Table des matiéres

RESUME ... bbb ii
ADSIFACT. ... v
TabIE GBS MALIEIES ...t vii
LiStE dES TADIBAUX ... Xi
LISEE AES fIQUIBS... ..ttt b bbb bbb b s se ettt bbbttt b s Xiii
LiSte dES @DIEVIALIONS ..........cueiiiieii i XV
REMEICIBMENTS ...t bbbttt XXi
Chapitre | = INfTOAUCHION. .......c.cuiveieiccec ettt tee 1
I 1= g 0] oo = YT TR 1
1.1 Les sites de 'hématopoiése Chez NUMAIN.............ccocierrrrcee s 2

1.2 Les cellules souches hEMatoPOTBLIGUES.........ccvviviiieriecicesreee e 3

1.2.1 AUOTENOUVEIIBMENT ...t 5

1.2.2 Différenciation CEIIUIAIN. ............coviiiiiiricece s 6

1.3 REGUIBLION ... 9

2. LS TBUCEBIMIES. ...ttt 1
2.1 Définition et classification des [BUCEMIES ..o 12

2.2 LeS |BUCEMIES QIGUES.......coviriiiiieeciee sttt 15
2.2.1 Leucémies [ymphoides QIQUES..........ccccereiiriririririsesse ettt sssssesese e sssessesenes 15

2.2.1.1 Les leucémies lymphoides aigués de type B...........cccviiricniniiercccees 15

2.2.1.2 Les leucémies lymphoides aigués de type T.........coiviirninieeece e 16

2.2.2 Leucémies MYElOTIES QIQUES...........cuiueueeeieeeiereie sttt se e e s s 17

2.2.3 Leucémies aigués de Phénotype MIXLE........ccoiiiiiiiiiiisicereieeeeee e 19

3. L8 GBNE MLL.....eee e 19
3.1 Caractérisation du géne et de 1a protéing MLL ..........ccccoovvviiciiiiicccccee e 20

3.2 Role de la protéine MLL dans la régulation de la transcription..............ccccceeievininivcsccccccee, 23

3.3 Translocations chromosomiques de MLL dans [eS [EUCEMIES ...........cucveveverereeiiieieiece e 24

3.3.1 Partenaires de fusion communs d& MLL .........c.ocoiiiinieieecsees e 25

34 La fUSION MLL-ENL ..ottt 27

3.5 Modélisation in vivo de leucémies aigués humaines MLL............cccovirnerncinicsce s 30

4. HypOthESES €1 ODJECHTS .......vuveieiiei e 31
4.1 PrODIEMALIGUE ..ottt n e r e 31

vii



4.2 HYpOth@SE €t ODJECHITS ..o s 31

Chapitre Il = Matériel €t MEINOAES ..ot 33
1. Purification de cellules souches/progénitrices hématopoiétiques de sang de cordon ombilical humain par
SEIBCHON NEGALIVE ... 33
2. TEChNIQUE A€ CIONAGE ...ttt s et er e e e e s 34

2.1 LS PlASIMIAES ...ttt ettt e 34
2.2 ProdUCHON G ADN........cuiiieiiieiiceisee st 35
3. Production de virus par transfection au phosphate de calCium ............ccoveeeeiniiecccccss e 36
3.1 THIAHON GE VIFUS. ..ot 37
4. Infection de cellules souches/progénitrices hématopoiétiques par les rétrovirus ..........coovevverrirererennne, 38
5. Xénogreffe des cellules infectées dans un MOAEIE iN VIVO ........c.ccovvvvvvcecvciisicceeee e 39
8.1 SOUMS NSG ... 39
5.2 Irradiation GBS SOUIS .......cviueiieeiieiet ittt 40
5.3 INJECtioN INTra-fEMOTAIE..........cocvcieieicecce bbb 40
5.4 Euthanasie et prélévement des cellules Pour @nalYSe ........cccovvvvvvrirveceieeeeieinnn s 41
B. La CYLOMELTIE €N TIUX ....o.eiece e 42
6.1 Analyse des [EUCEMIES PHIMAIIES........c.v it 42
6.2 Analyse des [eUCEMIES SECONTAINES ......cvrvivriiiiiieeieiereeeiee ettt s s 43
7. Infection des cellules leucémiques primaires par 1€ IENtIVIFUS. ..........ccooierrrenreeeeeesr e 43
8. Triage des cellules marquées en eGFP/BFP et injection des souris secondaires............coevecererinenn. 44

Chapitre [l = RESUIALS .........ccvcveiercieisiieccee ettt 45

1. Leucémies primaires MLL-ENL LOXP €GFP.........oorriiceeeesseeee st 45
1.1 Expression du marqueur eGFP dans les cellules transduites par les rétrovirus .........c.cccovvvevveennnne, 45
1.2 Analyse et caractérisation des xénogreffes dans les souris primaires...........cocevvvereeereesseerenennns 45

1.2.1 Analyse de cellules de la moelle osseuse par cytométrie en fluX..........ccoceveevvviiecceeieiene, 47
1.2.2 Analyse de cellules de la rate par cytométrie en fluX...........ccoovrrrieniccnseee e, 50

2. Leucémies secondaires MLL-ENL LoxP eGFP avec cre recombinase ...........cccereevecenieneeenienneenienenns 52

2.1 Expression du marqueur BFP dans les cellules transduites par les lentivirus et tri cellulaire ............ 53
2.1.1 Survie et prolifération in vitro suivant Ie tri CElIUIAIrE ..........cccovrirveceerec e 54
2.2 Analyse et caractérisation des xénogreffes dans les souris SECONAIrES ........cccevvvvvecvceeeinreienennne, 55

Chapitre IV — DisCUSSION € CONCIUSION .........ccviviviiicicictete ettt 61

1 DISCUSSION ...ttt s ettt s ettt b et b e s et s et e At e bbbt e e s s ettt st e nnas 61
1.1 Les leucémies primaires MLL-ENL-LOXP €GFP.........cccccoviviiiiceescceecee et 61

viii



1.2 Les

leucémies secondaires MLL-ENL LoxP avec cre recombinase..........oveveeeeeeeeeeeeeeseeseesesee e

2. Perspectives € CONCIUSION .......cuiiiiiiiiririssie ettt se e e

Bibliographie






Liste des tableaux

Tableau 1 : Résumé des résultats pour les souris primaires

Tableau 2 : Résumé des résultats pour les souris SECONAAINES ............uvvviiiiiiiieeeiiiiieiiiiiiiiiinnns

Xi






Liste des figures

Figure 1 : Principaux sites de hématopoiése chez 'homme en période pré et post-natale................3
Figure 2 : Capacité d'autorenouvellement des différentes cellules souches et progénitrices.............. 6
Figure 3 : Types de division cellulaire des cellules souches hématopoiétiques............cccovveurerennnneee. 6
Figure 4 : Différents stades de maturation des lymphocytes B et leurs principaux marqueurs............ 8
Figure 5 : Schématisation simplifiée du systéme hématopoi€tique.....cccc.cvevveevvivciceecccc e, 9
Figure 6 : Principales cytokines régulatrices de 'lhématopoiese. ...t 10
Figure 7 : Schématisation du processus leucémogénique derriére les leucémies aigues.................. 13
Figure 8 : Nouveaux cas de leucémies diagnostiqués en 2012 au Canada et au Québec par sous-
11770 TS ST SO PO TSSOSO PTTPEPPRPPOPOTO 14
Figure 9 : Localisation chromosomique et principales composantes du géne MLL..............ccccoevenee. 23
Figure 10 : Translocation chromosomique menant a une fusion MLL............c.cccocovviiinininincnne. 25
Figure 11 : Cohorte de leucémies issues des principaux réarrangements MLL............cccocovevrncnne. 27
Figure 12 : Structure et interactions avec le super complexe d'élongation de MLL et de la protéine
ChIMENIQUE MLL-ENL. ...t ettt 29
Figure 13 : Moyenne du poids des rates de souris non-leucémiques et leucémiques....................... 47
Figure 14 : Analyse au FACS avec CD45 et eGFP des cellules de 3 moelles osseuses
représentatives des types de résultats ObtenUS........ccccivivrieccicc s 48
Figure 15 : Analyse au FACS avec CD33 et CD19 des cellules de 3 moelles osseuses
représentatives des types de résultats ODIENUS.............courureeirri s 49
Figure 16 : Caractérisation au FACS du stade de différenciation des cellules de 3 moelles osseuses
représentatives des types de résultats ObtenUS.............ccoreeiiric s 50
Figure 17 : Analyse au FACS avec CD45 et eGFP des cellules issues de la moelle osseuse d’'une
souris primaire leucémique avec celles iSSUES de Sa Tate...........cvvvvcveveeeeiiieececece e 51
Figure 18 : Caractérisation au FACS du phénotype leucémique des cellules de la rate d’'une souris
primaire en le comparant avec le phénotype de celles retrouvées dans sa moelle osseuse.............. 52
Figure 19 : Prolifération cellulaire cumulative in vitro des fractions cellulaires triées..............ccuvn.e. 55
Figure 20 : Analyse au FACS avec CD45 et eGFP des leucémies secondaires engendrées par les 3
premiers types de CONMrOIES POSILITS.........cvviririiccccce et 56
Figure 21 : Analyse au FACS de cellules de moelle osseuse de deux souris représentatives de leur
groupe respectif issues de la transfection avec I'un ou l'autre des lentivirus...........cccceeeerrrnncnenes 58
Rgppoff gratuit.com @

Xiii


LENOVO
Stamp





Liste des abréviations

AF : ALL1-fused (AF9 : ALL1-fused gene from chromosome 9 ...)
ALL1 : Acute lymphoblastic leukemia-1 (autre nom pour le gene MLL)
APC : Allophycocyanine

ARNPII : ARN polymerase |I

BCR : Breakpoint cluster region

BFP : Blue fluorescent protein

BSA : Albumine de sérum bovin

CaClz : Chlorure de calcium

CBP : CREB-binding protein

CCS : Cosmic calf serum

CPL : Cellule progénitrice lymphoide

CPM : Cellule progénitrice myéloide

CREB : Cyclic AMP response element-binding protein

CSH : Cellule souche hématopoiétique

CSH-CT : Cellule souche hématopoiétique a court-terme
CSH-LT : Cellule souche hématopoiétique a long-terme

CSL : Cellule souche leucémique

Cyp33 : Cyclophiline 33

DMSO : Diméthylsulfoxyde

DOTA1L : Disruptor of telomeric silencing 1 like

EDTA : Ethyléne diamine tétra-acétique

eGFP : Enhanced green fluorescent protein

ENL : Eleven-Nineteen-Leukemia (géne ou protéine)

Epo : Erythropoiétine

FAB : Classification des leucémies franco-américano-britannique
FACS : Fluorescence-activated cell sorting (cytométrie de flux)
FCS : Foetal calf serum

FLT-3 ligand : ligand FMS-like tyrosine kinase 3

FYRC : Domaine FY-rich C-terminal

FYRN : Domaine FY-rich N-terminal

G-CSF : Granulocyte-colony stimulating factor

GM-CSF : Granulocyte macrophage-colony stimulating factor
GT : Gene transfer (milieu de culture cellulaire)

H3K4 : Lysine 4 de I'histone 3

H3K4me3 : Lysine 4 de I'histone 3 trimethylée

H3K79 : Lysine 79 de 'histone 3

XV



HBS : HEPES buffered saline

HOX : Nom dérivé de « homeotic-complex » référant aux génes de plusieurs complexes
homéotiques

HOXA : Groupe A des génes HOX

HRX : Human trithorax (autre nom pour le géne MLL)

IL : Interleukine (IL-1 : Interleukine 1, IL-2 : Interleukine 2 ...)

IL-2Ry : Chaine gamma du récepteur de l'interleukine 2

IMDM : Iscove’s modified Dulbecco’s medium

KMT2A : Histone-Lysine N-methyltransferase-2A (autre nom pour le géne MLL)
LAPM : Leucémie aigué de phénotype mixte

LB : Milieu Luria Broth

LIF : Leukemia inhibitoring factor

Lin- : Sans marqueur de lignée spécifique

LLA : Leucémie lymphoide aigué

LLA-B : Leucémie lymphoide aigué de type B

LLA-T : Leucémie lymphoide aigué de type T

LLC : Leucémie lymphoide chronique

LMA : Leucémie myéloide aigué

LMC : Leucémie myéloide chronique

LoxP : Locus of X(cross)-over in P1

LTR : Long terminal repeat

MCS : Site de clonage multiple

M-CSF : Macrophage-colony stimulating factor

MEM-a : Minimum essential medium alpha

MLL : Mixed lineage leukemia (géne ou protéine)

MLL-C : Unité C-terminal de MLL (protéine) ou partie C-terminal de MLL (gene)
MLL-N : Unité N-terminal de MLL (protéine) ou partie N-terminal de MLL (gene)
MSCV : Murine stem cell virus (vecteur)

NHEJ : Jonction d’extrémités non-homologues

NK : Natural Killer (cellule)

NOD : Non-obese diabetic (souche murine)

NSG : NOD.Cg-PkdcScid||2rgTm1Wi/SzJ (souche murine)

OMS : Organisation mondiale de la santé

PBS : Phosphate-buffered saline

PC5 : PhycoérythrineCyanine 5.1

PcG : Groupe de protéine Polycomb

PE : Phycoérythrine

PGK : Phosphoglycerate kinase

PHD : Plant homeodomain (PHD1 : Plant homeodomain-1, PHD2 : Plant homeodomain-2 ...)

XVi



PP2A : Protéine phosphatase 2A
PPM : Progéniteur primitif multipotent
P-TEFb : Positive transcription elongation factor b

RD1 : Domaine de répression 1

RD2 : Domaine de répression 2

SCE : Super complexe d’élongation

SCF : Stem cell factor

SCID : Severe combined immunodeficiency (souche murine)
SDF-1 : Stromal cell-derived factor-1

SET : Domaine Su(var)3-9 Enhancer-of-zeste and Trithorax
Shh : Sonic hedgehog (voie signalétique)
SNL : Spleckled nuclear localisation site
TAD : Transcriptional activation domain
TCR : Récepteur des cellules T

TGF : Transforming growth factor beta
TNF-a : Tumour necrosis factor-alpha

Tp : Temperature piéce

Tpo : Thrombopoiétine

trxG : Groupe de protéines trithorax

VSV-G : glycoprotéine G du virus de la stomatite|vésiculeuse

XVii


http://www.rapport-gratuit.com/




On a deux vies, et la deuxiéme commence quand on se rend compte qu'on en a qu'une.

-Confucius
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Chapitre | - Introduction Rapport.- gratuilcom (=,

1. L’hématopoiese

Le sang occupe une fonction primordiale dans le corps de tous les vertébrés. Il sert notamment au
transport de I'oxygéne et du gaz carbonique, des substances nutritives (acides aminés, sucres et
minéraux..) et endocrines (hormones, enzymes, vitamines...) vers les tissus cellulaires, tout en
transportant les déchets excrétés vers leur élimination par le filtrage rénal. Le sang a aussi une
fonction d’homéostasie et de défense de I'organisme via le systéme immunitaire sans lequel nous ne
pouvons survivre trés longtemps. Pour parvenir a accomplir ses fonctions, le sang humain est
composé a 45% de son volume par des cellules sanguines, appelées éléments figurés, flottant dans
du plasma [1]. Les éléments figurés du sang comportent une hiérarchie complexe de cellules
différentes ayant toutes un réle propre a jouer dans notre organisme. Parmi celles-ci, nous y
retrouvons les érythrocytes (communément appelé « globules rouges »), les plaquettes et les
leucocytes (regroupant toutes les cellules sanguines de notre systéme immunitaire). Ces cellules,
quelles qu’elles soient, ne sont toutefois pas immortelles et méme si un humain adulte en santé
possede en moyenne 25 ftrillions d'érythrocytes matures, chaque seconde 5 millions de ces
érythrocytes sont éliminés naturellement par érythrophagocytose [2]. Un mécanisme doit donc exister
pour remplacer les cellules sanguines mortes. Ainsi, 'hématopoiése est le processus physiologique
par lequel sont produites de maniere continue et régulée les cellules du sang, et ce, tout au long de
notre vie. L’hématopoiése subit néanmoins plusieurs variations quant a la prolifération et la
maturation cellulaire ainsi que le site dans lequel elle se déroule selon I'age d’un individu. Plusieurs
organes prennent systématiquement la reléve, mais maintiennent tout de méme une hiérarchie
cellulaire caractéristique débutant avec les cellules souches hématopoiétiques (CSH) capables de
s'autorenouveller et de se différencier en progéniteurs de lignées cellulaires de plus en plus
spécialisées, pour aboutir a des cellules matures du sang périphérique, tout ¢ca de maniére contrélée

et observable par différents marqueurs cellulaires [3, 4].
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1.1 Les sites de I’hématopoiése chez I'humain

Les sites de I'nématopoiése ainsi que les niveaux de cellules produites changent plusieurs fois
suivant la croissance d’un individu et les besoins liés au stade de croissance. Chez 'humain,
I'hématopoiése pré-natale commence tout d'abord au niveau de la vésicule ombilicale, environ 3
semaines apres l'implantation de I'embryon, dans les ilots de Wolff et de Pander [5, 6]. Ces « ilots »
sont en fait des amas de cellules mésenchymateuses composés plus spécifiquement de cellules
endothéliales en périphérie et d'un lumen, dans lequel flottent dans du plasma, des cellules souches
hématopoiétiques. L’hématopoiese a ce stade est primitive et extra-embryonnaire, donnant
pratiquement exclusivement des érythrocytes primitifs (érythropoiése) qui ont toujours leur noyau
cellulaire et sont plus grands que les érythrocytes définitifs, mais comportent tout de méme de
I'hémoglobine et part le fait méme, sont capable de transporter 'oxygene vers les tissus de
I'embryon, contribuant ainsi a son développement normal. Ces érythrocytes primitifs peuvent se
diviser @ nouveau et complétent leur maturation et leur énucléation une fois dans le systéme
circulatoire nouvellement formé de 'embryon. Les précurseurs des autres lignées cellulaires du sang
apparaissent aussi durant ce stade, mais n'aménent pas d’'autres types de cellules différenciées pour
le moment. Il faut attendre a partir du 2¢ mois avec I'organogénése et la formation du foie pour que
les CSH et les cellules progénitrices de lignées hématopoiétiques y migrent et que commence ainsi
dans le foie une hématopoiese plus diversifiée, qui est maintenue jusqu’au 8¢ mois du feetus.
L’érythropoiése est maintenue en priorité, mais vers la fin du 2¢ mois apparaissent les premiers
leucocytes, surtout des granulocytes. Au 3¢ mois de la grossesse, des cellules souches s'installent
aussi dans la rate qui sert, pendant la phase in-utero et parallelement au foie, de site
d’hématopoiése. Finalement au 4¢ mois, la moelle osseuse commence aussi a produire les éléments
figurés du sang de maniere exponentielle avec la croissance du feetus, de fagon a ce qu’apres la
naissance, la moelle osseuse soit le principal site de 'hématopoiése. Néanmoins, alors qu’au début
le foie, la rate et la moelle osseuse produisent plusieurs lignées concomitantes, une spécialisation
quant au type de lignée produite dans chaque organe se met peu a peu en place avec par exemple
la moelle osseuse générant surtout des érythrocytes, des granulocytes et des mégacaryocytes alors
que la rate et les ganglions produisent surtout des lymphocytes [7, 8]. Aprés la naissance, la rate, le
foie et le thymus perdent leur fonction hématopoiétique sauf pour des cas pathologiques par exemple
pour une myélofibrose primitive avec métaplasie myéloide, caractérisée par un envahissement de la

moelle osseuse par un tissu fibreux de collagene, qui ramene alors leur fonction hématopoiétique a



la rate et au foie pour pallier a 'anémie causée par la perte de moelle osseuse saine. On parle alors
d’hématopoiése extra-médullaire [9]. Enfin, d’autres changements quant aux sites principaux de
I'hématopoiése apparaissent dans la moelle osseuse de certains os selon I'dge d'un individu.
Jusqu’a environ 4 ans 'hématopoiése est active dans tous les os, puis les os longs tels que le fémur
et le tibia perdent peu a peu cette fonction qui se retrouve finalement, a I'age adulte, exclusivement

réservée aux os plats et courts tels que les vertebres, le bassin, le sternum et les cotes [10].
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Figure 1 : Principaux sites de hématopoiése chez ’homme en période pré et post-natale
Différentes courbes illustrant la prise en charge de 'hématopoiése par différents organes durant la croissance

pré-natale et post-natale.
lllustration de Michat Komorniczak ©
1.2 Les cellules souches hématopoiétiques
En biologie, on parle de cellules souches en faisant référence a un type de cellule indifférenciée, soit

embryonnaire ou adulte, possédant surtout deux caractéristiques majeures :

- Un potentiel de différenciation, c'est-a-dire la capacité de se spécialiser en un ou plusieurs
autres types de cellules différenciées et fonctionnelles, permettant ainsi la création, le
maintien de l'intégrité ou la régénération d’un ou plusieurs tissus dans un organisme. Les
différents types de cellules souches peuvent étre distingués plus spécifiquement par leur
capacité de différenciation. On dit de celles capables de générer un organisme entier, et

donc tout type de cellules le constituant, qu'elles sont totipotentes. Celles capables de se
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différencier en plusieurs lignées cellulaires différentes sont appelées pluripotentes. Pour une
seule lignée cellulaire, mais tout de méme plusieurs cellules différentes, on parle alors de
cellules souches multipotentes et finalement pour des cellules non-différenciées capables de
produire un seul type de cellules différenciées, on les appelle des cellules souches
unipotentes [11]. Pour ce qui est des cellules souches hématopoiétiques, elles se classent
dans la catégorie des cellules souches pluripotentes.

- La capacité « d'autorenouvellement », c'est-a-dire qu'en plus de fournir des cellules
différenciées a I'organisme, la population de cellules souches doit étre capable de générer
d'autres cellules souches filles identiques non-différenciées, gardant leur méme potentiel de
différenciation et d’autorenouvellement, assurant ainsi la pérennité de la population de

cellules souches dans I'organisme [11, 12].

Suivant la découverte des cellules souches au stade embryonnaire, on commence déja a suspecter
dans les années 50 que des cellules souches sont encore présentes dans des organismes adultes et
sont notamment impliquées dans la production des cellules sanguines lorsqu’'une étude montre
qu'une transplantation de moelle osseuse pouvait sauver la vie de souris irradiées devenues
anémiques [13-15]. C'est en 1963 avec les expériences de James Till et Emest McCullogh que I'on
commence véritablement & identifier un type cellule capable de s’autorenouveller et pluripotent
(pouvant recréer toutes les cellules du sang) qui est alors appelé cellule souche hématopoiétique
(CSH) [16-18]. En effet, que I'on parle des érythrocytes, des leucocytes (neutrophiles, basophiles,
éosinophiles, macrophages, monocytes et lymphocytes) ou des plaquettes, toutes les cellules
différenciées du sang proviennent d'une CSH. Voyant le potentiel thérapeutique de ces cellules et
des transplantations de moelle osseuse dans le traitement de pathologies telles que certains cancers
du sang (leucémies et lymphomes) et d’autres désordres sanguins (anémie aplasique, thalassémie-
beta...) les recherches ont depuis permis de mieux les caractériser en les isolant chez 'homme et la
souris et de mieux comprendre la régulation derriere leurs mécanismes d’autorenouvellement et de
différenciation, mais leur rareté a longtemps été un obstacle a leur isolation. Dans la moelle osseuse,
seulement une cellule sur 100 000 est une CSH [19]. Néanmoins, la découverte de leur présence
dans le sang de cordon ombilical et le placenta a permis d'offrir une meilleure alternative dans la
collecte de CSH pour la thérapie et la recherche puisque ces tissus sont souvent jetés suivant
I'accouchement [20].



1.2.1 Autorenouvellement

La recherche sur les CSH a mis en évidence que celles-ci possédent une capacité
d’autorenouvellement, mais les mécanismes régulateurs derriere cette fonction cruciale posent
encore un défi majeur a leur compréhension. En effet, le potentiel de différenciation des cellules
souches est la caractéristique souvent la plus symbolique et la mieux comprise. Cependant,
comprendre les mécanismes de leur autorenouvellement est non seulement essentiel pour étre en
mesure de les préserver en culture, mais permettrait aussi potentiellement de mieux comprendre les
cancers, dont la prolifération dérégulée des cellules est I'une des principales caractéristiques [21].
Dans un premier temps, au niveau du systéme hématopoiétique, il faut savoir que nous retrouvons 2
types de CSH ayant une capacité d’autorenouvellement différente. Au sommet de la hiérarchie de
I'hématopoiése, la premiére population est constituée des cellules souches hématopoiétiques a long
terme (CSH-LT), qui doivent leur nom au fait qu’elles sont capable d’assurer leur autorenouvellement
(et donc 'nématopoiéese) tout au long de la vie d’un individu [22]. Les CSH-LT seront pour la plupart
en quiescence (GO0), c'est-a-dire dans une phase de repos ou elles ne se divisent pas ou ne se
préparent pas a la division cellulaire. Elles peuvent tout de méme a tout moment sortir de leur
quiescence et se préparer a entrer dans le cycle cellulaire en vue de se multiplier (G1) et retourner
par la suite en quiescence indéfiniment [23]. Lorsqu’elles se différencient, les CSH-LT deviennent
des cellules souches hématopoiétiques a court-terme (CSH-CT) qui ont encore leur capacité
d’autorenouvellement, mais seulement a court terme avant de ne plus pouvoir s'autorenouveller et se
différencier a nouveau, cette fois en progéniteurs primitifs multipotents (PPM). Cependant, pendant la
période ou les CSH-CT sont toujours capables de s’autorenouveller, elles entrent dans une phase de
prolifération rapide et augmentent fortement en nombre avant de poursuivre 'hématopoiése [23]. Il
est possible de distinguer physiologiquement et d’isoler ces CSH par cytométrie de flux a l'aide de
marqueurs de surface qu'elles possédent tels que THy1 (CD90) et la glycoprotéine CD34, mais,
comme ces marqueurs ne se retrouvent pas seulement a la surface des cellules souches
hématopoiétiques, il faut aussi retirer les cellules qui expriment d’autres marqueurs de surface
propres a des cellules de lignées différenciées a I'aide d’un cocktail d’anticorps pour ceux-ci (CD33,
CD19, CD3...). On les appelle aussi les cellules obtenues « Lin- » pour illustrer le fait qu’elles n'ont
pas de marqueur de lignée sanguine spécifique. Les CSH sont ainsi caractérisées par le phénotype
de marquage CD34+ CD90+ CD38- Lin- [11, 24, 25].
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Figure 2 : Capacité d’autorenouvellement des différentes cellules souches et progénitrices

Les cellules souches hématopoiétiques a long terme (CSH-LT) possédent une capacité d’autorenouvellement qui
dure tout au long de la vie d’'un individu. Ces cellules sortent de leur quiescence et se différencient en cellules
souches hématopoiétiques a court terme (CSH-CT) ayant toujours une capacité d'autorenouvellement qu'elles
utilisent fortement, mais seulement pour une courte période, aprés quoi elles sont forcées de se différencier en
progéniteurs primitifs multipotents (PPM). Ceux-ci n'ont plus la capacité d’autorenouvellement, mais gardent tout
de méme la capacité de se différencier en n'importe quelles cellules sanguines, via la différenciation en une
cellule progénitrice lymphoide (CPL) ou une cellule progénitrice myéloide (CPM).

Lorsque les CSH entrent en division, trois scénarios peuvent se produire de par leur capacité
d’autorenouvellement. Le premier est la division symétrique d’expansion, ou une CSH mére produit
deux CSH filles identiques gardant leur plein potentiel de différenciation et d’autorenouvellement.
Dans un deuxiéme cas, les CSH méres peuvent opter pour une division asymétrique, aussi appelée
« division de maintenance », qui produit une CSH identique a la cellule mére et une cellule
différenciée qui perd sa fonction d’'autorenouvellement, mais peut continuer a se différencier.
Finalement, une division symétrique de différentiacion donne plutdt deux cellules filles différenciées a
partir d’'une CSH mére [26, 27] (Figure 3).

Division Symétrique Division Asymétrique Division Symétrique
d’Expansion de Maintenance de Différenciation
CSH Cellule différenciée Cellule différenciée
:. (, \) ‘: ‘ ‘
CSH /" = CSH /' CSH /'
O (@) (@

CSH CSH Cellule différenciée

Figure 3 : Types de division cellulaire des cellules souches hématopoiétiques
Adapté de Pina et al, Differential contributions of haematopoietic stem cells to foetal and adult haematopoiesis:
insiahts from functional analvsis of transcribtional reaulators (2007)



1.2.2 Différenciation cellulaire

La pluripotence des CSH a pu étre observée a plusieurs reprises sur des expériences a long terme
impliquant la transplantation de celles-ci dans des souris irradiées et cliniquement chez 'homme
dans le traitement de plusieurs pathologies [20, 28, 29]. Il faut cependant savoir que la différenciation
d’'une CSH en cellule différenciée de notre circulation sanguine, par exemple un macrophage, n’est
pas un processus spontané ni méme direct. L’'hématopoiése s'illustre par une véritable pyramide de
cellules différentes ou les CSH indifférenciées forment la pointe et s’en suit une cascade de cellules
progeénitrices de plus en plus différenciées avant d’atteindre la base comprenant toutes les cellules
matures de notre systéme sanguin. Une fois les CSH devenues des progéniteurs primitifs
multipotents (PPM), les cellules toujours multipotentes a ce stade, comme leur nom l'indique, arrivent
au premier embranchement, les progéniteurs de lignée cellulaire, qui définissent la lignée cellulaire
principale a laquelle appartiendra la cellule mature, soit la lignée myéloide ou la lignée lymphoide
[11, 30, 31].

La lignée myéloide, débutant par les cellules progénitrices myéloides (CPM), est la lignée qui aboutit
notamment aux érythrocytes, aux plaquettes, aux granulocytes, aux monocytes ainsi qu'aux cellules
dendritiques myéloides. La différenciation des cellules vers la voie myéloide apporte I'acquisition de
marqueurs immunologique dont CD33 et HLA-DR en plus de CD34 qui était déja exprimé par les
PPM. La lignée lymphoide commengant par les cellules progénitrices lymphoides (CPL) donne
naissance principalement aux lymphocytes B et T ainsi qu'aux cellules NK (natural killers). Celles-ci

expriment alors le marqueur CD10 et éventuellement CD19 [32, 33].
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Figure 4 : Différents stades de maturation des lymphocytes B et leurs principaux marqueurs

Exemple de la différenciation cellulaire dans la voie des lymphocytes B avec les différents stades de maturation
dans la moelle osseuse jusqu’a la libération des lymphocytes B matures dans la circulation sanguine ainsi que
I'alternance des principaux marqueurs de surfaces exprimés aux différents stades.

Les cellules progeénitrices de lignée se différencient par la suite en précurseurs hématologiques qui
sont alors les premiéres cellules identifiables morphologiquement selon leur lignée, rajoutant tout de
méme plusieurs nouveaux marqueurs de surface pouvant servir a leur identification. Cette derniere
grande étape avant l'aboutissement final de I'hématopoiese en une cellule mature a pour
caractéristique, non seulement la maturation des cellules, mais aussi la multiplication.
L’hématopoiése ne serait effectivement pas rentable si chaque précurseur ne forme en fin de compte
qu’'une seule cellule sanguine mature. Ainsi, selon le précurseur, il peut se produire entre 3 et 5
divisions mitotiques avant de produire des cellules matures et donc, un premier précurseur peut
fournir jusqu'a 32 cellules « filles » [34, 35]. Chez I'adulte, 'hématopoiése se déroule pratiquement
entierement dans la moelle osseuse avant de finalement libérer les cellules sanguines nouvellement
formées dans la circulation périphérique, a I'exception des lymphocytes T qui finissent leur

maturation dans le thymus avant de rejoindre la circulation.
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Figure 5 : Schématisation simplifiée du systeme hématopoiétique

1.3 Régulation
Que ce soit au niveau de la différenciation cellulaire ou de I'autorenouvellement des CSH, toutes les
cellules prenant part a I'hématopoiése subissent une régulation intrinséque et extrinséque pour

maintenir ’lhoméostasie du processus.

Dans un premier temps, le microenvironnement médullaire (ou niche hématopoiétique) est constitué
de cellules et de protéines matricielles qui interagissent avec les CSH et leur fournissent les
molécules régulant leur quiescence, leur prolifération et leur différenciation vers des cellules
sanguines spécifiques. On y retrouve donc les fibroblastes, les cellules endothéliales et épithéliales,
des adipocytes ainsi que des macrophages et des lymphocytes qui se lient directement aux CSH ou
produisent des cytokines ciblant certains de leurs récepteurs membranaires [36, 37]. Au niveau de la
matrice extracellulaire, les cellules stromales produisent le collagéne, la laminine et la fibronectine
permettant le « homing » des CSH dans la moelle osseuse en synergie avec des protéines

d’adhésion comme la L-sélectine, ligand de CD34 [38]. Les études in vivo et in vitro démontrent une



importance de ces cytokines et hormones se retrouvant dans la niche médullaire pour maintenir en
vie et promouvoir chacune des fonctions des CSH. Elles révélent aussi une grande complexité dans
linteraction entre ces facteurs extrinséques et les voies signalétiques de ces cellules, rendant encore
particulierement difficile leur expansion in vitro [39-42]. Une méme cytokine peut étre produite par
plusieurs cellules différentes et agir a plusieurs niveaux de I'nématopoiese selon la fonction. Par
exemple, la sortie de la quiescence et la différenciation des CSH en PPM se fait surtout via des

molécules telles que I'lL6, I'lL-1 le stem cell factor (SCF), le leukemia inhibitoring factor (LIF) et le
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Figure 6 : Principales cytokines régulatrices de 'hématopoiése

SCF=Stem Cell Factor Tpo=Thrombopoiétine IL=Interleukin GM-CSF=Granulocyte Macrophage-colony
stimulating factor Epo=Erythropoiétine M-CSF=Macrophage-colony stimulating factor G-CSF=Granulocyte-colony
stimulating factor SDF-1=Stromal cell-derived factor-1 FLT-3 ligand= ligand FMS-like tyrosine kinase 3 TNF-a=
Tumour necrosis factor-alpha TGF@ = Transforming growth factor beta

Figure de Mikael Haggstrém and A. Rad ©
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ligand-FLT3 [43]. D'autres petites molécules viennent ensuite diriger les cellules vers une lignée
cellulaire spécifique et promouvoir leur maturation, comme le GM-CSF qui améne la division en CPM
et l'oriente vers la production de granulocytes et de monocytes, alors que IL-5 méne aux précurseurs
des éosinophiles. Pour la lignée lymphoide, on retrouve par exemple IL-7 et SCF qui favorisent
I'engagement vers cette voie et la production de lymphocytes B, alors qu’lL-2 aide a la différenciation
en précurseurs de lymphocytes T. D'autres comme I'EPO et la TPO aménent & la production
d'érythrocytes et de thrombocytes respectivement. Par ailleurs, des cytokines peuvent inhiber
certaines différenciations dans des cas par exemple d'inflammation, ou les lymphocytes T sécrétent

la TNFa qui inhibe I'érythropoiese et la granulopoiése [31, 44] (Figure 6).

Enfin des voies signalétiques impliquant plusieurs facteurs de transcription montrent un contréle
intrinséque des cellules de 'hématopoiése tout aussi complexe, mais moins bien compris que son
contrble extrinséque. Par exemple la voie de Notch et ses ligands Delta et Jagged, qui a un réle
prépondérant dans la lymphopoiése, semble aussi promouvoir I'expansion des CSH a la fois in vivo
et in vitro lorsqu’elle est activee [45]. Il en va de méme pour la voie de signalisation Wnt et la voie
Sonic hedgehog (Shh) qui semblent toutes deux réguler I'autorenouvellement de ces cellules en
combinaison avec des facteurs de croissance [46, 47]. Plusieurs autres facteurs de transcription se
retrouvent aussi impliqués dans les mécanismes de survie et de prolifération cellulaire tels que
GATA3, C-MYC, et ETV6 [48-50]. De maniere peu surprenante, dans les cellules cancéreuses, on
retrouve souvent ces mémes voies signalétiques et facteurs de transcription dérégulés, leur
conférant ainsi une prolifération désordonnée ainsi qu’une résistance a I'apoptose. Ceci supporte
donc bien la théorie faisant de cellules souches mutées, 'origine de plusieurs cancers, puisque
garder activée la machinerie derriére I'autorenouvellement déja présente est probablement plus facile
que de l'activer de novo, d'autant plus que ces cellules survivent plus longtemps a la base que

d’autres cellules plus différenciées et sont ainsi plus susceptibles d’accumuler des mutations [51].

2. Les leucémies

L’histoire des leucémies commence il y a plus de 200 ans, en 1811, lorsqu’un chirurgien écossais,
Peter Cullen rapporte un cas de « splenitis acutus » (splénite aigué), dont il décrit un « sérum

laiteux », qu'il attribue I'apparence a I'absorption rapide de gras par le sang [52]. Quelques années
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plus tard, des médecins frangais, dont Alfred Velpeau (1825), rapportent eux aussi des patients avec
des symptomes similaires, dont le sang laiteux qu'ils attribuent cette fois a la présence de pus dans
le sang. Il faut attendre 1844 avant qu’Alfred Donné, un bactériologiste frangais et inventeur de la
microscopie photoélectrique, examine le sang laiteux et détermine que la couleur blanchatre n’est ni
causée par du pus ou du gras, mais par la présence d’'un grand nombre de « cellules blanches »
similaires a celles retrouvées dans du sang sain [52]. Un peu plus tard, un autre médecin écossais,
John Hughes Bennett, observe a nouveau le sang de patients atteints de plusieurs maladies
différentes et décrit pour la premiére fois la leucémie (qu'il appellera leucocythemia) comme un
désordre sanguin, en se basant sur ses observations quant a I'accumulation pathologique de
leucocytes dans le sang [52]. S’en suivent finalement, la méme année, les observations de Rudolf
Virchow, un médecin histologiste allemand, qui décrit 'évolution de la maladie d’'une patiente qui
présente un cedéme a la jambe, une splénomégalie, de la diarrhée et des saignements nasaux. |l
remarque en analysant son sang a sa mort, 3 mois plus tard, un déclin du nombre de globules
rouges de méme qu’une accumulation de globules blancs. Il renomme la maladie « Leucémie » et
différencie plus tard des leucémies spléniques et des leucémies lymphatiques, mettant d’avant le
concept qu'il s'agit non pas d’une, mais bien de plusieurs maladies hétérogénes, caractérisées par
une accumulation d’'un type de cellule sanguine, au détriment des autres [53]. La caractérisation des
leucémies se poursuit toujours de nos jours et méme si les connaissances pronostiques et

thérapeutiques ont grandement évolué en 200 ans, beaucoup reste encore a approfondir sur le sujet.

ggp’porf- gratuit.com @

2.1 Définition et classification des leucémies

Les leucémies sont un groupe de cancers touchant les cellules du systéme hématopoiétique et
englobant plusieurs cancers morphologiquement et génétiquement différents qui se développent et
se soignent difféeremment selon le type de leucémie. Comme pour tous les cancers, les leucémies
surviennent suite a une ou plusieurs mutations au niveau de '’ADN d’une cellule qui la rende instable.
Normalement, une mutation endommageant le bon fonctionnement d’une cellule saine méne vers
I'apoptose de la cellule, un suicide programmé de celle-ci empéchant I'accumulation de cellules
défaillantes dans le corps, mais dans des cas plus rares, la mutation confére au contraire un
avantage de survie. C'est le cas pour la cellule souche leucémique (CSL) dans laquelle la ou les
mutations dérégulent plusieurs mécanismes cellulaires pour engendrer une prolifération clonale

accrue et anarchique de celle-ci, un autorenouvellement illimité et, pour les leucémies aigues, une
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différenciation aberrante des cellules leucémiques [54]. Eventuellement, la CSL d’'ou provient la
leucémie va proliférer et s'étre autorenouvellée a tel point qu’un grand nombre de cellules issues de
celle-ci ont tét fait d’envahir la moelle osseuse, étouffant 'hématopoiése normale. Si rien n'est fait
pour contrer le développement de la leucémie, les cellules leucémiques peuvent se retrouver par la
suite dans la circulation périphérique et envahir peu a peu d’autres organes (foie, rate, ganglions
lymphatiques, testicules et cerveau). Eventuellement, une insuffisance médullaire (insuffisance dans
la production de cellules sanguines saines) apparait chez le patient sous la forme de pancytopénie :
une anémie (faible taux d’érythrocytes), une leucopénie (faible taux de leucocytes, affaiblissant le
systéme immunitaire) et une thrombopénie (faible taux de plaquettes, entrainant des saignements

spontanés) causant alors la mort du patient [55].

%7 Prolifération
désordonnée de cellules
Cellule .
T immatures
Progénitrice

Leucémie Myéloide
Leucémie Lymphoide (Type B ou T)

Hématopoiese normale

Figure 7 : Schématisation du processus leucémogénique derriére les leucémies aigiies

Les leucémies peuvent étre divisées en quatre grands groupes selon deux principaux critéres : la
vitesse a laquelle la maladie se développe et le type de lignée cellulaire dont la leucémie est issue et
exprime le phénotype [56]. Dans un premier temps, la vitesse de développement peut étre décrite
comme « aigué » ou « chronique ». Les leucémies aigués se développent cliniquement trés
rapidement en quelques semaines, voire quelques jours. D’un point de vue physiologique, elles vont
étre caractérisées par un envahissement rapide de la moelle osseuse et du sang périphérique par
des cellules immatures, bloquées a un stade de différenciation précoce et ne pouvant pas accomplir
leurs fonctions. Les leucémies chroniques quant a elles sont beaucoup plus lentes a se développer

(plusieurs mois ou années) et constituent ainsi une urgence clinique moindre que peuvent étre les
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leucémies aigués. La différence majeure avec les leucémies aigués est le caractere plus mature des
cellules leucémiques des leucémies chroniques, expliquant la progression plus lente de la maladie.
Ces cellules leucémiques, moins efficaces dans leurs fonctions que les cellules saines équivalentes,
vont tout de méme réussir a se rapprocher de leur niveau de différenciation normal mais, vont
néanmoins survivre beaucoup plus longtemps et augmenter en nombre plus rapidement jusqu’a
envahir totalement la moelle osseuse et causer aprés un certain temps, les mémes symptdmes que
les leucémies aigués. Enfin, le phénotype cytologique exprimé par les cellules leucémiques permet
de distinguer les principales lignées cellulaires d’ou provient la leucémie, soit la lignée myéloide et la
lignée lymphoide [56]. On a longtemps suspecté les cellules souches hématopoiétiques d'étre a
lorigine des cellules souches leucémiques de par leur mécanisme d’autorenouvellement déja
fonctionnel et que les CSL peuvent ainsi retourner plus facilement a leur avantage dans la
leucémogenese [51], mais il a depuis été démontré que les progéniteurs de lignée cellulaire peuvent
eux aussi engendrer la leucémie chez la souris suivant une mutation et explique parfois la différence
quant a I'évolution de la leucémie dans une lignée plutdt qu'une autre [57-59]. Cependant, pour

linstant, nous ne savons pas si c'est aussi le cas pour les leucémies humaines.

La combinaison de ces 2 facteurs permet ainsi de différencier les quatre grandes catégories de
leucémies : Les leucémies myéloides aigués (LMA), les leucémies myéloides chroniques (LMC), les

leucémies lymphoides aigués (LLA) et les leucémies lymphoides chroniques (LLC).

Nombre de nouveaux cas de leucémies Nombre de nouveaux cas de leucémies
diagnostiqués au Canada en 2012 selon le  diagnostiqués au Québec en 2012 selon le
sous-type sous-type

-— o

= Leucémies Lymphoides Chroniques (LLC) = Leucémies Lymphoides Aigués (LLA)

= Leucémies Myéloides Chroniques (LMC) = Leucémies Myéloides Aigués (LMA)
Figure 8 : Nouveaux cas de leucémies diaghostiqués en 2012 au Canada et au Québec par sous-

type
Statistiques tiré de Statistics Canada: Table 103-0550, New cases of primary cancer (based on the August 2015
CCR tabulation file), by cancer type, age group and sex, Canada, provinces and territories
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Les leucémies peuvent ensuite étre a nouveau classifiées plus précisément en sous-types distincts
selon leur aspect cytologique, leur caryotype et mutations génétiques, tout d’abord selon le systéme
de classification franco-américano-britannique (FAB) mit en place dans les années 70 [60], puis plus
réecemment (2001) et de maniére beaucoup plus précise, par le systtme de classification de
I'Organisme Mondial de la Santé (OMS). La classification de 'OMS de 2008 [56] a été utilisée pour la

rédaction de ce mémoire, mais depuis 'OMS a publié une version révisée en mai 2016 [61].

2.2 Les leucémies aigués

Les leucémies aigués représentent une urgence clinique qui requiert une hospitalisation et une prise
en charge rapide. Selon la derniére classification de 'OMS, on en décompte plus de 40 sous-types
différents, selon les anomalies chromosomiques récurrentes [56]. Cependant, avant de procéder
avec les analyses génétiques, un hémogramme et un myélogramme accompagnés par
limmunophénotypage par cytométrie de flux vont permettre de diagnostiquer la leucémie aigué et de
déterminer la lignée cellulaire impliquée, soit myéloide ou lymphoide.

2.2.1 Leucémies lymphoides aiguées

Les LLA sont un groupe de leucémies débutant dans les CSH ou certaines cellules immatures de la
lignée lymphoide et touchant particuliérement les enfants entre 2 et 4 ans. Elles représentent plus de
75% des cas de leucémies infantiles diagnostiquées avec environ 3 a 4 cas par an pour 100 000
habitants dans les pays occidentaux. Le pronostic reste tout de méme favorable pour les enfants
avec un taux de survie aprés 5 ans d’environ 90% pour certains groupes génétiques favorables, alors
que chez I'adulte ou la LLA est moins fréquente, le taux de survie aprés 5 ans est d’environ 35 a 40%
[62, 63]. Que ce soit chez I'enfant ou chez la personne agée, les leucémies lymphoides aigués sont
causées par des mutations génétiques, et le plus souvent des translocations chromosomiques dont
certaines sont néanmoins plus fréquentes chez un groupe d’age que d’autre (par exemple la
translocation t(9 ;22) est beaucoup plus fréquente chez les adultes que chez les enfants). Les LLA se
divisent en 2 sous-groupes selon le type de lymphocytes impliqués (lymphocytes B ou lymphocytes
).
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2.2.1.1 Les leucémies lymphoides aigués de type B
Les leucémies lymphoides aigués de type B (LLA-B) sont les plus fréquentes et celles généralement
associées a un bon pronostic chez I'enfant. LOMS classe les LLA-B en deux principaux groupes

selon la présence d’anomalies cytogénétiques récurrentes, comprenant ainsi :

o Les LLA-B avec t(9;22)(q34;q11.2) (géne de fusion BCR-ABL1, chromosome de Philadelphie)
o Les LLA-B avec t(v;11g23) (impliquant le géne de fusion MLL et ses multiples partenaires)

e Les LLA-B avec t(12;21)(p13;922) (géne de fusion ETV6-RUNX1)

e Les LLA-B avec hyperploidie

e Les LLA-B avec hypoploidie

e Les LLA-B avec 1(5;14)(q31;q32) (gene de fusion IL3-IGH)

o Les LLA-B avec t(1;19)(q23;p13.3) (géne de fusion TCF3-PBX1)

Les LLA-B qui ne présentent aucune anomalie génétique récurrente sont alors sous-classées selon
la maturité des cellules leucémiques en 4 catégories :

o LesLLAPro-B

e LesLLA-B communes

o LesLLAPre-B

e LesLLA 3 cellules B matures ou lymphome de Burkitt
Les marqueurs de surfaces utilisés pour la caractérisation des LLA-B comprennent entre-autres
CD19, CD10, CD20, CD22, CD23, CD24, CD34, CD38 CD45 CD79b, CD103, CD200, TdT et les

chaines légéres Kappa et Lambda.

2.2.1.2 Les leucémies lymphoides aigués de type T
Les leucémies lymphoides aigués de type T (LLA-T) sont plus rares que le sous-type B de LLA. En
effet, seulement 20 a 25% des cas de LLA sont de type T dans les cohortes infantiles et adultes
respectivement [63, 64]. Bien que plusieurs anomalies génétiques récurrentes ont été trouvées dans
les cellules leucémiques des LLA-T, TOMS les regroupe dans une seule grande catégorie de
leucémies et les sous-divise seulement en fonction de leur degré de maturité, soit ;

e LesLLApre-T (5-10% des LLA)

o LesLLA avec cellule T matures (15-20% des LLA)
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Nous pouvons tout de méme compter parmi les aberrations génétiques récurrentes ;

e Des mutations impliquant le géne du récepteur des cellules T (TCR), particuliérement les
régions TCRad (14q11) et TCRP (7q13), dérégulant de méme plusieurs genes de
transcription de 'hématopoiése.

e Des mutations impliquant des oncogénes, par exemple au niveau de Notch1 qui amene une
suractivation de sa voie signalétique, une demi-vie augmentée et une altération des
mécanismes de différenciations. D’autres oncogénes comme ceux du groupe HOXA
(translocations MLL-ENL, CALM-AF10, SET-NUP214...), HOX11 (t(10;14)(q24;q11)),
HOX11L2 (t(5;14)(q35;q32)), TAL1 (t(1;14)(p32;q11)) et LYLT ((7;19)(q34;p13)) se
retrouvent aussi anormalement exprimés dans plusieurs LLA.

¢ Des mutations impliquant des tyrosine kinases et les activant de fagon constitutive telles que
les translocations du gene ABL1 comme le géne de fusion NUP214 - ABL1 (aussi
caractéristique de la leucémogenése de certaines LMC, LMA et de LLA-B) ou de JAK1/2
(géne de fusion ETV6-JAK?2).

Les marqueurs de surfaces pouvant aider a la caractérisation des LLA-T comprennent entre-autres
CD1a, CD2, CD3, CD4, CD5, CD7, CD8, CD10, CD34, CD45 et TdT.

2.2.2 Leucémies myéloides aigués

Les leucémies myéloides aigués (LMA) sont les principales leucémies touchant les adultes et
représentent le deuxiéme type de leucémie le plus diagnostiqué. Elles ont en effet 'incidence la plus
élevée pour les adultes (3.6/100 000 personnes par année), 'age étant un facteur d'incidence
important avec 69 ans comme age médian [65, 66]. Le taux de survie est aussi inversement
proportionnel a 'dge du patient, ceux de plus de 65 ans ayant un taux de survie a 5 ans de moins de
10%, alors que les patients de moins de 50 ans voient leur taux de survie a 5 ans dépasser les 50%

[63, 67]. Dans sa version révisée en 2008, 'OMS classe les LMA en quatre principales catégories.

La premiére comprend les LMA avec anomalies cytogénétiques récurrentes dont la liste regroupe,
tout comme pour les LLA-B, des translocations et mutations fréquemment retrouvées dans les
cellules leucémiques et étant a 'origine de la leucémogenése :

e Les LMA avec translocation t(8;21)(q22;q22) amenant le géne de fusion RUNX1-RUNX1T1

e Les LMA avec translocation t(15;17)(q22;q12) amenant le géne de fusion PML-RARa
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Les LMA avec translocation inversement (16)(p13.1922) et t(16;16)(p13.1922) impliquant le
réarrangement du géne CBFf et sa fusion avec MYH11

Les LMA avec translocation t(9;11)(p22;q23) associées avec la fusion MLLT3-MLL

Les LMA avec translocation t(6;9)(p23;q34) formant le géne de fusion DEK-NUP214

Les LMA avec inversion (3)(q21926.2) ou la translocation {(3;3)(q21;926.2) impliquant les
genes RPN1 et EVI1 (MECOM)

Les LMA (mégacaryoblastiques) avec translocation t(1;22)(p13;q13) formant le géne de
fusion RBM15-MKL1

Les LMA avec mutations & NPM1 ou CEBPA (ajoutées comme entités provisoires)

Le deuxiéme sous-groupe de LMA compte les LMA avec anomalies associées aux myélodysplasies,

c'est-a-dire celles qui font suite @ un syndrome myélodysplasique (ou myéloprolifératif/dysplasique),

présentant des anomalies génétiques propres a celle des myélodysplasies ou dont plus de 50% des

cellules d’au moins deux lignées myéloides affichent une dysplasie.

Le troisiéme groupe compte les LMA faisant suite a un traitement de chimiothérapie ou une

irradiation.

Finalement le dernier groupe principal comporte les LMA sans spécification particuliére qui ne se

retrouvent pas dans les sous-groupes précédents et classées selon leur degré de maturation et la

lignée cellulaire atteinte. On 'y retrouve ;
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Les LMA avec différenciation minimale

Les LMA sans maturation

Les LMA avec maturation

Les leucémies aigués myélomonocytaires

Les leucémies aiglies monocytaires

Les leucémies aigles érythroide

Les leucémies aigués mégacaryoblastiques

Les leucémies aigués myélomonocytaires a composante basophile

Les leucémies aigués avec myélofibrose (panmyélose aigué)



L’ensemble de ces facteurs servant a classifier les leucémies ont surtout une importance vitale dans
le pronostic de la maladie et alors que la majorité sont considérées comme défavorables au niveau
pronostic, certaines anomalies génétiques sont favorables pour le patient, comme les LMA avec
mutations bialléliques dans CEBPA [68], et aident le clinicien & poursuivre ou non les traitements.
Les marqueurs de surfaces utilisés pour la caractérisation des LMA comprennent entre-autres
CD11b, CD13, CD14, CD15, CD33, CD34, CD38, CD45, CD64, CD117 et CD123.

2.2.3 Leucémies aigués de phénotype mixte

Les leucémies aigués de phénotype mixte (LAPM), ayant aussi connu d’autres appellations telles
que « leucémies aigués de lignée mixte/ambigué » ou « leucémies aigués bi-linéales » sont un type
de leucémies aigués rares, comprenant entre 2 et 5% de toutes les leucémies aigués [69], dont les
cellules leucémiques expriment différents marqueurs qui ne permettent pas de déterminer de fagon
non-ambigue leur appartenance a une lignée hématopoiétique précise (LLA-B, LLA-T ou LMA) et qui
sont généralement porteurs d’'un mauvais pronostic [70]. Ces leucémies ont toujours été difficiles a
classer depuis quelles ont été rapportées pour la premiére fois dans les années 1980 et
comprennent a la fois des leucémies ayant deux populations morphologiquement distinctes de
blastes qui, par immunophénotypage, expriment des marqueurs de deux lignées différentes, mais
aussi des leucémies dont les blastes co-expriment des marqueurs de lignée spécifiques pour deux
lignées différentes [71, 72]. De meilleures définitions ont été établies depuis par plusieurs groupes
via un systéme de pointage pour des marqueurs de lignées spécifiques différentes qui sont exprimés
par les blastes d'un méme patient pour distinguer les LAPM d’une leucémie aigué classique qui
exprime de maniére aberrante un marqueur d’une autre lignée hématologique [73, 74]. En 2001 et
2008 'OMS a de nouveau révisé les criteres définissant les LAPM, les rendant plus simples, et
différentie maintenant celles-ci selon les anomalies génétiques récurrentes pouvant étre a l'origine
des LAPM, notamment les translocations 1(9;22) (chromosome de Philadelphie) et celles impliquant
le géne MLL [56].
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3.Le géne MLL

Le géne MLL (Mixed Lineage Leukemia), aussi connu sous les noms KMT2A (Histone-Lysine N-
methyltransferase-2A), ALL-1 (Acute Lymphoblastic Leukemia-1), HTRX-1 ou HRX (Human
Trithorax) [75-78] est un géne codant pour une protéine du groupe de protéines trithorax (trxG),
découvert initialement chez Drosophilia Melanogaster et dont il est le géne homologue chez 'humain
[79]. La protéine MLL, comme les autres protéines trxG, a un réle primordial dans I'activation
transcriptionnelle de génes lors du développement de l'organisme ainsi que dans le processus
d’hématopoiése. Sa découverte survient lorsqu'on commence a rechercher activement des
anomalies génétiques récurrentes dans différentes leucémies, suite a deux autres découvertes
majeures qui démontrent pour la premiere fois que des translocations chromosomiques des génes
MYC et ABL qui sont respectivement a l'origine du lymphome de Burkitt et dans la formation du
chromosome de Philadelphie caractéristique des LMC [80, 81]. On découvre ainsi que le géne MLL
est associé a plusieurs translocations dans les cellules leucémiques de patients [76, 77, 82]. On lui
confére donc un statut de proto-oncogéne clé, responsable de la leucémogenése de plusieurs sous
types différents de leucémies et ainsi, un géne incontournable dans I'analyse des caryotypes de

leucémies [83].

3.1 Caractérisation du géne et de la protéine MLL

Le géne MLL se situe sur la bande chromosomique 11q23 (figure 9), compte 37 exons et exprime
une protéine nucléaire de 3969 acides aminés (431 kDa). MLL fait partie d’'une famille de 6 génes
comptant aussi MLL2, MLL3, MLL4, SET1A et SET1B. Toutes les protéines issues de cette famille
ont pour principale caractéristique leur activité histone méthyltransférase spécifique pour la lysine 4
de I'histone 3 (H3K4), une modification épigénétique de la chromatine typiqguement associée avec
une transcription active des genes de la chromatine [84], conférée par leur domaine catalytique SET
[85]. Le domaine SET, inactif par lui-méme, nécessite 3 autres protéines activatrices dans le cas de
MLL (WDRS5, ASH2L et RbBP3) formant ainsi un complexe multi-protéique responsable de cette
activité methyltransférase H3K4, le complexe MLL [86]. L’association de ses sous-unités régule aussi
les génes ciblés par son activité methyltransférase, notamment les génes HOX [87]. La protéine MLL
est aussi la cible d'un clivage protéolytique in vivo par I'endopeptidase taspase1 qui la sépare en

deux sous-unités, MLL-C et MLL-N (respectivement 180 kDa et 320 kDa). Les deux sous-unités
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reforment éventuellement un hétérodimére par l'interaction entre le domaine FYRC (MLL-C) et FYRN
(MLL-N) pour ensuite former le complexe MLL, le stabiliser et permettent sa localisation nucléaire
[88, 89]. Ces deux sous-unités de MLL lorsqu’elles sont séparées ont des fonctions antagonistes au
niveau de la régulation transcriptionnelle : la partie C-terminal (MLL-C) ayant le domaine SET garde
lactivité methyltransférase activatrice de la transcription, alors que la partie N-terminal (MLL-N)
contient deux domaines de répression (RD1 et RD2) qui peuvent recruter les histone désacétylases
HDAC1 et HDAC2 ainsi que des corépresseurs des protéines du groupe polycomb (PcG) tel que
BMI-1, CtBP et HPC2 ce qui a pour effet de réprimer la transcription de genes cibles [90, 91]. (Figure
9)

MLL est une protéine multidomaine qui contient, en plus du domaine SET et des domaines RD,
plusieurs autres domaines et motifs hautement conservés permettant d'accomplir ses fonctions. Son
extrémité N-terminal comporte premierement une region de trois motifs AT-hook, similaires a ceux
des protéines nucléaires de la famille HMG-1, capable de reconnaitre des structures de 'ADN riche
en nucléotides A et T et de s'y lier [92]. Ces motifs permettent ainsi @ MLL de localiser ses génes
cibles et pourraient aussi servir a lier des protéines comme SET, GADD34 et la protéine
phosphatase 2A (PP2A) [93-95]. Toujours dans la partie N-terminal se retrouvent deux sites
« Speckled Nuclear Localisation » (SNL) permettant sa localisation et distribution nucléaire de
maniére ponctuée [96]. Nous y trouvons aussi un domaine de liaison a TADN CXXC, une région riche
en cystéine située a méme le premier domaine de répression (RD1) qui a pour fonction l'interaction
avec 'ADN des CpG non-methylés et aiderait dans l'interaction avec les protéines PcG (BMI-1 et
CtBP) ainsi que HDAC1 [91]. Il est aussi démontré que la conservation de ce domaine lors des
fusions MLL est essentielle a la leucémogenése, alors que dans le cas ou il est perdu ou muté, il y a
perte du potentiel d'immortalisation et il est alors impossible d’induire la leucémie chez la souris [97].
La partie N-terminal comporte aussi quatre domaines en doigt de zinc « Plant Homeodomain »
(PHD), dont la séquence coordonne aussi deux ions de zinc, et un Bromodomaine entre le domaine
PHD3 et PHD4 qui sont responsables de la liaison a d’autres protéines [98, 99]. Les fonctions
exactes des deux premiers domaines PHD et PHD4 ne sont pas encore parfaitement comprises,
mais nous savons qu'ils coopérent dans les interactions entre les fragments MLL-C et MLL-N [100],
son homodimérisation, ainsi que dans les mécanismes de dégradation protéique par la cellule [101,

102]. PHD3, conjointement avec le bromodomaine, est le mieux caractérisé et est connu pour son
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réle a la fois dans la répression, mais aussi dans la transcription des genes cibles de MLL. En effet,
son interaction avec la cyclophiline nucléaire Cyp33, un corépresseur, régule la répression des
génes cibles in vivo par la désacétylation des histones, mais PHD3 interagit aussi avec la lysine 4 de
Ihistone 3 trimethylée (H3K4me3) qui est le produit de I'action catalytique du domaine SET et est
donc caractéristique de la transcription active des génes cibles de MLL [102-104]. Ce double réle
pour PHD3-bromodomaine lui vaut ainsi une importance centrale dans les fonctions de MLL et, la
liaison entre Cyp33 et H3K4me étant inhibitice I'une envers l'autre, il est vu comme le principal
interrupteur entre la répression et la trans-activation des génes régulés par MLL [105]. Il est d’autant
plus intéressant de noter que l'inclusion des domaines PHD (hormis PHD1 seul) dans les fusions
MLL-AF9, autrement oncogeénique, inhibe la leucémogenése chez la souris [106]. Aussi, une autre
étude a montré que l'incorporation de PHD3 dans les fusions MLL-ENL empéche l'immortalisation
des cellules souches progénitrices hématopoiétiques des souris et ainsi, son absence est primordiale
pour la leucémogenése liée aux translocations MLL-ENL [107]. En plus du domaine SET, MLL-C
possede aussi un domaine appelé « Transcriptional Activation Domain » (TAD) capable de recruter
la protéine coactivatrice « CREB-Binding Protein » (CBP), qui comme son nom lindique, peut
recruter la protéine « Cyclic AMP Response Element-Binding protein » (CREB) activant tout comme
son voisin le domaine catalytique SET, la transcription de génes (Figure 9) [108].
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Figure 9 : Localisation chromosomique et principales composantes du géne MLL

Situé sur le bras long du chromosome 11, plus précisément au niveau de la bande chromosomique 11923, le
géne MLL contient plusieurs sites et domaines qui vont aider dans les rbles d'activateur et d'inhibiteur de la
transcription ainsi que dans la structure et la localisation nucléaire de la protéine MLL. Parmi ses principaux sites
nous retrouvons les régions AT Hooks, les signaux de localisation nucléaire 1 et 2 (SNL), les domaines de
répression (RD1et RD2), le domaine CXXC, 4 plant homology domain (PHD), un bromodomaine (BrD), les motifs
d’interaction des sous-unités N et T (respectivement FYRN et FYRC), le domaine d’activation transcriptionnelle
(TAD) et le domaine a activité méthyltransférase H3K4 (SET). On retrouve aussi le site de clivage de I'enzyme
Taspase1 qui sépare la protéine MLL en ses deux sous-unités : MLL-N et MLL-C.

3.2 Réle de la protéine MLL dans la régulation de la transcription

Les domaines aux fonctions parfois inverses de la protéine MLL aménent nécessairement plusieurs

réles pour celle-ci, dont certains restent encore méconnus. Les principales fonctions de MLL

semblent néanmoins étre liées au développement embryogeénique ainsi qu’au bon fonctionnement de

I'hématopoiése via la régulation des genes HOX [109]. La régulation des genes cibles de MLL n’est

toutefois pas soumise a 'action de MLL seul, mais plutét au complexe protéique que forme MLL avec

différentes protéines nucléaires qui contrélent au final son activité methyltransférase [110-112].

Les génes HOX sont un groupe de génes hautement préservés dans I'évolution codant pour des

facteurs de transcription régulant d’autres génes notamment durant le développement axial de

I'embryon et doivent eux-mémes étre rigoureusement régulé pour mener a bien leurs fonctions [113].
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De par son homologie avec les genes du groupe trithorax chez la drosophile, il est raisonnable de
croire que les fonctions de MLL sont aussi semblables a ceux-ci chez les mammiferes et font de
MLL, le principal activateur des génes HOX [114]. Des souris knock-out pour le géne MLL (MLL -/-)
ont ainsi été générées et ont effectivement montré dans plusieurs expériences qu’elles ne peuvent
pas survivre sans MLL. La mortalité embryonnaire survenant aprés 10 jours est causée par des
malformations squelettiques [115]. La mortalitt embryonnaire n’est cependant pas due a une
mauvaise initiation de la transcription des génes HOX, mais bien au maintien de leur expression qui
nécessite alors 'action de MLL [116]. Des souris hétérozygotes (MLL +/-) sont quant a elles viables,
mais montrent un retard de croissance et des anomalies dans le développement hématopoiétique,
laissant voir un role clé de MLL dans la croissance des précurseurs de lignées cellulaires [117]. Des
expériences voulant tester 'importance de MLL dans I'hématopoiése post-natale avec un modéle
murin ou MLL peut étre excisé (knock-out MLL inductible) ont mis en évidence I'importance de MLL
pour la capacité d’autorenouvellement des CSH de la moelle osseuse et du foie au stade feetal [118,
119]. MLL est aussi retrouve interagissant avec plusieurs complexes protéiques distincts et régulant
I'expression d’un grand nombre de génes hormis les génes HOX dont il reste tout de méme reconnu
comme le principal régulateur [120, 121].

3.3 Translocations chromosomiques de MLL dans les leucémies

Avec les techniques d’analyse génétique modernes, plusieurs mutations récurrentes ont pu étre
identifiées chez les patients leucémiques et semblent étre derriére le processus leucémogénique.
Bon nombre de celles-ci impliquent des réarrangements chromosomiques et touchent régulierement
les mémes genes [122-124]. Les translocations chromosomiques sont des événements génétiques
qui surviennent lorsque deux chromosomes s'échangent des fragments chromosomiques. L'échange
peut étre déséquilibré s’il y a perte de matériel génétique ou équilibré si celui-ci est préservé a
travers I'échange. Les translocations a l'origine de plusieurs leuceémies, notamment celles impliquant
le géne MLL, font partie de cette deuxieme catégorie et sont vraisemblablement causées par une
erreur lors de la réparation de brisures double-brins de 'ADN par la jonction d’extrémités non-
homologues (NHEJ) [125]. MLL contient une région BCR (Breakpoint Cluster Region) de 8.3 Kb
située sur la partie N-terminal, entre les domaines CXXC et PHD de la protéine résultante. Cette
région comporte des sites de clivage de la topoisomérase I, influengant probablement I'apparition de

brisures double-brins dans cette région [126-128]. Il suffit ensuite qu'une deuxiéme brisure double-
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brins survienne dans un autre chromosome, ce qui peut se produire de fagon endogéne comme lors
de la recombinaison V(D)J propre au développement lymphoide [129] ou exogéne comme par des
inhibiteurs de la topoisomérase Il (chimiothérapie) [130, 131], pour augmenter significativement le
risque de réparation aberrante et de translocation chromosomique [132]. Bien que les mécanismes
derriére la leucémogenése suivant un réarrangement de MLL ne soient pas encore parfaitement
compris, toutes translocations impliquant MLL dans une CSH n’aboutissent pas nécessairement a
une leucémie. Il faut que la partie N-terminal de MLL garde son cadre de lecture et fusionne avec
certains autres genes remplagant sa partie C-terminal, appelés partenaires de fusion, pour produire
une protéine chimérique lui conférant des propriétés oncogéniques, soit 'arrét du développement
cellulaire et une croissance dérégulée [133-136]. Il est connu que les génes cibles normaux de MLL
sont souvent régulés aussi par la protéine chimérique, mais que ses fonctions sont altérées,
dérégulant ainsi I'expression de plusieurs genes HOX et accumulant des modifications épigénétiques
aberrantes de la chromatine [137-139]. La fusion de la partie N-terminal de MLL, tel que mentionné
précédemment, ne doit pas inclure les domaines PHD, d’ordinaire exclus lors d’une fusion au niveau
de la région BCR, sans quoi il semble y avoir perte des propriétés oncogéniques. Il a aussi été
plusieurs fois démontré qu'une seule de ces mutations générant une fusion MLL avec l'un de ses
nombreux partenaires est suffisante pour produire des cellules souches leucémiques [140] et depuis,
plusieurs expériences ont pu reproduire dans des modeles in vivo la leucémogenése a partir de
différentes fusions MLL [141-146]. Le type de leucémie qui résulte d'une translocation de MLL
dépend grandement aussi de son partenaire de fusion, qui comme son nom l'indique, peut amener

au développement de LMA, de LLA (type T ou B) et de leucémies mixtes.

(A) MLL

Zone de

(B) Fusion MLL cassiire

(I a T

Figure 10 : Translocation chromosomique menant a une fusion MLL
(A) MLL wild-type avec la zone de cassure (BCR) ou a lieu la translocation de sa partie N-terminal. (B) Un
exemple de fusion MLL avec un partenaire de fusion (longueur variable) remplagant sa partie C-terminal.
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3.3.1 Partenaires de fusion communs de MLL

8 @ 10 % des leucémies aigués sont causées par une translocation du géne MLL. Elles sont
retrouvées principalement au niveau des LLA chez les bébés (1 an et moins) et les LMA pédiatriques
(1 a 18 ans) qui arborent une anomalie au niveau du géne MLL dans respectivement 80% et 35-50%
des cas [147-151]. Plus de 79 partenaires de fusion directs (MLL-X) ont été identifiés et sont classés
en 2 grandes catégories selon leur localisation cellulaire ; soit des protéines cytoplasmiques ou des
protéines nucléaires [152]. Cependant, avec la caractérisation et I'ajout imminent de nouveaux
partenaires de fusion, de nouvelles classifications sont proposées, notamment en séparant les
protéines cytoplasmiques selon leur fonction principale. Nous comptons donc a ce jour, 23 protéines
nucléaires, 53 protéines cytoplasmiques (ayant des roles variées dans différentes voies de
signalisation cellulaire), une protéine de la matrice extracellulaire et une enzyme de la matrice
mitochondriale. Quelques fusions qui ne figurent pas encore dans la liste des partenaires officiels de
MLL n'ont pas encore été caractérisées quant a leur réle (s'ils en ont un) autrement que lors de leur
fusion a MLL (TRCN18, BTBD13, LOC100131626 et LOC100128568) [152, 153]. Certaines fusions
sont trés rares et n'ont été caractérisées que chez quelques patients [154-156], mais plus de 80%
des translocations MLL retrouvées chez les patients sont issues des mémes 6 partenaires de
fusions. Cing dentre-eux sont des protéines nucléaires avec un rdle lié a I'élongation
transcriptionnelle, soit en faisant partie du super complexe d’élongation (SCE) ou en interagissant
avec '’ARN polymérase Il (ARNPII), alors que le dernier (AF6) est une protéine cytoplasmique [152,
157, 158]. Ces translocations de MLL sont :

t(4;11)(q21;923) formant la fusion MLL-AF4

o 1(9;11)(p22;g23) formant la fusion MLL-AF9

o 1(11;19)(q23;p13.3) formant la fusion MLL-ENL
o {(10;11)(p12;q23) formant la fusion MLL-AF10

o 1(6;11)(q27;g23) formant la fusion MLL-AF6

o 1(11;19)(q23;p13.1) formant la fusion MLL-ELL
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Figure 11 : Cohorte de leucémies issues des principaux réarrangements MLL

Afin d'illustrer les proportions des différents partenaires de fusion MLL en clinique, une cohorte de 1590 patients
ayant développé une leucémie a partir d’'un réarrangement chromosomique du géne MLL sont classés en fonction
du type de leucémies globalement (premiére rangée) et de I'age des patients (deuxieéme rangée), avant de sous-
diviser les groupes d’age a nouveau en fonction des types de leucémies.

Tiré de Meyer, C et al. “The MLL Recombinome of Acute Leukemias in 2013.” Leukemia 27.11 (2013): 2165-
2176.

3.4 La fusion MLL-ENL

La protéine de 559 acides aminés Eleven-Nineteen-Leukemia (ENL), aussi appelé MLLT1, tient son
nom de sa fusion avec MLL qu’il compléte en C-terminal pour former un facteur de transcription
oncogénique chimérique capable d'initier a lui seul la leucémogenése de la cellule [159]. On connait
peu quant a la fonction normale de ENL, mais nous savons qu'il fait partie de plusieurs complexes

protéiques, desquels le super complexe d’élongation (SCE) avec plusieurs autres protéines souvent
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retrouvées dans des fusions directes MLL (AF4, AF10, AF5q31, AF17, ELL, LAF4 et AF9 dont il
partage une certaine homologie avec ce dernier) et qu'il semble donc jouer un réle au niveau de la
transcription et dans les modifications épigénétiques de la chromatine [160, 161]. Sa principale
caractéristique est son domaine YEATS en N-terminal, généralement perdu lors de la fusion MLL-
ENL, qui lui permet notamment d'interagir avec les histones H1 et H3 [162]. On le retrouve aussi
dans deux différents complexes SWI/SNF, renforgant son réle dans les modifications de la
chromatine et dans la transcription, consistant avec son homologue Taf14 chez la levure et retrouvé
aussi dans des complexes de remodelage de la chromatine SWI/SNF [163, 164]. Sa partie C-
terminal est néanmoins plus importante dans la compréhension des fusions MLL-ENL puisqu’elle
contient un domaine d'interaction protéique CTD essentiel au potentiel leucémogénique de la
protéine chimérique [159, 165]. Ce domaine est responsable entre-autre de l'interaction de ENL avec
notamment ABI1 [166], mais surtout pour son interaction avec les plusieurs protéines du SCE et
probablement au cceur de la leucémogenése dans plusieurs cas de fusions MLL [157, 167, 168].
Interagissant avec ENL dans ce complexe d’élongation, on retrouve notamment AF4 qui peut
recruter la « positive transcription elongation factor b » (P-TEFD), une kinase connue pour contréler
la phase d’élongation de la transcription en phosphorylant 'ARNPII [169, 170]. Une deuxiéme
protéine clé de ce complexe est « disruptor of telomeric silencing 1 like » (DOT1L), une histone
methyltransférase H3K79 liant aussi ENL [162, 167, 171]. Lors d’une fusion MLL-ENL, DOT1L est
recruté, via la partie C-terminal de ENL de cette protéine chimérique, aux promoteurs cibles de MLL
et engendre ainsi une accumulation de méthylation H3K79 [172, 173]. S’en suit une surexpression
aberrante de ces genes, notamment les génes HOX du cluster A (HOXA7 et HOXA9) et le cofacteur
MEIS1 menant a la transformation de la cellule [137, 174-176]. Les fusions MLL-ENL peuvent aboutir
soit a une LLA-B, une LLA-T, une LMA ou une LAPM [177, 178].
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Figure 12 : Structure et interactions avec le super complexe d’élongation de MLL et de la
protéine chimérique MLL-ENL

(A) La protéine ENL et son domaine YEATS en N-terminal et son domaine CTD en C-terminal qui interagie avec
les protéines du super complexe d'élongation pour mener vers la régulation normale de [I'élongation
transcriptionnelle. (B) La protéine chimérique MLL-ENL comprend la partie N-terminal de MLL et la partie C-
terminal de ENL. Le domaine CTD de ce dernier est d'autant plus toujours fonctionnel et peut aller recruter les
protéines du SCE, mais, a cause des domaines en N-terminal de MLL, il y a dérégulation de I'élongation
transcriptionnelle qui ciblera plutét des génes comme les génes de la famille HOX et mene ainsi vers le
développement d’'une leucémie.
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3.5 Modélisation in vivo de leucémies aigués humaines MLL

Plusieurs modéles in vivo ont été développés au cours des années afin de tenter de reproduire et
d'étudier le développement des leucémies humaines. Notamment, plusieurs modeles de souris
« knock-in » ou des souris qui recevaient des greffes de CSH de souris dans lesquelles on avait
incorporé des génes de fusion et qui développaient des leucémies parfois semblables, mais parfois
aussi différentes de celles homologues chez I'numain pour certaines [141, 179-181]. Pour la fusion
MLL-ENL plus spécifiquement, plusieurs expériences réalisées chez la souris mettent en évidence
son potentiel leucémogénique. Par exemple, une expérience montra la capacité de la fusion MLL-
ENL a initier la transformation leucémique in vitro de cellules souches hématopoiétiques de souris
transduites avec un rétrovirus, mais aussi in vivo en les transplantant dans d’autres souris
immunodéficientes irradiées pour voir le développement de leucémies myéloides [182]. Une autre
équipe congut aussi un modéle in vivo de souris qui, par un systeme cre-recombinase et de site
LoxP, produit la translocation de novo MLL-ENL dans les cellules de la souris. Celles-ci développent
alors aussi des leucémies myéloides [183]. Les souris se révélent ainsi un modéle in vivo important
dans 'étude du systeme hématopoiétique et dans le développement des leucémies, mais il n’est pas

certain que les conclusions tirées de souris peuvent directement s’appliquer aux humains.

Dans le but de créer un modéle humanisé de leucémies, des modéles de souris immunodéficientes
ont alors été mis au point pour étre capable de prendre des xénogreffes de cellules leucémiques
humaines et d’observer leur développement in vivo. Le génie génétique donna ainsi naissance a un
modéle de souris issu du croisement entre les lignées de souris SCID (Severe Combined
Immunodeficiency) et de souris NOD (Non-Obese Diabetic) qui est vite devenu trés utilisé dans la
modélisation des leucémies générées par le gene de fusion MLL : le modele NOD/SCID [184] [185,
186]. Notre laboratoire a utilisé une version de ce modéle, les Bnx NOD/SCID, dans une premiére
expérience avec des CSH humaines transduites pour exprimer la fusion MLL-ENL et a observé, en
les transplantant dans ces souris, le développement de leucémies lymphoides aigués de type B,
mais aucune leucémie myéloide [187]. Cette tendance quant au développement de LLA-B dans ce
modele de souris a pu aussi étre observée par une autre équipe avec une autre fusion MLL, la fusion
MLL-AF9, alors que les modéles de souris « knock-in » MLL-AF9 favorisent généralement le
développement de LMA [188]. Pour d’autres fusions comme MLL-AF4 et MLL-AF10, aucun modéle

humanisé ne s’est avéré pour l'instant capable de générer des leucémies in vivo [189, 190].
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4. Hypothéses et objectifs

4.1 Problématique

Comme il a déja été plusieurs fois observé, les leucémies aigués se développent suivant I'apparition
de mutations dans des cellules souches hématopoiétiques et des cellules progénitrices parmi une
vaste gamme d'aberrations génétiques capables d'initier le processus leucémogénique, parfois
uniqgue ou de maniére concomitante, dérégulant les mécanismes de différenciation et d’auto-
renouvellement de la cellule. La translocation MLL-ENL semble pour sa part étre capable d'initier le
processus leucémique dans les modéles in vivo, mais, bien que la cellule impliquée et le
microenvironnement semblent les facteurs déterminants de la leucémogenése et du type de
leucémie résultant, ce processus n’est toutefois pas encore parfaitement compris surtout quant a la
détermination des différents phénotypes leucémiques pour cette mutation et au réle du géne de

fusion MLL-ENL une fois la leucémie engendrée.

4.2 Hypothése et objectifs

Afin de tirer avantage de la mise au point de nouveaux modéles in vivo de leucémies humaines via
les xénogreffes de cellules souches hematopoiétiques humaines exprimant différentes translocations
chromosomiques dans des souris immunodéficientes, nous voulons voir s'il est possible de répliquer
le développement des différentes leucémies retrouvées chez I'humain a partir d'une méme
translocation MLL-ENL dans notre modéle, soit des LLA-B/T, des LMA ou des LAPM.

Dans un deuxiéme temps, si le géne de fusion MLL-ENL semble pouvoir initier des leucémies
humaines dans notre modéle, il n'est pas encore clair que d’autres événements survenant dans la
cellule ne jouent pas aussi un réle déterminant dans le processus leucémique et son maintien. Nous
voulons - ainsi déterminer [limportance de [I'expression continue de MLL-ENL suivant le
développement initial de la maladie, dont nous croyons en effet que le rble ne se limite pas
seulement a la transformation de la cellule en cellule souche leucémique, mais qu'il est nécessaire
au maintien du phénotype leucémique. Pour tester cette hypothése, nous allons induire I'expression
de la cre recombinase dans les cellules leucémiques primaires exprimant le géne MLL-ENL bordé

par des sites LoxP afin d’exciser MLL-ENL du génome de ces cellules. Par la suite, les cellules
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leucémiques n’exprimant plus le gene MLL-ENL seront regreffées dans la moelle osseuse de souris

secondaires afin de voir s'il leur est possible de régénérer la leucémie sans ce géne de fusion.
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Chapitre Il - Matériel et méthodes

1. Purification de cellules souches/progénitrices hématopoiétiques de

sang de cordon ombilical humain par sélection négative

Suivant 'approbation de méres venant d’accoucher, le sang du cordon ombilical de leur nouveau-né
est prélevé et acheminé a notre laboratoire dans des poches de sang, contenant un anticoagulant,
via le centre hospitalier de I'Hotel-Dieu de Lévis et la banque de sang d’Héma-Québec. Le sang de
plusieurs poches ayant été récolté il y a moins de 72h est mélangé dans une bouteille, sous une
hotte stérile, et dilué avec une quantité équivalente en volume de « phosphate-buffered saline »
(PBS) contenant 2% (volume/volume) de sérum de veau foetal « cosmic calf serum» (CCS) de
HyClone®. Le sang dilué est ensuite déposé doucement dans plusieurs tubes falcon de 50mL
contenant 12.5mL de Ficoll. Les tubes falcon sont remplis avec le sang en prenant soin de ne pas le
mélanger avec la phase de Ficoll dans le fond des tubes, avant d’étre centrifugés a 1500 RPM
pendant 30 minutes et sans actionner le frein de la centrifugeuse a la fin du cycle. Le sang est alors
separé par gradient, grace au Ficoll, en plusieurs phases : la premiére phase contenant le plasma
sanguin et les plaquettes est aspirée et jetée, l'interphase est récoltée et contiendra une premiére
couche de cellules mononuclées (dont les CSH et les cellules progénitrices) déposé sur une phase
de Ficoll, puis la derniere phase contenant les érythrocytes et les granulocytes est jetée avec les
tubes. Les cellules récoltées dans l'interphase sont a nouveau diluées dans du PBS 2% CCS avant
d'étre centrifugées & 1200 RPM pendant 10 minutes. A ce stade, une lyse des globules rouges au
chlorure d’'ammonium peut étre effectuée si le culot contient visiblement beaucoup de globules
rouges. Pour ce faire, on resuspend le culot dans 3.5 mL de chlorure d’ammonium (=0.15 M) et on
laisse les cellules a 4°C sur l'orbitron pendant 20 minutes, avant de les centrifuger a nouveau une
fois la lyse terminée. Le culot obtenu est redilué dans du tampon PBS 2% CCS dans un volume
donnant une concentration d’environ 7x107 cellules par mL et un cocktail d’anticorps comprenant
CD2, CD3, CD7, CD14, CD16a, CD19, CD24, CD41, CD56, CD66b et CD235a est rajouté et laissé a
incuber 20 minutes a température ambiante (Tp) avec agitation lente. Des colloides magnétiques
sont ensuite ajoutés (60 pL/mL) et le mélange est laissé 10 mins a Tp afin que ceux-ci se couplent
avec les anticorps. Les cellules sont par la suite passées dans une colonne magnétique qui retient
les cellules marquées par les anticorps couplés aux colloides magnétiques. Les cellules non-
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marquées pour les anticorps de lignées (Lin -) sont ainsi éluées et récoltées pour étre finalement
diluées a nouveau dans du PBS 2% CCS, centrifugées a 1200 RPM et remisent en suspension dans
du milieu « minimum essential medium alpha » (MEM-a) et 10% de diméthylsulfoxyde (DMSO) dans
un cryotube afin d’étre congelées viablement a -80°C. Une petite quantité de cellules isolées est
cependant analysée par cytométrie de flux aprés avoir été marquée par deux anticorps, CD34 et
CD38 humains. Le pourcentage de CD34+, marquant les cellules souches, est le principal indicateur

du succes de la purification.

2. Technique de clonage

2.1 Les plasmides

Dans un premier temps, dans un vecteur d’expression virale « Murine stem cell virus » (MSCV), le
géne de fusion MLL-ENL est inséré et bordé par 2 séquences de 13 paires de bases appelées
« sites LoxP ». Ces séquences sont les sites de reconnaissance pour la protéine cre-recombinase
qui permet a cette enzyme de se lier a 'ADN et d’'exciser la séquence a l'intérieur des sites LoxP
pour ensuite refermer 'ADN, ce qui sera nécessaire pour la seconde partie de I'expérience. Le
plasmide MSCV contient aussi 2 séquences « long terminal repeat» (LTR) en 5 et en 3, la
sequence de la protéine fluorescente « enhanced green fluorescent protein » (eGFP), qui nous
permet de marquer les cellules infectées par le virus, sous contrble du promoteur de la PGK
humaine. Finalement le géne de résistance a I'ampicilline est aussi présent et permet la sélection des

bactéries transformées par le plasmide et donne le vecteur MSCV MLL-ENL LoxP eGFP.

Un deuxieme plasmide est aussi préparé pour la deuxieme partie de I'expérience en utilisant cette
fois un vecteur lentiviral (Pmab) contenant aussi 2 séquences LTR en 5’ et 3', le gene de résistance
a l'ampicilline ainsi que le promoteur de la PGK humaine. Cependant, celui-ci contient plutét comme
marqueur le géne de la protéine « blue fluorescent protein » (BFP). Deux versions de ce vecteur sont
construites, I'une avec le gene de la cre-recombinase (Pmab Cre-rec. BFP), dont I'expression de ce
dernier est contrélée par le promoteur de la PGK humaine, et un vecteur contrble sans la cre-

recombinase (Pmab control BFP).
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Ces vecteurs sont créés en introduisant les inserts (MLL-ENL LoxP et Cre-recombinase) avec des
sites de restrictions de part et d’autre, dans des sites de clonage multiple (MCS) présents sur les
vecteurs. Pour l'insert de la Cre-recombinase, les sites de restrictions ont été rajoutés par réaction
PCR avant d’étre isolé par migration sur gel d’agarose. Pour ce faire, suivant la réaction de PCR,
linsert de la Cre-recombinase migre sur un gel d’agarose 1% avec bromure d’éthidium pour marquer
I'’ADN. Celui-ci est ainsi visualisé sous rayonnement UV et la bande correspondante est découpée.
L’ADN est extrait du gel en suivant les directives du kit d’extraction de bandes « QIAquick Gel
Extraction » de Qiagen ®. Les inserts de MLL-ENL LoxP et de la Cre-recombinase ainsi que les
plasmides sont alors digérés par des enzymes de restrictions correspondantes, avant de migrer a
nouveau sur un gel d’agarose et ensuite étre extraits dans le but d’avoir seulement les inserts et les
plasmides clivés sans les parties complémentaires. Ceux-ci sont finalement ligués ensemble sous
I'action de la T4 DNA ligase de Invitrogen® (= 1 unité/mg d’ADN) pendant 1h a 10°C. Les plasmides
créés sont ensuite introduits dans des bactéries E. coli compétentes (DH5a pour MSCV MLL-ENL
LoxP eGFP et Stbl2 pour les vecteurs Pmab) par choc thermique. Les bactéries sont étalées sur des
géloses de milieu « Luria Broth » (LB) contenant de I'ampicilline (100ug/mL) et laissées toute la nuit
a 37°C pour les DH5a et 30°C pour les Stbl2. Au matin, des colonies sont piquées et remisent en
suspension dans 3mL de milieu LB avec ampicilline dans un incubateur a leur température de
croissance respective sous agitation (225 RPM) pendant environ 8h. Les plasmides sont alors
extraits des bactéries a I'aide du kit de « GenElute Plasmid Miniprep » de Sigma-Aldrich®. On peut
vérifier I'insertion de l'insert par digestion avec les mémes enzymes de restriction et migration sur gel

d’agarose 1% tel que précédemment réalisé et par séquencgage des plasmides.

2.2 Production d’ADN

Il est nécessaire de produire une grande quantité d’ADN pour fabriquer les virus qui nous servent
dans les prochaines étapes de I'expérience. Nous procédons donc par transformation bactérienne de
la méme maniére que réalisée précédemment lors de la fabrication initiale des plasmides. Ainsi,
quelques ug d’ADN sont ajoutés a une suspension de bactéries E. coli compétentes (DH5a pour
MSCV MLL-ENL LoxP eGFP et Stbl2 pour les vecteurs Pmab) et la transformation est faite par choc
thermique (30 minutes sur glace, 90 secondes a 42°C avant de retourner 3 minutes sur glace). Les
bactéries sont ensuite étalées sur une gélose de milieu LB avec ampicilline (100ug/mL) et incubées
a leur température optimale de croissance (37°C pour les DH5a et 30°C pour les Stbl2) pendant
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toute une nuit. Au matin, quelques colonies bactériennes qui ont poussé sont piquées et remisent en
suspension dans 3mL de milieu LB avec ampiciline dans un incubateur a leur température
respective pendant environ 8h avec agitation (225 RPM). En fin de journée, la suspension
bactérienne est cette fois transférée dans une fiole de 500mL de milieu LB avec ampicilline et
remisent dans l'incubateur a la température appropriée et avec agitation. Le lendemain matin, 'ADN
est extrait avec le kit « Qiagen Plasmid Maxi Kit » de Qiagen® en suivant le protocole fourni par le

fabricant.

3. Production de virus par transfection au phosphate de calcium

Lorsque nous avons une quantité d’ADN suffisante, nous pouvons produire nos virus par transfection
au phosphate de calcium avec la lignée cellulaire 293T, une variante des cellules d’épithélium rénal

embryonnaires HEK-293 qui exprime I'antigene SV40, optimale pour la production de virus.

Nous produisons donc des rétrovirus avec le vecteur MSCV MLL-ENL LoxP eGFP. Dans un premier
temps, environ 7 a 8 flasques T75 adhérentes sont ensemencées par les cellules 293T dans du
milieu « Iscove’s modified Dulbecco’s medium » (IMDM) de Hyclone® complété avec 10% de CCS et
laissées a 37°C avec 5% de CO2 dans un incubateur quelques jours avant de débuter la transfection
jusqu’a atteindre une confluence de +/- 75%. Les cellules sont alors récoltées, comptées et
réensemencées dans 50 pétris pour la culture cellulaire de 100x20mm a 2,5x10¢ de cellules par
pétris et avec 10mL de milieu IMDM 10% CCS. Environ 24h plus tard, le milieu est changé et on
procéde a la transfection en préparant le mélange d’ADN-eau-CaCl2. Ce mélange est obtenu en
mélangeant premiérement notre plasmide MSCV avec deux plasmides rétroviraux :

- VSV-G (la glycoprotéine G du virus de la stomatite vésiculeuse) qui contient notamment le
géne env de la protéine enveloppe permettant 'assemblage des virions.

- PSY-ENV qui contient les genes gag et pol, responsable respectivement de plusieurs
protéines de structure de la capside et, pour pol, des enzymes virales comme la reverse
transcriptase et I'integrase qui permettent la traduction de 'ARN en ADN et son intégration
dans '’ADN génomique de la cellule héte.

L’ADN, en quantité bien précise pour chaque plasmide, est par la suite mélangé avec de I'eau
nanopure et filtré sur une membrane de 0,2um sous une hotte stérile avant d'étre distribué dans
plusieurs tubes. On rajoute alors le chlorure de calcium (CaClz2) goutte a goutte avant de transférer le
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mélange ADN-eau-CaClz dans un volume équivalent de tampon « HEPES buffered saline » 2X
(HBS) goutte a goutte et de mélanger doucement. Aprés avoir reposé pendant 20 minutes, le
mélange ADN-eau-CaCl2-HBS est distribué uniformément dans les pétris de 293T qui sont ensuite
remis @ 37°C avec 5% de CO2 pendant 48h en changeant le milieu aprés 24h. Apres 48h une
premiére récolte des rétrovirus est effectuée prélevant et filtrant le surnageant des pétris sur une
membrane de 0,2um. Le milieu contenant les rétrovirus MSCV MLL-ENL LoxP eGFP est centrifugé a
22 000 RPM pendant 2h a 4°C dans une ultracentrifugeuse. Le milieu est ensuite aspiré et le culot
de rétrovirus est resuspendu dans du milieu « Gene Transfer » (GT) pour virus (composé de milieu
X-VIVO10© de Bio Whittaker®, de 1% de BSA et de 2mM de L-glutamine). Les virus dans le milieu
GT sont ensuite cryogénisés et gardés a -80°C jusqu’a leur utilisation. Du milieu IMDM 10% CCS est
remis dans les pétris et une deuxieme récolte peut étre faite le lendemain en procédant de la méme

facon.

Les lentivirus Pmab cre-rec. BFP et Pmab Control BFP sont produits en suivant la méme procédure
hormis au niveau de I'ADN utilisé qui, en plus du vecteur d'intérét, comporte maintenant les
plasmides :

- VSV-G (le méme que pour les rétrovirus)

- RRE contenant principalement gag et pol en plus d’'un site RRE se liant & la protéine rev et

facilitant 'exportation de '’ARN du noyau.

- REV contenant pour sa part le géne rev de la protéine rev du virus HIV-1.

Aussi, une seule récolte de lentivirus est effectuée avant de jeter les cellules 293T plut6t que deux

comme pour les rétrovirus.

3.1 Titration de virus

Suivant la production de virus, une aliquote pour chacune des récoltes est utilisée pour la titration
des particules virales. Pour ce faire, une plaque de 24 puits est ensemencée par environ 30 000
cellules HeLa dans 500uL de milieu IMDM 10% CCS par puits le matin. Le lendemain, les cellules de
deux puits sont récoltées aprés un lavage avec du PBS et un traitement avec 50uL de trypsine-
EDTA de Gibco® pendant 2 minutes & 37°C. Les cellules récoltées sont comptées et la moyenne de
cellules par puits est alors établie et sera utile lors du calcul final. Une dilution de virus est alors
préparée pour chacun des virus a tester. Chaque rétrovirus demande 6 dilutions par récolte qui sont
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préparées dans un volume total de 200uL milieu IMDM-10% CCS avec du polybrene a 4mg/mL de
Sigma-Aldrich® : 1/40, 1/160, 1/400, 1/1000, 1/4000 et 1/8000. Pour les lentivirus, 5 dilutions sont
nécessaires pour calculer les titres viraux : 1/200, 1/666, 1/2000, 1/6666 et 1/20000. Le surnageant
des puits est donc retiré et remplacé par 200uL des dilutions correspondantes. Le troisiéme jour au
matin, le surnageant est aspiré et remplacé par 500uL de milieu IMDM & 10% CCS frais. Au
quatriéme et dernier jour du protocole, le surnageant est aspiré et les cellules adhérentes sont lavées
avec 500uL de PBS avant d'étre traitées avec 50uL de trypsine-EDTA 2 minutes dans 'incubateur a
37°C. 300uL de PBS a 5% CCS est ensuite ajouté pour arréter I'action de la trypsine et cellules
Hela infectées sont récoltées et transférées dans un tube a FACS avec bouchon pour chaque
dilution. Les cellules sont finalement analysées au FACS par cytométrie de flux (10 000 cellules par
échantillon) en établissant le pourcentage de cellules exprimant eGFP pour les rétrovirus MSCV
MLL-ENL LoxP eGFP et le pourcentage de cellules marquées a la BFP pour les lentivirus Pmab. Le
pourcentage de cellules exprimant le marqueur du virus correspondant, en sachant le nombre de
cellules par puits lors de l'infection, permet de déterminer le nombre de cellules totales transduites et
d’établir ainsi, avec la moyenne des différentes dilutions, le nombre de particules virales dans les

cryotubes de chaque récolte.

4. Infection de cellules souches/progénitrices hématopoiétiques par

les rétrovirus

Pour la premiere partie de l'expérience, les cellules souches et progéniteurs de lignées
hématopoiétiques purifiés a partir de sang de cordon ombilical (Lin -) sont infectées par nos
rétrovirus MSCV MLL-ENL LoxP eGFP. Pour ce faire, environ 2x106 de cellules sont premierement
décongelées dans un bain-marie a 37°C. Dés que la glace a fini de fondre, les cellules sont
transférées goutte a goutte dans un tube falcon de 15mL et le cryotube est rincé avec 1mL de milieu
GT (composé de milieu X-VIVO10 de Bio Whittaker®, de 1% de BSA et de 2mM de L-glutamine).
Toujours goutte a goutte, le tube est rempli de milieu GT et les cellules sont ensuite centrifugées a
1200 RPM avant d'étre resuspendues dans 1 mL de milieu, puis comptées avec du bleu de tryptan
pour les cellules mortes et vivantes. Les cellules sont alors déposées dans un puits d'une plaque de

culture cellulaire 6 puits non-adhérente @ une concentration de 1x108 de cellules par mL, toujours
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dans du milieu GT avec un cocktail de facteurs de croissance de Invitrogen™ comprenant du SCF
(100 ng/ml), du FLT3-Ligand (100 ng/ml), du G-CSF (10 ng/ml), de I'lL-6 (10 ng/ml) et de la Tpo (15
ng/ml). On rajoute aussi la molécule UM729 (1ug/mL) fournie par le Dr. Sauvageau de I'Université de
Montréal [191]. Les cellules sont laissées dans un incubateur a 37°C en pré-stimulation pendant 24h.
Parallélement, une plaque d'infection de 12 puits adhérents pour la culture cellulaire est préparée en
étalant 25uL de rétronectine dans le fond de chaque puits avec une pipette et en rajoutant 2mL de
PBS par puits pour les laisser sous-une hotte stérile a température piéce pour la nuit. Le lendemain
au matin, les cellules pré-stimulées sont récoltées et comptées a nouveau. En méme temps, le
surnageant de la plaque traitée a la rétronectine est aspiré et remplacé par 2mL de PBS avec 2% de
BSA par puits et laissé a Tp pendant environ 20 minutes. Finalement, on met 600 000 cellules pré-
stimulées par puits de la plaque 12 puits aprés avoir enlevé le PBS 2% BSA et on rajoute 500uL de
suspension de rétrovirus produits précédemment et comprenant idéalement des titres entre 1x107 et
7.5x107 de virions dans du milieu GT, avant de compléter le volume de chaque puits a TmL avec du
milieu GT avec les cytokines et facteurs de croissance. Aprés 4h d'incubation a 37°C, le surnageant
est aspiré sans toucher aux cellules collées au fond du puits. Les cellules dans le surnageant sont
centrifugées, resuspendues dans 100uL de milieu GT et remisent dans chaque puits correspondant,
qui seront ensuite complété a 1mL avec du milieu GT et les cytokines/facteurs de croissance. On
procéde ensuite a 4 phases d'infection toutes les 12 heures en commencant par retirer le surnageant
et centrifuger les cellules s’y trouvant avant de les remettre dans chaque puits. On rajoute alors a

nouveau 500uL de suspension de rétrovirus, pour ensuite compléter a nouveau avec 1mL de milieu

GT et cytokines/facteurs de croissance. Au|dernier jour,|I'aprés-midi, les cellules sont alors récoltées

en effectuant plusieurs lavages et centrifugations afin de se débarrasser de toutes les particules
virales en suspension dans le milieu, comptées et resuspendues dans du PBS pour étre injectées

dans une souris.
5. Xénogreffe des cellules infectées dans un modeéle in vivo

5.1 Souris NSG

Le modeéle de souris humanisée de la souche NOD.Cg-PkdcScid|l2rg™™Wi/SzJ (abréviée NSG™) est
le modele in vivo utilisé au cours de cette expérience et provient du laboratoire Jackson. Les
limitations du modéle NOD/SCID quant a leur durée de vie relativement courte et I'activité résiduelle

de leurs cellules NK apporte tout de méme une certaine limite quant a l'utilisation du modéle
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NOD/SCID dans certaines xénogreffes, ce qui a mené au développement du modéle NSG. Ce
dernier est issu de souris immunodéficientes homozygotes dont lesquelles on a ajouté une mutation
ciblée du récepteur de l'interleukine-2 au niveau de sa chaine gamma (IL-2Ry), prévenant ainsi
complétement le développement des cellules NK et des lymphocytes B et T matures [192-194]. Les
souris NSG sont capables de recréer une population hématologique multi-lignées a partir de greffes
de CSH humaines et sont par le fait méme propice a I'étude du processus leucémogénique, tout en
ayant une durée de vie beaucoup plus longue (plus de 90 semaines au lieu de =37 semaines pour
les souris NOD/SCID) [185, 193, 195]. Les souris sont gardées dans un environnement stérile et
manipulées dans des enceintes biologiques au besoin, tout au long de leur vie, pour prévenir

I'apparition de maladies infectieuses.

5.2 Irradiation des souris

Pour permettre la prise de greffons humains, il faut affaiblir le systéme hématopoiétique de nos
souris NSG. Pour ce faire, nous procédons par une irradiation sub-létale de nos souris a 200cGy au
moins 24h avant la transplantation. Les souris immunodéficientes doivent ensuite rester en
conditions stériles jusqu'a leur analyse et regoivent pour le mois suivant de la liquamycine
(oxytétracycline longue action), un antibiotique qui est mélangé a leur eau afin de prévenir des
infections opportunistes jusqu'a ce que les cellules souches hématopoiétiques humaines

reconstruisent leur systéme immunitaire.

5.3 Injection intra-fémorale

Les cellules sont injectées dans les souris par voie intra-fémorale. Les cellules se logent ainsi
directement dans la moelle osseuse des souris et peuvent ainsi plus facilement se greffer a ce site
principal de 'hématopoiése en comparaison avec une injection intraveineuse, plus facile a réaliser,
mais moins efficace. Ainsi, les souris irradiées la veille sont mises sous sédation par un systéme
controlé d’inhalation d'isoflurane concentré a 2% dans l'air respiré par la souris. La région du genou
droit est rasée et lavée a I'éthanol pour désinfecter et bien mettre en évidence le site d'injection. On
procéde ensuite a l'injection des cellules en perforant le fémur a partir de sa partie inférieure, au
niveau du genou, et en remontant jusqu’a son centre, dans la moelle osseuse. Lors de la premiere
partie de I'expérience ou les CSH et cellules progénitrices transduites par nos rétrovirus, 250 000
cellules en suspension dans un volume de 25uL de PBS sont injectées par souris. Pour la deuxiéme
partie, c’est entre 2500 et 5000 cellules qui sont injectées dans un méme volume de PBS pour
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chaque souris (nous avons calculé dans le passé que ce nombre devrait suffire & permettre & au
moins une cellule souche leucémique de régénérer la leucémie). Le site d’injection est alors a
nouveau désinfecté et 0,imL de buprénorphine, un analgésique opioide, est injecté sous-cutané au
niveau des omoplates avant de remettre la souris dans sa cage pour son réveil. Elles sont enfin
placées sous observation jusqu'a environ 24 semaines pour surveiller I'apparition de symptémes

suggestifs de leucémie.

5.4 Euthanasie et prélevement des cellules pour analyse

Lors de la phase d'observation, on regarde alors tous signes cliniques qui peuvent signifier le
développement d’une pathologie chez les souris injectées. Les leucémies primaires et secondaires
vont prendre plusieurs semaines avant de se développer et de manifester des symptémes visibles
sur la souris qui peuvent étre la paleur (visible au niveau des pattes des souris et des extrémités
comme la queue et les oreilles), un pelage hirsute, 'amaigrissement, la faiblesse/fatigue (la souris
est moins active que les autres et reste plus souvent sans bouger), un dos recroquevillé et les yeux
rouges (pouvant indiquer potentiellement un envahissement méningé par les cellules leucémiques).
Une souris qui présente un ou plusieurs de ces symptdmes peut étre observée quelques jours selon
les symptomes et est euthanasiée des que I'on juge que la souris est véritablement malade. Si aucun
signe clinique n’est apparent, les souris sont euthanasiées entre 22 et 24 semaines suivant l'injection
et analysées en suivant le méme protocole que celles qui présentaient les signes d’une pathologie.
Pour ce faire, la souris est anesthésiée et mise sous sédation avec une injection d'un mélange de
kétamine et de xylazine et euthanasiée par dislocation cervicale une fois bien endormie. On procede
ensuite en prélevant la rate de chaque souris et en récoltant les principaux os des deux pattes
postérieures de la souris, soit les tibias, les fémurs et les os du bassin. Les cellules de la moelle
osseuse de ces o0s sont récupérées en lavant l'intérieur des os avec du PBS 5% CCS alors que la
rate est pesée et broyée dans du PBS 5% CCS sur un tamis cellulaire pour récolter les cellules de la
rate. Une partie des cellules pour les deux tissus est alors utilisée suivant la récolte pour une analyse
par cytométrie de flux alors que le reste des cellules sont cryogénisées dans du milieu de congélation
(MEM-a avec 10% de DMSO) a -80°C.
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6. La cytométrie en flux

Les cellules prélevées dans différentes étapes de cette expérience sont séparées en aliquotes pour
étre analysées par cytométrie en flux (Fluorescence-activated cell sorting ou FACS). Cette technique
permet de faire défiler des cellules a grande vitesse devant un faisceau laser en les comptant et les
caractérisant selon la lumiére réémise. La caractérisation des cellules s'effectue par fluorescence
selon les anticorps couplés a des fluorochromes qui ont été utilisés pour marquer I'échantillon de
cellules, ainsi que les protéines fluorescentes qui peuvent étre exprimées par la cellule (eGFP et
BFP). Ces marquages vont donc séparer un échantillon de cellules en différentes populations
quantitativement et qualitativement pour nos analyses (immunophénotypage). Lors de nos analyses
par cytométrie en flux, les cellules d’'un méme échantillon peuvent étre marquées avec jusqu'a 3
anticorps associés a nos trois principaux fluorochromes (PE, PC5 et APC) en plus des deux
protéines fluorescentes, eGFP et BFP, quelles peuvent exprimer pour les caractériser, mais
plusieurs combinaisons d’anticorps peuvent étre utilisées successivement pour analyser de fagon
plus exhaustive les cellules provenant d'une méme souris. L'appareil utilisé pour nos collectes de
données est le FACS Calibur de Becton Dickinson® et le logiciel pour I'analyse des résultats est
FlowJo®.

6.1 Analyse des leucémies primaires
Les souris infectées avec les cellules MLL-ENL LoxP eGFP ont les cellules de leur moelle osseuse et
les cellules de leur rate analysées en préparant une série de tubes pour chacun de ces organes.
Trois combinaisons d’anticorps couplés avec leur fluorochrome sont utilisées dans I'analyse des
leucémies primaires :

- CD19 (PE)/CD33 (PC5) / CD45 (APC)

- CD19 (PE)/CD20 (PC5) / CD10 (APC)

- HLA-DR (PE) /CD38 (PC5) / CD34 (APC)

CD19 (PE), CD10 (APC), CD34 (APC) et HLA-DR (PE) proviennent de BD Bioscience® alors que
CD33 (PC5), CD45 (APC), CD20 (PC5) et CD38 (PC5) proviennent de Beckman Coulter®. 1L de
chaque anticorps est rajouté dans les tubes correspondants et ceux-ci vont étre laissé a incuber a
4°C dans un frigo pendant au moins 20 minutes en évitant le plus possible d'étre exposé a la lumiére

avant leur analyse au FACS. Lorsqu’elle est excitée par une longueur d'onde de 395 nm, la protéine
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eGFP, exprimée par les cellules transduites, émet une couleur verte (509 nm) et est analysée

simultanément avec les différentes combinaisons d’anticorps.

6.2 Analyse des leucémies secondaires

Pour les leucémies secondaires issues des différentes fractions cellulaires des leucémies primaires
ayant été transduites ou non par nos lentivirus Pmab, celles-ci sont toutes analysées par les mémes
anticorps en respectant le méme protocole que pour les leucémies primaires. La seule différence est
au niveau de I'expression de la BFP qui se rajoute aux combinaisons d’anticorps déja établis et qui

est quantifiée en bleu avec le laser violet (405nm) du FACS.

7. Infection des cellules leucémiques primaires par les lentivirus

Les leucémies primaires MLL-ENL générées dans les souris ont été cryogénisées, suivant leur
récolte, a -80°C en aliquotes de 10x108 a 20x108 cellules. Pour procéder a la deuxieme partie de
I'expérience, nous sélectionnons une leucémie primaire exprimant fortement eGFP et donc,
contenant notre gene de fusion MLL-ENL bordé par deux sites LoxP. Les cellules de cette leucémie
sont ainsi décongelées de maniere semblable aux CSH. Les cellules sont comptées pour évaluer la
mortalité causée par la cryogenisation, et les cellules sont transférées dans une plaque 6 puits non
traités pour la culture cellules dans du milieu GT a une concentration de 1x106 de cellules par mL. Le
cocktail de facteurs de croissance cellulaire d’Invitrogen® comprenant du SCF (100 ng/ml), du FLT3-
L (100 ng/ml), du G-CSF (10 ng/ml), de I'lL-6 (10 ng/ml) et de la Tpo (15 ng/ml) est ajouté en plus de
la molécule UM729 (1ug/mL) et les cellules sont laissées 24h dans un incubateur a 37°C en
préparant en paralléle la plaque 12 puits traités avec la rétronectine pour l'infection tout comme pour
linfection des cellules primaires. Le lendemain, les cellules sont recomptées et séparées en deux
puits de la plaque contenant la rétronectine tout en gardant une aliquote de cellules primaires
leucémiques en culture, qui seront injectées comme contrdle positif des leucémies secondaires. On
procede ensuite en infectant les cellules de la plaque traitée avec les lentivirus Pmab controle BFP et
Pmab Cre-rec BFP (un par puits, avec au moins 1x108 de virions par lentivirus) tel queffectué
précédemment. Les cellules sont remises dans I'incubateur avec du milieu GT et les cytokines pour

24h seulement et ne subissent donc qu'un seul cycle d'infection comparé aux CSH avec les
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rétrovirus. La raison est que contrairement aux rétrovirus, les lentivirus ne nécessitent pas que la
cellule entre en division pour pouvoir Iinfecter. Le lendemain, les cellules des deux puits sont
récoltées en grattant avec un embout le fond des puits, lavées plusieurs fois, comptées et
centrifugées. Elles sont ensuite resuspendues dans du tampon de tri (composé de PBS avec 1% de
BSA et 2.5mM d’'EDTA a pH 7.0) a une concentration de 10x108 de cellules par mL dans des tubes a

FACS pour étre trié par un FACS trieur de cellules Influx™ de Becton Dickinson®.

8. Triage des cellules marquées en eGFP/BFP et injection des souris

secondaires

Les cellules infectées par les lentivirus sont analysées et triees par un appareil FACS ayant la
capacité de trier les cellules en sélectionnant uniquement celles exprimant eGFP et finalement en
séparant et récoltant celles qui expriment BFP et celles qui ne I'expriment pas. Nous nous retrouvons
ainsi avec 4 fractions cellulaires différentes :

Les cellules MLL-ENL LoxP eGFP + Cre-rec BFP (eGFP +/BFP +)

Les cellules MLL-ENL LoxP eGFP n’ayant pas intégré Cre-rec BFP (eGFP +/BFP -)

Les cellules MLL-ENL LoxP eGFP + Control BFP (eGFP +/BFP +)

Les cellules MLL-ENL LoxP eGFP n’ayant pas intégré Control BFP (eGFP +/BFP -)

Ces différentes fractions sont récoltées dans du milieu B-ALL (composé de MEM-a avec 20% de
« feetal calf serum » ou FCS caractérisé de HyClone®, 5% de plasma humain, et 1% de pénicilline et
de streptomycine). Aprés un décompte, une partie est conservée en culture pour tester leur
croissance et viabilité, alors que 'autre partie des cellules est préparée pour injection dans des souris
secondaires. Les cellules injectées (dans des souris ayant été irradiées a 200cGy comme
précédemment effectué) sont remises en suspension dans du PBS a une concentration de 2500 a
5000 cellules par 25uL selon la quantité de cellules disponible. En plus des 4 fractions cellulaires
triées, des cellules de leucémie primaire n’ayant ni été infectées ni triées vont étre préparées de la
méme fagon et constituent un contréle positif supplémentaire pour s’assurer que la régénération de
la leucémie est possible avec aussi peu de cellules leucémiques primaires ayant été décongelées.
Les cellules sont ainsi injectées dans les souris secondaires par injection intra-fémorale tel que décrit

précédemment.
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Chapitre lll - Résultats

1. Leucémies primaires MLL-ENL LoxP eGFP

La premiére partie de I'expérience a pour but de voir le développement de leucémies dans notre
modéle de souris humanisées via la transduction du géne MLL-ENL dans des cellules de sang de
cordon ombilical humaines. Cette expérience est répétée 2 fois pour un total de 35 souris qui ont
recu des greffes de cellules humaines transduites avec le géne de fusion. Les cellules isolées de ces
deux cohortes de souris leucémiques primaires permettent ensuite de lancer la deuxiéme partie de
I'expérience ou les sites LoxP insérés de part et d'autre du géne MLL-ENL voient leur utilité. Les

souris ont été sacrifiées entre 22 et 24 semaines suivant l'injection intra-fémorale.

1.1 Expression du marqueur eGFP dans les cellules transduites par
les rétrovirus

Une fois les cycles d'infection des CSH par les rétrovirus MSCV MLL-ENL LoxP eGFP terminés, une
fraction des cellules est analysée par FACS pour vérifier le pourcentage de cellules ayant été
transduites par les rétrovirus, avant de procéder a l'injection des souris. Les résultats sont obtenus
en vérifiant le pourcentage de cellules exprimant la protéine rapporteuse eGFP par fluorescence. Les
résultats mis en comparaison avec ceux d'une précédente expérience réalisée avec un rétrovirus
« MSCV controle eGFP » montrent un taux de transduction d’environ 5%, ce qui est inférieur au virus
contrdle (20%).

Ces résultats sont néanmoins satisfaisants dans la mesure ou nous injectons 250 000 cellules au
total par souris, ce qui équivaut tout de méme a 12 500 cellules ayant intégré 'oncogene MLL-ENL
bordé de sites LoxP, chacune susceptible de se greffer dans le modéle in vivo et d'initier la

leucémogenese. Nous procédons ainsi a l'injection des souris.

1.2 Analyse et caractérisation des xénogreffes dans les souris
primaires

Les souris placées en observation pendant une durée maximale de 24 semaines sont euthanasiées
dés qu'elles présentent les symptomes de la maladie. Aprés 24 semaines, les souris restantes sont

euthanasiées et analysées de la méme fagon que les souris présentant les signes de la maladie. Les
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premiers symptdmes ont été observés environ 15 semaines apres l'injection. Des souris affichaient
entre-autre un air moribond, de la paleur au niveau de la paume des pattes et un amaigrissement
évident comparé a leurs congénéres. Les cellules de la moelle osseuse et de la rate sont prélevées
et analysées au FACS afin de déterminer la présence de cellules humaines dans les souris e,
advenant le cas, s'il s'agit d'un greffon humain « normal », c’est-a-dire des cellules humaines non-
infectées par les rétrovirus MSCV MLL-ENL LoxP eGFP qui se sont greffées et génerent un systéme
hématopoiétigue humain dans la souris, ou encore d'un greffon leucémique issu de cellules
infectées. Sur les 35 souris injectées au total, 9 souris développent ainsi une leucémie aigie,
donnant ainsi un taux de pénétrance de leucémie de =26% pour 250 000 cellules injectées, dont la
caractérisation des cellules par immunofluorescence au FACS révele qu'il s'agit pour chacune

d’entre-elles d’une leucémie lymphoide aigtie de type B (LLA-B) (Tableau 1).

, , . % de cellules humaines (CD45+)| % de cellules exprimant eGFP
Phénotype Leucémique
dans la moelle osseuse dans la moelle osseuse
LLA-B 97 99 *
LLA-B 99 98
LLA-B 97 97
LLA-B 98 96
LLA-B 90 94 *
LLA-B 92 91
LLA-B 70 84
LLA-B 74 71
LLA-B 16 16

Tableau 1 : Résumé des résultats pour les souris primaires

Résumé du phénotype leucémique présent dans la moelle osseuse des 9 souris primaires ayant développé une
leucémie, du pourcentage de cellules humaines exprimant CD45 présentes ainsi que le pourcentage de cellules
exprimant la protéine eGFP, rapportant de la présence de I'oncogéne de fusion MLL-ENL. 2 des 35 souris
injectées présentaient aussi un début de greffon leucémique lorsqu'elles ont été sacrifiées a 24 semaines, mais
ne sont pas comptées parmi les souris leucémiques puisque leur moelle contenait moins de 5 % de cellules CD45
+, eGFP + au total. Les 24 autres souris ne possédaient soit aucun greffon humain, soit un greffon humain
constitué de cellules non-infectées et non-leucémiques. Les souris marquées d’un astérisque (*) sont celles dont
les cellules ont été utilisées pour la seconde partie de I'expérience.

La nécropsie révéle une splénomégalie pour la plupart des souris malades en comparaison aux rates
des souris n'ayant pas développé de leucémie aprés 24 semaines, s’expliquant par une invasion de
leur rate par les cellules leucémiques. Les souris malades ont effectivement des rates pouvant peser
jusqu'a 377mg et pesant en moyenne environ 213mg alors que les rates des souris n‘ayant pas

développé de leucémie balancent a environ 38 mg. (Figure 13)
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Figure 13 : Moyenne du poids des rates de souris non-leucémiques et leucémiques
La comparaison entre les moyennes des poids des rates montre une splénomégalie chez les souris leucémiques.

1.2.1 Analyse de cellules de la moelle osseuse par cytométrie en flux

La prise de greffe a effectivement pu étre confirmée par analyse des cellules de la moelle osseuse
par cytométrie en flux. Les premiers paramétres regardés sont la présence de cellules humaines
dans la moelle osseuse qui est déterminée par I'anticorps ciblant CD45 humain, un antigéne
commun retrouvé sur pratiquement toutes les cellules hématopoiétiques, ainsi que I'expression
d'eGFP, indiquant que les cellules positives ont été transduites par le virus. Nous distinguons ainsi
avec seulement ces 2 paramétres, les souris n’ayant pas de greffon humain, celles ayant un greffon
humain normal, mais aucune cellule transduite et les souris ayant potentiellement un greffon humain
leucémique. Plus spécifiquement, les souris dont les cellules de la moelle osseuse ne comportent
pas de CD45 et n’expriment pas eGFP (CD45 - eGFP -) sont classées comme souris sans greffon
humain. Celles qui possédent des cellules exprimant le marqueur de surface CD45, mais pas eGFP
(CDA45 + eGFP -) sont considérées comme des souris ayant un greffon humain issu de CSH qui n'ont
pas intégré 'ADN du rétrovirus (non transduites) alors que finalement, celles dont les cellules sont
doubles positives pour CD45 et eGFP (CD45 + eGFP +) ont un greffon humain dont les cellules sont
issues d'une CSH ayant été transduite par notre rétrovirus MLL-ENL LoxP eGFP et donc, cette
population doit étre plus amplement analysée pour déterminer le type de leucémie quelle a

engendrée (Figure 14).
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Figure 14 : Analyse par FACS avec CD45 et eGFP des cellules de 3 moelles osseuses
représentatives des types de résultats obtenus

Analyse par FACS montrant la distinction initiale entre les 3 types de moelle osseuse retrouvés dans les souris
primaires. Les souris sans greffon présentent une population CD45 - eGFP -, les souris avec greffon humain non-
leucémique ont en plus une population CD45 + eGFP - alors que les souris leucémiques auront plutét une
population CD45 + eGFP +.

L'analyse des cellules de la moelle osseuse de nos souris primaires se poursuit ainsi avec deux
autres marqueurs de surfaces, CD19 et CD33. Le premier est un marqueur de cellules lymphoides
de type B alors que CD33 se retrouve a la surface des cellules de la lignée myéloide. Si nous
reprenons a nouveau les cellules de la moelle osseuse représentatives des 3 types de souris
primaires que nous avons obtenus et que nous regardons la présence de ces deux marqueurs, la
souris sans greffon humain (CD45 - eGFP -) est tout aussi négative pour les anticorps ciblant les
deux marqueurs humains de CD19 et CD33 (CD19 - CD33 -). Les cellules du greffon humain non-
leucémique (CD45 + eGFP -), pour leur part, expriment effectivement soit I'un ou l'autre des deux
marqueurs de lignée. Nous retrouvons ainsi 2 populations de cellules humaines (en plus de la
population de cellules hématopoiétiques de souris qui restent doublement négatives), soit une petite
population de cellules différenciées myéloides (CD19 - CD33 +) et une population plus importante de
cellules engagées dans la lignée lymphoide (CD19 + CD33 -). Finalement, les souris ayant
développé une leucémie voient les cellules CD 45 + eGFP + de leur moelle osseuse se regrouper en

une seule population : des cellules lymphoides de type B (CD19 + CD33 -) (Figure 15).
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Figure 15 : Analyse au FACS avec CD33 et CD19 des cellules de 3 moelles osseuses
représentatives des types de greffons obtenus

Analyse au FACS de I'expression de CD19 et de CD33 des cellules issues des différents greffons obtenus. Les
cellules de la moelle osseuse d’'une souris sans greffe sont négatives pour tous les marquages (CD19 - CD33 -)
alors que les cellules avec un greffon humain ont a la fois une population CD 19 + et une population CD33 +
indiquant la capacité des CSH greffées de se différencier en cellules appartenant a I'une ou l'autre des lignées,
contrairement aux cellules des souris leucémiques bloquées dans la lignée lymphoide (CD19 + CD33 -).

Un greffon qui est composé uniquement de cellules lymphoides (CD19 +) ne permet toutefois pas, a
cette seule observation, de confirmer qu'il s’agit bien d’'une leucémie lymphoide, il faut regarder s'il y
a un blocage de différenciation. Ainsi, d'autres combinaisons d’anticorps couplés a un fluorochrome
et ciblant CD 19, CD 20, CD 10, CD34 et CD38 permettent d’évaluer le profil cellulaire des cellules B
présentent dans les greffons leucémiques et ainsi déterminer I'étape ou a eu lieu le blocage de la
différenciation cellulaire dans ces leucémies. En analysant ainsi les cellules B des différentes souris
primaires obtenues (CD19 +), nous regardons I'expression des marqueurs de surface CD20 et CD10
pour voir si ces cellules B ont atteint un niveau mature ou tout au moins un stade pre-B (CD19 +
CD10 + CD20 + CD34 -), ou encore si elles sont bloquées a un stade immature pro-B (CD19 + CD10
+ CD20 - CD34 +). Les résultats obtenus par cette analyse montrent effectivement que les cellules
lymphoblastiques de nos souris primaires n’expriment pas le CD20, expriment partiellement le CD10
et sont en partie positives pour CD34 dans la plupart des cas, ce qui indique une immaturité d’'une
partie des cellules de la moelle osseuse, arrétées au stade pro-B. Ces cellules correspondent aux

cellules préalablement décrites et caractérisées davantage au niveau périphérique (sang et rate)
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[187] ou, contrairement aux cellules B normales, elles demeurent CD20, IgD et IgM négatives,

confirmant le bloc de différenciation au stade pro-B (Figure 16).

Souris avec greffon
Souris sans greffon (Non Leucémique) Souris leucémique

4 10 o2
J0084% 239%

o
o~
o
o
>
CD 19
Souris avec greffon
Souris sans grefion (Non Leucémique) Souris leucémique
l\ |0‘ Qs Qs Qe IO‘ o5 o
0114% 0015% 3I58% Joo087% 259%
w’ 10) -j
2 ‘ol v
2 ] o ]
o 3
b m' e
&8
B or a7 or
10° Jor.2% o5 S0 220% T 6ea%
|o° 10‘ 10: 103 10 lOJ 10 10‘ |0] 10
>
CcD 19
Souris avec greffon
Souris sans greffon (Non Leucémique) Souris leucémique
N ot ; o Q2
0 100% o018%
!O) ]
IO: 1
g 3
8
z-‘"’n,./,
| T
2 10) 10
>
CD38
Figure 16 : Caractérisation au FACS du stade de différenciation des cellules de 3 moelles
osseuses représentatives des types de résultats obtenus
Analyse comparative au FACS la différenciation des cellules de la moelle osseuse de souris sans greffon, avec
greffon humain (non leucémique) et avec greffon leucémique pour différentes combinaisons des marqueurs de
surface CD19, CD 33, CD10, CD20, CD34 et CD38.
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1.2.2 Analyse de cellules de la rate par cytométrie en flux

Les cellules de la rate des souris primaires sont aussi analysées par cytométrie en flux avec les
mémes combinaisons de marqueurs ainsi que la protéine rapporteuse de la transduction par les
rétrovirus MSCV MLL-ENL LoxP, eGFP. Les premiers résultats montrent effectivement une
infiltration de la rate des souris par leurs cellules lymphoblastiques (CD45 + eGFP +), causant la
splénomégalie observée chez ces souris (Figure 13). En effet, la comparaison des cellules issues de
la rate avec celles de la moelle osseuse d’'une méme souris leucémique pour ces marqueurs montre
la similitude entre les principales populations cellulaires retrouvées dans ces deux organes (Figure
17).
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Figure 17 : Analyse au FACS avec CD45 et eGFP des cellules issues de la moelle osseuse d’une
souris leucémique avec celles issues de sa rate

Analyse au FACS des cellules issues de la moelle osseuse et celles issues de la rate d’'une méme souris
leucémique avec le marqueur de surface CD45 et la protéine rapporteuse eGFP, montrant I'invasion de la rate par
les cellules leucémiques.

Aprés cette premiére constatation, I'analyse des cellules de la rate a ainsi été poursuivie pour
caractériser de maniere encore plus précise leur phénotype leucémique et confirmer, en les
regardant en paralléle avec les cellules de la moelle osseuse, qu'il s'agit bien des mémes cellules
lymphoblastiques bloquées a un stade pro-B (CD45 + eGFP + CD19 + CD33 - CD20 - avec

expression de CD10 variable) qui se retrouvent aussi dans la rate de cette souris (Figure 18).
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Figure 18 : Caractérisation au FACS du phénotype leucémique des cellules de la rate d’une
souris primaire en le comparant avec le phénotype de celles retrouvées dans sa moelle osseuse
Analyse au FACS du bloc de différenciation des cellules de la moelle osseuse et de la rate d'une souris
leucémique. On voit ainsi qu'il s’agit d’'une LLA-B Pro-B caractérisé par la population prédominante CD19 + CD33

CD19

-CD20 - CD10 +/- CD38+. CD34+. (CD38 et CD34 non montré)




2. Leucémies secondaires MLL-ENL LoxP eGFP avec cre recombinase

La deuxieme partie de l'expérience veut répondre a I'hypothése selon laquelle les cellules
leucémiques issues du géne de fusion MLL-ENL ont besoin que I'expression de ce gene soit
maintenue pour garder leur phénotype leucémique et continuer de proliférer. Pour ce faire, une
seconde transduction des cellules leucémiques primaires isolées par un lentivirus controle (Pmab
contrble BFP) ou un lentivirus contenant la cre recombinase (Pmab cre-rec BFP) a été effectuée
avant de les trier et les réinjecter dans des souris secondaires. Les cellules exprimant désormais la
cre-recombinase, une enzyme capable de cliver une séquence d’ADN se trouvant entre deux sites
LoxP et de la retirer complément avant de refermer '’ADN, vont ainsi démontrer si la perte de MLL-
ENL, bordé par deux sites LoxP, rend impossible la régénération de la leucémie dans ces souris
secondaires. 46 souris sont injectées au lors de cette expérience en comptant les contréles avec au
total 5 fractions cellulaires différentes :
e Les cellules primaires MLL-ENL LoxP eGFP non-triées et non-infectées (MLL-ENL N-Inf.)
e Les cellules primaires transduites par Pmab contréle BFP et triées positivement pour la BFP
(MLL-ENL LoxP + Pmab controle BFP +)
e Les cellules primaires transduites par Pmab controle BFP et triees négativement pour la
BFP (MLL-ENL LoxP + Pmab controle BFP -)
e Les cellules primaires transduites par Pmab cre-recombinase BFP et triées positivement
pour la BFP (MLL-ENL LoxP + Pmab cre-rec BFP +)
e Les cellules primaires transduites par Pmab cre-recombinase BFP et triées négativement
pour la BFP (MLL-ENL LoxP + Pmab cre-rec BFP -)

2.1 Expression du marqueur BFP dans les cellules transduites par les
lentivirus et tri cellulaire

Une fois linfection des cellules leucémiques primaires MLL-ENL LoxP par les lentivirus Pmab
contréle BFP et Pmab cre-rec BFP terminée, les cellules sont triées au FACS trieur pour procéder
par la suite a l'injection des souris. Les différentes fractions souhaitées sont obtenus d’abord en
sélectionnant les cellules exprimant la protéine rapporteuse eGFP par fluorescence afin de
véritablement étre certain que les cellules infectées par les lentivirus sont bien des cellules

leucémiques humaines et non pas des cellules hématopoiétiques de souris se trouvant parmi celles-
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ci et n'exprimant donc pas eGFP. Les cellules sont par la suite triées selon leur expression de la
BFP. Lors des 4 tris réalisés pour cette expérience, entre 20 000 et 125 000 cellules BFP + pour 'un
ou l'autre des lentivirus ont pu étre triées avant d’étre injectées. L'efficacité du tri est d’environ 96%
pour les deux lentivirus. Lors de la 4¢ reprise de I'expérience qui a finalement fonctionné et apporté
les premiers résultats, nous pouvons observer un taux de transduction de 2.7% pour les lentivirus

contréles et de 1.4% pour les lentivirus contenant la cre recombinase.

2.1.1 Survie et prolifération in vitro suivant le tri cellulaire

Les premiers tris effectués se sont cependant avérés insatisfaisants quant a la survie des cellules
triées. La plupart des cellules BFP + qui étaient récoltées ne survivaient pas lorsque nous les avons
mise en culture dans du milieu B-ALL, contrairement aux cellules non-triées. Aprés 3 tentatives
infructueuses, le probléme semble résolu en changeant pour un FACS trieur de cellules Influx™ de
Becton Dickinson®. Lors de la mise en culture subséquente nous avons pu observer que les
fractions cellulaires triées BFP + et BFP - pour les deux virus semblaient croitre normalement sauf
pour la fraction MLL-ENL LoxP + Pmab cre-rec BFP + qui n'a pu étre testée faute de récolter
suffisamment de cellules pour la culture cellulaire sans compromettre le nombre de cellules qui sont

injectées dans les souris secondaires pour poursuivre I'expérience (Figure 19).
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Figure 19 : Prolifération cellulaire cumulative in vitro des fractions cellulaires triées

Courbe illustrant la prolifération cellulaire cumulative (Logz) des différentes fractions cellulaires triées dans du
milieu de culture B-ALL avec cytokines et UM729 jusqu’a 12 jours aprés le tri cellulaire pour s’assurer de la survie
de celles-ci aprés le tri cellulaire et par le fait méme, de la possibilité théorique pour chaque fraction de survivre
dans la souris secondaire suffisamment longtemps pour s’y greffer et régénérer la leucémie. La fraction MLL-ENL
LoxP + Pmab cre-rec BFP + n'a pas pu étre isolée en suffisamment grande quantité pour vérifier sa survie in vitro,
mais a tout de méme été injectée dans les modeles in vivo pour la suite de I'expérience en extrapolant a cette
fraction les résultats obtenus par la orolifération de la fraction MLL-ENL LoxP + Pmab contréle BFP + (en bleu).

2.2 Analyse et caractérisation des xénogreffes dans les souris
secondaires

Au cours des 22 a 24 semaines suivant l'injection des souris secondaires (2500 a 5000 cellules par
souris), celles-ci sont placées en observation et euthanasiées dés qu’elles présentent les symptdmes
de la maladie ou au bout des 24 semaines de la méme fagon que I'ont été les souris primaires. Sur
les 46 souris recevant une xénogreffe de cellules leucémiques secondaires, 26 d’entre-elles sont des
contrbles positifs pour s’assurer du bon déroulement de chaque étape de I'expérience. 2 souris
secondaires recgoivent des cellules MLL-ENL LoxP eGFP non-infectées et non-triées afin de
démontrer la possibilité de régénérer la leucemie avec 2500 de ces cellules dans des souris
secondaires. 2 souris recoivent des cellules de la fraction MLL-ENL LoxP + Pmab contréle BFP - et 2
autres souris sont injectées avec la fraction équivalente pour l'autre lentivirus (MLL-ENL LoxP +
Pmab cre-rec BFP -) ce qui permet de vérifier que le tri cellulaire n’affecte pas les cellules et qu’elles

ont toujours le méme potentiel leucémogénique. Finalement 20 souris injectées avec les cellules
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infectées par les lentivirus contréle (fraction MLL-ENL LoxP + Pmab contréle BFP +) démontrent que
linfection par un lentivirus n'empéche pas, encore une fois, la régénération de la leucémie
secondaire. Les 20 souris restantes permettent de conclure quant a notre I'hypothése sur la
nécessité de présence de la protéine de fusion MLL-ENL pour maintenir le potentiel leucémogénique.
Dans un premier temps, les 3 premiers contrdles positifs s'averent trés bien fonctionner en donnant
100 % de taux de pénétrance de leucémies secondaires non-infectées, peu importe que les cellules
aient été triées ou non. On retrouve aussi a 'analyse de la moelle osseuse au FACS un fort taux de
cellules marquées pour CD45 humain et exprimant eGFP (Figure 20) ainsi que les autres marqueurs
indiquant une LLA-B, dont la différenciation cellulaire s’est arrété au stade « pro-B » comme pour les

leucémies primaires (résultats non-montrés).

MLL-ENL LoxP MLL-ENL LoxP + MLL-ENL LoxP +
non-infectées Pmab Controle BFP - Pmab Cre Rec. BFP -

N sTarr atls 4 Jai7 als 4 Ja az
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v

eGFP

Figure 20 : Analyse au FACS avec CD45 et eGFP des leucémies secondaires engendrées par les
3 premiers types de contrdles positifs

L’analyse concluante d’'une population principale fortement majoritaire de cellules CD45 + eGFP + montre que les
cellules de la leucémie primaire peuvent engendrer une leucémie secondaire et que le tri cellulaire ne semble pas
affecter cette capacité.

Les autres souris ayant regu la fraction MLL-ENL LoxP + Pmab contrdle BFP + ou la fraction MLL-
ENL LoxP + Pmab cre rec BFP + ont aussi été capable de générer des leucémies LLA-B, mais
seulement 7 souris sur 20 pour les deux fractions cellulaires ont des cellules leucémiques dans leur

moelle osseuse, donnant un taux de pénétrance de leucémie nettement inférieur (35%). Aussi, les
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résultats montrent des leucémies qui se sont déclarées beaucoup plus tardivement et donc,

globalement moins de cellules leucémiques que les 3 premiers contrdles positifs (Tableau 2).

Fraction cellulaire injectées Nombre de leucémies Phénotype Leucémique %de’ce?lules % de cellules %dece_llules
Nombre de souris injectées leucémiques  oyprimanteGFP  Coexprimant
(CD45/CD19+) GFP+BFP
C. Leucémiques non-
. . 2/2 LLA-B 99 99
infectées
LLA-B 97 98
MLL-ENL + Ctrl BFP- 2/2 LLA-B 99 99
LLA-B 97 98
MLL-ENL + Cre Rec. BFP- 2/2 LLA-B 98 98
LLA-B 96 98 -
MLL-ENL + Ctrl BFP+ 7/20 LLA-B 99 99 87
LLA-B 98 96 84
LLA-B 98 99 62
LLA-B 89 83 50
LLA-B 99 98 18
LLA-B 62 2 0
LLA-B 6 0 4*
MLL-ENL + Cre Rec. BFP+ 7/20 LLA-B 87 78 33
LLA-B 8 14 8
LLA-B 95 98 <1
LLA-B 90 17 <1
LLA-B 2 0 2*
LLA-B 2 0 1*
LLA-B 13 0 0

Tableau 2 : Résumeé des résultats pour les souris secondaires

Résumé du phénotype leucémique présent dans la moelle osseuse des 46 souris secondaires ayant développé
une leucémie selon la fraction cellulaire injectée dans celles-ci. Toutes les leucémies secondaires sont des LLA-B
au méme titre que les leucémies primaires d’ou elles proviennent. Le pourcentage de cellules leucémiques (CD45
+ CD19 + est indiqué de méme que leur % d'eGFP et de coexpression de la BFP pour les deux fractions triées
initialement pour BFP +. Certaines cellules leucémiques semblent cependant avoir perdu I'expression d'eGFP ou
de BFP et méme les deux alors que la fraction cellulaire analysée suggere leur présence. Les astérisques (¥)
indiquent le pourcentage de cellules exprimant seulement la BFP.

Plusieurs leucémies semblent aussi avoir perdu I'expression de l'une ou lautre des protéines
rapporteuses, voir méme les deux dans le cas d’une leucémie analysée dans une souris MLL-ENL
LoxP + Pmab cre-rec BFP +. Une autre observation intéressante est la présence occasionnelle de
plusieurs populations de cellules leucémiques exprimant différent taux de BFP, sans pour autant que
cela ne semble avoir un impact sur le phénotype leucémique résultant (Figure 21), ceux-ci étant tous

des leucémies aigues lymphoides de type B bloquées a un stade pro-B.
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Figure 21 : Analyse au FACS de cellules de moelle osseuse de deux souris représentatives de
leur groupe respectif issues de la transfection avec I'un ou I'autre des lentivirus

L'analyse au FACS de cellules de moelle osseuse de deux souris représentatives de leur groupe respectif montre
bien le développement d'une LLA-B dans les deux souris secondaires, mais aussi de plusieurs populations

exprimant inégalement la BFP, sans pour autant que cela n'influence le phénotype résultant.

Bien qu'ils démontrent la possibilité de régénérer la leucémie dans des souris secondaires, les

résultats ne peuvent néanmoins pas servir a conclure sur 'hypothése de I'expérience puisqu’une
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vérification quant a I'orientation correcte de I'enzyme cre recombinase dans les cellules montra apres
un séquencage de I'’ADN viral que le géne de I'enzyme n’a pas été correctement inséré et que la cre

recombinase ne pouvait, au final, pas étre exprimée dans les cellules transduites par le lentivirus
Pmab cre-rec BFP.
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Chapitre IV - Discussion et Conclusion

1. Discussion

Les leucémies aigués posent toujours un défi aux cliniciens tant par la grande variabilité des facteurs
oncogéniques et leur pronostic rarement favorable. Causant prés de 10% de toutes les leucémies
aigues, le géne MLL a lui seul demeure un incontournable dans la compréhension des mécanismes
leucémogéniques. D’autant plus que parmi ses nombreux partenaires de fusion, certains, comme le
géne ENL, peuvent générer 4 différentes leucémies aiglies touchant aussi plusieurs tranches d’ages
[123]. Les expériences réalisées pour ce mémoire veulent approfondir les connaissances sur cette
fusion particuliere, en testant les limites de notre modéle in vivo quant a la reproductibilité des
leucémies humaines issues du gene de fusion MLL-ENL dans des cellules souches et des cellules
progénitrices hématopoiétiques et aussi mieux comprendre le role de cette protéine chimérique une

fois le processus leucémogénique bien établi.

Dans un premier temps, l'infection des cellules souches par nos rétrovirus contenant la fusion MLL-
ENL a permis de confirmer sa capacité a genérer des leucémies aigies dans notre modele animal
humanisé, sans pour autant parvenir a atteindre la diversité phénotypique retrouvée chez les
patients, c'est-a-dire des LLA-B, des LLA-T, des LMA et des LAPM. La deuxiéme partie de
I'expérience, quant a elle, a voulu répondre au réle de ce gene dans le maintien des leucémies en le
clivant hors de 'ADN des cellules souches leucémiques via I'ajout de la cre recombinase dans celles-
ci. Une erreur dans la fabrication de 'ADN viral ne permettra pas de vérifier nos hypothéses, mais
nous pouvons tout de méme en tirer plusieurs observations intéressantes qui peuvent servir dans

nos démarches futures.

Rappor# gratuit.com @

1.1 Les leucémies primaires MLL-ENL-LoxP eGFP

Tout d’abord, les constructions virales intégrant notre gene de fusion MLL-ENL bordé par des sites
LoxP ont eu un taux de transduction 4 fois inférieur au taux précédemment établi avec notre
rétrovirus contréle. Ceci s’explique par la présence de MLL-ENL de plus de 6,1 Kb au vecteur MSCV
contrble qui fait, a elle seule, doubler la taille de celui-ci et en conséquence, rend l'intégration de

I'ADN virale dans la cellule hote plus difficile [196]. Ce taux de transduction est néanmoins
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satisfaisant puisque nous avons injecté 250 000 cellules par souris, ce qui avec un pourcentage de
transfert de géne de 5%, permet tout de méme de s’assurer d'injecter environ 12500 cellules
transduites par souris, un nombre qui s’est avéré suffisant pour permettre la prise de greffe et la
génération de leucémie. En effet, nous avons obtenu un taux de pénétrance de leucémie d’environ
26% apres 24 semaines pour les 35 souris injectées au cours de la premiere phase de cette
expérience, observable avec notre protéine rapporteuse eGFP. Le fait notable est cependant
'homogénéité des leucémies générées, en comparaison a ce qu’on aurait pu s'attendre chez
'humain avec le géne de fusion MLL-ENL. En effet, alors que MLL-ENL est retrouvé dans tous les
types de leucémies aigués (les LLA-B, les LLA-T, les LMA et les LAPM) [177, 178], cette expérience
a seulement généré des leucémies lymphoides aigiies de type B. C’est un contraste avec le modéle
murin MLL-ENL ou seulement des LMA murines sont générées et aucune LLA-B n’a été induite
[142]. Cependant une autre expérience plus récente montrait la capacité de CSH humaines
transduites par MLL-ENL in vitro a se différencier en LMA et en LLA, mais une fois injectées dans un
autre modele in vivo (souris NOD/SCID), les CSH transduites ne produisaient cette fois aussi que
des LLA-B [187]. En rétrospective, une des plus probables explications a ce phénotype unique de
leucémie est sans doute liée aux limites du modele, plus précisément le microenvironnement
médullaire dans lequel les cellules transduites se sont greffées. Les souris irradiées de maniére non-
létale doivent reconstruire leur systéme hématopoiétique. Dans ces conditions, les CSH sont plus
propices a se différencier en lymphocytes B [197-199], ce qui a d’autant plus pu étre observé dans
les greffes « normales » non-leucémiques, qui affichent toutes un plus grand nombre de cellules
lymphoides B exprimant CD19 que de cellules myéloides. Ainsi, les leucémies aigies de type T et
les LMA pourraient nécessiter soit plus de temps a se développer ou avoir une fréquence beaucoup
plus basse, donnant la priorité a une CSH transduite amorgant le processus leucémogénique d’une
LLA-B a rapidement prendre le dessus et causer le phénotype observable une fois la souris malade
euthanasiée. Il est aussi important de noter que les cellules isolées pour la transduction de MLL-ENL
proviennent de sang de cordon ombilical et que leurs propriétés intrinséques favorisent
potentiellement déja le développement d’'une LLA, puisqu’elles constituent 80% des leucémies
infantiles [200-202]. Il n'est donc pas si étonnant que ce soit le principal phénotype observé. On
remarque aussi I'invasion des cellules leucémiques au niveau de la rate, causant une splénomégalie,
de méme que le blocage des LLA-B au stade pro-B, représentatif de ce que nous pouvons observer

en clinique. Ainsi, hormis le fait que nous n’avons obtenu qu’un seul phénotype leucémique pour les
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11 souris malades, nous avons réussi a engendrer le processus de leucémogenése par xénogreffe
dans notre modéle in vivo & partir de cellules CB lin- transduites par le gene de fusion MLL-ENL et

ce, de maniére semblable aux attentes cliniques.

1.2 Les leucémies secondaires MLL-ENL LoxP avec cre recombinase

Une fois que les xénogreffes de cellules CB lin- transduites avec MLL-ENL ont généré une leucémie
in vivo, nous avons procédé avec la seconde partie de I'expérience en tenant de retirer le gene MLL-
ENL de ces cellules leucémiques afin de mieux comprendre son réle dans le maintien de la
leucémie. C'est dans cette optique que les leucémies ont été transduites initialement avec MLL-ENL
bordé par des sites LoxP, dont l'interaction avec I'enzyme cre recombinase permet d’exciser hors du
génome la séquence d’ADN se trouvant entre ceux-ci. Nous avions déja essayé, lors d’expériences
précédentes, plusieurs techniques pour retirer le géne de fusion ou empécher son action au noyau,
qui se sont avérées infructueuses. Le laboratoire avait notamment essayé de faire un modéle
inductible avec MLL-ENL couplé au récepteur de I'cestrogéne et qui l'aurait rendu inductible par
I'ajout de tamoxifene, mais aucune leucémie n'avait pu étre générée avec ce modéle. Nous nous
sommes ainsi tournés vers un modéle d’excision de MLL-ENL dans les cellules humaines avec les
sites LoxP et une transduction des leucémies secondaires avec la cre recombinase. Une premiére
expérience a été réalisée avec un adénovirus, mais le taux d'infection des cellules leucémiques était
nul, tant avec un adénovirus contréle qu'un adénovirus avec la cre recombinase. Les lentivirus Pmab
controle BFP et Pmab cre recombinase BFP ont donc été créés, pour tenter a nouveau le modéle.
Malheureusement une erreur dans la fabrication de Pmab cre recombinase BFP qui n'a pu étre vu
avec le séquengage initial de I'ADN lentiviral ne permet pas de conclure sur 'hypothése générale,

mais offre tout de méme certaines observations quant au modéle en soi.

Dans un premier temps, le taux de transfert de géne dans les leucémies secondaires par les
lentivirus est inférieur a celui de la transduction des CSH et cellules progénitrices par le rétrovirus,
mais les expériences réalisées par le passé [187], ont permis de savoir qu'entre 2500 et 5000
cellules triées et injectées seraient suffisantes pour avoir une bonne pénétrance de leucémies
secondaires et tester notre hypothése. Déja en injectant 5000 cellules par souris, en tenant compte
de l'efficacité de 96% du trieur de cellules, on peut supposer que 200 cellules parmi celles-ci (4% de

5000 cellules) n'appartiennent peut-étre pas a la fraction triée voulue et si une de ces cellules arrive
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a se greffer avant les autres et proliférer au point de générer la population cellulaire hématopoiétique

dominante, les résultats seraient alors potentiellement faussés.

Les premiers essais de cette expérience ont d’abord été freinés par la fragilité des cellules triées, qui
ne survivaient vraisemblablement pas aux tris cellulaires, ne proliféraient pas en culture in vitro et les
souris secondaires restaient toutes négatives aprés 24 semaines. En changeant le trieur cellulaire et
d’'opérateur, nous avons alors pu observer pour la premiere fois la prolifération des différentes
fractions triées pendant quelques jours. La seule a ne pas avoir pu étre observée in vitro était la
fraction MLL-ENL LoxP + Pmab cre-rec BFP + qui n'a jamais pu étre triée en quantité suffisante pour
proceder aux injections et garder assez de cellules en culture pour ces observations. Nous pouvons
tout de méme extrapoler les résultats de la fraction MLL-ENL LoxP + Pmab contrle BFP + qui a
plutdt été infectée avec le lentivirus contrble, mais, présente tout de méme une forte croissance
cellulaire pendant plus de 12 jours et témoignant donc de la survie des cellules aprés l'infection et le
tri de celles-ci.

Les résultats obtenus, bien qu'invalidés au niveau de la fraction MLL-ENL LoxP + Pmab cre-rec BFP
+ a cause d’une erreur dans I'’ADN lentiviral qui ne permet par I'expression fonctionnelle de la cre
recombinase, montrent tout de méme que les cellules leucémiques primaires réinjectées dans des
souris secondaires vont étre parfaitement capable de régénérer la leucémie. De plus, les contrdles
des différentes étapes de I'expérience n'exprimant pas la BFP ont tous obtenu un taux de pénétrance
de leucémie secondaire de 100%. D’'un autre cdté, pour les deux fractions injectées et triées pour
I'un ou l'autre des lentivirus, méme si le taux de pénétrance de leucémie ainsi que le pourcentage de
cellules leucémiques (CD45+ CD19+) est inférieur aux contrbles BFP -, on pourra remarquer que
plusieurs cellules différentes se sont greffées dans une méme souris, générant des populations
hétérogénes. On observe que contrairement a nos attentes, ces populations leucémiques perdent
I'expression de plusieurs marqueurs de surface ou encore de la protéine rapporteuse eGFP, pour
n’exprimer que BFP. Dans d’autres cas, on retrouve des cellules leucémiques eGFP + BFP - dans
des souris dont les cellules ont pourtant été triées avec leur expression de la BFP avant d’étre
injectées. Elles pourraient ainsi avoir perdues I'expression de la BFP une fois greffées dans la souris
au méme titre que celles ayant perdues I'expression de leur eGFP, mais il faut tenir compte que le
trieur de cellulaire (efficace a 96%) a tri¢ de maniére aberrante 4% des cellules récoltées, qui n'ont
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au final jamais été transduites. Il'y a donc une possibilité pour qu’une cellule leucémique non infectée
(BFP -) dans la fraction théoriquement BFP + ait réussi a se greffer et ait pu proliférer dans notre
modéle in vivo, donnant le phénotype de la population observée. Finalement une autre observation
plus frappante est le différent taux d’expression de la BFP dans des populations toutes eGFP +
CD45+ CD19+ CD10+ (voir Figure 23). Ces différents taux d’expression de la BFP pourraient
indiquer que lors de la transduction avec les lentivirus, certaines cellules ont été infectées plus d’'une
fois et auraient intégré ainsi plusieurs copies du géne de la BFP dans leur génome, I'exprimant ainsi
2 ou méme 3 fois plus qu'une cellule infectée une seule fois selon ce que nous pouvons voir avec les
résultats obtenus. Ces transductions multiples ne semblent pas affecter le phénotype leucémique et,
faute de ne pas avoir de cre recombinase, il n‘est pas possible de savoir si cela affecte les résultats

si 'on répéte I'expérience avec de nouveaux lentivirus Pmab cre-rec BFP.

2. Perspectives et conclusion

Les leucémies aigués demeurent encore un défi pour les années a venir, mais les avancées de la
recherche ont tout de méme permis de faire avancer grandement nos connaissances dans le
domaine de I'némato-oncologie. Le développement de nouveaux modéles in vivo est un bon exemple
de cet avancement dans les outils mis a notre disposition pour mieux comprendre les mécanismes
derriére la leucémogenése. Au cours de ce présent mémoire, nous avons pu tester certaines limites
de ce modéle en générant des leucémies humaines a partir de cellules souches hématopoiétiques et
progeénitrices de sang de cordon ombilical par transduction de celles-ci avec 'oncogéne de fusion
MLL-ENL. Nous avons ainsi pu montrer que ce modéle est effectivement capable de reproduire les
processus de leucémogenése humain in vivo. Les souris NSG possédent des avantages comme
modele humanisé comparé aux souris que nous utilisions précédemment dans le laboratoire,
cependant nous ne parvenons toujours pas a générer d'autres types de leucémies que des LLA-
B pro-B avec la fusion MLL-ENL.

La deuxieme partie de I'expérience n'a malheureusement pas permis de répondre a notre deuxiéme
hypothese, c'est-a-dire si les cellules souches leucémiques primaires ayant acquis leurs nouvelles
caractéristiques grace a la fusion MLL-ENL restent tout de méme dépendantes de celle-ci pour
maintenir ces caractéristiques. Malgré cela, des observations ont pu étre faites pour confirmer

plusieurs prémisses de notre expérience, notamment la capacité d’'un petit nombre de cellules issues
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de leucémies primaires de se regreffer dans une souris et de générer une leucémie secondaire
identique a la leucémie d’origine. Nous avons aussi démontré la viabilité de ces cellules aprés une

infection fructueuse avec des lentivirus contréles et un triage par un FACS.

L’expérience sera donc a répéter dans le futur aprés avoir corrigé les lentivirus afin d’apporter une
réponse définitive a cette deuxiéme hypothese. Nous pouvons tout de méme voir d'ici 1a s'il est
possible d’initier d’'autres types de leucémies aigies avec la fusion MLL-ENL in vitro, par exemple
des LMA, en stimulant les CSH transduites avec des cytokines pour qu’elles se dirigent vers la lignée
myéloide avant de les trier et de les injecter dans notre modéle in vivo pour éviter la tendance de
différenciation vers la lignée lymphoide. Enfin, si nous réussissons a cliver MLL-ENL des leucémies
secondaires avec notre systéme LoxP-cre recombinase, nous pourrions tenter I'expérience avec

d’autres fusions MLL fréquentes, par exemple MLL-AF4 ou MLL-AF9.
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