur chargé f-met 

tRNA au ribosome. La peptide deformylase agit dans la voie excision de la 

méthionine N-terminale (N-terminal methionine excision pathway). Son rôle est de 

cliver le groupe formyl sur la méthionine initiatrice des peptides en cours de 

traduction dans la mitochondrie afin de rendre la méthionine initiatrice accessible 

pour que la Methionine aminopeptidase puisse la cliver [83]. 
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1.6.2. La chaîne de respiration mitochondriale 

 

La mitochondrie joue un rôle central dans la production d’énergie pour la cellule. 

Les maladies mitochondriales ont comme caractéristique commune une 

perturbation de la chaîne de respiration (CR) mitochondriale. La chaîne 

respiratoire (CR) a pour rôle essentiel la synthèse d'ATP, véritable source 

d’énergie pour les cellules. Cette synthèse se fait à partir de cinq complexes multi-

enzymatiques localisés dans la membrane interne de la mitochondrie [85].  

 

La CR est consituée de 4 complexes enzymatiques dont chacun est constitué de 

plusieurs sous-unités. Le Complexe I (NADH-déshydrogénase), le Complexe II 

(succinate-déshydrogénase), le Complexe III (coenzyme Q–cytochrome c 

réductase cytochrome b, parfois appelé coenzyme Q), le Complexe IV 

(cytochrome c-oxydase). Il y a également deux porteurs d’électrons mobiles : 

l’ubiquinone et le cytochrome c. Ainsi que l’ATP synthase (complexe V). Les 

quatre complexes ainsi que les porteurs d’électrons mobiles forment le système 

de phosphorylation oxidative [85] (fig. 11). La chaine de respiration transfère des 

électrons à travers un gradient d’énergie. L’énergie relâchée est utilisée par les 

complexes I, III, et IV pour pomper les protons à circulant dans l’espace 

intermembranaire. Un gradient électrochimique de protons est par conséquent 

généré à travers l’espace intermembrannaire. Cette force proton-motrice est 

exploitée par l’ATP synthase (complexe V) (fig. 11) [85]. 
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Figure 11. La chaîne de respiration mitochondriale localisée à l’intérieur de la 

membrane mitochondriale. Q, quinone; c, cytochrome c.  La direction 

du flux d’électrons et la capacité de pomper les protons des 

complexes I, III et IV sont indiqués par des flèches. Figure reproduite 

de Hanna and Nelson, 1998 [86]. 

 

La plupart des processus cellulaires essentiels à la survie de la cellule dépend de 

l’adénosine triphosphate (ATP). Il n’est donc pas surprenant que l’altération de 

l’activité de la chaîne de respiration mitochondriale soit associée à des 

dysfonctions cellulaires. 
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1.6.3. Le stress mitochondrial 

Dans des conditions physiologiques normales, 1 à 5% de l’oxygène est converti 

en ROS [87]. La production de radicaux ROS mitochondriaux (mROS) se passe à 

deux endroits de la chaîne de transport d’électrons : le complexe I et le complexe 

III [88]. Les ROS mitochondriaux (mROS) incluent l’oxygène (O2), l’anion 

superoxide (O2•−), le peroxide d’hydrogène (H2O2), l’oxide nitrique (NO•), le 

radical hydroxyl (OH•), et l’ion hydroxyl (OH-).  Le stress mitochondrial est 

caractérisé par la surproduction de mROS qui peuvent, d’une part, altérer la 

perméabilité membranaire et d’autre part, causer des dommages dans la 

mitochondrie, incluant des lipides, protéines et de l’ADN [89]. Ils peuvent donc 

mener à une instabilité génomique, qui est une des caractéristiques donnant la 

capacité à la cellule de présenter des phénotypes caractéristiques du cancer [71] 

(fig. 8).  Les dommages dans l’ADN mitochondrial peuvent mener à la perturbation 

de la fonction des complexes I et III [90-92]. 

Pour prévenir les dommages causés par les ROS, les cellules ont un système de 

défense antioxydant qui inclut notamment la glutathione, la thioredoxine et la 

superoxyde dismutase (SOD) [88]. Ces dernières permettent la réduction des 

oxydants afin de garder un équilibre ROS/antioxydants stable. Dans la 

mitochondrie, la peroxydase GSH détoxifie la cellule en réduisant le peroxyde 

d’hydrogène (H2O2) en eau (H2O). Un dosage de GSH ou de SOD permet de 

mettre en évidence un stress mitochondrial [89]. 

L’augmentation de mROS est une caractéristique observée dans les cellules 

cancéreuses qui est généralement attribuée à une inefficacité du transport 

d’électron dans la chaîne respiratoire mitochondriale, à un métabolisme accru, à 

un stress réplicatif induit par un oncogène, ou à une dynamique mitochondriale 

altérée [93]. 
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Plusieurs études ont démontré que la perturbation de la fonction mitochondriale, 

sous des conditions de stress oxydatif, contribue à l’apoptose [96 - 101]. Sous des 

conditions de stress oxydatif sévère, la membrane mitochondriale subit une 

transition la menant vers la perméabilité. Ainsi les pores de la membrane 

mitochondriale s’ouvrent à des molécules plus grosses (cytochrome c, 

procaspases, et facteurs d’induction de l’apoptose (apoptosis inducing factor 

(AIF)), qui peuvent perturber la chaîne de respiration mitochondriale, causer l’arrêt 

de la synthèse d’ATP, et générer des ROS en surplus. Afin de corriger la balance 

osmotique, la diffusion de molécules d’eau (H2O), résulte en un gonflement de la 

mitochondrie [96]. Ceci fera chuter le potentiel de membrane de la mitochondrie, 

et  va relâcher du cytochrome C et les autres protéines pro-apoptotiques (AIF, ou 

le facteur apoptotique 1 activateur de protéase (APAF-1) dans le cytoplasme). Le 

complexe que forme le cytochrome c, APAF-1 et la caspase 9 active d’autres 

caspases et mène à l’apoptose [100, 101].  

Dans des conditions de stress oxydatif, les gènes qui contrôlent le cycle cellulaire 

sont réprimés afin de prolonger la phase G1. Un arrêt du cycle cellulaire est requis 

afin d’évaluer la quantité d’altérations des macromolécules, et si nécessaire, 

entrer en apoptose [99].  

 

 

 

 

 

 

 



29 
 

 

1.6.4. Les ROS, des médiateurs de voies de signalisation 

 

Les ROS jouent également un rôle de médiateur dans des voies de signalisation 

telles que la prolifération, la différenciation et la mort cellulaire [92 – 97, 101-103]. 

Les voies de signalisation des Mitogen-activated protein kinases (MAPK), comme 

ERK, JNK, p38 kinase, ou BMK1/ERK5, consistent en une cascade d’activation 

par phosphorylation de différentes kinases, servant à activer certains facteurs de 

transcription dans le noyau de la cellule [104-108]. De cette façon, les MAPK 

jouent des rôles dans la prolifération, la différenciation, le développement, le cycle 

cellulaire, la survie et la mort cellulaire. Les ROS agissent comme des activateurs 

des récepteurs EGF et PDGF, qui peuvent stimuler Ras une MAPK, et peuvent 

mener à l’activation de la voie de signalisation ERK [102, 105, 108] (fig. 12). De 

plus, il a été démontré que les ROS pouvaient également activer les voies de 

signalisation JNK, p38 kinase, BMK1/ERK5 [101, 105] (fig. 12). 
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Figure 12. “Cross talk” entre les ROS et les voies de signalisation des MAPK. 

MAPK (mitogen-activated protein kinase), ERK (extracellular signal-

related kinases), JNK (c-Jun N-terminal kinases), p38 (p38 kinase), 

BMK1/ERK5 (big MAP kinase 1), MAPKKK (MAP kinase kinase 

kinase), MAPKK (MAP kinase kinase), MAPK (MAP kinase), PLC 

(phospholipase C), IP3 (inositol trisphosphate), DAG (diacylglycerol). 

Figure reproduite de Dong, 2016 [94]. 
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1.6.5. L’implication de PDF dans le cancer 

Plusieurs articles ont soulevé l’implication de la peptide déformylase dans le 

cancer. Cette protéine a été retrouvée sur-représentée dans des cellules 

cancéreuses de sein, du colon, du poumon et dans des échantillons de leucémies 

aiguës myéloïdes.  [115, 116]. Ces données suggèrent que PDF peut être un 

potentiel oncogène qui favorise le développement de la tumeur. Ainsi, l’inhibition 

de PDF est possiblement une nouvelle approche dans la thérapie des cancers. 

Toutefois, son implication dans la LAL n’a jamais été étudiée.  

 

1.7. Hypothèse de recherche et but du projet 

Bien que des avancées thérapeutiques ont permis une augmentation de la survie 

des patients atteints de la LAL pré-B, cette dernière demeure le cancer 

pédiatrique le plus fréquent et l’une des causes principales de mortalité par 

maladie chez les enfants de moins de 14 ans. De plus, environ 20% des enfants 

continuent de rechuter et le pronostic post-rechute demeure pauvre.   Les 

rechutes peuvent même toucher des cas de LAL avec cytogénétique favorable 

telles que les leucémies hyperdiploïdes ou porteuse de la translocation t(12 ;21) 

[109].  

Afin d’optimiser les traitements et leurs issues à l’aide d’une thérapie 

personnalisée il faut identifier les mutations conductrices de la leucémogénèse. 

Dans le cadre de notre programme de recherche sur l’étude des déterminants 

génomiques de la LAL de l’enfant, nous avons identifié une mutation récurrente 

dans le gène PDF. Mon hypothèse de recherche est que cette mutation récurrente 

p.F233I sur PDF est une mutation conductrice de la leucémogénèse. Ainsi, le but 

de mon projet est de déterminer le potentiel conducteur (driver) de la nouvelle 

mutation récurrente p.F233I dans PDF. Ceci permettrait de mieux comprendre 

l’étiologie de la LAL. 
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1.8. Objectifs du projet 

Mes principaux objectifs sont : 

 

1) de déterminer le rôle de la peptide deformylase mitochondriale dans la LAL et 

2) de valider fonctionnellement la mutation PDF p.F233I dans des modèles 

cellulaires de LAL. 

Comme il était difficile de prévoir le sens de l’impact fonctionnel de cette mutation 

i.e. perte ou gain de fonction, j’étais confrontée à deux possibilités : la peptide 

deformylase joue un rôle de suppresseur de tumeur et la mutation mène à une 

perte de fonction ou PDF possède un potentiel oncogène et ainsi la mutation 

mènerait à un gain de fonction. J’ai donc opté pour deux stratégies différentes :  

1) étude d’inhibition de la protéine peptide deformylase à l’aide de l’actinonin, un 

inhibiteur compétitif et réversible ou par répression à l’aide de shRNAs  

2) étude de l’impact de la mutation par des analyses de surexpression des formes 

sauvage et mutante de PDF.  

Pour ces 2 stratégies, j’ai effectué une série de tests fonctionnels sur le 

métabolisme, l’apoptose et la prolifération cellulaire. 
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Chapitre 2. Matériel et méthodes 
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2.1. Culture des lignées cellulaires 

Les expériences ont été effectuées sur les lignées cellulaires Reh et 697, deux 

lignées pré-B leucémiques, cultivées dans du milieu RPMI-1640 (Wisent), avec 

100 IU/ml pénicilline et 100 µg/ml streptomycine (Wisent), supplémenté avec 10% 

de FBS. Ces deux lignées cellulaires partagent le même immunophénotype (pré-

B) que les trois patients de la cohorte QcALL qui portent la mutation c.t697a sur 

PDF.  

La lignée cellulaire HEK293T a été cultivée dans du milieu DMEM (Wisent) avec 

100 IU/ml pénicilline et 100 µg/ml streptomycine, supplémenté avec 10% de FBS 

(Wisent). 

Les cellules ont été cultivées à 37°C dans une atmosphère humidifiée régulée à 

5% de CO2 et dans du milieu frais changé tous les deux à trois jours. 

 

 

2.2. Expériences de surexpression de la mutation c.t697a sur le gène PDF 

dans des lignées cellulaires 

La mutation c.t697a a été induite par mutagénèse dirigée en utilisant comme 

gabarit le cDNA wild-type du gène PDF. Le plasmide contenant le cDNA du gène 

PDF a été commandé à partir de la Harvard PlasmID Database. Le plasmide 

choisi est pCMV-SPORT6, il contient les séquences attB1 et attB2 nécessaires au 

clonage Gateway (fig. 13). Après réception du plasmide, il est dosé puis dilué à 

10ng/µL. 
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Figure 13. Structure du plasmide pCMV-SPORT6 [125]. 

 

Une série de clonages a permis d’obtenir des vecteurs d’expression pLenti 

contenant le gène PDF sous sa forme sauvage (PDF_WT_pLenti) et sous sa 

forme mutée (PDF_c.t697a_pLenti). Ces constructions ainsi que des vecteurs 

d’empaquetage ont été utilisés pour produire des lentivirus grâce à une 

transfection dans des cellules HEK293T. Les lentivirus résultants ont été utilisés 

pour infecter de façon stable les lignées cellulaires leucémiques pré-B 697 et Reh. 

Plusieurs tests fonctionnels ont été effectués sur ces lignées afin de comparer les 

effets de la surexpression des formes sauvage et mutée du gène PDF (fig. 14). 
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Figure 14. Schéma de l’approche mise en place pour générer les formes sauvage 

et mutée (mutation c.t697a) du gène PDF. 

 

2.2.1. Mutagénèse dirigée  

La mutation faux sens c.t697a a été introduite dans le gène PDF grâce à une 

mutagénèse dirigée, effectuée par le kit QuickChange II Site-Directed 

Mutagenesis (Agilent Genomics) en suivant les instructions du fabricant. Le cycle 

PCR est le suivant : 1minute à 95°C, 18 cycles de 50 secondes à 95°C + 50 

secondes à 60°C + 6 minutes à 68°C, et 7 minutes à 68°C. 
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La procédure consiste à utiliser le vecteur double brin d’ADN PDF_WT_pCMV-

SPORT6 et deux amorces synthétiques d’oligonucléotides contenant la mutation 

c.t697a sur le gène PDF (Tableau I). Les amorces d’oligonucléotides, chacune 

complémentaire au brin opposé du vecteur, sont prolongées pendant les cycles 

de températures par la PfuUltra HF DNA polymerase. L’extension des amorces 

d’oligonucléotides génère un plasmide muté. Puis le produit est traité à l’enzyme 

DpnI, une endonucléase spécifique à l’ADN méthylé et hémiméthylé, afin de 

digérer l’ADN modèle parental (fig. 15). Le vecteur d’ADN contenant la mutation 

désirée PDF_t697a_pCMV-SPORT6 est ensuite utilisé pour transformer les 

bactéries XL-Gold Ultracompetent Cells, elles-mêmes étalées sur un pétris d’agar 

contenant du milieu LB et de l’ampicilline à 100µg/mL. Le lendemain on repique 

12 colonies que l’on fait croitre indépendamment en suspension dans du milieu de 

culture LB. On purifie ensuite l’ADN plasmidique de chaque clone à l’aide de la 

trousse QIAprep Spin Miniprep (Qiagen). L’intégrité des formes mutante et 

sauvage a été validée par séquençage Sanger au Génome Québec Innovation 

Centre en utilisant les amorces présentées dans le tableau III. Ceci nous permet 

de vérifier si la mutagénèse dirigée a bien fonctionné et que le gène PDF a 

conservé son intégrité. On choisit alors un des clones qui remplit ces deux 

critères.  

Manipulation Nom de l’amorce Séquences 

Mutagénèse 

dirigée 

PDF_t697a_sens 
5’-CCA ATA GAC GTT TGT GAT CGT CCT GCT GTC 

CAT TT -3’ 

PDF_t697a_as 
5’- AAA TGG ACA GCA GGA CGA TCA CAA ACG TCT 

ATT GG -3’ 

Séquençage 

Sanger du gène 

PDF 

PDF_F1 5’- ACG GCT GGT CCA GGT GAT GC -3’ 

PDF_R1 5’- CCA CAC CAC CTG TTC TCC AT -3’ 

 

Tableau III. Liste des amorces utilisées pour la mutagénèse dirigée (mutation 

c.t697a sur le gène PDF). 
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Figure 15. Illustration du principe de mutagénèse dirigée à l’aide de la trousse 

QuickChange II Site-directed Mutagenesis [110]. 
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2.2.2. Sous-clonage dans un vecteur Gateway  

Après avoir séquencé 12 clones issus du sous-clonage Gateway, j’ai choisi le 

clone #3 qui comportait bien la mutation c.t697a sur le gène PDF ainsi que le 

clone #9 qui contient le gène PDF WT. Les clones sélectionnés sont ensuite 

utilisés pour un sous-clonage dans un vecteur Gateway (Invitrogen). Il s’agit de 

transférer le gène PDF du vecteur pCMV-SPORT6 contenant les séquences 

(attB) vers le vecteur pDONR221 (attP) (réaction BP). Puis du vecteur pDONR221 

(attL) vers le vecteur pLenti (attR) (réaction LR) (fig. 16). Pour cela, on utilise 

350ng de PDF_WT_pCMV-SPORT6 ou PDF_t697a_pCMV-SPORT6 avec 150ng 

de pDONR221 + 6µL TE Buffer, pH8,0  + 2µL BP Clonase 5X (enzyme) qu’on 

incube à température ambiante pendant 16h. On ajoute par la suite 1µL de 

protéinase K dans l’échantillon qu’on place pendant 10 minutes à 37°C afin de 

mettre fin à la réaction. Puis pour la réaction LR on utilise 150ng 

PDF_WT_pDONR221 ou PDF_t697a_pDONR221 + 6µL TE Buffer, pH8,0 + 2µL 

LR Clonase 5X (enzyme) + 150ng pLenti qu’on incube à température ambiante 

pendant 16h. 

On utilise ensuite la nouvelle construction PDF_WT_pLenti ou PDF_t697a_plenti 

pour transformer les bactéries compétentes Stbl3 qu’on étale sur un pétri d’agar 

contenant du milieu LB et de l’ampicilline à 100µg/mL. Le vecteur pLenti est un 

vecteur d’expression qui contient une séquence de résistance à la puromycine. 
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Figure 16. Schéma du mécanisme de la technologie Gateway [111]. 

 

Afin de vérifier qu’après la mutagénèse dirigée et le sous-clonage Gateway du 

plasmide PDF_t697a_pCMV-SPORT6 on a obtenu la bonne construction 

plasmidique, on effectue une digestion enzymatique sur les clones sélectionnés : 

le clone #3 (PDF_t697a_pLenti) et le clone #9 (PDF_WT_pLenti) avec l’enzyme 

KpnI pendant une heure à 37°C. Les différentes tailles moléculaires des 

fragments d’ADN digérés par KpnI ont été révélées à l’aide d’une électrophorèse 

sur gel d’agarose 0,8%. 
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2.3. Réduction de l’expression de PDF à l’aide de shRNAs 

Quatre shRNAs distincts (shRNAs #23, #24, #25 et #27) ont été utilisés pour 

inhiber l’expression du gène PDF.  Nous avons obtenu ces shRNAs grâce à une 

collaboration avec Dr. Stéphane Gobeil (CHUL, Québec). Ces shRNAs sont 

contenus dans un plasmide pLKO.1-puro qui possède une résistance à la 

puromycine.  

Comme dans la production de lentivirus, on utilisera ces constructions ainsi que 

des vecteurs d’empaquetage pour produire des lentivirus qui serviront à infecter 

les lignées cellulaires 697 et Reh. 

Le sh#C002 contenu dans le plasmide pLKO.1-puro (Sigma) est utilisé comme 

shRNA contrôle car il ne cible aucune séquence d’ARNm de mammifère et qu’il 

est contenu dans le même vecteur que les shRNAs ciblant l’ARNm de PDF. 

 

2.4. Production de lentivirus 

 

Des particules lentivirales ont été produites à l’aide du système d’encapsidation 

des plasmides de troisième génération suite à la transfection des cellules 

HEK293T. On met en culture 15 x 106 de cellules en pétri de 20cm. 24h après, on 

y distribue 6μg de pRSV-Rev, 7.8μg de pMD2.G, 15μg pMDLg/pRRE (Annexe B), 

ainsi que 9 μg de plasmide d’intérêt pLenti (contenant PDF_WT, PDF_t697a, ou 

vide utilisé comme contrôle) ou pLKO.1 (contenant le shRNA contre PDF #24 ou 

sh#C002 utilisé comme contrôle), dans 3.5 ml de RPMI contenant 36 µl de 

Lipofectamine 2000 (Thermo Fisher Scientific) comme agent de transfection. Le 

milieu des cellules a été changé 18h après transfection par 20 ml de milieu 

complet. Le surnageant contenant les particules virales libérées a été récolté 

après 30h d’incubation. Puis il est centrifugé 5min à 4000rpm, et conservé à -

80°C. Ces virus serviront à infecter les lignées cellulaires 697 et Reh pour réaliser 

des tests fonctionnels. 
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2.5. Analyse de qRT-PCR en temps réel. 

L’ARN des cellules a été extrait avec le RNeasy Mini kit (QIAGEN) en suivant le 

protocole du fabricant. Une étape de dénaturation de l’ARN est réalisée avant la 

réaction de transcriptase inverse. Pour cela, les échantillons d’ARN sont incubés 

5 minutes à 65°C. Par la suite, la réaction de transcription inverse est réalisée 

dans chacun des échantillons contenant 175ng d’ARN total, 0,5 mM de chaque 

dNTPs (dATP, dGTP, dCTP, dTTP à pH neutre), 250ng d’oligo (dT)12-18, 10 mM 

DTT, 50 mM Tris-HCl (pH 8,3), 75 mM KCl, 3 mM MgCl2, 2U d’inhibiteur de 

RNAse et 100 U de M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen). Les échantillons 

sont incubés à 37°C pendant 50 minutes et inactivés à 70°C pendant 15 minutes. 

L’ADNc produit lors de cette réaction est utilisé comme matériel de départ pour 

une amplification par qPCR en temps réel. 

Nous avons utilisé l’appareil ABI PRISM 7000 Sequence Detection System 

(Applied Biosystems) afin d’amplifier l’ADNc par qPCR. On utilise un volume total 

de 25μL contenant 0,5μL d’ADNc, 1X SYBR Green PCR Master Mix (Applied 

Biosystems) et 0,2μM de chaque amorce (Tableau IV). Le SYBR Green est le 

fluorochrome qui permet la détection des ADN double brins générés pendant le 

PCR. Cela permet de quantifier cycle par cycle l’amplification de l’ADNc. Le 

programme PCR est le suivant : 2 minutes à 50°C, 10 minutes à 95°C, 40 cycles 

de 15 secondes à 95°C suivi d’une minute à 60°C. Une courbe de dissociation est 

générée afin de contrôler la spécificité de l’amplification. Les valeurs d’expression 

des gènes ont été normalisées par rapport à l’expression du gène de référence 

GAPDH. La méthode comparative de Livak et al. (2-ΔΔCt) a été utilisée pour 

calculer l’expression relative des gènes d’intérêt [112].  
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Tableau IV. Liste des amorces utilisées pour les expériences de qPCR. 

2.6. Infection des lignées cellulaires 697 et Reh 

L’infection des cellules pré-B leucémiques 697 et Reh se fait dans une plaque 6 

puits où on dépose, dans chaque puits, un million de cellules dans 1mL de milieu 

RPMI + 10% de FBS + 12,5 de polybrène ainsi qu’1mL de lentivirus. 24h après 

l’infection, on ajoute 1 mL de milieu frais RPMI + 10% de FBS dans chaque puits. 

Après une incubation de 48h à 37°C et 5% de CO2, les cellules sont comptées à 

l’aide d’un compteur Beckman Coulter Z1 Particle Counter (LabX) afin de les 

diluer à 500 000 cellules/mL dans du milieu frais complet. Au quatrième jour post-

infection, les cellules sélectionnées avec 1µg/µL de puromycine, sont diluées à 

500 000 cellules/mL dans du milieu frais complet + 1µg/mL de puromycine et 

transférées dans un T25. 24h après la sélection à la puromycine,  les cellules 

vivantes colorées au bleu de trypan sont comptées afin de déterminer la vitesse 

de croissance. Trois millions de cellules sont ensuite prélevées et centrifugées 

afin de garder le culot pour usage ultérieur. 

 

2.7. Test d’apoptose 

L’apoptose a été mesurée à l’aide de la trousse Alexa Fluor® 488 Annexin 

V/Dead Cell Apoptosis (Thermo Fisher) en suivant les instructions du fabricant. 

Les cellules ont été mises en culture à la concentration de 250 000 cellules/mL 

dans du milieu complet, avec ou sans actinonin 13µM pendant 24h afin d’inhiber 

l’action de la peptide déformylase, ou pendant 18h avec ou sans 50µM de 

peroxide d’hydrogène (H2O2) afin d’induire un stress oxydatif. Les cellules ont 

Manipulation Nom de l’amorce Séquences 

qPCR ciblage 

du gène GAPDH 

PDF_RT4_F 5’- CTT CCC CCT GCG CGT G -3’ 

PDF_RT4_R 5’- CAT TGG GGT CCA GCC CTG A -3’ 

qPCR ciblage 

du gène GAPDH 

GAPDH-RT-F1 5’- GAT CAT CAG CAA TGC CTC -3’ 

GAPDH-RT-R1 5’- TGT GGT CAT GAG TCC TTC CA -3’ 
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ensuite incubées avec 0,3 µg d’Annexin V Alexa Fluor® et 2µg de propidium 

iodide (PI) à température pièce pendant 25 minutes. Les cellules doublement 

marquées sont ensuite analysées par cytométrie en flux. Le pourcentage de 

cellules apoptotiques a été mesuré par le FACS Fortessa en utilisant le logiciel BD 

FACSDiva (BD Biosciences) et en suivant les instructions du fabricant. Le taux 

d’apoptose est calculé en regroupant les pourcentages de cellules marquées par 

l’AnV seulement (phase d’apoptose précoce) et marquées simultanément par 

l’AnV et le PI (phase d’apoptose tardive ou nécrose). Chaque expérience a été 

réalisée en triplicata techniques sur deux réplicas biologiques (expériences 

répétées séparément). 

 

2.8. Test de prolifération cellulaire 

La prolifération cellulaire a été mesurée à l’aide d’un décompte cellulaire avec le 

Beckman Coulter Z1 Particle Counter (LabX). Les cellules ont été mises en 

culture à 200 000 cellules /mL dans 2mL de milieu complet avec ou sans actinonin 

13µM.  Le compte de cellule a été mesuré à la même heure tous les jours pendant 

5 jours. Chaque expérience a été réalisée en triplicata techniques sur deux 

réplicas biologiques (expériences répétées séparément). 

 

2.9. Test de production d’ATP 

 
La production d’ATP a été mesurée à l’aide d’un essai au Titer glo CellTiter-Glo® 

Luminescent Cell Viability (Promega). Les cellules ont été mises en culture dans 

une plaque 24 puits à 500 000 cellules /mL dans 2mL de milieu complet avec ou 

sans actinonin 13µM. Après 24h, chaque puits de cellules est compté au 

Beckman Coulter Z1 Particle Counter (LabX), et 50µL de solution CellTiterGlo 

sont ajoutés dans chacun des puits. La plaque a été agitée 2min à 700 rpm pour 

permettre la lyse des cellules, puis incubée pendant 10 minutes à température 

pièce. La mesure de la luminescence, issue de la réaction entre l’ATP présente 

dans les cellules et la solution CellTiterGlo, a ensuite été effectuée grâce au 
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lecteur de plaque Envision (Perkin-Elmer). Le comptage de cellule réalisé au 

préalable permet de normaliser les données de luminescence au nombre de 

cellule dans chaque puit. Cela permet de connaître le niveau d’ATP produit par 

cellule métaboliquement active dans chaque échantillon. Chaque expérience a été 

réalisée en triplicata technique sur deux réplicas biologiques (expériences 

répétées séparément). 

 

 

2.10. Test de production mROS 

 

Pour mesurer le niveau de mitochondrial Reactive Oxygen species (mROS) dans 

les cellules 697 et Reh, les cellules sont incubées à 250 000 cellules/mL dans 

2mL de milieu complet avec ou sans 13µM d’actinonin. Les cellules sont 

marquées au Mitotracker Red 10nM, spécifique aux mROS, pendant 20 minutes à 

37°C et 5% de CO2. La fluorescence est ensuite mesurée par cytométrie en flux 

avec le FACS Fortessa en utilisant le logiciel BD FACSDiva (BD Biosciences) et 

en suivant les instructions du fabricant. Chaque expérience a été réalisée en 

triplicata technique sur deux réplicas biologiques (expériences répétées 

séparément). 
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Chapitre 3. Résultats 
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3.1. Identification de mutations potentiellement conductrices (driver 

mutations). 

Dans le contexte du programme de recherche sur les déterminants génomiques 

de la LAL, nous avons réalisé un séquençage de l’exome de 389 enfants  atteints 

de la LAL de type B.  Ces patients provenaient de la cohorte Quebec Childhood 

ALL (QcALL) [106].  En comparant les données génomiques provenant du 

matériel normal et tumoral, il a été possible d’identifier une liste de mutations 

conductrices potentiellement impliquées dans la leucémogénèse. En utilisant une 

combinaison d’outils bioinformatiques, un processus d’annotation par les 

biologistes et une validation des anomalies [113], nous avons priorisé une liste de 

485 mutations conductrices candidates.    

Une de ces mutations, la mutation faux-sens c.t697a dans le gène de la peptide 

déformylase mitochondriale (PDF) a été sélectionné pour mon projet à cause de 

sa récurrence.  Effectivement, cette mutation a été retrouvé chez 3 patients LAL 

de type pré-B avec hyperdiploïdie (Tableau V) fréquence de 1,05% dans notre 

cohorte). Cette mutation n’avait jamais été répertoriée.  Cette mutation faux-sens 

est prédite pour avoir un impact fonctionnel. En résumé, la récurrence, la 

nouveauté et l’impact fonctionnel prédit  ont guidé le choix de cette mutation 

c.t697a dans le gène PDF pour mon projet de maîtrise. 

 

Gene Sample 
Age 

(yo) 
Pos_hg19 Ref Var Type subgroup gender diagnosis Immuno-

phenotype 

PDF 65_T 5 69362960 A T nonsynonymous Hyperdiploidy F ALL Pre-B 

PDF 347_T 3 69362960 A T nonsynonymous Hyperdiploidy M ALL Pre-B 

PDF 337_T 3 69362960 A T nonsynonymous Hyperdiploidy F ALL Pre-B 

Tableau V.  Caractéristiques des trois patients LAL partageant la mutation 

c.T697A sur le gène PDF. 
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3.2. Les mutations sur PDF 

PDF est retrouvé muté dans plusieurs cancers (fig. 17) [114]. La mutation PDF 

p.F233I est une mutation faux-sens qui n’a jamais été répertoriée et qui se trouve 

hors du domaine de fonction de la protéine mais qui pourrait jouer un rôle sur sa 

structure par exemple (fig. 18). 

 

Figure 17. Les différentes altérations du gène PDF à travers les cancers. En 

rouge les amplifications ; En bleu les délétions ; En vert des mutations 

ponctuelles. Données COSMIC   [114]. 
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Figure 18. Mutations connues sur la peptide déformylase ainsi que la nouvelle 

mutation identifiée p.F233I. En bleu les mutations faux-sens ; En vert 

les mutations silencieuses. Figure obtenue à partir de Protein Painter. 

 

 

3.3. Constructions plasmidiques 

 

Les plasmides PDF_WT_pLenti et PDF_t697a_pLenti sont représentés par la 

construction PDF_pLenti sur la figure 19. La présence de la mutation c.t697a sur 

le gène PDF dans le vecteur pLenti a été validée par séquençage Sanger (fig. 20) 

ainsi que par digestion enzymatique avec KpnI  (fig. 21) afin de vérifier l’intégrité 

de la construction. J’ai également vérifié l’intégrité des plasmides PDF_WT_pLenti 

(clone#3) et PDF_t697a_pLenti (clone#9) à l’aide d’une digestion enzymatique et 

d’une migration sur gel d’agarose. L’outil NEBcutter V2.0 (New England BioLabs) 

m’a permis de simuler la digestion enzymatique des constructions plasmidiques 

avec KpnI (fig. 21) et de la comparer avec la migration sur gel d’agarose.  

On peut voir sur les chromatogrammes de la figure 20 que la mutation c.t697a a 

bien été induite sur mon gène PDF WT dans le clone#3 et que le clone#9 a 

conservé la séquence de PDF sauvage. De plus, les tailles des deux 

fragmentsobtenus sur mon gel d’agarose pour la migration de mes deux 

échantillons (clone#3 clone#9) après digestion avec KpnI sont celles attendues. 
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Donc mes deux plasmides PDF_WT_pLenti et PDF_t697a_pLenti ont conservé 

leur intégrité après le sous-clonage Gateway. La mutagénèse a donc bien 

fonctionnée. 

 

Figure 19. Construction plasmidique de PDF_pLenti obtenue à l’aide du logiciel 

SnapGene Viewer. 
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Figure 20. Résultats du séquençage Sanger. Confirmation de la présence de la 

mutation c.t697a sur le gène PDF dans le vecteur pLenti (clone#9 ; 

chromatogramme du bas), et la version sauvage du gène PDF dans le 

vecteur pLenti (clone#3 ; chromatogramme du haut). 
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Figure 21. Migration sur gel après digestion enzymatique par KpnI de PDF_pLenti. 

A) simulation B) photo. 

 

 

3.4. Détermination de l’impact de PDF dans la LAL de l’enfant 

 

3.4.1. Inhibition 

Le rôle de PDF dans le contexte de la LAL de l’enfant n’a jamais été étudié. En 

revanche, il a déjà été identifié comme potentiellement oncogénique dans 

plusieurs cancers. En effet, la peptide déformylase a été retrouvée sur-

représentée dans plusieurs cancers [115, 116]. L’inhibition de PDF engendre une 

augmentation de l’apoptose, une perturbation de l’activité de la chaîne de 

respiration mitochondriale, et une diminution de la prolifération cellulaire dans 

différents cancers [115 - 120]. J’ai décidé de vérifier l’impact de PDF dans la LAL. 

L’inhibition de PDF dans les cellules leucémiques devrait mener à une 

augmentation de l’apoptose, une baisse de la production d’ATP et une diminution 

de la prolifération cellulaire. A l’inverse, la surexpression de PDF devrait mener à  

une diminution de l’apoptose, une augmentation de la production d’ATP et une 

augmentation de la prolifération cellulaire. 

A B 
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Afin de déterminer les effets de l’inhibition de l’action de la PDF, j’ai effectué des 

études de réduction de l’expression du gène PDF à l’aide de shRNAs. Dans un 

premier temps, j’ai testé l’efficacité de 4 shRNAs en mesurant les niveaux 

d’expression du gène PDF dans les cellules pré-B leucémiques 697 et Reh. 

Mes résultats montrent que le shRNA#24 est le plus efficace pour inhiber 

l’expression de PDF dans les deux lignées cellulaires avec environ 52% 

d’inhibition pour les 697 et environ 74% d’inhibition pour les Reh (fig. 22). C’est 

donc celui que j’ai choisi d’utiliser pour infecter mes lignées cellulaires et inhiber 

l’expression du gène PDF par la suite. 
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Figure 22. Niveaux d’expression de PDF après infection avec des shRNAs. 

Mesure par qRT-PCR de la quantité relative d’ARNm de PDF une 

semaine après infection avec des shRNAs ciblant l’ARNm de PDF 

dans les 697 (A) et les Reh (B). 

Afin de confirmer les effets de l’inhibition de PDF dans les cellules pré-B 

leucémiques 697 et Reh, j’ai utilisé l’actinonin qui est un inhibiteur compétitif et 

réversible de la PDF.  L’actinonin agit en occupant le site actif de la PDF et 

l’empêchant ainsi d’effectuer son action de déformylation des peptides traduits 

dans la mitochondrie [116]. 

A B 
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3.4.2. Déplétion de la production d’ATP 

Si la peptide deformylase était inhibée, alors les substrats de cette enzyme, soit 

entre autres, des sous-unités de la chaîne de respiration mitochondriale, ne 

seraient pas déformylés. Elles se retrouveraient mal modifiées au cours de la 

traduction. Cela perturberait l’activité de la chaîne de respiration mitochondriale, 

résultant ainsi en une déplétion de la production d’ATP dans les cellules 

leucémiques [117]. Le premier test fonctionnel réalisé fut la mesure du taux d’ATP 

dans les cellules après un traitement à l’actinonin ou après infection avec le 

sh#24.  

Suite à l’infection des lignées cellulaires pré-B leucémiques 697 et Reh par le 

sh#24, j’ai observé une diminution significative du taux d’ATP par cellule (fig. 23). 

Les 2 lignées cellulaires montrent la même tendance. 

    

 

 

 

 

 

 

Figure 23. Mesure de la quantité d’ATP par cellule après infection avec un 

shRNA. Quantité d’ATP mesurée deux semaines après infection avec 

le sh#24 dans les lignées cellulaires 697 (A) et Reh (B). 

La luminescence a été mesurée après 10 minutes d’incubation avec le 

CellTiterGlo. La significativité a été déterminée par un test two-tailed 

Mann-Whitney U : ***, P-value≤0,001 

A A B 
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L’inhibition chimique de PDF avec l’actinonin a mené à une déplétion de la 

production d’ATP par cellule (fig.24). Ces résultats confirment ceux observés lors 

de l’inhibition de l’expression de PDF par shRNA. 

 

 

 

                                                                    

 

 

 

 

Figure 24. Quantité d’ATP par cellule après un traitement à l’actinonin.  Mesure de 

la quantité d’ATP dans les 697 (A) et les Reh (B) par luminescence 

après 10 minutes d’incubation avec le CellTiterGlo. Après un traitement 

de 24h avec 13µM d’actinonin, les cellules produisent significativement 

moins d’ATP. La significativité a été déterminée par un test two-tailed 

Mann-Whitney U : ***, P-value≤0,001. 

La combinaison de ces résultats permet de mettre en évidence une perturbation 

dans l’activité de la chaine de respiration mitochondriale lorsque PDF est inhibé 

dans les cellules 697 et Reh. Cela indique également que lorsque PDF est inhibé 

on observe un dérèglement de la production d’énergie dans la cellule, qui est une 

des caractéristiques du cancer [71]. 

 

 

B A 
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3.4.3. Apoptose 

Lors de l’inhibition de PDF dans les cellules leucémiques, l’activité de la chaine de 

respiration mitochondriale étant perturbée et l’équilibre peptides méthylés et non 

méthylés étant débalancée dans la mitochondrie, cela peut induire un potentiel 

stress mitochondrial dans la cellule [119]. 

J’ai mesuré le taux d’apoptose dans les cellules 697 et Reh infectées par le 

sh#24. J’ai observé une augmentation significative du pourcentage de cellules en 

apoptose dans les deux lignées cellulaires lorsqu’on diminue l’expression de PDF. 

Cette augmentation est valable autant pour les cellules non traitées (NT) que pour 

les cellules traitées au péroxyde d’hydrogène (H2O2) donc soumises à un stress 

oxydatif (fig.25).                                                                                                          

 

 

 

 

 

 

 

Figure 25. Pourcentage d’apoptose après infection avec un shRNA, dans des 

conditions basales et après un traitement à l’H2O2. Mesure du 

pourcentage d’apoptose par cytométrie en flux 18h après le traitement 

par l’H2O2 dans les 697 (A) et les Reh (B). La significativité a été 

déterminée par un test two-tailed Mann-Whitney U : *, P-value≤0,05 ; 

**, P-value≤0,01; ***, P-value≤0,001. 

A B 
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J’ai reproduit l’expérience de mesure du niveau d’apoptose dans les lignées 

cellulaires 697 et Reh traitées à l’actinonin. J’ai ainsi observé une augmentation 

significative du pourcentage de cellules en apoptose lorsqu’elles inhibaient l’action 

de la peptide déformylase grâce à l’actinonin. J’ai observé cette augmentation 

pour les cellules NT et pour celles traitées au péroxyde d’hydrogène (fig. 26). Ces 

résultats confirment ceux observés pour l’inhibition de l’expression de PDF avec le 

shRNA. 

 

 

 

                                                                                          

 

 

 

Figure 26. Pourcentage d’apoptose après un traitement à l’actinonin, dans des 

conditions basales et après un traitement à l’H2O2. Mesure du 

pourcentage d’apoptose dans les 697 (A) et les Reh (B) par 

cytométrie en flux 18h après le traitement par l’H2O2. Le traitement à 

l’actinonin consiste en une dose de 13µM pendant 24h. La 

significativité a été déterminée par un test two-tailed Mann-Whitney U 

: ***, P-value≤0,001. 

 

Ainsi, tout comme dans d’autres lignées cancéreuses, l’inhibition de PDF 

engendre une augmentation de l’apoptose. Cela indiquerait donc que PDF aurait 

également un rôle oncogénique dans la LAL. 
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3.4.4. Production de mROS 

Les mROS sont des molécules toxiques pour la cellule. Une augmentation de la 

production de mROS dans la cellule peut provoquer un stress oxydatif et induire 

des dommages à l’ADN, ou aux protéines et lipides. De cette façon, les mROS 

contribuent à l’initiation et à la progression du cancer [93].  

J’ai mesuré la quantité de mROS dans les cellules 697 et Reh infectées par le 

sh#24. J’ai observé une augmentation significative du taux de mROS dans les 

cellules 697 et Reh exprimant moins PDF (fig. 27).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 27. Quantité de mROS après infection avec un shRNA. Mesure par 

cytométrie en flux de la quantité de mROS après un marquage de 20 

minutes au Mitotracker Red dans les 697 (A) et les Reh (B). La 

significativité a été déterminée par un test two-tailed Mann-Whitney U 

: *, P-value≤0,05 ; ***, P-value≤0,001. 
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Les cellules 697 et Reh traitées à l’actinonin produisent plus de mROS que celles 

non traitées (fig. 28). J’ai donc confirmé les résultats montrant une élévation de la 

production de mROS dans les cellules leucémiques infectées par le shRNA 

ciblant l’ARNm de PDF. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 28. Quantité de mROS après un traitement à l’actinonin. Mesure par 

cytométrie en flux de la quantité de mROS 20 minutes après un 

marquage au Mitotracker Red des cellules 697 (A) et Reh (B). Le 

traitement à l’actinonin consiste en une dose de 13µM pendant 24h. 

La significativité a été déterminée par un test two-tailed Mann-Whitney 

U : **, P-value≤0,01; ***, P-value≤0,001. 

 

3.4.5. Prolifération cellulaire 

 

Dans la littérature, l’inhibition de PDF engendre un ralentissement de la 

prolifération de cellules cancéreuses [118].  Le dernier test fonctionnel que j’ai 

effectué est celui de la mesure de la prolifération cellulaire. 
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Les cellules 697 et Reh infectées avec le sh#24 montrent un ralentissement de la 

prolifération cellulaire à partir du 3ème jour (fig. 29).  

 

 

 

 

 

 

Figure 29. Courbes de prolifération après infection avec un shRNA. Mesure au 

compteur du nombre de cellules 697 (A) et Reh (B) par mL pendant 4 

jours. La significativité a été déterminée par un test two-tailed Mann-

Whitney U : ***, P-value≤0,001. 

 

Le traitement des lignées cellulaires 697 et Reh à l’actinonin montre un effet un 

effet antiprolifératif de l’inhibition de PDF (fig. 30). 
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Figure 30. Courbes de prolifération après un traitement à l’actinonin. Mesure au 

compteur du nombre de cellules 697 (A) et Reh (B) par mL pendant 4 

jours. Les cellules sont incubées avec 13µM d’actinonin au jour 1. La 

significativité a été déterminée par un test two-tailed Mann-Whitney U 

: ***, P-value≤0,001. 

 

3.5 Validation fonctionnelle de la mutation  c.t697a sur le gène PDF 

En résumé, les expériences précédentes ont montré que l’inhibition de PDF par 

shRNAs ou par traitement à l’actinonin, mènent à une augmentation du nombre 

de cellules en apoptose ainsi que de la quantité de mROS, caractéristiques d’un 

stress mitochondrial. Un ralentissement de la prolifération ainsi qu’une déplétion 

de la production d’ATP ont également été observés.  

On peut maintenant déterminer l’impact fonctionnel de la mutation c.t697a sur le 

gène PDF.  Dans ce but, j’ai réalisé des expériences de surexpression des formes 

sauvages ou mutés de PDF sur les lignées cellulaires pré-B leucémiques 697 et 

Reh. 
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3.5.1. Surexpression de PDF 

J’ai infecté deux groupes de cellules 697 et Reh avec des lentivirus d’expression 

pLenti contenant le gène PDF wild-type (WT) ou PDF p.F233I ou avec un vecteur 

pLenti simple comme contrôle. Deux semaines après l’infection, on voit que la 

surexpression de PDF a bien fonctionné dans les deux lignées cellulaires 697 et 

Reh (fig. 31).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 31. Expression de PDF après infection avec des lentivirus. Mesure au 

qPCR de la quantité relative d’ARNm de PDF deux semaines après 

infection avec les lentivirus pLenti (contrôle), PDF WT et PDF p.F233I 

des 697 groupe 1 (A) et groupe 2 (B) et des Reh groupe 1 (C) et 

groupe 2(D). 
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3.5.2. Production d’ATP 

J’ai testé la production d’ATP dans mes lignées cellulaires 697 et Reh infectées 

avec le lentivirus pLenti, PDF WT ou PDF p.F233I. On n’observe aucune 

augmentation significative du niveau d’ATP chez les cellules surexprimant la 

forme sauvage ou mutée (fig. 32).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 32. Quantité d’ATP par cellule après infection avec des lentivirus. Mesure 

de la quantité d’ATP par luminescence après 10 minutes d’incubation 

avec le CellTiterGlo dans les 697 (A) et dans les Reh (B).  

Il est possible que cette absence de corrélation soit due à l’effet Warburg i.e. que 

la cellule compenserait sa production d’ATP en activant la voie de la glycolyse 

aérobie. Cette dernière est plus efficace pour la production d’ATP, notamment 

dans les cellules cancéreuses [121]. Si c’est le cas, les fluctuations de la 

production d’ATP par la voie de la chaîne de respiration mitochondriale ne 

seraient pas observables.  
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Afin de mettre en évidence une perturbation de l’activité de la chaîne de 

respiration mitochondriale par la surexpression du gène PDF sauvage ou muté, 

j’ai cultivé les cellules dans un milieu contenant du pyruvate au lieu du glucose. 

Ainsi la cellule n’ayant plus de glucose dans le milieu, elle utilisera le pyruvate 

comme substrat afin de produire de l’ATP par respiration mitochondriale via le 

cycle de Krebs et non pas par la glycolyse, le glucose n’étant plus disponible. 

Après une incubation de 24h dans le milieu contenant du pyruvate, on n’observe 

pas de différences significatives dans les deux lignées cellulaires,  (fig. 32).  En 

revanche, après une incubation de 92h, les cellules 697 montrent une différence 

en fonction de la présence de la forme PDF mutante ou sauvage.  On note une 

diminution générale de la quantité d’ATP par cellule suite à l’épuisement en 

pyruvate. Par contre, la diminution de la quantité d’ATP est plus significative 

lorsque la forme mutante de PDF (p.F233I) est surexprimée (fig. 33). Ceci n’est 

pas un effet attendu pour une mutation conductrice car une diminution de la 

production d’ATP n’est pas favorable au développement du cancer car la cellule 

cancéreuse a un métabolisme plus énergivore que la cellule normale. 
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Figure 33. Quantité d’ATP par cellule après infection avec des lentivirus lorsque 

cultivées dans un milieu contenant du pyruvate. Mesure de la quantité 

d’ATP dans les 697 après 24h dans un milieu dépourvu de glucose et 

contenant du pyruvate (A) et après 92h dans ce même milieu (B). La 

même mesure a été faite sur les Reh après 24h dans le milieu 

dépourvu de glucose et contenant du pyruvate (C) et après 92h dans 

ce même milieu (D).  La luminescence a été mesurée après 10 

minutes d’incubation avec le CellTiterGlo. La significativité a été 

déterminée par un test two-tailed Mann-Whitney U : *, P-value≤0,05 ; 

***, P-value≤0,001. 
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3.5.3 Apoptose 

J’ai réalisé un test d’apoptose sur les cellules 697 et Reh infectées par le lentivirus 

pLenti, PDF WT ou PDF p.F233I. La surexpression du gène PDF dans les cellules 

697 (autant la forme sauvage que mutée) conduit à plus d’apoptose (fig. 34).  

Lorsque les cellules sont soumises à un stress oxydatif, la différence d’apoptose 

s’atténue (fig. 34). Je n’ai observé aucun résultat significatif dans les cellules Reh 

(fig. 34). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 34. Pourcentage d’apoptose dans les cellules après infection avec des 

lentivirus dans les conditions basales et après un traitement à l’H2O2. 

Mesure du pourcentage d’apoptose par cytométrie en flux 18h après 

le traitement par l’H2O2 dans les 697 (A) et les Reh (B). La 

significativité a été déterminée par un test two-tailed Mann-Whitney U 

: *, P-value≤0,05 ; ***, P-value≤0,001. 
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3.5.4. Production de mROS  

Lorsque j’ai réalisé le test de production de mROS sur les lignées cellulaires 697 

et Reh, j’ai observé dans les cellules 697 une légère augmentation du niveau de 

ROS lorsque le gène PDF WT est surexprimé et un retour au niveau basal de 

production de ROS lorsque les cellules surexpriment la mutation PDF p.F233I (fig. 

35). La surexpression du gène PDF élève légèrement le niveau de mROS dans 

les cellules 697, parallèlement à l’augmentation du niveau d’apoptose, cela 

indique un potentiel stress mitochondrial, tout comme celui observé lors de 

l’inhibition de PDF. Quant à la surexpression de PDF p.F233I, elle n’augmente 

pas la production de mROS dans les 697. Je n’ai observé aucun résultat 

significatif dans les cellules Reh (fig. 35). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 35. Quantité de mROS dans les cellules après infection avec des lentivirus. 

Mesure par cytométrie en flux de la quantité de mROS dans les 697 (A) 

et les Reh (B). Les niveaux de ROS ont été mesurés 20 minutes après 

un marquage au Mitotracker Red. 
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3.5.5. Prolifération cellulaire  

J’ai effectué un test de prolifération cellulaire sur les deux lignées cellulaires 697 

et Reh.  Ceci a permis de mettre en évidence un ralentissement de la prolifération 

des cellules 697 qui surexpriment la forme sauvage par rapport à celles qui 

surexpriment la mutation p.F233I (fig.36). Quant aux cellules Reh, on n’observe 

pas de résultats significatifs. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 36. Courbes de prolifération après infection des cellules avec des 

lentivirus. Mesure au compteur du nombre de cellules 697 (A) et Reh 

(B) par mL pendant 4 jours. La significativité a été déterminée par un 

test two-tailed Mann-Whitney U : *, P-value≤0,05. 
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Chapitre 4. Discussion, conclusion et perspectives 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



70 
 

4.1. Le rôle de PDF dans la leucémie lymphoblastique aiguë (LAL). 

4.1.1. Inhibition de PDF 

Plusieurs études ont rapporté le rôle oncogénique de PDF dans plusieurs 

cancers. La méthode de choix utilisée dans ces études est l’inhibition de la 

peptide deformylase par l’actinonin. C’est, un inhibiteur compétitif et réversible de 

la peptide deformylase. Il occupe le site actif de la peptide deformylase et 

l’empêche d’effectuer son action de deformylation des peptides en cours de 

traduction dans la mitochondrie [116]. Plusieurs études l’ont utilisé afin d’inhiber la 

peptide deformylase et ont constaté qu’elle provoquait une perturbation de la 

fonction de la chaîne de respiration mitochondriale [117]. En effet, de bons 

assemblages des complexes de la CR mitochondriale sont requis afin de la faire 

fonctionner correctement. L’inhibition de la peptide deformylase a causé une 

réduction de la fonction de la CR mitochondriale et des niveaux de production 

d’ATP dans des cellules cancéreuses de poumon [117]. Cela a entraîné la cellule 

à une dépendance à la glycolyse aérobie pour sa production d’ATP [117]. PDF 

apparaît donc avoir un rôle dans la maintenance de la fonction de la CR 

mitochondriale.  

Son inhibition par l’actinonin, a également inhibé la prolifération cellulaire dans 

des lignées cellulaires cancéreuses et non-cancéreuses [116, 118]. De plus, 

l’inhibition de la voie MEK/ERK a provoqué une réduction de l’expression de PDF. 

L’implication d’une voie de signalisation qui régule la prolifération cellulaire dans la 

modulation de l’expression de PDF fournit une preuve que PDF favorise la 

croissance cellulaire [121].  L’inhibition de PDF a également résulté en une 

dépolarisation de la membrane mitochondrial, favorisant la mort cellulaire ou 

l’arrêt de la prolifération dans plusieurs lignées cellulaires cancéreuses [118, 135]. 

Cependant,  le gène PDF n’avait jamais été étudié dans le cadre de la LAL. Dans 

mon projet de maîtrise, j’ai démontré que l’inhibition de PDF mène à une 

diminution de la production d’ATP ce qui indique une perturbation de l’activité de 

la chaîne de respiration  mitochondriale. De plus, l’observation d’une 

augmentation du taux d’apoptose couplée à une élévation de la production de 
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ROS indiquerait la présence d’un stress mitochondrial dans les cellules [92, 93, 

98, 100, 103]. Notons également un blocage de la prolifération cellulaire.  

En combinant ces résultats, je suggère que la perturbation de l’activité de la 

chaîne de respiration mitochondriale dans les cellules leucémiques, a engendré 

un stress mitochondrial dans la cellule [98]. Ce qui conduit d’une part, à une 

augmentation de la production de ROS dans la mitochondrie [95], et d’autre part, 

à une augmentation de l’apoptose [96 -100]. Nous savons que les ROS peuvent 

jouer le rôle de messagers cellulaires dans plusieurs voies de signalisation, dont 

la prolifération cellulaire, notamment en jouant sur les voies RAS/MAPK [101, 102, 

104-108], et les voies JNK, p38 kinase et BMK1/ERK5 [97, 98]. Ainsi, l’inhibition 

de PDF induirait un stress mitochondrial et une surproduction de ROS, qui 

activerait des voies de signalisations de MAPK, afin d’activer ou d’inhiber des 

gènes qui contrôlent le cycle cellulaire et provoquer un arrêt dans ce processus. 

La prolifération cellulaire se voit alors bloquée (fig. 37).  
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Figure 37. Schéma du modèle hypothétique de l’inhibition de PDF dans la LAL. 

Dans la mitochondrie, les chaînes de respiration mitochondriales sont 

perturbées (en rouge).  

 

Pour confirmer le rôle oncogénique de PDF dans la LAL, il faut que la 

surexpression du gène PDF s’avère donner les effets inverses à son inhibition. Or, 

la surexpression du gène PDF a également provoqué  une augmentation de 

l’apoptose (fig. 34), et une augmentation de la production de mROS dans les 

cellules 697 et Reh (fig. 35), indiquant également un potentiel stress mitochondrial 

dans la cellule. Elle a provoqué les mêmes effets que lors de l’inhibition de PDF, 

et s’inscrit dans le même schéma que dans la figure 37.  Ainsi, une amplification 
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du gène PDF, ou une mutation activatrice sur PDF, ne donne pas de gain de 

fonction à la peptide déformylase. Le gène PDF n’est alors pas un oncogène dans 

la LAL. C’est un gène qui est exprimé ubiquitairement [124], et qui a besoin d’être 

exprimé à un niveau précis dans chaque cellule pour pouvoir effectuer 

correctement son action de déformylation des peptides traduits dans la 

mitochondrie, et participer ainsi au bon fonctionnement des complexes de la 

chaîne de respiration mitochondriale. 

 

4.1.2. Stress mitochondrial 

Une augmentation de l’apoptose pourrait indiquer que la cellule subit un stress 

mitochondrial. En effet, les cellules soumises à un stress mitochondrial vont voir 

leur potentiel de membrane mitochondriale diminuer. [122]. La dépolarisation de la 

membrane est un événement précoce dans le processus de l’apoptose, qui 

permet le relarguage du cytochrome c et d’autres protéines pro-apoptotiques dans 

le cytoplasme afin de faire entrer la cellule en apoptose. L’inhibition de la peptide 

deformylase a causé l’apoptose dans des lymphomes de Burkitt surexprimant le 

gène MYC [119, 135]. La Mitochondrial Unfolded Protein Response (mtUPR) a 

récemment été découvert comme étant un mécanisme impliqué dans la mort 

cellulaire [125]. Un marqueur connu de ce phénomène est la régulation positive 

des facteurs de transcription CHOP et CEB/P [127]. L’inhibition de la peptide 

déformylase a provoqué une élévation du niveau d’expression de ces facteurs de 

transcription dans des lymphomes de Burkitt [135].  

De plus, une augmentation de la production de mROS est susceptible d’indiquer 

également un stress mitochondrial dans la cellule. Autre que leur rôle 

signalétique, les ROS sont des molécules toxiques pour les cellules. En effet, il a 

longtemps été reconnu que certaines tumeurs sont densément infiltrées par des 

cellules du système immunitaire [126, 128]. A un stade précoce de progression 

néoplasique, l’inflammation est dans certains cas évidente et peut être capable de 

favoriser la progression néoplastique vers un cancer [128, 129]. En effet, les 

cellules inflammatoires peuvent relâcher des molécules chimiques, notamment 

des ROS. Les ROS sont des mutagènes pour les cellules cancéreuses 
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environnantes, en accélérant leur évolution génétique vers une plus grande 

malignance [129]. Ainsi, l’augmentation de la production de ROS est favorable au 

cancer. 

Cependant, pour confirmer qu’il y a un stress mitochondrial dans la cellule, il 

faudrait par exemple effectuer un dosage du glutathion réduit (GSH) ou de la 

superoxyde dismutase (SOD) [123] dans les cellules qui inhibent ou surexpriment 

PDF. 

Selon les données COSMIC, l’expression de PDF est parfois amplifiée, parfois 

diminuée dans différents cancers (fig.17). Sachant que l’oncogène MYC régule 

l’expression de MZF1, qui régule lui-même l’expression de PDF [121]. Il est 

probable que les amplifications observées de PDF dans certains cancers soient 

en partie dû à une activation du facteur de transcription MYC. De la même façon, 

une activation de la voie MEK/ERK pourrait augmenter l’expression de PDF. A 

l’inverse, des mutations faux-sens sur PDF pourraient tronquer la peptide 

deformylase, provoquant des altérations de type délétions du gène PDF.  

L’inhibition ou la surexpression de PDF mènent potentiellement à un stress 

mitochondrial qui fait augmenter la production de mROS et qui favorise  la 

carcinogénèse. C’est probablement pour cela qu’on retrouve ces deux types 

d’altérations dans plusieurs cancers. Les mutations faux-sens comme PDF 

p.F233I sont alors soit des mutations qui activent PDF de manière à ce que sa 

fonction soit amplifiée, soit des mutations qui diminuent la fonction de la PDF. 
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4.2. Caractérisation de la mutation PDF p.F233I 

 4.2.1. PDF p.F233I, une mutation potentiellement passenger 

La mutation PDF p.F233I est récurrente ayant été retrouvée chez trois patients de 

notre cohorte QcALL (fréquence de 1,05%). Cette mutation est également prédite 

comme étant dommageable, suggérant un potentiel de mutation conductrice.  

Malheureusement, mes études fonctionnelles réalisées sur 2 lignées leucémiques 

n’ont pu valider ce caractère conducteur.  En effet, on se serait attendu pour une 

mutation conductrice qu’elle augmente la production d’énergie (donc d’ATP), 

résiste à l’apoptose, ne surproduit pas de ROS, et donne un avantage prolifératif à 

la cellule cancéreuse [47, 51]. Ces caractéristiques auraient donné un avantage 

sélectif aux cellules cancéreuses, leur permettant d’être potentiellement 

sélectionnées et de continuer à proliférer. Pourtant, la surexpression de la 

mutation dans les cellules leucémiques 697 a engendré une diminution de la 

production d’ATP et une augmentation de l’apoptose. Ainsi, on ne peut pas dire 

que la mutation PDF p.F233I est conductrice de la leucémogénèse.  

 

4.2.2. Un avantage sélectif potentiel  

Si l’on en revient au modèle hypothétique de l’inhibition ou de la surexpression de 

PDF (fig. 37), lors de la surexpression de PDF p.F233I, les cellules n’augmentent 

pas leur production de mROS et elles ont un léger avantage prolifératif comparé à 

la surexpression du gène sauvage. Ainsi, la mutation PDF p.F233I pourrait 

procurer un avantage sélectif à la cellule en empêchant la voie des mROS d’être 

activée, et d’activer par la suite des voies de signalisation MAPK, dans le but 

d’inhiber la prolifération (fig. 38).  

Pourtant, n’ayant pas de surproduction de mROS, la cellule ne favorise pas 

l’accumulation de dommages aux protéines, lipides, et à l’ADN dans la 

mitochondrie, et donc le développement du cancer. 
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Figure 38. Schéma du modèle hypothétique de la surexpression de PDF p.F233I 

dans la LAL. Dans la mitochondrie, les chaînes de respiration 

mitochondriales sont perturbées (en rouge).  
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4.3. Perspectives de recherche 

4.3.1. Limites du projet 

Les expériences de réduction de l’expression de PDF posent des limites aux 

conclusions que l’on peut tirer des essais fonctionnels. Après l’infection des 

lignées cellulaires leucémiques avec le sh#24, il restait environ 26% d’expression 

résiduelle de PDF dans les Reh et encore 48% de cette même expression dans 

les 697 (fig. 22). Cela indique que le niveau d’ARNm de PDF a diminué et par 

conséquent, le niveau de la peptide déformylase a diminué lui aussi. La protéine 

est donc présente en moins grande quantité mais elle reste fonctionnelle. Si la 

mutation faux-sens c.t697a dans le gène PDF est une mutation perte de fonction, 

alors la peptide déformylase sera exprimée à un niveau basal normal mais sa 

fonction sera perturbée. Il y aurait donc probablement des différences dans les 

résultats des essais fonctionnels réalisés sur les cellules leucémiques lorsque le 

niveau d’expression de PDF diminue et lorsque la fonction de la peptide 

déformylase est perturbée.  C’est pour cela qu’induire spécifiquement la mutation 

c.t697a dans le gène PDF reste le meilleur modèle pour conclure sur les effets de 

cette mutation faux-sens dans les cellules leucémiques. Ainsi, les expériences de 

réduction de l’expression de PDF avaient pour but de déterminer le rôle de PDF 

dans les cellules leucémiques, et éventuellement de confirmer son potentiel 

oncogénique.  

La méthode d’inhibition de la peptide deformylase par l’actinonin donne des 

résultats significativement plus importants au niveau de l’apoptose et de la 

prolifération cellulaire (fig. 27, 28 et 29, 30). En effet, il est facile d’ajuster et 

administrer la dose d’actinonin optimale aux cellules leucémiques afin d’obtenir 

une inhibition efficace de la peptide déformylase (13µM). A l’inverse, le protocole 

de production des shRNAs limite l’efficacité de l’inhibition de l’expression de PDF. 

En effet, le niveau de réduction de l’expression d’un gène ciblé par un shRNA va 

être aléatoire et parfois peu efficace [130]. Il est donc recommandé de tester 

plusieurs shRNAs ciblant des séquences différentes d’un même gène. Cela 

permet de sélectionner le shRNA qui donne la plus forte réduction d’expression du 

gène en question. Les niveaux d’expression résiduelle restants après l’infection 
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des cellules leucémiques par les shRNAs sont non négligeables (fig. 22). Ainsi, 

cela pourrait expliquer les différences de significativités dans les essais 

fonctionnels d’apoptose et de prolifération cellulaire avec les deux méthodes 

d’inhibition. On peut remarquer que pour les tests de production d’ATP et de 

mROS on observe moins de différences dans la significativité des résultats. 

L’actinonin semble avoir un effet plus drastique sur la mort cellulaire alors qu’il 

s’agirait d’un effet indirect suite au stress mitochondrial provoqué par la 

perturbation de la CR mitochondriale (selon le modèle proposé à la figure 37). 

Cependant, l’actinonin est aussi un inhibiteur de l’enzyme Aminopeptidase-

N/CD13 qui est exprimée à la surface des cellules leucémiques [135, 132, 133]. Il 

a été démontré que l’inhibition de l’Aminopeptidase N inhibe la prolifération 

cellulaire [133]. Ainsi, l’actinonin entraîne un arrêt de la prolifération cellulaire en 

interagissant non seulement avec la peptide deformylase, mais aussi avec 

l’Aminopeptidase N.  

On aurait pu réaliser un Western blot afin de confirmer l’inhibition de la PDF au 

niveau protéique, lors des infections avec les shRNAs. Cela nous aurait permis de 

valider la diminution du taux de PDF lors de ces expériences. . Il aurait été 

intéressant de comparer les taux protéiques de la PDF en fonction des deux 

méthodes d’inhibition, notamment pour comprendre les différences de 

significativité lors des mêmes essais phénotypiques. Cependant, nous n’aurions 

pas pu valider cette inhibition avec la méthode chimique de l’actinonin. En effet, 

cet inhibiteur compétitif et réversible ne diminue pas la quantité protéique de la 

PDF mais l’empêche d’effectuer sa fonction de déformylation des peptides traduits 

dans la mitochondrie en occupant son site actif. La protéine est donc toujours 

présente. C’est pour cela que je n’ai pas choisi d’effectuer le test de validation des 

niveaux protéiques de la PDF.  

Le paysage génomique des lignées cellulaires joue un rôle important dans la 

leucémogénèse compte tenu des interactions entre les gènes et le reste du 

caryotype (épistasies). Les trois patients de la cohorte QcALL qui partagent la 

mutation c.t697a dans le gène PDF sont hyperdiploïdes. Il aurait été donc 

pertinent d’utiliser des lignées cellulaires léucémiques hyperdiploïdes tel que 

MUTZ-5 ou NALM-19 comme modèles cellulaires. Il aurait été encore plus 
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pertinent d’effectuer la validation fonctionnelle sur les cellules des trois patients 

qui partagent la mutation c.t697a dans le gène PDF. Nous avons le matériel ADN 

de ces trois patients mais il n’y a pas de cellules viables dans les échantillons de 

sang congelés. Il n’est donc pas possible de mettre ces cellules en culture pour 

effectuer la validation fonctionnelle. 

D’autres essais phénotypiques auraient pu être envisagés. La lignée cellulaire 

Ba/F3 est de plus en plus utilisée dans le but de valider les mutations 

conductrices. Ces cellules sont dépendantes de l’interleukine-3 pour leur 

prolifération. Si l’on surexprime une mutation conductrice dans ces cellules, elles 

deviennent indépendantes de cette cytokine mais dépendantes de la mutation 

conductrice pour proliférer. C’est le phénomène d’addiction à l’oncogène. Il suffit 

alors de cultiver ces cellules dans un milieu dépourvu d’interleukine-3 pour 

sélectionner celles qui ont intégré une mutation conductrice dans leur génome 

[134]. 

 

4.3.2. Résultats lignée-spécifique 

Il serait intéressant de comprendre pourquoi les résultats obtenus lors de la 

surexpression de PDF sont lignée-spécifiques. En effet, nous n’avons observé 

des effets uniquement dans les cellules 697 et non dans les cellules Reh. 

Cela peut être dû aux paysages génomiques différents entre ces lignées 

cellulaires. En effet, la lignée cellulaire 697 présente une surexpression de MYC 

ainsi que la fusion TCF3-PBX (E2A-PBX) alors que la lignée cellulaire Reh porte 

la translocation t(12 ;21) [137]. MYC est un facteur de transcription qui joue un 

rôle central dans la carcinogénèse, le métabolisme des cellules cancéreuses, la 

prolifération, et la taille de la cellule [137]. C’est également un facteur vital dans 

l’oncogénèse de la leucémie aiguë myéloïde. MYC régule le métabolisme de la 

mitochondrie, notamment la transcription de l’ADNmt et la réplication de l’ADNmt 

[138]. MYC régule également l’expression de PDF indirectement.  

 



80 
 

Ainsi, l’expression et l’activité de la peptide deformylase pourraient être amplifiées 

dans les 697. En mesurant l’expression de PDF dans les 697 et Reh, je 

m’attendais à observer une plus grande expression de PDF dans les 697 que 

dans les Reh (Annexe B, fig. 42). Pourtant, je n’ai pas observé de différence 

significative entre les deux échantillons. 

D’autre part, lorsqu’on surexprime un gène (sauvage ou muté) dans une cellule, le 

niveau d’expression de ce gène sera augmenté de façon aléatoire. En effet, la 

surexpression du gène PDF WT et muté est environ deux fois plus forte dans les 

697 que dans les Reh (fig. 31). Cela pourrait donc expliquer les effets lignée-

spécifiques de la surexpression du gène PDF dans les 697 et les Reh. 

Finalement, comme la significativité de ces résultats (production de mROS et 

prolifération cellulaire) est faible (fig. 35 et 36), il est également probable que les 

variations observés dans la lignée cellulaire 697 soient dus à une variation 

biologique (biais biologique) et non pas à la surexpression de la mutation PDF 

p.F233I.  

 

4.3.3. Travaux futurs 

Plusieurs études ont démontré que l’actinonin inactive des MAPK dans plusieurs 

lignées cellulaires leucémiques en empêchant la phosphorylation de sérines [139, 

140]. De plus, une autre étude a mis en évidence des changements au niveau de 

l’expression de gènes nucléaires impliqués dans le cycle cellulaire et dans la voie 

des MAPK après un traitement à l’actinonin [118]. Il serait intéressant, dans un 

premier temps, d’observer par cytométrie en flux l’inactivation des voies de 

signalisation MAPK suite à l’inhibition de PDF dans nos lignées cellulaires 

leucémiques 697 et Reh. Dans un deuxième temps, nous pourrions approfondir le 

lien entre la surproduction de mROS et l’inhibition de la prolifération cellulaire. Les 

mROS sont des molécules signalétiques qui peuvent activer des voies de 

signalisation MAPK et ainsi réguler l’expression de gènes impliqués dans le cycle 

cellulaire. Afin de prouver que c’est l’augmentation des mROS qui engendre le 

blocage de la prolifération cellulaire via la régulation de l’expression de gènes du 
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cycle cellulaire, il faudrait faire un RNA-sequencing pour comparer l’expression de 

ces gènes lorsqu’on inhibe PDF, qu’on le surexprime ou lorsqu’on surexprime la 

mutation PDF p.F233I. Du moins, on pourrait mesurer par qPCR l’expression de 

ces gènes dans les différents échantillons. 

 

4.3.4. Retombées potentielles 

L’identification de nouvelles mutations conductrices permettrait de mieux 

comprendre l’étiologie de la LAL et éventuellement d’élaborer des approches 

personnalisées pour la gestion et le soin des enfants atteints de cette maladie. 

Si le gène PDF s’était révélé être un oncogène et que la mutation PDF p.F233I, 

une mutation conductrice dans la LAL, ils auraient pu être des cibles potentielles 

dans le traitement des patients atteints de la LAL pré-B, présentant des 

amplifications de PDF, ou la mutation PDF p.F233I. 
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Annexe A 

 

Figure 39. Schéma du plasmide d’empaquetage de 3ème génération pMD2.G 

utilisé pour produire des lentivirus. 
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Figure 40. Schéma du plasmide d’empaquetage de 3ème génération pRSV-Rev 

utilisé pour produire des lentivirus. 
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Figure 41. Schéma du plasmide d’empaquetage de 3ème génération pMDLg/pRRE 

utilisé pour produire des lentivirus. 
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Annexe B 
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Figure 42 : Expression de PDF dans les cellules Reh et 697. Mesure au qPCR de 

la quantité d’ARNm de PDF. 
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Annexe C : Figures 43 : Caractéristiques cliniques et cytogénétiques de la 

cohorte QcALL 

 

 

A : Nombre de patients en fonction de leur âge au diagnostic. 

 

B : Proportions des index ADN des patients de la cohorte QcALL 
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C : Proportion des clusters de différenciation anormaux pour 125 patients de la 

cohorte QcALL 

 

 

D : Proportions des différentes translocations retrouvées dans la cohorte QcALL 
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E : Données cytogénétique des patients de la cohorte QcALL à partir des résultats 

d’hybridation in situ en fluorescence. 
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F : Pourcentages des décès dans la cohorte QcALL. 
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Annexe D : Figure 44 : Liste des mutations candidates identifiées à partir du 

séquençage des exomes des patients de la cohorte QcALL. 
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