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1. Introduction

1.1. Laleucémie a tricholeucocytes

1.1.1. Epidémiologie
La leucémie a tricholeucocytes (HCL) a été identifiée pour la premiére fois en 1958
(1) et constitue une entité & part entiere de la classification de I'Organisation Mondiale
de la Santé (OMS) 2016 (2). Appartenant aux syndromes lymphoprolifératifs B
chroniques matures indolents, la HCL entre dans le cadre plus précis des proliférations
a cellules chevelues. C’est une hémopathie maligne rare dont les taux d’incidence
standardisés monde sont de 0,5 pour 100 000 personnes-années chez '’homme et de
0,1 pour 100 000 personnes-années chez la femme, en 2018. Ce taux d’incidence
augmente avec I'age, notamment apres 50 ans (données du réseau Francim). La HCL
représente environ 2% des cas de leucémie. Concernant les données
épidémiologiques locales en Basse-Normandie, le taux d’incidence y est estimé a 0,71
pour 100 000 personnes-années chez 'homme et a 0,15 pour 100 000 personnes-
années chez la femme. La HCL y représente 3 % des cas de leucémies (données du
Registre Régional des Hémopathies Malignes de I'ex-Basse-Normandie). La nette
prédominance masculine observée dans les études (sex ratio : 4-5) s’expliquerait par
une exposition plus fréquente des hommes a certains facteurs environnementaux
(pesticides, dérivés du pétrole ou agents ionisants) (3) et/ou a des modifications
génétiques sur le chromosome X susceptibles de favoriser le déséquilibre de sexe (4).
L’acquisition d’une mutation sur un géne suppresseur de tumeur porté sur le
chromosome X (ATRX, CNKSR2, DDX3X, KDM5C, KDM6A et MAGEC3) serait
d’emblée délétére chez I'homme chez lequel le phénoméne de lyonisation de I'X
n’existe pas. De maniére inexpliquée, le tabac constituerait un facteur protecteur chez
'hnomme (3). La HCL serait associée a un risque accru de cancers secondaires qui
sont observés dans 4 a 20 % des cas suivant les études (5). Parmi ces cancers sont
retrouvés aussi bien des tumeurs solides que des hémopathies malignes avec une
prédominance de lymphomes B non hodgkiniens (5-7) et de tumeurs de la peau
(6,8,9). La survenue de ces cancers pourrait étre liee soit aux différentes

chimiothérapies administrées, soit a la maladie elle-méme (5). La HCL induit, en effet,
1
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une altération des défenses immunitaires susceptible d’affaiblir la défense
antitumorale (10-12).

Décrite pour la premiére fois en 1980 (13), la forme variante de la leucémie a
tricholeucocytes (HCL-v) est rare et représente environ 10 % des cas de HCL. Son
incidence est estimée a 0,03 pour 100 000 personnes-années. Elle constitue une
entité provisoire distincte de la forme classique dans la classification OMS 2016. Une
prédominance masculine est observée avec un age médian au diagnostic de 70 ans,

plus élevé que dans la HCL (14).

1.1.2. Clinique
La clinique de la HCL et de la HCL-v est dominée par la présence d’une splénomégalie
dans deux tiers des cas et 'absence habituelle d’adénopathies. Les patients sont
sensibles aux infections bactériennes du fait de 'immunodéficience induite par la
maladie (10-12). lls sont particuliérement susceptibles de contracter des infections a
mycobactéries atypiques (15) et la tuberculose est retrouvée jusque dans 8 % des cas
(16). La sensibilité a ce type d’infections est liée a I'altération particuliere du systeme
monocyte-macrophage (17). Des manifestations hémorragiques liées a la
thrombopénie sont plus rarement observées. La clinique est bien souvent fruste et il
n’est pas rare que la maladie soit découverte de maniére fortuite a 'occasion d’une

asthénie ou de la réalisation d’'un hémogramme dans une autre indication.

1.1.3. Diagnostic biologique
Dans la HCL, la présence de cytopénies sur 'hémogramme au diagnostic est
constante allant souvent jusqu’a la pancytopénie. Il n’existe généralement pas
d’hyperlymphocytose. La monocytopénie caractéristique constatée a I'examen
morphologique du frottis sanguin contraste avec le compte rendu par les automates
d’analyse qui classent les tricholeucocytes en monocytes. L’examen du frottis sanguin
identifie des cellules lymphoides anormales de taille moyenne a grande, avec un
cytoplasme peu basophile, abondant, présentant de fines villosités circonférentielles
et un noyau régulier ovale, rond ou réniforme, a la chromatine finement dispersée avec

un petit nucléole peu ou pas visible (Figure 1).
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Dans la forme variante, 'hémogramme met en évidence une hyperlymphocytose sans
monocytopénie. La leucocytose médiane est de 34 G/L (14). Les cellules ont une
morphologie a mi-chemin entre la HCL et la leucémie a prolymphocytes B avec la
présence quasi-constante d’'un nucléole proéminent. Le noyau est parfois bilobé
(Figure 1).

A B

~

Figure 1 Tricholeucocytes dans le sang périphérique

(A) Tricholeucocyte d’un patient du CHU de Caen atteint de leucémie a tricholeucocytes

(B) Tricholeucocytes d’un patient du CHU de Caen atteint de la forme variante

Frottis sanguins colorés au May-Grinwald Giemsa, x1000

L’examen par cytométrie en flux des cellules sanguines et/ou médullaires est
nécessaire au diagnostic. Les tricholeucocytes expriment avec une forte intensité les
marqueurs de la lignée B : CD19, CD20, CD22 et présentent une restriction isotypique
des chaines légeres des immunoglobulines, kappa ou lambda. Les cellules
n’expriment généralement pas le CD5 et le CD10 est exprimé dans moins de 10% des
cas (18,19). Comme dans la leucémie lymphoide chronique (LLC), I'expression du
CD38 est associée a un mauvais pronostic (20). Un score immunologique a été mis
au point afin d’aider au diagnostic et repose sur l'association d’expression des
marqueurs CD103, CD123, CD25 et CD11c (Figure 2). Un point est attribué a chaque
marqueur positif. Le score est supérieur ou égal a 3 dans la HCL contrairement aux
autres proliférations a cellules chevelues (21,22). D’autre part, les tricholeucocytes
expriment fortement le CD200 et le CD180. Le ratio de fluorescence CD200/CD180
peut aussi étre utilisé pour différencier la HCL de ses diagnostics différentiels (23).

Dans la HCL-v, les cellules n’expriment généralement pas le CD123 et le CD25.
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Figure 2 Coexpression des marqueurs CD103, CD123, CD25 et CD11c sur les tricholeucocytes
Tricholeucocytes (population bleue) d’un patient du CHU de Caen. Analyse réalisée sur un cytométre
de flux BD FACS Canto II®, 8 couleurs, au laboratoire d’hématologie du CHU de Caen.

L'examen histologique médullaire est utile pour quantifier la fiorose médullaire. II
montre une infiltration interstitielle caractéristique, avec des cellules en « ceuf sur le
plat » comportant un noyau rond ou ovale entouré par un cytoplasme abondant.
L'examen par immunohistochimie confirme l'infiltration par des cellules lymphoides B
(CD20+) qui expriment lI'annexine Al et souvent la cycline D1. L'interprétation du
marquage a l'annexine A1 peut étre complexe en cas d’infiltration tumorale faible
puisque c’est aussi un marqueur des cellules myéloides (24). La splénectomie n’est
pas justifiee pour affirmer le diagnostic. Si elle est réalisée, 'examen histologique
montre une infiltration diffuse de la pulpe rouge splénique avec un effacement de la
pulpe blanche (24). La HCL-v présente une histologie médullaire et splénique
semblable a la forme classique mais il n’est pas retrouvé de positivité du marquage a
'annexine A1 (25).

Dans les cas complexes, il est recommandé de rechercher la mutation BRAFV600E |e
marqueur moléculaire de la HCL, afin de confirmer le diagnostic (26). La recherche de
la mutation conditionne la mise en place d’un traitement par inhibiteur de BRAF ou de
MEK. En cas de négativité de la recherche et de forte suspicion de HCL, il faut
rechercher une mutation dans I'exon 11 du géene BRAF, des mutations alternatives y

ayant été identifiées (27).
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1.1.4. Physiopathologie

1.1.4.1. Voie des MAP-kinases

La physiopathologie de la HCL et de la HCL-v est caractérisée par une activation
constitutive de la voie des Mitogen Activated protein kinases (MAPK) induite soit par
la mutation BRAFV600E ' marqueur moléculaire de la HCL mis en évidence en 2011 (26),
soit par des mutations de MAP2K1 dans la HCL-v (28).

La voie des MAPK est une voie de signalisation intracellulaire caractérisée par une
cascade de phosphorylation protéique. Elle est activée par des facteurs de croissance,
des hormones ou des cytokines qui agissent par lintermédiaire de récepteurs
membranaires a activité tyrosine kinase. L’autophosphorylation du récepteur suite a la
liaison d’'un ligand permet I'ancrage au récepteur de protéines adaptatrices telle que
GRB2 (Growth factor receptor-bound protein 2). Ces protéines vont ensuite recruter
les protéines SOS (Son Of Sevenless), qui constituent un facteur d’échange du
guanosine diphosphate (GDP) pour les protéines RAS qui sont de petites
guanosinetriphosphatases. La protéine RAS activée par sa liaison au guanosine
triphosphate (GTP) va se lier a différents effecteurs dont la kinase BRAF qui va
phosphoryler et activer les kinases MEK1 et MEK2 (Mitogen activated
protein/Extracellular signal-regulated Kinase) qui vont-elles-mémes phosphoryler et
activer les kinases ERK1 et ERK2 (Extracellular signal-Regulated Kinase). La protéine
ERK migre dans le noyau et active des facteurs de transcription provoquant des

signaux de prolifération, de survie et d'invasion (29)(Figure 4).

La mutation BRAFV60OE |ocalisée dans le domaine kinase, entraine une activation
constitutive de BRAF (26). Lors de sa description initiale, la détection de la mutation
BRAFV600E 3 été constante dans la HCL et absente dans les autres syndromes
lymphoprolifératifs B chroniques. En réalité, cette mutation n’est pas spécifique de la
HCL et elle est retrouvée dans plus de 50 % des cas de mélanomes et, avec une
moindre fréquence, dans d’autres hémopathies malignes, comme la LLC ou le
myeélome multiple (MM), et tumeurs solides (cancer bronchique non a petites cellules,

etc.). La mutation BRAFV60E n’est pas identifiée dans un sous-groupe de patients HCL
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de mauvais pronostic correspondant aux patients dont les cellules tumorales
possedent un réarrangement du locus des chaines lourdes des immunoglobulines de
type IGHV4-34 (30,31).

La présence de mutations de MAP2K1, qui code pour la protéine MEK, est identifiée
dans plus d’un tiers des cas de HCL-v (28). Ces mutations, localisées principalement
au niveau du domaine d’auto-régulation négative du gene, entrainent une activation
constitutive de MEK1. Selon leur localisation, elles peuvent augmenter la sensibilité

aux inhibiteurs de MEK ou, au contraire, induire une résistance (28).
Les mutations de BRAF et de MAP2K1 sont mutuellement exclusives.

En dehors de son réle dans la survie et la prolifération des cellules tumorales, la voie
des MAPK intervient dans la morphologie chevelue des tricholeucocytes. En effet,
I'utilisation d’inhibiteurs de BRAF permet la réversion du phénotype villeux et une
diminution d’expression d’ACTB (3-actine) et de LST1, qui codent pour des protéines

impliquées dans la formation du cytosquelette (32).

La mutation BRAFV600E est retrouvée dans les cellules souches hématopoiétiques des
patients atteints de HCL. Dans les tricholeucocytes circulants de ces patients, des
mutations dans des genes autres que BRAF ont été décrits et n'ont pas été retrouvées
dans les cellules souches BRAFV600E (33). Ces données suggérent que la mutation
BRAFV600E serait un événement génétique précoce et que I'apparition d’anomalies

génétiques additionnelles serait nécessaire au développement de la maladie.

Le développement des techniques de séquencage a haut débit a permis d’étoffer nos
connaissances concernant le profil mutationnel de la HCL et de la HCL-v et d’identifier
des mutations additionnelles récurrentes associées a BRAFV60E (26,28,34-37).
L’ensemble des variants génétiques d’intérét avec leur fréquence dans les différentes
études de séquencage a haut débit sont regroupés dans I'annexe 1 (38). Les mutations
impliquant des régulateurs épigénétiques seront abordées dans le chapitre 1.2 dédié
a la protéine KDM6A. Ces mutations pourraient jouer un role dans l'initiation et/ou la

progression de la maladie et apportent un éclairage sur la physiopathologie de la HCL.
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1.1.4.2. Voie du BCR

Les données moléculaires, de méthylome et de transcriptomique suggerent un réle
prépondérant de la voie du récepteur des cellules B (BCR) et des voies sous-jacentes

dans la physiopathologie de la HCL.

Si il fut un temps supposer que le tricholeucocyte pouvait avoir une origine
monocytaire, il est plus communément admis aujourd’hui qu’il dériverait d’'une cellule
B-mémoire post-centre germinatif activée. En effet, le profil transcriptomique des
tricholeucocytes est proche de celui des lymphocytes B post-centre germinatif (39).
De plus, la présence d'un profil muté du gene codant pour la partie variable des
chaines lourdes des immunoglobulines chez plus de 90 % des patients HCL suggére
un passage de la cellule tumorale par le centre germinatif ou a lieu le phénoméne
d’hypermutation somatique (30,40). L’activation du BCR suite a une stimulation
antigénique semble ainsi importante dans le processus oncogénique conduisant a la
HCL. De maniére générale, la voie du BCR joue un rdle central dans ’lhoméostasie
du lymphocyte B. Le BCR peut étre activé soit par la fixation d’'un antigéne provenant
du microenvironnement, soit de maniére indépendante de I'antigéne, par un signal dit
« tonique ». Ce dernier induit une activation basale permanente du BCR permettant a
la cellule B de survivre sans signal antigénique. L’activation du BCR entraine le
recrutement de kinases telles que Lyn et SYK (tyrosine kinase de la rate) qui
phosphorylent les motifs d’activation des récepteurs immuns basés sur la tyrosine
(ITAMs) des protéines du complexe BCR, CD79a et CD79b. Cette phosphorylation
permet le recrutement de protéines adaptatrices et d’autres kinases telles que la
tyrosine kinase de Bruton (BTK) ou la phosphoinositide 3-kinase (PI3K). L’activation
de ces molécules conduit a l'induction en aval des voies AKT/mTOR (mammalian
target of rapamycin), NF-kB (Nuclear Factor-xB) et/ou MAPK. Ces voies contrdlent de
nombreux processus cellulaires tels que la prolifération, la survie et la migration et sont
essentiels a la survie du lymphocyte B normal mais aussi du clone pathologique dans

certaines hémopathies lymphoides B comme la LLC ou le lymphome du manteau.

Dans la HCL, il a été démontré in vitro que le BCR pouvait étre activé dans les

tricholeucocytes et entrainait la mobilisation du calcium intracellulaire, I'activation de
7
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la voie PI3BK/AKT/mTOR et de la voie des MAPK (41). De plus, la voie du NF-«B située
en aval du BCR est dérégulée dans la HCL. L’étude in silico de I'expression génique
dans la HCL montre une surexpression des genes régulés par cette voie (42). D’autre
part, des mutations de KLF2 sont rapportées dans 10 a 16 % des cas de HCL, en
association avec la mutation BRAFVY60%E (Annexe 1). KLF2 est un facteur de
transcription agissant comme régulateur négatif de la voie NF-xB (Figure 4) (43). 1l
intervient également dans les phénomeénes de domiciliation cellulaire en induisant
I'expression du CD62L, une sélectine impliquée dans la localisation des lymphocytes
au niveau du ganglion (44). Les mutations décrites dans la HCL sont localisées prés
du domaine en doigt de zinc ou du signal d’export nucléaire. Ces mutations ont déja
été décrites dans le lymphome de la zone marginale splénique (SMZL): elles
pourraient affecter I'activité facteur de transcription de KLF2 via une relocalisation
cytoplasmique de la protéine (45). L’ensemble de ces données suggére que les
mutations de KLF2 dans la HCL pourraient expliquer la localisation extra-ganglionnaire

de la maladie et la dérégulation de la voie NF-«xB.

L’étude du méthylome de la HCL (46) concorde avec les données mutationnelles et

montre une hypométhylation des acteurs de la voie du BCR.

1.1.4.3. Autres processus cellulaires d’intérét

Cycle cellulaire

Des mutations inactivatrices de CDKN1B sont observées dans 10 a 16 % des cas de
HCL, toujours associées a BRAFV60E (Annexe 1). CDKN1B code pour la protéine p27
qui contrdle la progression des cellules dans le cycle cellulaire en se liant et en
inactivant les complexes cycline-CDK (Cyclin Dependent Kinase). La protéine p27 a
ainsi une activité antagoniste vis-a-vis de la cycline D1 (47) qui est surexprimée dans
la HCL (39,48). La cycline D1 est responsable de la phosphorylation des protéines du
rétinoblastome permettant la progression des cellules en phase G1 du cycle. Dans la
HCL-v, une mutation activatrice de CCND3 qui code pour la cycline D3 a été observée

(36). Elle entrainerait une perte du domaine PEST, contrélant la dégradation protéique,
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et augmenterait ainsi I'expression de la cycline D3 qui intervient comme la cycline D1

au niveau de la phase G1 du cycle cellulaire (49).

Concernant le géne suppresseur de tumeur TP53, son inactivation par mutation ou par
délétion du bras court du chromosome 17 est rare dans la HCL et un peu plus
fréequente dans la HCL-v (Annexe 1). La protéine p53 est activée en réponse a divers
stress comme les dommages a I’ADN, le stress oxydatif ou des signaux oncogéniques.
Elle induit 'expression de génes impliqués dans de nombreuses voies cellulaires
incluant I'arrét du cycle, la sénescence, certaines voies du métabolisme et 'apoptose.
L’inactivation de p53 crée un contexte favorable a I'accumulation d’événements
oncogéniques additionnels. La recherche de délétions/mutations de TP53 garde tout
son intérét en cas de maladie réfractaire aux premiéres lignes de traitement, I'altération
de la fonction de p53 étant connue pour conférer une résistance aux chimiothérapies
(50).

Spliceosome

Le spliceosome est un complexe constitué d’ARN et de protéines qui a pour rble
d’exciser les introns des ARN pré-messagers ce qui constitue I'épissage. Des
mutations du géne U2AF1 ont été identifiées dans la HCL-v (Annexe 1). Les mutations
d’'U2AF1 sont fréquentes dans les syndromes myélodysplasiques (SMD) et les
leucémies aigues myéloides (LAM) mais n’ont pas été décrites dans les hémopathies
lymphoides (51). U2AF1 est un des composants du spliceosome qui reconnait et se
lie au site d’épissage en 3'. L’identification de ces mutations dans la HCL-v pourrait
avoir un intérét théranostique en sensibilisant les tricholeucocytes aux drogues

modulant I'épissage (52).
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1.1.4.4. |Interactions du tricholeucocyte avec son microenvironnement

Les tricholeucocytes infiltrent préférentiellement le sang, la moelle osseuse et les

sinusoides de la rate et du foie et peu les ganglions.

Les tricholeucocytes expriment a leur surface le récepteur CXCR4 sur lequel va venir
se fixer la chimiokine médullaire, CXCL12 (SDF-1) permettant leur adressage au
compartiment médullaire. Les intégrines VLA-4 (CD49d) et VLA-5A (CD49e) leur
permettent de se lier au VCAM-1 (CD106) et a la fibronectine des cellules stromales
et endothéliales de la niche hématopoiétique. L’implantation des tricholeucocytes dans
cette niche va favoriser leur survie et leur pharmacorésistance. Dans la moelle
osseuse, les tricholeucocytes induisent une fibrose spécifique par interaction, via le
CD44, avec l'acide hyaluronique entrainant la production autocrine du facteur de
croissance des fibroblastes FGF-2 et de fibronectine (53) (Figure 3). lls sécretent
également du facteur de croissance transformant TGF-B1 induisant une synthése

accrue de collagéne et de réticuline par les fibroblastes (54).

La localisation des tricholeucocytes dans la pulpe rouge spléniqgue est due a
'expression forte a leur surface de l'intégrine aVB3 (CD51) qui va se lier a la

vitronectine (55).

L’absence d’expression a la surface des tricholeucocytes du CXCR5, du CCRY7 et de
la L-sélectine peut expliquer 'absence de localisation ganglionnaire et ainsi 'absence

d’adénopathies généralement observée chez les patients (55).
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Figure 3 Interactions des tricholeucocytes avec le microenvironnement médullaire (55)

1.1.1. Prise en charge thérapeutique
Le traitement de la HCL doit étre initié en cas de maladie symptomatique ou si
I'hémogramme montre une hémoglobine < 11 g/dL, une thrombopénie < 100 G/L ou
une neutropénie < 1 G/L (50).

Le traitement de référence de premiére ligne fait appel aux analogues de purines
(PNA) : la pentostatine et la cladribine. Le taux de réponse global est supérieur a 95 %
et le taux de réponse complete (RC) supérieur a 75 % avec une médiane de survie
sans rechute de 15 ans. Il n’a pas été observé de différence d’efficacité entre la

pentostatine et la cladribine (56).

Des rechutes aprés obtention d’'une RC sont observées dans 14 a 46% des cas apres
pentostatine dans des études avec des médianes de suivide 5 a 11 ans et dans 27 a
37 % des cas apreés cladribine pour des médianes de suivi de 7 a 10 ans (57). Les taux
de rechute sont plus importants, supérieurs a 50 %, pour les patients ayant seulement
obtenu une réponse partielle apres la premiere ligne. Globalement, un quart des
patients vont rechuter avant 5 ans et, a long terme, la moitié d’entre eux (56).
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Le choix thérapeutique en cas de rechute ou de maladie réfractaire doit prendre en
compte le temps écoulé avant la rechute, la présence ou non d’'une mutation de BRAF,
le statut mutationnel de TP53 et le profil de la partie variable des chaines lourdes des

immunoglobulines (profil VH4-34 de mauvais pronostic) (58).

En cas de rechute tardive (> 2 ans), il est possible de réadministrer un analogue de
purine en I'associant si besoin a un anticorps anti-CD20, le rituximab. Les taux de RC
obtenus apres I'utilisation de PNA en seconde ligne sont plus faibles qu’en premiére
ligne, autour de 60%. |l n’a pas été montré d’effet bénéfique a substituer un analogue

de purine par un autre en seconde ligne (5,56).

En cas de rechute précoce (< 2 ans) et d’identification de la mutation BRAFV600E un
traitement par le vémurafénib, un inhibiteur de BRAF peut étre envisagé. Le
vémurafénib permet I'obtention d'une réponse globale dans 96 a 100 % des cas, avec
une réponse compléete dans 35 a 40 % des cas (59). Certains patients avec une HCL
développent une résistance aux inhibiteurs de BRAF mais les mécanismes restent a
ce jour peu connus. Dans le mélanome, la plupart des mécanismes de résistance
aboutissent soit a une réactivation de la voie des MAPK, soit & une activation anormale
de la voie PIBK/AKT. Concernant la voie des MAPK, l'action des inhibiteurs de BRAF
peut étre contournée par 'émergence d’'une mutation activatrice d’'un autre effecteur
de la voie, NRAS, KRAS (36) ou MAP2K1, par amplification du nombre de copies du
gene BRAF muté ou par épissage alternatif de BRAF, générant une protéine insensible
aux inhibiteurs spécifiques (60). Il a déja été identifié des mutations de KRAS chez des
patients HCL devenus résistants au vémurafénib. Afin d’améliorer la réponse aux
inhibiteurs de BRAF et de contourner les mécanismes de résistance, des stratégies
basées sur I'utilisation simultanée d’inhibiteurs de BRAF et de MEK1 (NCT02034110)
ou sur I'association du vémurafénib a un anticorps monoclonal recombinant humain
anti-CD20 de type Il, 'obinutuzumab (NCT03410875) sont actuellement en cours
d’étude. L’association inhibiteurs de BRAF (dabrafénib) et inhibiteurs de MEK
(trametinib) peut également permettre de réduire la toxicité essentiellement cutanée
des inhibiteurs de BRAF (61).
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Le moxetumomab pasudotox peut étre administré en cas d’absence de la mutation
BRAFV600E oy de résistance aux inhibiteurs de BRAF. C’est un anticorps monoclonal
anti-CD22 couplé a une toxine de Pseudomonas. Son utilisation dans le cadre d’'un
essai clinique a montré des résultats encourageants avec l'obtention de 75 % de
réponse globale (réponses partielles et completes) chez 80 patients ayant recu
préalablement au moins deux lignes de traitement. Le traitement est plutot bien toléré
et les effets indésirables potentiellement graves a retenir sont les risques de syndrome

de fuite capillaire (8,8 %) et le syndrome hémolytique et urémique (7,5 %) (62).

La signalisation du BCR peut étre ciblée par des inhibiteurs de BTK tel que l'ibrutinib.
L’ibrutinib a montré in vitro sa capacité a inhiber la prolifération et la survie des
tricholeucocytes (41). Les résultats intérimaires d'un essai clinique de phase Il sur 13
patients en rechute ou réfractaires mettent en évidence un taux de réponse globale de

46 % avec une seule réponse compléete (63).

Une splénectomie peut étre envisagée en cas de splénomégalie symptomatique

importante avec une faible infiltration tumorale de la moelle osseuse.

La survie globale des patients ayant recu une premiére ligne de traitement est de plus
de 90 % a 5 ans et autour de 80 % a 15 ans (5,56).

La HCL-v est une maladie plus agressive que la HCL et est résistante aux PNA utilisés
en monothérapie. En premiére ligne, ces derniers devront étre associés au rituximab.
En seconde ligne, le moxetumomab pasudotox peut étre utilisé. Aucune réponse
compléte n’a été obtenue chez les 3 patients atteints de HCL-v dans I'étude de phase
3 (62). L'utilisation de I'ibrutinib est également envisageable avec plusieurs cas publiés
montrant des résultats encourageants (64,65). Le taux de survie globale de la HCL-v
a5 ans est de 57 % dans une série de patients publiée en 2012 (66). Une étude parue

plus récemment rapporte, elle, un taux de survie globale de 84 % a 5 ans (67).

Les difféerentes voies de signalisation impliguées dans la physiopathologie de la HCL

et les différents traitements envisageables sont représentés sur la Figure 4.
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Figure 4 Cibles thérapeutiques au sein des différentes voies de signalisation cellulaire
impliquées dans la physiopathologie de la leucémie a tricholeucocytes et/ou sa forme variante
Les protéines en rouge avec un astérisque sont fréquemment dérégulées dans la HCL et/ou la HCL-v.
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1.1.2. Autres proliférations a cellules chevelues

En dehors de la leucémie a tricholeucocytes et de sa forme variante, la catégorie des
proliférations lymphocytaires B a cellules chevelues comprend deux autres entités qui
sont le lymphome de la zone marginale splénique (SMZL) et le lymphome diffus de la
pulpe rouge splénique (SDRPL) (25). En 'absence de mise en évidence de la mutation
BRAFV600E réaliser la distinction entre ces diagnostics différentiels peut étre difficile.
L’histologie splénique mettant en évidence un aspect nodulaire particulier peut
permettre de différencier aisément le SMZL des autres proliférations. L’aspect
cytologique est également un élément d’orientation. Dans le SMZL, la population
lymphocytaire est hétérogene. Les villosités sont, de plus, préférentiellement polaires
alors qu’elles sont circonférentielles dans les autres cas. Au niveau moléculaire, des
mutations sont frequemment retrouvées dans les genes NOTCH2, KLF2 et les
régulateurs de I'épigénétique dans le SMZL (68). Les zones de chevauchement sont
plus importantes entre la HCL-v et le SDRPL et le diagnostic repose alors sur un
faisceau d’arguments. Certains auteurs suggérent que la HCL-v pourrait étre la forme
transformée du SDRPL (69). Le profil génétique peut étre une aide pour les
différencier. Dans le SDRPL, il a été retrouvé une expression anormale de la cycline
D3 et des mutations de BCOR (49,70) alors que dans la HCL-v, il est retrouvé des
mutations de MAP2K1 (28)(Tableau 1).

La distinction de ces entités est importante d’un point de vue thérapeutique. Dans le
SMZL sera privilégiée l'association du rituximab avec une chimiothérapie de type
bendamustine ou CHOP (cyclophosphamide, hydroxyadriamycine, vincristine et
prednisone) (71). En ce qui concerne le SDRPL, maladie indolente, I'abstention
thérapeutique est de mise en cas d’absence de symptdmes. La splénectomie est

privilégiée en cas de géne exprimée par le patient (69).
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Tableau 1 Diagnostics différentiels de la leucémie a tricholeucocytes

HCL HCL-v SDRPL
Age moyen (années) 55 70 70
Splénomégalie Oui Oui Oui
Lymphocytose Faible Elevée Modérée
Monocytopénie Présente Absente Absente

Aspect cytologique

Villosités Circonférentielles Circonférentielles Circonférentielles a base large
Noyau Rond, ovale ou réniforme Rond ou ovale, parfois bilobé Rond, parfois excentré
Nucléole Absent ou peu visible Proéminent Absent ou peu visible
Histologie de la rate Diffuse Diffuse Diffuse
Immunophénotype
CD11c +++ + + (50%)
CD103 +++ + + (10%)
CD123 +++ - -
CD25 +++ - + (25%)
CD200 Al Non déterminé Aol
CD180 +++ - -
Annexine Al & - =
IGHV3-23 21%
IGHV3-23
IGHV IGHV4-34 10% IGHV4-34 36% IGHV4-34

Profil génétique

IGHV3-30 8%

BRAFV5%E (>90%)

MAP2K1 (30-40%)

CCND3 (21-24%)
BCOR (24%)

SMZL
70
Oui
Modérée
Absente

Polaires
Rond
Absent ou peu visible
Nodulaire

+f (39%)
+ (40%)

+ (44%)
+

IGHV1-2 25%
IGHV4-34 13%
IGHV3-23 8%
NOTCH?2 (10-25%)
KLF2 (20-40%)
Régulateurs
épigénétiques (40%)
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1.2. KDMG6A, une protéine de I'épigénétique

1.2.1. Epigénétique et leucémie a tricholeucocytes
Le terme épigénétique englobe les processus cellulaires qui modifient 'expression des
géenes sans altérer la séquence de 'ADN. Les modifications induites sont réversibles
et transmissibles lors des divisions cellulaires. On distingue la méthylation des ilots
CpG (cytosine-phosphate-guanine) de 'ADN et les modifications post-traductionnelles

des histones.

La méthylation des cytosines au sein des dinucléotides CpG de 'ADN est catalysée
par les enzymes méthyltransférases de '’ADN (DNMT) (72). Les ilots CpG ne sont pas
répartis de maniere égale dans le génome mais sont retrouvés principalement au
niveau des promoteurs. L’hyperméthylation de ces ilots entraine une extinction
transcriptionnelle soit par encombrement, soit par modification conformationnelle de
'ADN. Dans le cancer, il est communément admis qu’il existe une hypométhylation
globale du génome contrastant avec une hyperméthylation des genes suppresseurs

de tumeurs.

Les modifications post-traductionnelles des histones régulent le niveau de compaction
de la chromatine et I'accessibilité des génes a la machinerie transcriptionnelle. Quatre
principaux types sont décrits : la méthylation, I'acétylation, la phosphorylation et
'ubiquitinylation (Figure 5) (72). Si I'acétylation est clairement associée a I'activation
transcriptionnelle et la désacétylation a la répression, le réle de la méthylation est en
revanche plus complexe. Ainsi, la méthylation de la lysine 27 de I'histone H3 (H3K27)
est corrélée a une répression transcriptionnelle alors que la méthylation de la lysine 4

de I'histone H3 (H3K4) est associée a une activation (73).

Des coopérations existent entre la méthylation de I'ADN et les modifications des
histones. Ainsi, la protéine MeCP2 (Methyl CpG binding Protein 2) se fixe au niveau
des cytosines méthylées de I'ADN et va permettre le recrutement d’histones
désacétylases créant un environnement épigénétique répresseur de la transcription
(74).
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Ces dernieres années, les études de séquencage a haut débit ont permis la mise en
évidence de la récurrence de variants délétéres au sein des géenes codant pour des
régulateurs épigénétiques dans de nombreux types de cancer (72). L’amélioration de
la compréhension de la physiopathologie de ces processus oncogéniques nous
permet d’envisager de nouvelles stratégies thérapeutiques. Parmi les thérapies ciblées
qui sont les plus avancées dans le développement clinique, nous pouvons citer la 5-
azacytidine, un agent déméthylant de 'ADN, ayant une autorisation de mise sur le
marché (AMM) dans les syndromes myélodysplasiques ; le vorinostat, un inhibiteur
d’histone désacétylase (HDACI) ayant une AMM dans les lymphomes T cutanés ; ou
encore le tazemetostat (EPZ-6438), un inhibiteur dEZH2 (Enhancer of Zest Homolog
2), actuellement en cours d’évaluation dans des études de phases | et Il dans différents
types de cancer (75,76). Les principaux processus de régulation de la chromatine et
les acteurs protéiques impliqués sont représentés dans la Figure 5.
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Figure 5 Processus de régulation de la chromatine (72)
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Dans la HCL et la HCL-v sont retrouvées principalement des variants au sein des
genes codant pour des protéines responsables des modifications post-traductionnelles
des histones : KMT2C (MLL3), ARID1A, ARID1B, CREBBP, KDM6A (UTX) et EZH2
(Annexe 1) (26,28,34-37). Nous nous attarderons davantage sur les variants de
KDMG6A qui nous intéressent dans ce projet dans le paragraphe 1.2.2.

La lysine N-méthyltransféerase 2C (KMT2C) intervient au sein d’'un complexe de
protéines associées a SET1 (COMPASS) et est responsable de la monométhylation
de H3K4. La méthylation de H3K4 colocalise avec l'acétylation de H3K27 créant un
environnement épigénétique favorable a la transcription. KMT2C aurait également un

rle coactivateur vis-a-vis de p53 (77).

Le géne CREBBP code pour la nucléo phosphoprotéine CBP (CREB binding protein),
exprimée de maniére ubiquitaire et appartenant a la famille des histone/protéine lysine
acétyltransférases KAT3. CBP, associée a p300, intervient dans la régulation de
nombreuses voies cellulaires. Elle module la transcription des genes par acétylation
des lysines 18 et 27 de I'histone H3 (Figure 7) et par stabilisation des interactions entre
les complexes de transcription et des protéines additionnelles. CREBBP est
classiquement considéré comme un géne suppresseur de tumeur, notamment parce
qu’il favorise I'activation d’autres génes suppresseurs de tumeur dont TP53 (78). Dans
les leucémies aigues lymphoblastiques B présentant des mutations activatrices du
gene KRAS, la perte d’expression de CREBBP favoriserait I'activation de la voie des
MAPK (79).

ARID1A et ARID1B (AT-rich interactive domain 1A/1B) sont des protéines faisant
partie du complexe de remodelage de la chromatine ATP-dépendant SWI/SNF
(SWitch/Sucrose Non-Fermentable). Les enzymes de remodelage de la chromatine
catalysent un large éventail de transformations de la chromatine incluant le glissement
des octaméres d’histone le long de 'ADN et la modification de la composition de ces
octameres et de la conformation de I'ADN nucléosomal (80). Des mutations affectant
des sous-unités du complexe SWI/SNF sont frequemment retrouvées en cancérologie.
Les dysfonctions engendrées toucheraient a la fois les fonctions transcriptionnelles de

SWI/SNF comme la modification de sites de fixation de facteurs de transcription et non
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transcriptionnelles comme la dérégulation des systémes de réparation de 'ADN et de
remodelage de la chromatine (81). Les mutations d'ARID1B sont moins fréquentes
que celles d'ARID1A. Ce sont majoritairement des mutations inactivatrices. Leurs
conséquences fonctionnelles sont encore peu étudiées. Les mutations d'ARID1B sont
plus connues pour leur réle dans les anomalies du développement neurologique
comme le syndrome Coffin-Siris (hypoplasie de la phalange distale du cinquiéme doigt,

troubles du développement, déficit intellectuel, etc.).

Enfin, il a été retrouvé de rares mutations inactivatrices d’EZH2 dans la HCL. Dans les
hémopathies lymphoides comme le lymphome B diffus a grandes cellules et le
lymphome folliculaire, il est plus fréquemment décrit des mutations activatrices d’EZH2
favorisant la prolifération et l'auto-renouvellement des lymphocytes B tumoraux
(82,83). La protéine EZH2 est une des deux enzymes du complexe PRC2 (Polycomb
Repressive Complex 2) qui est capable de di- et tri-méthyler H3K27. Cette marque
épigénétique permet ensuite le recrutement du complexe PRC1 qui maintient la
répression des genes cibles soit par compaction de la chromatine, soit par interaction
directe avec la machinerie transcriptionnelle (84).

1.2.2. KDMG6A et leucémie a tricholeucocytes
Nous nous sommes particulierement intéressés a KDM6A car nous avons retrouvé
des mutations clonales de ce géne chez la moitié des patients atteints de HCL-v de
notre cohorte (2/4) (37,64). De plus, les données de la littérature mettent en avant le

réle suppresseur de tumeur de KDMG6A et de nouvelles stratégies de thérapie ciblée.

Le géne KDMG6A, aussi appelé UTX (Ubiquitously Tetratricopeptide Repeat on
chromosome X), est localisé sur le chromosome X, posséde 29 exons et code pour la
protéine du méme nom, la lysine déméthylase 6A. KDM6A fait partie des genes
échappant a l'inactivation de I’X, ou lyonisation, chez les femmes et possede un

paralogue sur le chromosome Y, le gene UTY.

Un variant situé sur un site accepteur d’épissage entrainant un saut complet de I'exon
24 du géne a été identifié chez le patient UPN-v1 dans un échantillon sanguin du
diagnostic (Figure 6). L’exon 24 est situé dans la partie codant pour le domaine
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catalytiqgue de la protéine. Le ratio de fréquence allélique en fonction de l'infiltration
tumorale (rVAF) était de 0,99. Une mutation sous-clonale du gene MAP2K1 a
également été retrouvée chez ce patient avec une rVAF de 0,07. Le patient UPN-v1 a
été diagnostiqué a I'age de 64 ans et présente une maladie multiréfractaire ayant
nécessité ['utilisation de plusieurs lignes thérapeutiques successives : rituximab-
cladribine, moxetumomab pasudotox, splénectomie et ibrutinib (37,64). Une analyse
génétique a pu étre réalisée sur un échantillon sanguin a la rechute post traitement
par moxetumomab pasudotox et a montré une augmentation nette de la fréequence
allélique du variant de MAP2K1 (rVAF=0,41) et une stabilité de la fréquence allélique
du variant de KDM6A.

Un variant de type délétion avec décalage du cadre de lecture dans I'exon 12 du géne,
en amont de la partie codant pour le domaine catalytique de la protéine, a été identifié
dans un échantillon de rate en suivi du patient UPN-v2 (Figure 6). La rVAF était de
1,01. Le patient UPN-v2 a été diagnostiqué a I'age de 72 ans, n’a pas répondu a une

premiére ligne thérapeutique et a été splénectomisé.

Le locus KDM6A étant sur le chromosome X, ceci explique la VAF proche de

linfiltration tumorale liée a la perte d’hétérozygotie chez les sujets masculins.

Les mutations de KDMG6A ne sont pas restreintes a la forme variante puisqu’elles ont
été retrouvées a deux reprises chez des patients atteints de la forme classique dans
des études de séquengage complet d’exome. Une mutation non-sens est apparue
chez un patient atteint de HCL mutée BRAFV690E |ors d’une rechute aprés un traitement
de premiere ligne par inhibiteur de BRAF (34). L’autre mutation a été retrouvée chez
un homme de 80 ans atteint d’'une HCL sans mutation du géne BRAF et avec un profil
des genes codant pour la partie variable des chaines lourdes des immunoglobulines

de type Vn4-34. Ce sous-type est décrit comme de plus mauvais pronostic (28).

KDMG6A est une histone déméthylase qui cible les marques di- et tri-méthyl de H3K27
favorisant la transcription des genes (85,86). Son activité déméthylase est dépendante
de son domaine catalytique Jumonji C qui contient des résidus acides aminés

conservés permettant la liaison avec ses cofacteurs, le fer et I'a-cétoglutarate. La
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protéine posséde également un domaine de liaison au zinc responsable de la
spécificité de l'activité déméthylase envers H3K27 en prévenant la fixation de KDM6A
sur la lysine 9 de lhistone H3. Les domaines tétratricopeptides, quant a eux,
permettent les interactions protéine-protéine (Figure 6) (85). Au contraire de KDM6A,
I'activité déméthylase de son paralogue UTY semble trés faible (environ 2,6 % de
I'activité de KDM6A) ce qui est di a la substitution d’un acide aminé critique dans le
domaine Jumonji C (87). L’activité de KDM6A s’oppose a celle de 'enzyme EZH2 du
complexe PRC2.
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Figure 6 Représentation des variants retrouvés dans KDM6A

Le cercle orange correspond a une délétion et le losange vert & un variant d’épissage. lls représentent les

variants retrouvés chez les patients UPN-v1 et UPN-v2 respectivement (d’aprés Maitre et al., 2018 (37)).

Abréviations : TPRs : répétitions tétratricopeptides ; JmJC : domaine Jumonji C; H2-H3: domaines

hélicoidaux 2 et 3 ; Zn binding : domaine de liaison au zinc.

L’'activité déméthylase de KDM6A est impliquée dans I'embryogenése et la

différenciation cellulaire.

La suppression de KDM6A dans des cellules humaines augmente la di- et
triméthylation de H3K27 au niveau des promoteurs des génes Hox (Homeobox),
conduisant a leur non-transcription (88). Les génes Hox sont des régulateurs
transcriptionnels hautement conservés qui sont essentiels au bon développement de
I'axe antéropostérieur de 'embryon (89). En lien avec cette activité de régulateur des
genes Hox durant 'embryogenése, la présence de variants délétéeres constitutionnels
de KDMG6A entraine un syndrome de Kabuki décrit pour la premiére fois en 1981 (90).
Ce syndrome est caractérisé par un retard mental, des anomalies d’organes et de

squelette et une dysmorphie faciale.

D’autre part, I'expression de KDMG6A semble étre associée a une répression de la

différenciation cellulaire. Son expression facilite, par son activité déméthylase,
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I'induction de la pluripotence au cours du processus de synthése des cellules souches
pluripotentes induites. KDM6A semble également étre un partenaire direct des
facteurs de reprogrammation OCT4, KLF4 et SOX2 (91). Durant 'hématopoiése, il a
été observé une diminution de I'expression de KDM6A au cours de la différenciation
cellulaire (92). La suppression de I'expression de KDM6A chez des souris agées de
11 a 14 semaines entraine un élargissement de la rate, une anémie, une thrombopénie
et des signes de dysplasie. Il est également observé une diminution d’expression de
divers facteurs de transcription hématopoiétiques (93). KDM6A est ainsi essentielle au

développement d’'une hématopoiése normale.

En dehors de son activité catalytique propre de déméthylase, KDM6A participe a

I'activité d’autres complexes protéiques.

KDMBG6A interagit physiquement avec des protéines des complexes COMPASS qui sont
responsables de la méthylation de H3K4. Ces complexes sont constitués de lysine
méthyltransférases (KMT2D, KMT2C, etc.) possédant un domaine SET qui porte
I'activité catalytique, et de protéines structurelles comme PTIP (Pax transactivation
domain-interacting protein) (94). Des liens physiques ont été démontrés entre KDM6A
et PTIP (95) et entre KDM6A et KMT2C/KMT2D (96). De plus, KDM6A agit comme
intermédiaire protéique entre les complexes COMPASS et I'histone acétyltransférase
p300 qui acétyle H3K27 (97). Ces interactions physiques s’accompagnent d’effets
fonctionnels, indépendants de l'activit¢ déméthylase de KDMG6A. Ainsi, chez la
drosophile et dans des cellules de mammiferes, la perte d’expression de KDM6A
engendre une diminution des taux de monométhylation de H3K4 et d’acétylation de
H3K27 (97,98). De méme, dans le myélome multiple et le cancer du pancréas, une
modulation importante de ces deux marques épigénétiques a été observée dans les
cellules tumorales ayant perdu I'expression de KDM6A (99,100). L’association de
KDM6A et de KMT2D/KMT2C concoure au maintien de la transcription des genes Hox

durant le développement embryonnaire (88).

KDMG6A promeut également I'activité du complexe de remodelage de la chromatine
ATP-dépendant SWI/SNF par des interactions démontrées avec les protéines BRG1
et BRM (101,102).
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Enfin, KDMG6A interagit physiquement avec la protéine SPT6 qui est impliquée dans la
maintenance de la structure de la chromatine au cours de ['élongation
transcriptionnelle (103). SPT6 promeut et stabilise la fixation de KDM6A a la
chromatine. SPT6, KDM6A et 'ARN polymérase Il colocalisent au niveau de zones ou
H3K27 est déméthylée (104). Ces protéines cooperent pour maintenir la transcription

active.

KDM6A exerce ainsi de multiples fonctions permettant de moduler le paysage
épigénétique a la fois par son activité propre de déméthylase mais également par sa
capacité a recruter d’autres modificateurs d’histones (KMT, CBP/p300) ou enzymes

de remodelage de la chromatine (complexes SWI/SNF, SPT6).
1.2.3. KDM6A, un géne suppresseur de tumeur ?

Des mutations de KDM6A sont frequemment retrouvées dans de nhombreux types de
cancers (105) avec en téte d’entre eux le cancer de la vessie (>30 % des cas), et dans
une moindre fréquence, certaines tumeurs hématopoiétiques comme les leucémies
myélomonocytaires chroniques (106), les leucémies aigues lymphoblastiques (107) ou
le myélome multiple (108). Les données de la littérature laissent suggérer un réle

suppresseur de tumeur de KDM6A.

Tout d’abord, il est retrouvé trés majoritairement des mutations inactivatrices de
KDM6A. Ces variants sont de type faux-sens (environ 30 % des cas), des
délétions/insertions avec décalage du cadre de lecture (environ 14 % des cas) ou des
mutations de type non-sens (environ 14 % des cas). |l n’existe pas de hotspot de
mutation et des variants peuvent étre retrouvés sur la totalité du géne (données
COSMIC).

De plus, de nombreuses études fonctionnelles réalisées chez la drosophile ou dans
des cellules tumorales humaines mettent en évidence les effets oncogéniques de la
perte d’expression de KDM6A. Chez la drosophile, sa perte d’expression au sein de
cellules présentant une activation anormale de la voie Notch conduit au
développement d’'une tumeur de la rétine (109). Dans le cancer du sein, KDM6A joue

un réle central dans I'inhibition de la transition épithélio-mésenchymateuse, processus
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favorisant la dissémination des cellules tumorales épithéliales et la formation de
métastases (110). Dans le cancer du pancréas, des études récentes ont observé que
les patients porteurs d’'une mutation de KDMG6A avaient une survie globale raccourcie.
Cette observation a été étayée par des essais fonctionnels sur des lignées montrant
'acquisition de traits phénotypiques d’agressivité lors de la perte d’expression de
KDM6A (100,111). De maniere intéressante, dans un des modeles de cancer du
pancréas, l'apparition d'un phénotype agressif n'est observée que chez les souris
femelles présentant un variant délétére homozygote de KDM6A ou chez les souris
males ayant perdu I'expression a la fois de KDM6A et de UTY (111). Ainsi, si UTY
n'est pas capable de compenser l'activité déméthylase de KDM6A en cas de perte de
fonction de cette derniére, il pourrait étre capable de la remplacer dans ses interactions

avec les autres protéines.

En oncohématologie, la perte d’expression de KDMG6A a été particulierement étudiée
dans les leucémies aigues lymphoblastiques T (LAL-T) et le myélome multiple. Dans
les LAL-T avec surexpression de NOTCHA1, l'inactivation de KDM6A accéléere la
progression de la tumeur (112,113). Les mutations de KDM6A seraient prédominantes
chez les patients de sexe masculin. Comme cela a pu étre observé dans le cancer du
pancréas, I'expression de KDM6A par l'alléle sauvage chez les femmes en cas de

mutation hétérozygote suffirait a empécher le développement de la tumeur (114).

Dans le myélome multiple, une étude a mis en évidence un impact pronostic péjoratif
des mutations de KDM6A sur la survie globale des patients (108). Ces données sont
corroborées par des analyses fonctionnelles sur des lignées cellulaires de MM ayant
montré que la perte d’expression de KDMG6A entrainait une augmentation des
capacités de prolifération, de clonogénicité, de tumorogénicité et d’adhérence des
cellules tumorales. Ces observations étaient corrélées a des modifications du profil
transcriptomique impliquant les processus de croissance cellulaire, mort cellulaire,
mobilité cellulaire, cycle cellulaire, régulation de I'expression génique et signalisation

intercellulaire (99).
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1.2.4. Perspectives thérapeutiques
L’activité de KDMG6A est antagoniste a celle du complexe PRC2. En se basant sur le
concept de létalité synthétique, plusieurs études dans les LAL-T (114), le cancer de la
vessie (115) et le myélome multiple (99,116) ont montré que la perte de fonction de
KDMG6A sensibilisait les cellules tumorales aux inhibiteurs d’EZH2. La létalité
synthétique peut se définir dans ce contexte comme l'induction d’'une mort cellulaire
par la combinaison d’une mutation et de I'action d’'un composé chimique alors que la
mutation ou le composé pris séparément n’est pas létal. Le premier inhibiteur ’EZH2
a avoir été utilisé est la 3-déazaneplanocine A (DZNep) qui inhibe de maniéere peu
spécifique la méthylation de H3K27. D’autres inhibiteurs plus spécifiques ont vu le jour
a partir de 2012 tels que le GSK126, 'EPZ-005687 ou 'EPZ-6438 (tazemetostat). lIs
fonctionnent par compétition avec le cofacteur ’EZH2, la S-adénosyl-méthionine. lls
ont d’abord été testés dans les cancers présentant des mutations activatrices d’'EZH2
comme le lymphome B diffus a grandes cellules. Leur utilisation peut en fait étre
étendue aux tumeurs porteuses de mutations inactivatrices au niveau des protéines
dont l'action est opposée a celle de PRC2 : composants du complexe SWI/SNF,
KDM6A, CBP, EP300, etc. (117,118). Parmi les inhibiteurs existants, le tazemetostat
a été particulierement étudié parce qu’il présente une bonne biodisponibilité par voie
orale. Il a montré une bonne efficacité dans des modéles précliniques de lymphomes
B non hodgkiniens (119). Son efficacité et son innocuité sont actuellement évaluées

dans des essais cliniques de phase | et Il.

Une approche utilisant les inhibiteurs de protéines a bromodomaine BET
(Bromodomain and Extra Terminal) (BETi) (111) a également été testée sur des
lignées cellulaires de cancer du pancréas présentant une mutation de KDM6A avec
une efficacité variable en fonction des lignées étudiées. Les protéines BET,
comprenant BRD2, BRD3, BRD4 et BRDT, modulent 'expression génique en régulant
le contrdle de I'élongation transcriptionnelle par des éléments régulateurs distaux ou
enhancers (120). Les BETi vont venir se fixer dans la poche des bromodomaines et
empécher ainsi leur recrutement au niveau des lysines acétylées. Les premiéeres

caractérisations des cibles transcriptionnelles des protéines BET faites dans des
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hémopathies lymphoides pointaient une inhibition importante de MYC (121). Dans le
cancer du pancréas, le réle suppresseur de tumeur de KDMG6A serait majoritairement
indépendant de son activité déméthylase et serait di, notamment, & une augmentation
de la transcription de MYC. Cette observation présente un intérét particulier puisqu'’il
a été montré qu'il y avait une surexpression de c-Myc dans la HCL et HCL-v associée
a une sensibilité a l'inhibiteur de BET JQ-1 (122). Certains BETi ont été évalués ou
sont en cours d’évaluation en phase 1 dans des lymphomes B non hodgkiniens (CC-
95775, CPI-0610, ABBV-075, etc.).

Dans une autre étude portant toujours sur le cancer du pancréas, les auteurs ont
montré une sensibilité accrue des cellules cancéreuses ayant perdu I'expression de
KDM6A aux inhibiteurs d’histone désacétylases tels que le vorinostat (100). Le
rationnel de l'utilisation d’HDACi pour traiter les tumeurs porteuses d’un variant
délétére de KDMG6A repose sur I'opposition existante entre la méthylation d’H3K27 par
PRC2 et son acétylation par le complexe CBP/p300 dont I'activité est directement
favorisée par KDM6A (Figure 7). Dans I'étude citée, les auteurs ont mis en évidence
un défaut d’acétylation de différents promoteurs de génes suppresseurs de tumeurs
qui pourrait expliquer I'efficacité des HDACI. Plus largement, avec des variations en
fonction du type de cancer, les HDACI sont capables d’induire I'arrét du cycle cellulaire,
la différenciation et la mort cellulaire, de réduire I'angiogenése et de moduler la
réponse immune (123). Plusieurs HDACi possédent une AMM dans diverses
hémopathies. Le belinostat est ainsi utilisé dans les lymphomes T périphériques, la
romidepsine dans les lymphomes T cutanés et le panobinostat dans le myélome

multiple.
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Figure 7 Régulation épigénétique de I'’expression des génes et cibles thérapeutiques (adapté de
Xu et al., 2015 (117))

Intégration de KDM6A dans son environnement épigénétique : KDMB6A favorise I'activation de la
transcription génique par son activité déméthylante sur H3K27me3 et ses interactions positives avec
les complexes MLL3, CBP et SWI/SNF. Ces différents acteurs ont une activité antagoniste au complexe
PRC2 qui méthyle H3K27. Les génes suivis d’'un astérisque sont ceux que I'on retrouve fréquemment
mutés dans la leucémie a tricholeucocyte et/ou sa forme variante.
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1.3. Objectifs

Les conséquences fonctionnelles des modifications épigénétiques dans la leucémie a
tricholeucocytes ne sont pas décrites dans la littérature. D’apres les données
disponibles dans d’autres types de cancer, KDM6A aurait un role de suppresseur de
tumeur et sa perte d’expression permettrait I'utilisation de thérapies ciblées sur le

principe de la létalité synthétique.

Les objectifs de ce projet étaient de caractériser I'implication de la perte d’expression
de KDMG6A dans la physiopathologie de la leucémie a tricholeucocytes et de sa forme
variante et, dans un second temps, de tester de nouvelles stratégies thérapeutiques :

inhibiteurs d’EZH2, inhibiteurs de protéines BET et inhibiteurs d’histone désacétylases.
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2. Matériels et méthodes

2.1. Lignées cellulaires

Les lignées JMV-3 et BONNA-12 sont commercialisées par le Leibniz Institute DSMZ-
German Collection of Microorganisms and Cell Cultures. Leur caractérisation
morphologique, phénotypique et génétique a été réalisée au sein de notre laboratoire

lors d’'une étude précédente.

La lignée JVM-3 a été établie a partir des cellules circulantes d’'un patient de 73 ans
atteint de leucémie a prolymphocytes B (124). L’analyse morphologique de la lignée
JVM-3 a mis en évidence une population cellulaire de taille moyenne avec un
cytoplasme abondant, basophile et présentant de fines villosités. Le noyau était
régulier avec une chromatine fine renfermant un nucléole (Figure 8). L’analyse
phénotypique des cellules a révélé une population homogéene lymphoide B mature
présentant une expression forte du CD123, une positivité des marqueurs CD25 et
CD11c et une négativité du CD103 (score HCL 3/4). L’analyse cytogénétique montrait
un caryotype complexe tétraploide de type masculin : 89-
95<4n> XXYY,der(2),+3,del(7g9)x2,-10,+12,+add(12)(g25),-13,der(17). L’analyse par
séquencage a haut débit avec le panel spécifique de la HCL (37) a mis en évidence
deux variants d'intérét. Le premier variant est situé dans le gene
BRAF (NM_004333 :exonl5 :c.A1803T-(p.K601N)) avec une fréquence allélique de
49,5 % compatible avec la délétion en 7q retrouvée sur 2 des 4 chromosomes 7, BRAF
étant situé en 7qg34. Le second variant est situé dans le gene ARID1B
(NM_020732 :exonl8 :c.C4304T-(p.P1435L)) avec une fréquence allélique de 25,3 %
compatible avec la tétraploidie. Ce variant est prédit peu pathogene par les
algorithmes. Malgré son origine, les aspects cytologiques, phénotypiques et
mutationnels décrits ci-dessus rapprochent davantage la lignée JVM-3 d’une lignée de
HCL plutdt que de leucémie a prolymphocytes B. Ainsi, la mutation K601N du géne
BRAF n’est pas une mutation classique des leucémies a prolymphocytes B. Elle
semblerait se comporter in vivo de maniére similaire a la mutation BRAFV600E dans le
meélanome (125). La présence de la forme phosphorylée de ERK (pERK) dans cette

lignée a été vérifiee par Western-blot et confirme I'activation anormale de la voie des
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MAPK. D’autre part, 'expression du CD123 dans les leucémies a prolymphocytes B

n’a jamais été rapportée dans la littérature.

La lignée BONNA-12 a été établie a partir des cellules spléniques d’un patient atteint
de HCL (126). L’analyse morphologique de la lignée BONNA-12 a mis en évidence
une population cellulaire de taille moyenne avec un cytoplasme étendu de basophilie
modérée et présentant de fines villosités. Le noyau était régulier avec un nucléole
proéminent (Figure 8). L’analyse phénotypique des cellules a révélé une population
homogene lymphoide B mature présentant une positivité du CD11c et une expression
faible du CD25 et du CD123 et une négativité du CD103 (score HCL 3/4). L’analyse
cytogénétique révélait un caryotype semblable a celui décrit en 1991: 47,X,-Y,+9,+12
[4]/47,sl,-9,+der(9)t(9,10),[10]. L’analyse par séquencage a haut débit a mis en
évidence un variant d’intérét localisé dans le géne NOTCH1
(NM_017617:exon34:c.C7397T-(p.T2466M)). La fréequence allélique de 32,3 % était
compatible avec la trisomie partielle du chromosome 9. Cette substitution localisée
dans I'exon 34, dans le domaine de transactivation, a déja été décrite dans COSMIC.
D’apres les auteurs ayant mis au point la lignée, les cellules immortalisées ont perdu
certains marqueurs spécifiques aux HCL comme le CD25 et I'aspect cellulaire s’est
modifié évoluant vers des cellules plus grandes avec une chromatine plus fine et
nucléolée. Le statut mutationnel de BRAF chez le patient d’origine est inconnu. Soit la
mutation était absente chez le patient, soit il y a eu immortalisation d’'un sous-clone
particulier n'ayant pas ou ayant perdu la mutation. En effet, le statut des chaines
lourdes des immunoglobulines difféere entre le patient source et la lignée cellulaire
(1gG3 vs IgM). Il semble ainsi raisonnable de penser que la lignée BONNA-12 se

rapproche plus particulierement d’'une HCL-v.

31



U.F.R. Santé

UNIVERSITE

CAEN 4 H :
NORMANDIE Faculte des Sciences Pharmaceutiques

Figure 8 Aspect cytologique des lignées JVM-3 et BONNA-12
A:JVM-3

B : BONNA-12

Coloration au May-Grinwald Giemsa, x1000

Nous avons également travaillé sur la lignée CM qui est une lignée de cellules B
immortalisées, mais non transformées, par le virus d'Epstein-Barr (EBV) (127).
L’analyse phénotypique des cellules a confirmé leur caractére B avec une positivité
des marqueurs B classiques, CD19 et CD20. Les cellules B sont polytypiques avec
une répartition a parts égales entre les chaines légéres kappa et lambda, compatible
avec le caractére non transformé des cellules. D’autre part, la lignée CM ne présente

pas d’anomalies phénotypiques notables.
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2.2. Culture cellulaire

Les cellules ont été cultivées dans un incubateur a 37°C et 5 % de CO2 en atmosphere
humide. Les lignées JVM-3 et CM ont été cultivées dans un milieu RPMI-1640 (Lonza)
contenant 2 mM de L-glutamine, 1 % d’antibiotiques (pénicilline et streptomycine) et
10 % de sérum de veau foetal (SVF 10 %, Eurobio) décomplémenté par la chaleur.
Lors de leur premiére décongélation, les cellules ont été incubées dans un milieu de
culture contenant des molécules inhibant les mycoplasmes (Mycokill AB®, PAA). Trois
passages par semaine ont été effectués. Le comptage des cellules et la détermination
de leur viabilité ont été réalisés par la méthode d’exclusion au bleu de Trypan sur des

cellules de Malassez.

2.3. Maodification génétique des cellules

2.3.1. Construction du systeme CRISPR-Cas9
Le systeme Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats-Cas9
(CRISPR-Cas9) est une technologie dérivée d’un systeme de défense des bactéries
contre les virus qui permet un clivage ciblé de 'ADN (128,129). Plusieurs éléments

essentiels le constituent :

» La Cas9, une endonucléase qui va couper les deux brins de I'ADN cible ;

= Le CRISPR RNA (crRNA) qui va venir s’apparier sur une séquence cible de
vingt nucléotides et conférer ainsi sa spécificité au systeme ;

» Le trans-activating crRNA (tracrRNA) qui a une fonction d’adaptateur
permettant la formation du complexe Cas9/CRISPR RNA.

Le crRNA et le tracrRNA peuvent étre regroupés pour former un ARN guide (SgRNA).
Pour se fixer, le systeme CRISPR-Cas9 doit pouvoir reconnaitre un motif PAM
(Protospacer-Adjacent Motif), souvent de type NGG (N étant un des quatre
nucléotides), du coté 3’ par rapport a la séquence cible. L’endonucléase va cliver TADN

3 nucléotides avant le motif PAM (Figure 9).
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Figure 9 Structure du systéme CRISPR-Cas9 d’aprés Jinek et al., 2012 (128)
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Le systeme CRISPR-Cas9 est constitué d’'un ARN CRISPR (crRNA) dont la séquence est
complémentaire de la séquence cible, d’'une endonucléase Cas9 capable de cliver TADN double brin
en amont d’un motif appelé PAM et d’'un ARN adaptateur (tracrRNA) permettant de lier 'enzyme Cas9
a ’ARN CRISPR. L’association de ’TARN CRISPR et de 'ARN adaptateur forme ’ARN guide.

Deux systémes de réparation des cassures double brin de 'ADN peuvent alors étre

mis en jeu (Figure 10) :

» La réparation par jonction des extrémités non homologues (NHEJ), majoritaire,

qui va permettre de rétablir la continuité de ’ADN mais en introduisant des

erreurs : insertions et/ou délétions d’un ou plusieurs nucléotides ;

» La réparation par recombinaison homologue (HDR), plus fidele mais moins

rapide et utilisée de maniére minoritaire par les cellules.

Le systeme CRISPR-Cas9, grace a la mise en jeu du systéme de réparation NHEJ, va

pouvoir induire l'inactivation de génes par l'introduction de variants délétéres.
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Figure 10 Le systeme CRISPR-Cas9 et la mise en jeu des systemes de réparation des cassures
double brin de ’ADN d’aprés Guernet & Grumolato, 2017 (129)

Le systeme NHEJ rétablit la continuité de 'ADN en introduisant des erreurs aléatoires. Le systtme HDR
est plus fidéle mais mis en jeu de maniere minoritaire. Il se sert d’'un brin matrice pour rétablir la
continuité de 'ADN. Si un brin matrice, appelé oligonucléotide donneur (ssODN), est introduit de
maniére artificielle dans la cellule, cela permet l'introduction ciblée de mutations ponctuelles.

L’extinction de I'expression de KDM6A dans la lignée JVM-3 a été réalisée avec une

séquence cible située dans I'exon 4 du géne (Figure) décrite dans la littérature (99):
5-CAGCATTATCTGCATACCAG-3

La séquence du CRISPR RNA correspondante est la suivante :
5-CAGCAUUAUCUGCAUACCAGGUUUUAGAGCTATGCT-3

Des modifications chimiques sont effectuées sur le crRNA pour éviter sa dégradation

par les RNases cellulaires.

La nucléase Cas9 (Alt-R® S.p. Cas9 Nuclease V3), le tracrRNA (Alt-R® CRISPR-Cas9
tracrRNA), I'enhancer (Alt-R® Cas9 Electroporation Enhancer) et le crRNA (Alt-R®
CRISPR-Cas9 crRNA) sont fournis par Integrated DNA Technologies (IDT). Les
différents éléments du systeme ont été assemblés selon le protocole du fournisseur
« Alt-R CRISPR-Cas9 System : Delivery of ribonucleoprotein complexes into HEK-293
cells using Amaxa® Nucleofector® System ». Le tracrRNA et le crRNA ont été

mélangés et incubés a 95°C pendant 5 min formant 'ARN guide. Le complexe
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ribonucléoprotéique a été constitué en réalisant un mélange contenant du tampon
phosphate salin (PBS), 'ARN guide et la nucléase Cas9. Ce mélange a été incubé
10 a 20 min a température ambiante. L’enhancer a ensuite été ajouté. C’est un ADN
simple brin qui permet d’améliorer lefficacité du systéme CRISPR-Cas9. Son
mécanisme d’action réel est peu documenté par IDT. Le mélange réactionnel final

contient 4,6 uM de sgRNA, 1 uM de nucléase Cas9 et 4 uM d’enhancer.

2.3.2. Transfection par électroporation
La transfection du systeme CRISPR-Cas9 a été réalisée par nucléofection. La
technologie Nucleofector™ utilise une combinaison spécifique de paramétres
électriques optimisés et de solutions adaptées a différents types de cellules qui permet
le transfert des molécules directement dans le noyau cellulaire. Les membranes
plasmiques sont perméabilisées par I'application d’'un champ électrique, c’est ce qu’on

appelle I'électroporation.

Les paramétres de transfection optimaux ont été déterminés a I'aide du kit Amaxa™
4D-Nucleofector™ Optimization Protocol (Lonza). Trois solutions de transfection sont
mises a disposition par le fournisseur: SF, SG et SE. La solution SF est celle
habituellement utilisée pour les lymphocytes B. La composition de ces solutions n’est
pas précisée par Lonza. Quinze parametres électriques peuvent étre associés a ces
solutions. Les essais de transfection ont été réalisés en utilisant un plasmide
d’expression codant pour la GFP (Green Fluorescent Protein) (pmaxGFP™ Vector

(IDT)) permettant la détection des cellules par cytométrie.

Le protocole général de la transfection est présenté en annexe (Annexe 2). Dans ce
protocole, deux variables peuvent étre optimisées : la densité cellulaire et I'ajout d’une
étape de récupération. La densité cellulaire recommandée par le fournisseur pour les
cellules en suspension est de 3,2.10° a 1,6.10° cellules par puits. Elle influence la
viabilité cellulaire et est & déterminer pour chaque type cellulaire. L'étape de
récupération est une étape supplémentaire proposée par le fournisseur en cas de mort
cellulaire importante. Elle consiste a ajouter du milieu cellulaire chauffé sur les cellules
directement aprés la transfection et a les laisser reposer 10 min & 37°C avant leur

transfert dans la plague 96 puits.
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La mesure de l'efficacité de transfection a été réalisée sur le NucleoCounter® NC-
3000™ (ChemoMetec) selon le protocole de ChemoMetec « GFP transfection
efficiency assay using Hoechst 33342 and propidium iodide ». L’Hoechst est un
composé fluorescent utilisé pour marquer ’ADN de toutes les cellules. L'iodure de
propidium, un intercalant de 'ADN fluorescent, marque uniquement les cellules ayant
perdu leur intégrité membranaire, signe de mort cellulaire. La mesure simultanée de
la fluorescence émise par la GFP, I'Hoechst et l'iodure de propidium par cytométrie

permet de déterminer le pourcentage de cellules viables transfectées.

2.3.3. Surveyor® Nuclease Assay
Le Surveyor® Mutation Detection Kit for Standard Gel Electrophoresis (IDT) est un test
permettant de vérifier I'efficacité du systéme CRISPR-Cas9. Ce test utilise une CEL |
nucléase, qui clive 'ADN double brin du cété 3’ en présence de mésappariements.

L’expérience se déroule en plusieurs étapes (Figure 11) :

1. Extraction de I'ADN des cellules a l'aide du kit Macherey-Nagel NucleoSpin®
Tissue (Annexe 3).

2. Réalisation d’'une réaction de polymérisation en chaine (PCR) pour amplifier la
région d’intérét.

3. Dénaturation des produits de PCR et hybridation des brins pour former des
homo- et des hétéroduplex.

4. Clivage des hétéroduplex par la nucléase.

5. Electrophorése des fragments d’ADN sur un gel d’agarose.
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Dénaturation puis hybridation des
produits de PCR

Hétéroduplex

Homoduplex
Hétéroduplex

Homoduplex

Homoduplex

Traitement par la nucléase

Electrophorése sur gel d’agarose

I I I I I II Marqueur de taille

2

——

Reconnaissance du mésappariement par
la nucléase puis clivage du c6té 3’

Figure 11 Principe du Surveyor® Nuclease Assay

Aprés amplification de la région d’intérét, les produits de PCR sont dénaturés puis hybridés de maniere
aléatoire ce qui entraine la constitution d’homo- et hétéroduplex en présence de variants. La nucléase va
venir ensuite cliver du c6té 3’' des mésappariements ainsi induits. Si des variants sont présents, trois bandes
sont obtenues au lieu d’'une seule.

Les amorces (Eurogentec) pour la PCR ont été dessinées a 'aide du logiciel Primer 3
(Version 0.4.0., http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) (Annexe 4).

L'étape d’amplification a été réalisée sur un thermocycleur MiniCycler™ (MJ
Research). La migration a été effectuée dans un gel & 2 % d’agarose pendant 1h a
80V dans des cuves Bio-Rad reliées a un générateur Power PAC 300 (Bio-Rad). Les
images de gel d’électrophorése ont été obtenues avec I'imageur Chemidoc™ XRS
(Bio-Rad). Le traitement des images a été réalisé sur le logiciel Image Lab (Bio-Rad).

Les réactifs utilisés pour la PCR et I'électrophorése sont regroupés dans le Tableau 2.
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Tableau 2 Liste des réactifs utilisés pour la PCR et I'analyse des produits de PCR

Réactifs PCR Fournisseur

Platinum Tag® DNA Polymerase Invitrogen

MgCl. 50 mM Invitrogen

10X PCR Buffer Invitrogen
dNTP PCR Grade Roche

Agarose Ultra Pure Electrophoresis Grade Life Technologies

Bromure d’éthidium Eurobio

50 bp DNA ladder Carl Roth

6X Blue Juice™ Gel Loading Buffer Invitrogen
TAE 10X Sigma

2.3.4. Technique d’analyse de fragments
Les fragments de PCR ont été analysés pour confirmer la présence d’insertion(s) et/ou
délétion(s) au niveau du site ciblé par le CRISPR-Cas9. Nous avons amplifié les
fragments d’intérét par PCR avec les mémes amorces que celles utilisées pour le
Surveyor® Nuclease Assay (Annexe 4). Nous avons ensuite ajouté aux produits de
PCR du Hi-Di™ Formamide (Applied Biosystems) et du GeneScan™ 600 LIZ™ Size
Standard (Applied Biosystems). Le formamide hautement déminéralisé sert a la mise
en suspension des échantillons avant leur injection dans le systéme d’électrophorése
capillaire. Le GeneScan™ 600 LIZ™ Size Standard est un contrble interne permettant
de déterminer la taille de fragments mesurant 20 paires de base (pb) & 600 pb. Les
échantillons ont ensuite été analysés sur un séquenceur capillaire ABI3500®

permettant la séparation de fragments différant par au moins un nucléotide.

2.3.5. Séquencage a haut debit
L’ADN des cellules a été extrait des cellules a l'aide du kit Macherey-Nagel
NucleoSpin® Tissue (Annexe 3). La quantité d’ADN a été mesurée par fluorométrie
sur Qubit® 2.0 (ThermoFisher Scientific). Trente nanogrammes d’ADN ont été utilisés

pour I'analyse.

Le design des amorces de PCR a été réalisé par l'outil informatique Ampliseq
Designer® (https://www.ampliseq.com/protected/startPage.action), version 5.6.2) par

Philippe Bertrand (Centre Henri Becquerel, Rouen). Les librairies ont été préparées
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avec le kit lon AmpliSeq™ Library (ThermoFisher Scientific) selon les
recommandations du fabriquant. Les régions cibles ont été amplifiées et enrichies par
PCR multiplex. Les amplicons ont été partiellement digérés par une endonucléase
(élimination de la séquence des amorces de PCR). Aprés ligation des séquences
adaptatrices et des séquences spécifiques de I'échantillon (« code-barre »), la librairie
a éeté purifiée par des étapes de capture sur billes magnétiques. La concentration des
librairies a été normalisée a 100 pM avec le Kit lon Library Equalizer™ (ThermoFisher
Scientific) selon les recommandations du fabriquant. Dans une derniére étape, la
matrice de séquencage a été préparée par I'automate lonChef™ (kit Hi-Q View Chef™)
permettant une amplification clonale dans des microréacteurs (émulsion),
I'enrichissement et le dépbt sur la puce a semi-conducteur. La puce utilisée pour
I'analyse de 'ADN des lignées était une puce lon 316™ Chip (produisant en moyenne
320 Mb et 2-3 millions de reads/puce pour une longueur moyenne de read de 112 pb).
Le séquencgage a haut débit a été réalisé sur I'appareil Personal Genome Machine®
(PGM) de lon Torrent (ThermoFisher Scientific).

L'analyse primaire et secondaire des données a été réalisée sur Integrative Genomics
Viewer (IGV) : exploitation du signal, rapport de séquencage et contréle de qualité,
alignement des lectures contre la séquence de référence (génome humain version

GRCh37/hg19), recherche de variants et d’insertion ou délétions.

2.3.6. Clonage
Nous avons utilisé deux techniques pour cloner les cellules JVM-3 modifiées afin
d’obtenir une population clonale n’exprimant pas KDM6A. La premiére technique est
la dilution limite. Nous avons réalisé des dilutions en série d’'une suspension cellulaire
gue nous avons ensuite ensemencée dans trois plagues 96 puits (Sarstedt). Les
dilutions ont été réalisées de fagon a avoir statistiquement 1 cellule par puits. Les
cellules ont été incubées dans du milieu RPMI-1640 (Lonza) contenant 20 % de SVF
(Eurobio) pendant 3 semaines dans un incubateur a 37°C et 5% de CO:2 en

atmosphére humide.

Nous avons également ensemencé des cellules sur de la méthylcellulose, un milieu

semi-solide permettant I'isolement des cellules et leur croissance. Une dizaine de
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cellules ont été ensemencées par puits d’'une plaque 6 puits, dans 1,1 mL de
MethoCult® (STEMCELL Technologies). La plaque a été incubée pendant 3 semaines
dans un incubateur a 37°C et 5 % de CO2 en atmosphére humide. Les colonies isolées
ont été ensuite prélevées a la pipette, sous un microscope et remises en culture dans
leur milieu de culture en suspension habituel. Les cellules ont été transférées

progressivement dans des volumes de culture plus importants.

2.4. Analyses fonctionnelles

Les cellules sont stimulées la veille des expérimentations par un passage au demi afin

gu’elles soient en phase exponentielle de croissance.

2.4.1. Prolifération cellulaire
Les cellules ont été ensemencées a la densité de 10° cellules par puits dans une
plaque 24 puits (Sarstedt) contenant 2 mL de milieu culture avec 1 % ou 10 % de SVF.
La prolifération a été étudiée sur 13 jours pour le SVF 10 % et sur 6 jours pour le SVF
1 %. Le comptage des cellules et la détermination de leur viabilité ont été réalisés par
la méthode d’exclusion au bleu de Trypan sur des cellules de Malassez. La mesure a

éte réalisée en triplicat.

2.4.2. Adhérence a la fibronectine
Les cellules ont été lavées puis incubées avec de la calcéine AM (kit Vybrant™
Cellules Adhesion Assay Kit, V-13181) qui produit un composé fluorescent une fois
clivée par les estérases cellulaires. Une plaque 96 puits (Sarstedt) recouverte de
fibronectine (Sigma) a été ensemencée avec 5.10° cellules par puits et incubée 2 h a
37°C. L’absorbance des difféerents puits a été mesurée a 490 nm avec le lecteur de
microplaques Victor X4 (PerkinElmer) avant lavage et apres lavage des puits au PBS.
Le lavage permet I'élimination des cellules non adhérentes. L’absorbance est

proportionnelle a la quantité de cellules présentes.

2.4.3. Test MTS
Les cellules ont été ensemencées a la densité de 10° cellules par puits dans une
plaque 96 puits (Sarstedt) puis incubées pendant 72 h en présence de concentrations

croissantes de la molécule a tester. Un contréle avec 0,01 % de diméthylsulfoxyde
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(DMSO) a été systématiquement réalisé. Au temps 72 h, 20 pL de réactif CellTiter96®
AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega) ont été ajoutés a chaque
puits. Une incubation de 4 h a 37°C a été realisée. Le réactif CellTiter96® de couleur
jaune contient un sel de tétrazolium qui est réduit en un produit brun, le formazan, par
la succinate déshydrogénase mitochondriale active dans les cellules vivantes. La
qguantité de précipité brun formé est ainsi proportionnelle a la quantité de cellules
vivantes. L’absorbance des puits a été mesurée a 490 nm a l'aide du lecteur de
microplaques Victor X4 (Perkin Elmer). La concentration de la molécule capable
d’induire la mort de 50 % des cellules, appelée Clso, a été déterminée a l'aide du

logiciel Prism® (version 6) de GraphPad.

Pour le tazemetostat, un inhibiteur d’EZH2, nous avons modifié le protocole
d’évaluation de la sensibilité, I'effet du traitement étant plus long a apparaitre. Nous
avons cultivé les cellules avec différentes concentrations de tazemetostat pendant 9
jours avant la réalisation du test MTS. Les différentes molécules ainsi que les gammes

de concentration utilisées sont présentées dans le Tableau 3.

Tableau 3 Molécules thérapeutiques testées avec leur gamme de concentrations

Molécule Refe_rence Mécanisme d’action Gamme CI50
fabriguant
- 0,001 pM ; 0,01 uM ;
C(Ifggfé;e Lipomed Analogue de purine 0,1 puM ;1 puM; 10 uM ; 20
UM ; 40 uM
Vémurafénib Selleckchem 0,001 uM ; 0,01 pM ;
(PLX4032, SE-S1267 Inhibiteur de BRAF 0,1uM ;1 uM; 12,5 uM;
RG7204) 25 uM ; 50 uM
0,000 5uM ; 0,005 uM ;
Doxorubicine Sandoz Anthracycline 0,05uM ; 0,5uM ;1 uM ;
5 uM ; 10pM
Tazemetostat Selleckchem _ , 0,01 uM; 0,2 UM ; L UM ;
(EPZ-6438) SE-S7128 Inhibiteur d'EZH2 10 UM ; 20 uM
0,005 uM ; 0,01 pM ;
ARV-825 MedChemExpress . iieir de BET 0,02 uM : 0,05 UM : 0,1
HY-16954 : :
UM ;1 pM ; 5 uM
0,0002 puM ; 0,002 pM ;
Romidepsine Medﬁ$?lrg'izgress Inhibiteur FHDAC 0,02 M : 0,2 UM ; 2 UM ;

10 uM ; 20uM
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2.5. Cytométrie en flux

La cytométrie en flux est une méthode d’analyse combinant des systemes de fluidique
et d’optique. Elle permet 'analyse de I'expression des antigénes membranaires et/ou
intracytoplasmiques des cellules. Pour ce faire, les cellules sont incubées avec des
anticorps couplés a des fluorochromes et ciblant divers antigenes appelés CD (Cluster
de Différenciation). Les cellules sont maintenues dans une gaine liquide et passent
une par une devant un faisceau laser qui permet I'excitation des fluorochromes. La
détection des photons et la transformation en signal électrique par des
photomultiplicateurs permet I'analyse des résultats en termes de pourcentage de
cellules positives c'est-a-dire dépassant un certain seuil de fluorescence. Un marqueur
est positif quand la proportion de cellules marquées est supérieure a 20 %. L’intensité

du marquage est définie par la médiane de fluorescence.

Les anticorps utilisés ainsi que leur volume sont indiqués dans le Tableau 4. A ces
anticorps sont ajoutés 50 uL de suspension cellulaire a une concentration de
106 cellules/mL. Les préparations ont été incubées une demi-heure a l'abri de la
lumiére a température ambiante. L'exces d’anticorps a été lavé sur l'appareil
lyse/lavage BD FACS® (Becton Dickinson) avec le protocole Wash Only™. Le réglage
des PMT, compensations et la matrice d’analyse sont réalisés en routine dans le
laboratoire d’hématologie du CHU de Caen. L’appareil a été standardisé selon les
recommandations France Flow (billes de standardisation Rainbow 8 pics, Becton
Dickinson). L’analyse des cellules a été réalisée sur le cytométre en flux BD FACS
CANTO Il, 8 couleurs (Becton Dickinson). L'analyse des données a été réalisée sur le
logiciel DIVA® (Becton Dickinson). Les histogrammes comparatifs d’expression des
marqueurs ont été réalisés dans un second temps sur le logiciel Kaluza (Beckman

Coulter).
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Tableau 4 Liste des anticorps utilisés pour I'analyse de cytométrie en flux

Abréviations : APC : allophycocyanine, APC-H7 : allophycocyanine hilite 7, BD : Becton Dickinson, CD :
cluster de différenciation, Cy7 : cyanine 7, Cy5,5 : cyanine 5,5, FITC : fluoresceine isothiocyanate, PE :
phycoerythrine, PerCp : peridin chlorophyll protein complex

Fluorochrome ' Volume Tube 1 Tube 2 Tube 3
FITC 10 pL CD43 (1G10), BD Kappa, Dako CD103 (BerACT8), BD
PE 10uL  CD23 (EBVCS,5), BD Lambda, Dako CD123 (9F5), BD
PECy7 10 pL CD19 (5J25C1), BD Gpnke (85525(31)' CD19 (5J25C1), BD
PerCpCy5,5 10 pL CD5 (L17F12), BD CD5 (L17F12), BD CD27 (L128), BD
APC-H7 2,5 UL X CD20 (L27), BD X
V421 2,5 UL X X CD11c (Bly6), BD
APC 2,5 uL CD79b (SN8), BD CD10 (H110), BD CD25 (2A3), BD
V450 2,5 L FMC7 (P3NS1), BD CD38 (HB7) BD X
V500 2,5 L CD45 (Hi30), BD CD45 (Hi30), BD CD45 (Hi30)

2.6. Immunoblot

Les protéines ont été extraites a partir d’'un culot sec contenant entre 5 et 10 millions
de cellules a l'aide du tampon d’extraction M-PER™ (Mammalian Protein Extraction
Reagent, ThermoFisher Scientific). Pour I'extraction plus spécifiquement des protéines
nucléaires, un tampon d’extraction RIPA a été utilisé dont la composition est détaillée
dans le Tableau 5. Des inhibiteurs de protéases (Protease inhibitor cocktail, Cell
Signaling Tech.) et de phosphatases (Halt™, ThermoFisher Scientific) ont été ajoutés
dans les tampons M-PER™ et RIPA. Les protéines ont ensuite été dosées sur un
spectromeétre a 595 nm (SmartSpec 3000™, Bio-Rad) par la méthode de Bradford

avec le réactif Protein Assay (Bio-Rad).
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Tableau 5 Composants du tampon d'extraction RIPA

Produit Concentration initiale = Concentration finale
Tris-HCL pH 8,0 5M 50 mM
NacCl 5M 150 mM
Solution de
dodécylsulfate de 10 % 0,1%

sodium (SDS)
Désoxycholate de
sodium

NP-40 10 % 1%

10 % 0,5%

Trente microgrammes de protéines ont été déposés sur un gel de polyacrylamide pré-
coulé 4-15 % (Mini-Protean TGX 4-15%, Bio-Rad). Le marqueur de taille, Precision
Plus Protein All Blue Standards (Bio-Rad), a été déposé en paralléle. L’électrophorése
a été effectuée pendant 1h10 a 120 V. Le transfert en milieu semi-liquide sur
membrane de nitrocellulose (Trans-Blot Turbo Transfer Pack 0,2um Nitrocellulose
Mini, Bio-Rad) a été réalisé sur I'appareil TransBlot® Turbo™ Transfer System (Bio-
Rad) pendant 3 min a 25 V. La saturation de la membrane a été effectuée grace a un
tampon de blocage TBS-Tween contenant 3 % de sérumalbumine bovine (Sigma) ou
5 % de lait en fonction de l'anticorps primaire utilisé (Tableau 6), pendant 1h a
température ambiante. La membrane a ensuite été incubée avec I'anticorps primaire
pendant une nuit a 4°C ou une a deux heures a température ambiante, puis pendant
une heure a température ambiante avec I'anticorps secondaire anti-lapin ou anti-souris
couplé a la peroxydase de raifort (HRP). La révélation de I'anticorps secondaire a été
réalisée avec le kit Western Lightning Plus-ECL® (PerkinElmer). Ce kit contient du
luminol, substrat de la HRP. La réaction d’oxydoréduction qui s’en suit entraine la
production de lumiére. C’est le phénoméne de chimiluminescence. Les images ont été
obtenues avec I'imageur Chemidoc™ XRS (Bio-Rad). Le traitement des images a été

réalisé sur le logiciel Image Lab (Bio-Rad).
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Tableau 6 Anticorps utilisés pour les immunoblots

Anticorps Taille g Référence Facteur de .
o Spécificité : S Diluant
primaires attendue fabriquant dilution
: Monoclonal de Cell Signaling 5 TBS-Tween
Anti-EZH2 98 kDa SOUriS 3147 1/500eme Lait 5%
. Monoclonal de Abcam . TBS-Tween
Anti-BTK 76 kDa lapin AD32555 1/1000éme Lait 5%
. Monoclonal de Abcam . TBS-Tween
Anti-pBTK 76 kDa lapin AD68217 1/1000éme BSA 3%
Santa Cruz
Anti-CDK6 a0kpa ~ rolyclonalde g chnology | 1/1000eme | Bo-Tween
lapin BSA 3%
sc-177
. Polyclonal de Cell Signaling R TBS-Tween
Anti-AKT 60 kDa lapin 92725 1/1000eme BSA 3%
Anti-pAKT Polyclonal de Cell Signaling \ TBS-Tween
(Thr308) 60 kDa lapin 92755 1/500éme BSA 3%
. Monoclonal de Cell Signaling 5 TBS-Tween
Anti-ERK 42/44 kDa lapin 4695S 1/2000eme BSA 3%
. Monoclonal de Cell Signaling R TBS-Tween
Anti-pERK 42/44 kDa lapin 43705 1/2000éme BSA 3%
4 L Monoclonal de Cell Signaling s TBS-Tween
Anti-B-actine 43 kDa lapin 4970 1/2000eme Lait 5%
. Monoclonal de Abcam . TBS-Tween
Anti-IKBa 35 kDa lapin ADb32518 1/1000eme Lait 5%
Anti- Polyclonal de Millipore \ TBS-Tween
H3K27me3 17 Es) lapin 07-449 LR Lait 5%
Survivine 17kpa ~ robclonalde - npcamabasg  1/1000eme DS TWeen
lapin Lait 5%
Polyclonal de Cell Signaling
UTX 180 kDa lapin 33510 / /
Polyclonal de GeneTex
UTX 154 kDa lapin 121246 / /
Anticorps Taille Spécificité Référence Facteur de Diluant
secondaires attendue P fabriquant dilution
Anti-lapin Polvclonal couplé TBS-Tween
S YRp Abcam 1/20000éme  Lait 5% ou
Anti-souris = BSA 3%
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3. Résultats

3.1. Transfection

3.1.1. Lignée JVM-3
La transfection de la lignée JVM-3 a été realisée par nucléofection. Trois solutions de
transfection ont été utilisées associées aux 15 conditions de transfection afin de choisir
la combinaison permettant I'obtention du nombre le plus élevé de cellules viables
transfectées. Suite a ces premiers tests, 4 conditions ont été choisies pour réaliser des
analyses complémentaires : SF/CA-137, SF/CM-138, SG/CA-137 et SG/CM-150
(Figure 12).

Nous avons reproduit 'expérimentation a plusieurs reprises en faisant varier la densité
cellulaire et en ajoutant une étape de récupération. Les meilleurs résultats ont été
obtenus avec les conditions SF/CA-137 et SG/CM-150, une densité de 1.10° cellules

par puits et une étape de récupération.

Nous avons transfecté le systeme CRISPR-Cas9 dans les conditions précisées
précédemment. Nous avons obtenu 36% de cellules viables transfectées avec le
couple SF/CM-138 et 44% avec le couple SG/CM-150. Les résultats étant proches
pour les deux conditions, nous avons conservé la solution SF pour la suite des
expérimentations, cette solution étant celle couramment utilisée au sein de notre

laboratoire et, plus généralement, pour les lymphocytes B.

Nous avons obtenu un résultat reproductible pour les deux transfections avec le
systeme CRISPR-Cas9 qui ont été faites ultérieurement avec 38% et 36% de cellules

viables transfectées.

47



U.F.R. Santé

UNIVERSITE
CAEN

NORMANDIE Faculté des Sciences Pharmaceutiques

9
_§ Bm Solution SF
"g 40 mm Solution SG
[Tl
2 mm Solution SE
£
3 30
Ke]
)
> .............................................................
(7]
°
320
©
Q
Q
o°
&
B 10
o
Q
o
j
o
0

B P B \“Q SIS ST S (';\ N
FENFENENEFFFEF S P &
Conditions de transfection

Figure 12 Efficacité de transfection de la lignée JVM-3

Les cellules ont été transfectées avec un plasmide d’expression pour la GFP par la
technique de nucléofection puis incubées 72h a 37°C. La mesure de la viabilité cellulaire et
du pourcentage de cellules transfectées a été réalisée par cytométrie sur un
Nucleocounter® grace a la détection combinée de la fluorescence émise par la GFP et les
marqueurs de 'ADN, 'Hoechst et I'iodure de propidium.

3.1.2. Lignée BONNA-12
Les mémes tests que sur la lignée JVM-3 ont été réalisés sur la lignée BONNA-12.
Aucune des conditions expérimentées n’a permis de dépasser les 10 % de cellules
viables transfectées. Ce pourcentage était trop faible pour réaliser la transfection du
systéeme CRISPR-Cas?9.
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3.1.3. Lignée CM
La transfection de la lignée CM a été réalisée par nucléofection. La solution SF a été
privilégiée et 14 conditions de transfection ont été testées afin de choisir la
combinaison permettant I'obtention du nombre le plus élevé de cellules viables
transfectées (Figure 13). L'expérimentation a été reproduit avec les meilleures
conditions EH-100, DN-100 et EN-150 avec I'obtention de résultats reproductibles.
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Figure 13 Efficacité de transfection de la lignée CM

Les cellules ont été transfectées avec un plasmide d’expression pour la GFP par la technique
de nucléofection puis incubées 72h a 37°C. La mesure de la viabilité cellulaire et du
pourcentage de cellules transfectées a été réalisée par cytométrie sur un Nucleocounter®
grace a la détection combinée de la fluorescence émise par la GFP et les marqueurs de 'ADN,
I'Hoechst et I'iodure de propidium.
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3.2. Analyse génétigue

Afin de confirmer I'efficacité du systéme CRISPR-Cas9 dans nos cellules, nous avons
réalisé un Surveyor® Nuclease assay, une analyse de fragments et un séquencage

ciblé de KDM6A par séquencage a haut débit.

Le Surveyor® Nuclease Assay a été réalisé apres chaque transfection avec le systéme
CRISPR-Cas9. Les résultats ont permis de confirmer lintroduction et l'activité du
systeme CRISPR-Cas9 au sein de la population cellulaire par la visualisation de
bandes additionnelles a I'électrophorése dans la piste contenant TADN des cellules
transfectées (Figure 14). L’apparition de ces bandes traduit le mésappariement des
brins d’ADN diU a l'introduction de variants. Ce test ne permet cependant pas de

quantifier le nombre de cellules modifiées et de caractériser les variants introduits.

CRISPR

Figure 14 Résultats du Surveyor® Nuclease Assay

L’ADN des lignées a été extrait. Une PCR a été réalisée avec des amorces encadrant la zone ciblée
par 'ARN guide. Une migration des produits de PCR a été réalisée sur gel d’agarose a 2% pour
confirmer I'amplification du fragment ciblé. Les produits de PCR ont été dénaturés puis réhybridés afin
de former des homo- et hétéroduplex qui ont été traités avec la nucléase. Les produits de PCR digérés
ont été mis a migrer sur un gel d’'agarose a 2 %. La présence de 3 fragments sur le gel traduit la
présence d’hétéroduplex qui ont été clivés par la nucléase. Ces hétéroduplex sont présents
uniqguement si le systtme CRISPR-Cas9 a introduit des variants dans le géne KDMG6A. Cela nous
permet de confirmer I'activité du systéme dans les 3 cas analysés.

A : Analyse du 28/02/2019 B : Analyse du 26/03/2019 C: Analyse du 16/07/2019

Abréviations : WT : lignée JVM-3 sauvage, non transfectée ; CRISPR : lignée JVM-3 transfectée avec
le systéme CRISPR-Cas9.
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La technique d’analyse de fragments permet de visualiser la présence de fragments
dont la taille difféere par un nucléotide ou plus. Cette analyse nous a permis de
confirmer la présence d’insertions /délétions au niveau du site ciblé par le systéme
CRISPR-Cas9 (Figure 15). Nous avons pu observer, dans la population transfectée,
la présence de fragments additionnels au fragment de la longueur attendue. Les

anomalies introduites sont principalement des délétions.

Applied
Biosystems JVM-3 KDMSA
GeneMapper Software 5
(Samgere Savge tave e o8 ) )
LA KO KOMAA FAM 0% A0y 160419 E128a VM XO KDAMSA FAM 08 [ ! 1
oo
R PRB 5, SO S S /\/\-\A,A,\A/\/\/\A/\/\/J\/\/\/\ e S —
(002 WT KOMEA FAM 08 A0y 160419 812122 DM YT KDAMA FAM 08 Noce ]
s
w000}
Fi Apr 26,2019 10:15AM, CEST Printod by: hematologie Page 1of 13

Figure 15 Résultats de 'analyse de fragments sur séquenceur capillaire

L’ADN des cellules a été extrait. Une PCR a été réalisée avec des amorces encadrant la zone ciblée par
I’ARN guide. Une migration des produits de PCR a été réalisée sur gel d’agarose a 2 % pour confirmer
I'amplification du fragment ciblé. Les produits de PCR ont été mélangés avec un contrdle interne et
injectés dans le séquenceur capillaire. Le temps de sortie des fragments détermine leur taille. Des pics
supplémentaires traduisant des tailles de fragment différentes sont observés sur le graphe de la lignée
JVM-3 transfectée avec le systeme CRISPR-Cas9 (A) par rapport a la lignée JVM-3 non transfectée (B).

L’exon 4 du géne KDMG6A ciblé par le systtme CRISPR-Cas9 a été séquencé par
technique de séquencage a haut débit. La quasi-totalité des reads obtenus présentait
une délétion, parfois de grande ampleur (jusqu'a 30 pb) ou, plus rarement, une

insertion de quelques nucléotides (1 a 3) (Figure 16).
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Figure 16 Résultats du séquencage de KDM6A par technique haut débit

Les régions cibles de 'ADN ont été amplifiées avec le kit lon AmpliSeq™ Library (ThermoFisher Scientific).
Aprés ligation des séquences adaptatrices et des séquences spécifiques de I'échantillon (« code-barre »), la
librairie a été purifiée par capture sur billes magnétiques. La matrice de séquencage a été préparée par
'automate lonChef™ (kit Hi-Q View Chef™) permettant une amplification clonale dans des microréacteurs
(émulsion), I'enrichissement et le dépbt sur la puce a semi-conducteur. Le séquencage a haut débit a été
réalisé sur I'appareil Personal Genome Machine® (PGM) de lon Torrent (ThermoFisher Scientific). L'analyse
primaire et secondaire des données a été réalisée sur Integrative Genomics Viewer (IGV).
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Les trois techniques d’analyse génétique utilisées ont permis de confirmer I'activité du
systeme CRISPR-Cas9 au niveau du site de clivage de la nucléase Cas9, trois
nucléotides en amont du motif PAM, AGG. Comme attendu, des insertions et délétions
de nucléotides ont eu lieu entrainant, pour la plupart, un décalage du cadre de lecture

délétére pour I'expression de la protéine.

3.3. Clonage

Le clonage en milieu liquide a été réalisé a deux reprises mais aucune colonie ne s’est
formée. Le clonage en milieu semi-solide a permis d’isoler un clone. Ce clone est
caractérisé par une délétion de 24 nucléotides avec une fréquence allélique de 100 %.
Cependant, cette délétion est un multiple de trois et n’entraine donc pas de décalage
du cadre de lecture. Les conséquences sur I'expression et/ou 'activité de la protéine

KDMG6A sont donc incertaines et n’ont pas encore été caractérisées.

3.4. La perte d’expression de KDM6A promeut 'activation de la voie
des MAP-kinases et I'expression de la survivine associées a une
meilleure résistance des cellules en milieu pauvre en nutriments

La voie des MAP-kinases, dérégulée par des anomalies génétiques touchant les
génes BRAF ou MAP2K1, joue un réle central dans la physiopathologie de la HCL et
de la HCL-v. La lignée JVM-3 posseéde une mutation alternative de BRAF, la K601N,
entrainant une activation constitutive de la voie mise en évidence par la
phosphorylation de ERK. Nous avons étudié l'intensité de cette phosphorylation avant
et aprés édition du gene KDM6A. Nous avons pu observer une augmentation nette de
la phosphorylation de ERK dans les cellules mutées suggérant que la perte
d’expression de KDMG6A pourrait potentialiser I'activation de la voie des MAP-kinases
(Figure 17).

La voie du BCR joue un role central dans 'homéostasie du lymphocyte B et est
impliquée dans la physiopathologie de hombreuses hémopathies lymphoides B dont
la leucémie a tricholeucocytes (41,42,46). Pour étudier I'activation de la voie du BCR,
nous avons regardé I'état de phosphorylation de BTK, kinase située relativement en

amont de la voie, et de la sérine/thréonine kinase AKT activée via 'action du PI3K, et
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l'intensité d’expression d’IKB-a, un inhibiteur de la voie canonique de NF-kB. Nous
n‘avons pas observé de modulation d’expression de ces protéines avant et apres
édition par le systtme CRISPR-Cas9 sur les cellules JVM-3 analysées (Figure 17). La
voie du BCR semble activée de maniere constitutive dans notre lignée et la
suppression de lI'expression de KDM6A ne semble pas favoriser davantage son

activation.

KDMG6A étant une déméthylase spécifigue de H3K27me3, nous avons regardé si sa
perte d’expression entrainait une augmentation du taux global de méthylation de
H3K27. Nous nous sommes assurés en paralléle que I'expression d’EZH2, qui méthyle
H3K27, n’était pas modifiée aprés édition par le systéme CRISPR-Cas9. Nous n’avons
pas observé de différence de méthylation entre les cellules JVM-3 sauvages et mutées
(Figure 17). En fonction du type tumoral, la modulation de la méthylation peut étre plus
ou moins visible au niveau global mais semblerait dans la majorité des cas loci-

spécifique (99).

Nous avons également étudié I'expression de la survivine. La survivine appartient a la
famille des IAP (inhibitors of apoptosis proteins) et régule le cycle et la mort cellulaires
(130). Nous avons observé une expression de la survivine plus importante dans la

lignée JVM-3 éditée ce qui pourrait favoriser la survie des cellules (Figure 17).

L’évaluation de I'expression de KDMG6A par western-blot n’a pas pu étre réalisée pour
instant. Deux anticorps ont été testés, I'anticorps GTX121246 de GeneTex et
'anticorps 33510 de Cell Signaling Technology®. Ces deux anticorps étaient
mentionnés dans la littérature. De nombreux essais ont été réalisés en faisant varier
les tampons d’extraction, de blocage et d’incubation, la concentration en anticorps
primaire, les temps et température d’incubation, sans résultats probants (Figure 18).
Des tests complémentaires doivent étre réalisés avec des controles fournis par Cell
Signaling Technology® et un protocole de transfert des protéines sur l'appareil

TransBlot® Turbo™ Transfer System (Bio-Rad) légérement différent.
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Figure 17 Analyse par Western-blot des extraits protéiques des lignées JVM-3 sauvage (WT)
et éditée (CRISPR) incubés avec les anticorps indiqués.
La B-actine et la CDK6 servent de contrble interne.

Anticorps UTX GeneTex 121246 Anticorps UTX Cell Signaling 33510
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Figure 18 Analyse par Western-blot des extraits protéiques des lignées JVM-3 sauvage (WT)
et éditée (CRISPR) incubés avec deux anticorps dirigés contre KDM6A (UTX)
La lignée MM-1S sert de contrdle positif et la lignée RPMI-8226, de contrble négatif.
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Les capacités de prolifération de la lignée JVM-3 sauvage et éditée dans des
conditions de culture optimales ou réduites en nutriments ont été évaluées. Nous
avons observé une meilleure résistance des cellules ayant perdu I'expression de
KDMBG6A a la restriction nutritive par rapport aux cellules sauvages (p=0,0014 a J4,
test de Student) (Figure 19).

10° - WT

1.6x105+ - WT
108 - CRISPR @ 14x10°4 g CRISPR
S 1.2x105-
107 / 3 1x10°%4
1x107 3 sx1044
2 6x10
1x106 E  4x10%
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Figure 19 Courbes de prolifération de la lignée JVM-3 sauvage (WT) et éditée (CRISPR)
cultivée dans du SVF 10% (gauche) et 1% (droite).
Chaque point représente la moyenne du nombre de cellules + écart-type (n=3).
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3.5. La perte d’expression de KDMG6A entraine une modulation de
I'expression des marqueurs CD123, CD23, CD79b et CD11c
Nous avons étudié I'expression de différents marqueurs de surface d’intérét sur les
cellules JVM-3 sauvages et éditées. Les anticorps utilisés font partie du panel
lymphoide B du laboratoire d’hématologie du CHU de Caen qui sert au diagnostic des
syndromes lymphoprolifératifs B. Aux marqueurs classiques des lymphocytes B, tels
gue le CD19 et le CD20, ont été ajoutés les marqueurs caractéristiques de la HCL
constituant le score de Matutes: le CD103, le CD123, le CD25 et le CD11c (21,22) .

Une différence d’expression était estimée significative en cas de changement d’'un
facteur 2 minimum entre les médianes d’intensité de fluorescence. L’analyse a été
réalisée a deux reprises. Nous avons observé une diminution significative de
I'expression du CD79b, composant du BCR, et du CD23, récepteur de faible affinité
aux IgE. Nous avons également observé une diminution de I'expression du CD1l1c,
une intégrine, a la limite de la significativité. Enfin, nous avons constaté une
augmentation significative de I'expression du CD123 sur la lignée éditée par rapport a
la lignée sauvage (Figure 20). Le CD123 constitue la sous unité a du récepteur a
I'interleukine 3 (IL-3), cytokine aux effets pléiotropiques.

57



U.F.R. Santé

UNIVERSITE
CAEN

NORMANDIE Faculté des Sciences Pharmaceutiques

1200
i FMC7 o) CD79b
- L
g §
- ~
-
»»
20
o 8 o
pe w w pe s » e -3
o9 FMCT V450
o
X-Med X-Stdev Macker  X-Med  X-Stdev
Al 4617.93 731,00 TR PO CIAN 27 944,56 21 965,03 Marker X-Med X-Stdev
B a 263814 7 670.76
Llan a1rsss3827.14 BAL  $45TIr0Y 8 WA 29601.87 27 692.41 E :ll z?:.:: 3 ;‘r:.g;

CcD23

Count

o w . e W w w
won €038 V430

Marker  X-Med X-Stdev Marker  X-Med X-Stdev
ﬂux 8509.82 7 576.51 B TS TG CIAL 162,562 581.51 g
Ll s9s.27783.39 DA o B ez War 1708 a0
o CD11c cD103
&
5 we
s
L
20
o
»w » » w W " M)
. o1 BVA2E 0N}
CIAL 18364 3 292,69 .?’zfm{m -Med X-Stdev
Wa 1578925109 Clan  1600.852 32695 E:: ;;?iz i::g
]
e cD1i23
2 Eovm-3 wt
§ . [1JvM-3 E4
3

b2 »
2

Marker  X-Med X-Stdev
B $19.67 1 39276
D 10774 19%04

= [

Figure 20 Comparaison de I'expression de différents marqueurs membranaires a la surface des
cellules JVM-3 sauvages (WT) et éditées par le systeme CRISPR-Cas9 (E4)

Les cellules ont été incubés avec des anticorps couplés a un fluorochrome ciblant les marqueurs
membranaires indiqués en abscisse. L’analyse des cellules a été réalisé sur le cytomeétre en flux BD
FACS CANTO I, 8 couleurs (Becton Dickinson). Les histogrammes représentent le nombre de cellules
en fonction de l'intensité de fluorescence de I'anticorps ont été réalisés sur le logiciel Kaluza (Beckman
Coulter). Une différence significative d’expression entre les deux lignées est observée pour les
marqueurs CD79b, CD23 et CD123.

Abréviations : X-Med : médiane d’intensité de fluorescence ; X-Stdev : écart-type ; CD : clusters de
différenciation.
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En complément de I'analyse des antigénes membranaires, nous avons testé les
capacités d’adhérence des cellules JVM-3 sauvage et éditées a la fibronectine qui est
une glycoprotéine de la matrice extracellulaire permettant I'adhérence des cellules.
Les tricholeucocytes interagissent avec la fibronectine par leurs intégrines CD49d et
CD49e (55). Nous n’avons pas observé de différence significative d’adhérence des

cellules a la fibronectine en fonction du statut mutationnel de KDM6A (Figure 21).
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Figure 21 Capacités d’adhérence des cellules JVM-3 sauvages (WT) et éditées (CRISPR)
Une plaque recouverte de fibronectine a été ensemencée avec 5.10° cellules marquées par la
calcéine AM, un composé fluorescent, par puits et incubée 2 h a 37°C. L’absorbance des
différents puits a été mesurée a 490 nm avant lavage et apres lavage des puits au PBS. Le
lavage permet I'élimination des cellules non adhérentes. L’absorbance est proportionnelle a la
quantité de cellules présentes.
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3.6. La perte d’expression de KDMG6A ne module pas la sensibilité aux
chimiothérapies et thérapies ciblées

La sensibilité des cellules de la lignée JVM-3 a la cladribine, un analogue de purine et
au vémurafénib, un inhibiteur de BRAF a été testée. Ces molécules sont utilisées,
respectivement, en premiére et en seconde intention, dans la leucémie a
tricholeucocytes. La sensibilité a la doxorubicine, qui possede un mécanisme d’action
différent des deux drogues citées précédemment, a également été testée. C’est une
anthracycline qui agit comme intercalant de 'ADN et inhibiteur de topoisomérase Il.
Nous n’avons pas observé de différence de sensibilité en fonction du statut muté ou
non de KDMG6A (Figure 22).

La sensibilité des cellules a des thérapies ciblant I'environnement épigénétique de
KDM6A a été évaluée. Les cellules ont été traitées avec un inhibiteur d’histone
désacétylases, la romidepsine, un inhibiteur de protéines BET, 'ARV-825 et un
inhibiteur ’'EZH2, le tazemetostat. Les lignées sont sensibles a la romidepsine avec
des Clso similaires (7,7 nM vs. 8,0 nM) et résistantes a 'ARV-825 et au tazemetostat
(Figure 22). L’efficacité de I'ARV-825 et du tazemetostat ont été vérifiées sur des
lignées contrdle, les lignées Z-138 et RPMI-8226 respectivement. Des Clso similaires
a celles de la littérature ont été obtenues avec une Clso de 2,05 uM pour la lignée
RPMI-8226 (99) traitée par tazemetostat et une Clso de 9 nM pour la lignée Z-138
traitée par ARV-825 (131).
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Figure 22 Sensibilité de la lignée JVM-3 sauvage (WT) et éditée (CRISPR) a différentes drogues
Les cellules ont été ensemencées a la densité de 10° cellules par puits puis incubées pendant 72 h en présence
de concentrations croissantes des molécules a tester. Pour le tazemetostat, les cellules ont été incubées

pendant 9 jours. Un contréle avec 0,01 % de DMSO a été réalisé. L’analyse a été réalisée en triplicat. Un test
MTS a permis de déterminer les CI50.
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4. Discussion

Des mutations de KDM6A sont retrouvées dans un large spectre de cancers incluant
des tumeurs solides et des hémopathies. Ces mutations entrainent, dans la grande
majorité des cas, une perte d’expression de la protéine laissant suggérer un réle
suppresseur de tumeur. Les données clinigues montrent une association des
mutations de KDM6A avec une survie raccourcie des patients (108,111). De plus,
plusieurs études in vitro ont mis en évidence que la perte d’expression de KDM6A
permettait 'acquisition d’'un phénotype tumoral plus agressif (99,111,114). Cependant,
tous les mécanismes physiopathologiques a I'origine de du développement de ces
traits phénotypiques ne sont pas totalement élucidés. KDM6A posséde une fonction
spécifique de déméthylase vis-a-vis de H3K27me3 mais interagit également avec
d’autres partenaires protéiques pour moduler la méthylation de H3K4 (KMT),
'acétylation de H3K27 (CBP/p300) et pour réguler la structure de la chromatine
(SWI/SNF, SPT6) (94,97,101,104). L’implication prépondérante de la perte de 'une ou

I'autre de ces activités dans 'oncogenése semble différer en fonction du type tumoral.

Nous avons retrouvé des mutations clonales de KDM6A au diagnostic chez deux des
quatre patients de sexe masculin atteints de HCL-v de notre cohorte publiée (37,64).
De telles mutations ont également été retrouvées dans la forme classique de la
maladie (28,34).

Si des travaux récents ont mis en évidence la présence d’'une dérégulation des
processus épigénétiqgues dans la leucémie a tricholeucocytes, les répercussions
fonctionnelles n'ont pas encore été étudiées. Concernant plus spécifiguement la
proteéine  KDMG6A, les effets de sa perte d’expression dans le cadre des
lymphoproliférations B sont peu connus. Cette étude avait ainsi pour objectif d’apporter
un éclairage nouveau sur les modifications épigénétiques dans la HCL et de confirmer
et d’enrichir les données préalables sur KDM6A, présenté dans la littérature comme

un gene suppresseur de tumeur.

Les études fonctionnelles sur la HCL et la HCL-v sont délicates a mener du fait du

mangue de modeles cellulaires adéquats. Il ne peut étre récupéré que peu ou pas de
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cellules des patients car ils sont tres souvent pancytopéniques et la moelle est
difficilement prélevable car fibrosée. La réalisation de xénogreffes dérivées de la
tumeur du patient (PDX) est pour l'instant en échec dans cette pathologie (125). Il
n’existe pas non plus de modéles animaux. Dans ce contexte, plusieurs lignées
cellulaires ont été développées et commercialisées. Cependant, plusieurs de ces
lignées ont une origine douteuse et présentent des divergences avec la HCL,
notamment I'absence fréquente de la mutation BRAFV690E (35,132). Nous avions a
notre disposition, au laboratoire, trois lignées cellulaires pouvant étre utilisées comme
modéle pour la HCL: JVM-3, JOK-1 et BONNA-12. Aprés caractérisation, la lignée
JVM-3, qui posséde une mutation activatrice alternative au variant V60OE de BRAF,
nous a paru étre le modele le plus fidele de la HCL. La lignée BONNA-12 avait des
caractéristiques plus proches de la forme variante de la maladie. La lignée JOK-1 ne
possédait pas les attributs nécessaires pour étre retenue. Aucune de ces lignées ne
possédant de mutation de KDM6A, nous avons utilisé la technique du CRISPR-Cas9
pour réaliser une extinction stable de I'expression de KDMG6A. La transfection du
systeme par nucléofection a pu étre réalisée dans la lignée JVM-3 mais pas dans la
lignée BONNA-12. Pour cette derniére, il faudrait envisager une transfection par un

vecteur viral ce qui nécessite d’avoir a disposition un laboratoire de type L3.

Afin d’avoir quelques résultats sur des cellules tumorales de patient, nous avons
récupéré des cellules sanguines fraiches du patient UPN-v1 porteur d’'une mutation de
KDM6A. Cependant l'infiltration sanguine par les cellules tumorales au moment du

prélévement était trop faible pour la réalisation d’analyses sur cellules triées.

En paralléle, afin de pallier le manque de modeles cellulaires, nous avons envisagé
I'introduction par le systeme CRISPR-Cas9 de la mutation BRAFV6%E dans une lignée
de cellules B normales immortalisées par 'EBV, la lignée CM (127). Les premiers
essais de transfection ont été realisés avec des résultats encourageants. Cette lignée

pourrait étre utilisée par la suite pour la réalisation d’autres études fonctionnelles.

L’efficacité du systtme CRISPR-Cas9 dans la lignée JVM-3 a été confirmée par
analyse genétique. La population cellulaire obtenue est une population hétérogéne

contenant une majorité de cellules présentant une délétion avec décalage du cadre de
63



U.F.R. Santé

UNIVERSITE
CAEN

NORMANDIE Faculté des Sciences Pharmaceutiques

lecture. Le site ciblé se situant dans I'un des premiers exon du géne, ces délétions
sont susceptibles d’entrainer 'apparition d’'un codon stop prématuré, la production d’un
ARN messager tronqué ou d’une protéine tronquée non fonctionnelle. La perte
d’expression de la protéine KDM6A résultant des anomalies génétiques introduites
dans notre population cellulaire n’a pas pu étre démontrée par western-blot pour
I'instant. Deux anticorps différents ont été utilisés sans résultats probants. Des tests

complémentaires doivent étre réalisés.

En parallele des analyses fonctionnelles effectuées sur la population JVM-3
hétérogene, un clonage cellulaire a été réalisé. Un clone a pu étre isolé en milieu semi-
solide. Les cellules présentent une délétion de 24 pb n’entrainant pas de décalage du
cadre de lecture. Les conséquences sur I'expression et/ou I'activité de la protéine
KDMG6A sont donc incertaines et n’ont pas encore été caractérisées. L’exon 4 se situe
dans une partie du géne codant pour un domaine tétratricopeptide. Ce type de
domaine intervient dans les interactions protéine-protéine. Les domaines
tétratricopeptides de KDMG6A sont requis pour une activité déméthylase optimale sur
H3K27mel mais ne semblent pas indispensables a la déméthylation de H3K27me2/3
(133). Les conséquences fonctionnelles de certaines mutations intervenant dans ces
domaines ont été étudiées. Les mutations G137V et D336G, par exemple, altérent la
capacité de KDM6A a interagir avec les complexes MLL et la localisation subcellulaire
de KDMB6A (134). Des effets similaires pourraient étre observés dans notre lignée.

Afin d’étudier les conséquences fonctionnelles de la perte d’expression de KDM6A
dans notre lignée cellulaire JVM-3, nous avons analysé différentes voies impliquées
dans le processus oncogénique de la HCL, notamment la voie des MAP-kinases et la

voie du BCR, ainsi que les capacités prolifératives et d’adhérence des cellules.

La voie des MAP-kinases est activée de maniere constitutive dans la HCL et la HCL-
v par la présence de mutations activatrices de BRAF (26) ou de MAP2K1 (28). Son
activation induit des signaux de prolifération, de survie et d’invasion cellulaires.
Certaines données cliniques suggéraient une possible coopération des anomalies
géneétiques affectant la voie des MAP-kinases et KDMG6A. Ainsi, le patient de notre

cohorte ayant une coexistence des mutations de MAP2K1 et de KDM6A dans ses
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cellules tumorales présentait une maladie particulierement agressive et résistante a
de nombreuses thérapeutiques (64). D’autre part, dans la forme classique de la
maladie, il a été rapporté I'apparition d’'une mutation de KDM6A a la rechute suite a un
traitement de premiére ligne par inhibiteur de BRAF (34). En concordance avec ces
données, nous avons observé une nette augmentation de la phosphorylation de ERK
aprés édition du géne KDM6A dans la lignée JVM-3. Cependant, malgré
'augmentation de pERK observée, les cellules JVM-3 éditées n’ont pas montré de
capacités prolifératives supérieures aux cellules sauvages, ni de modification de leur
sensibilité a un inhibiteur de BRAF, le vémurafénib. Des résultats similaires ont été
rapportés dans des modeles de leucémies aigues lymphoblastiques B dans lesquels
I'expression de CREBBP, qui code pour une protéine de I'épigénétique dont I'action
est conjointe a celle de KDMG6A, avait été diminuée par technique ARN interférent. La
perte d’expression de CREBBP favorisait la voie des MAPK en présence,
spécifiqguement, de mutations des genes RAS sans affecter la prolifération et la survie
des cellules, ni leur sensibilité a un inhibiteur de MEK, le U0126 (79). Dans notre étude,
il a été observé une activation accrue de la voie des MAP-kinases par augmentation
de la phosphorylation de son effecteur terminal, mais le processus cellulaire y
aboutissant n’a pas été détaillé. La perte d’expression de KDM6A dans notre lignée
n’a pas modifié le taux global de H3K27me3. Ce taux est inconstamment affecté en
fonction du modele de cancer (109,135) et, dans certains cas, seules des modifications
loci-spécifiques sont visibles (99). En dehors de I'impact du défaut de KDMG6A sur la
méthylation de H3K27, il a été montré un effet également sur la méthylation de H3K4
et l'acétylation de H3K27 (97-100). Pour détailler le mécanisme aboutissant a
'augmentation de pERK, il serait intéressant d’analyser I'expression des différentes
protéines de la voie des MAPK (RAS , RAF, MEK) et d’en réaliser le profil épigénétique
(méthylation de H3K27 et H3K4 et acétylation de H3K27) par une technique
d'immunoprécipitation de la chromatine suivie d’'un séquengage (ChIP-seq).

En accord avec 'augmentation observée de l'activation de la voie des MAPK, nous
avons également mis en évidence l'intensification de I'expression de la survivine, une
protéine impliquée dans la régulation du cycle et de la mort cellulaires. Dans les

cellules tumorales en général, la survivine est exprimée de maniere aberrante
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indépendamment du cycle cellulaire et I'intensité de son expression est un facteur
pronostique. Sa surexpression dans le cancer s’explique par la dérégulation des
nombreuses voies qui contrélent sa transcription (PI3K, NF-kB, p53...) (130).
L’augmentation de son expression observée dans les cellules JVM-3 éditées pourrait

expliquer leur meilleure survie en milieu de culture restrictif en nutriments (SVF 1 %).

De maniére similaire dans le myélome multiple, I'analyse transcriptomique montrait
une augmentation de I'expression des genes impliqués dans la prolifération et la survie
cellulaire dans les cellules ayant perdu I'expression de KDM6A. Cette modification au
niveau de I'expression génique s’accompagnait d’'une augmentation de la prolifération,

de la clonogénicité et de la tumorogénicité des cellules tumorales (99).

Concernant la voie du BCR, nous n’avons pas observé de modification des 3 protéines
analysées intervenant a différents niveaux de la voie : la kinase BTK située en amont,
la kinase AKT activée via I'action du PI3K et IKB-a, un inhibiteur de la voie canonique
de NF-kB. En revanche, nous avons constaté une diminution de I'expression du
CD79b en cytométrie en flux. Le CD79b est un composant du BCR permettant la
transduction du signal. Il est essentiel a I'exportation de I'lgM a la surface des
lymphocytes B. Une faible expression du CD79b est observée classiquement dans la
leucémie lymphoide chronique. La voie du BCR étant impliquée dans le processus
oncogénique de la LLC et de la HCL, une diminution de I'expression du CD79b pourrait
paraitre paradoxale. Plusieurs mécanismes d’activation du BCR sont décrits dans la
LLC, antigéne-dépendants et antigene-indépendants (136) et cette activation semble
lier au microenvironnement. Ainsi, il est décrit une prolifération préférentielle des
cellules de LLC au sein des ganglions par rapport a la circulation sanguine en lien avec
une activation du BCR. L'interleukine 4 produit par le microenvironnement
ganglionnaire rétablit 'expression de I'lgM de surface permettant une réponse correcte
a la signalisation du BCR (137). Dans notre modéle cellulaire et dans les conditions
de culture utilisées, c'est-a-dire en dehors de tout microenvironnement, I'activation de
la voie du BCR semble constitutive et indépendante de la transduction du signal par le
CD79b.
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Dans le myélome multiple, la perte d’expression de KDM6A est responsable d’'une
augmentation des capacités d’adhérence des cellules a la fibronectine concordant
avec la mise en évidence, par analyse transcriptomique, d’'une augmentation de
I'expression des génes impliqués dans I'adhérence (99). Nous n’avons pas observé le
méme effet sur la lignée JVM-3, les cellules sauvages et éditées présentant les mémes
capacités d’adhérence a la fibronectine. Parmi les antigenes membranaires du panel
lymphoide B utilisé en cytométrie en flux, aucun n’intervient directement dans la liaison
a la fibronectine. Il aurait pu étre intéressant de regarder, en complément de ce panel,
'expression du CD49d, du CD49e, du CD44 et du CD51 qui sont les molécules
d’adhérence impliquées dans la liaison du tricholeucocyte avec les éléments de la
matrice extracellulaire dont la fibronectine (55). Les anticorps ciblant ces marqueurs
ne sont pas utilisés en routine au laboratoire ce qui rend leur acces plus difficile. De
maniére intéressante, parmi les antigénes étudiés, nous avons constaté une
modulation de I'expression du CD11c, du CD23 et du CD123. Cela pourrait avoir un
impact sur les interactions du tricholeucocyte avec les éléments du

microenvironnement autres que la fibronectine :

- Le CD11c est une intégrine préférentiellement exprimée par les cellules
dendritiques, les monocytes/macrophages et, de maniere plus anecdotique, par
certains lymphocytes B et T activés et polynucléaires. Il permet la liaison a
I'iC3b, un fragment protéique du systeme du complément, au fibrinogéne et a
la molécule d’adhésion ICAM-1 présente a la surface des cellules endothéliales
et des lymphocytes. Du fait de ses ligands, le CD11c est impliqué dans les
phénomeénes de phagocytose, de migration cellulaire, de production de
cytokines par les monocytes/macrophages, de stimulation immune et de
coagulation (138). En oncohématologie, I'expression atypique du CD11c est
retrouvée dans la HCL et, de maniére moins constante, dans certaines
leucémies aigues myéloides et hémopathies lymphoides B telles que la LLC ou
le lymphome du manteau. Bien que I'expression du CD11c soit bien décrite
dans ces pathologies et ait un intérét diagnostique dans la HCL, son réle dans

la physiopathologie reste vague. Les LLC CD11c positives seraient associées
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a un nombre plus important de manifestations auto-immunes et de cancers
secondaires (139).

Le CD23 est un récepteur de faible affinité aux IgE (FceRlIl). Il interagit
également avec le CD21, qui est un récepteur du complément participant a
I'activation des cellules B, et avec diverses intégrines présentes sur les
monocytes (aMB2 et aXp2). Sa forme soluble, sCD23, soutient la croissance
des lymphocytes B activés, la différentiation plasmocytaire et permet aux
précurseurs B d’échapper a l'apoptose. Le CD23 est exprimé de maniere
transitoire par les lymphocytes B matures activés avant la phase de
commutation isotypique (140). Il existe deux isoformes du CD23, le CD23a et
le CD23b. L’expression du CD23a est constitutive alors que la transcription du
CD23b est conditionnée par divers stimuli : infection par I'EBV, stimulation par
I'interleukine 4 ou engagement du CD40. Dans la LLC, dont le CD23 est un
marqueur diagnostic, I'expression des deux isoformes, CD23a et CD23b, est
associée a la survie et a la prolifération des cellules tumorales, respectivement.
Il semblerait, cependant, que le taux d’expression du CD23 et sCD23 est peu
d’intérét pronostique (141). Le CD23 n’étant classiquement pas observé sur les
tricholeucocytes, son implication dans la physiopathologie de la maladie est peu
connue (19). Son expression sur la lignée JVM-3 pourrait s’expliquer par son
immortalisation a l'aide de I'EBV. L’infection par ce virus induit en effet
I'expression du CD23 via, entre autres, I'antigéne EBNA-2 (antigéne nucléaire
de 'EBV) exprimé dans les infections latentes (142).

Le CD123, quant a lui, constitue la sous unité a du récepteur a I'interleukine 3
(IL-3). L’IL-3 est une cytokine aux effets pléiotropiques qui est principalement
produite par les lymphocytes T et qui régule la fonction et la production des
cellules du systeme hématopoiétique et favorise la prolifération des cellules
endothéliales (143). L'expression du CD123 est retrouvée sur les précurseurs
erythroides, mégacaryocytaires et granuleux. Au stade mature, I'expression est
maintenue sur les polynucléaires et, en partie, sur les monocytes. En pathologie
hématologique, le CD123 est exprimé dans les leucémies a cellules
plasmocytoides dendritiques, dans certaines leucémies  aigues
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lymphoblastiques B et leucémies aigues myéloides et, de maniére quasi-
constante, dans la HCL (21). Dans les LAM, son expression est associée a un
mauvais pronostic avec une prolifération plus importante des cellules et une
résistance a l'apoptose. Des thérapies ciblant le CD123 sont en cours de
développement (143). Dans la HCL, le réle fonctionnel du CD123 est peu
documenté et son expression sert surtout de marqueur diagnostique. Dans

notre lignée JVM-3, son expression est augmentée.

L’interprétation de ces modifications d’expression est difficile puisque l'implication de
certains de ces antigenes dans le processus oncogénique de la HCL n’est pas toujours
totalement élucidée. D’autre part, 'ensemble de ces antigénes membranaires, incluant
le CD79b, interviennent soit dans la réponse a des stimuli extérieurs cytokiniques ou
antigéniques, soit dans les interactions avec d’autres types cellulaires : monocytes,
lymphocytes, cellules endothéliales, etc. Les effets fonctionnels potentiels sur
'échappement au systeme immunitaire, le homing, la migration ou encore la survie
des cellules sont ainsi difficiles a mettre en évidence dans un milieu de culture liquide

ou les cellules tumorales sont isolées.

La seconde partie de notre étude avait pour objectif d’évaluer I'impact de la perte
d’expression de KDM6A sur la réponse de la HCL aux traitements utilisés actuellement

chez les patients et de tester de nouvelles thérapies ciblées.

La HCL se traite en premiére ligne par des analogues de purine (58). Ceux-ci
permettent I'obtention d’'une rémission compléte dans la majorité des cas. Cependant,
un quart des patients vont rechuter a plus ou moins long terme (56). En seconde ligne
peuvent étre réutilisés les analogues de purine plus ou moins associés a du rituximab
mais également des inhibiteurs de BRAF, un anti-CD22, le moxetumomab-pasudotox,
ou l'ibrutinib. La HCL-v est une pathologie a I'arsenal thérapeutique plus restreint
puisque répondant mal aux analogues de purine. Les thérapies alternatives utilisées
en seconde ligne dans la HCL se révélent également souvent moins efficaces dans la
HCL-v. La présence d’une mutation délétére de KDM6A ne semble pas favoriser la
réponse aux traitements. Un des deux patients de notre cohorte HCL-v porteur d’une
mutation de KDM6A en est actuellement & sa 5¢™¢ ligne thérapeutique. Dans la HCL,
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un des cas rapporté montre I'apparition d’'une mutation de KDMG6A apres traitement
par inhibiteur de BRAF (34).

La compréhension du mécanisme oncogénique de la perte d’expression de KDM6A
est essentielle a l'identification de cibles thérapeutiques. Le rééquilibrage des niveaux
de méthylation physiologiques par I'utilisation d’inhibiteurs d’EZH2, I'antagoniste de
KDMG6A, est une stratégie thérapeutique évidente et prometteuse puisque le
tazemetostat est actuellement engagé dans plusieurs essais cliniques de phase | et Il.
Plusieurs études dans le cancer de la vessie (115), les LAL-T (114) et le myélome
multiple (99,116) ont montré que la perte d’expression de KDM6A sensibilisait les
cellules tumorales aux inhibiteurs d’EZH2. Cependant, nous n’avons pas mis en
évidence cet effet sur la lignée JVM-3 qui reste, dans tous les cas, résistante au
tazemetostat. L’efficacité de la molécule et du protocole utilisés a été vérifiée sur une
lignée contréle de myélome multiple, RPMI-8226, et une Clso similaire a celle la
littérature a été obtenue (99). En réalité, 'augmentation de la sensibilité aux inhibiteurs
d’EZH2 en cas d’'absence de KDMG6A n’est pas toujours démontrée et dépend de
plusieurs parametres. Ainsi, les lignées de myélome multiple KMS34-SCC1 (KDM6A
sauvage) et KMS34-SCC2 (KDM6A muté) ont montré une sensibilité similaire aux
inhibiteurs d’EZH2 malgré un statut mutationnel de KDM6A différent. Une autre étude
dans le MM ne retrouvait pas d’association entre I'expression de KDM6A et la réponse
aux inhibiteurs d’EZH2 (144). D’autres altérations génétiques pourraient ainsi jouer un

réle dans la réponse a ce type de traitement.

Dans le cancer du pancréas, les lignées cellulaires KDM6A muté n’ont pas montré de
sensibilité accrue aux inhibiteurs d’EZH2 (100,111). Dans ce type de cancer, le role
oncogénique de KDM6A ne dépendrait pas de son activité catalytique de déméthylase.
Ainsi, l'expression ectopique d'une protéine KDM6A ayant perdu son activité
déméthylase a permis de restaurer la croissance des cellules tumorales (111). Les
inhibiteurs d’EZH2 n’agissant pas directement sur la modulation des autres marques
épigénétiques ciblées indirectement par KDM6A via ses interactions avec d’autres

protéines (86), ceci pourrait expliquer I'absence de réponse des cellules tumorales.
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D’autre part, le protocole d’étude de la sensibilité aux modulateurs épigénétiques est
plus difficile & concevoir que pour les chimiothérapies classiques. Dans les études sur
le MM, le traitement a été réalisé sur 7 jours (99,145). A 3 jours, les effets du traitement
n’étaient pas visibles (144). Dans les études sur le cancer du pancréas, les cellules
n‘ont été exposées que 72 h ce qui pourrait également expliquer leurs résultats
négatifs. De plus, dans certaines lignées de MM, malgré des effets démontrés
importants de 'EPZ-6438 sur la régulation génique, aucun effet sur la prolifération n’a
pu étre mis en évidence (144). Certaines études suggérent d’adopter un milieu de
culture mimant le microenvironnement pour mieux mettre en évidence les effets des
thérapies ciblant I'épigénétique. Dans le cancer de I'ovaire, par exemple, les effets des
inhibiteurs d’EZH2 n’ont pu étre mis en évidence que dans un milieu de culture en trois
dimensions de type matrigel contenant les éléments de la matrice extracellulaire (146).
Aucun effet en milieu de culture classique n’a été observé. Dans notre étude, les
cellules ont été exposées pendant 9 jours a 'EPZ-6438 ce qui parait suffisant par
rapport aux données de la littérature. Il pourrait étre intéressant de réaliser des tests
de sensibilité dans un milieu de culture plus complexe intégrant des éléments de la

matrice extra-cellulaire.

Dans le cancer du pancréas, d’autres pistes thérapeutiques ont été envisagées : les
inhibiteurs d’histone désacétylases et les inhibiteurs de protéines BET (100,111).
L’efficacité des inhibiteurs de BET dans le cancer du pancréas s’expliquerait par
I'inhibition de I'expression de MYC (121) qui est favorisée par 'absence d’expression
de KDM6A. Les HDACi permettent de rétablir un équilibre dans 'acétylation de H3K27
qui est diminuée par la perte d’expression de KDM6A. En effet, KDM6A favorise
'activité du complexe CBP/p300 qui acétyle H3K27 (97). Nous avons testé un
inhibiteur de BET, 'ARV-825 et un inhibiteur d’histone désacétylase, la romidepsine.
Nous n’avons pas montré de différence de sensibilité entre la lignée JVM-3 sauvage
et éditée.

Concernant ce dernier, 'implication prépondérante des différentes cibles épigéniques
de KDMG6A, H3K27me3, H3K27ac et H3K4me, dans I'oncogenése de la HCL doit étre

précisée afin de tester les thérapies ciblées les plus appropriées.
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Un point qui n’a pas été étudié est le statut mutationnel de UTY, le paralogue de
KDMBG6A sur le chromosome Y dans la lignée JVM-3 mais également chez les patients,
UPN-v1 et UPN-v2. UTY n’est pas capable de compenser I'activité déméthylase de
KDMG6A mais pourrait la remplacer dans ses interactions avec les complexes MLL et
CBP/p300 influant ainsi potentiellement sur la méthylation de H3K4 et I'acétylation de

H3K27. Il serait intéressant de séquencer UTY dans notre lignée et chez les patients.

5. Conclusion

L’avénement des techniques de séquengage a haut débit a permis de mieux définir le
paysage mutationnel de la HCL et de la HCL-v et de mettre en évidence la présence

de variants déléteres au sein des génes de I'épigénétique dont KDMG6A.

La mise au point de la technique de transfection par nucléofection du systéme
CRISPR-Cas9 au sein de la lignée JVM-3 nous a permis d’éditer le géne KDMB6A.
Cette technigue pourra étre utilisée par la suite pour I'étude d’autres anomalies

génétiques récurrentes dans la HCL.

L’inactivation de KDMG6A parait concourir a I'activation de la voie oncogénique des
MAPK dans la HCL mais modifie peu les capacités prolifératives et d’adhésion des

tricholeucocytes et leur réponse aux chimiothérapies et thérapies ciblées.

La réalisation d’analyses sur un clone cellulaire possédant une mutation délétére de
KDMG6A et sur un second modéle cellulaire comme la lignée CM conforterait nos
résultats. D’autre part, [l'utilisation d’'un modéle de culture plus proche du
microenvironnement naturel des tricholeucocytes, qui ont la capacité particuliere de se
loger dans la niche hématopoiétique et d’induire une fibrose médullaire, pourrait
permettre de faire ressortir davantage le role potentiel de suppresseur de tumeur de
KDM6A dans la HCL.
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Annexe 1 : Fréquence des variants génétiques d’intérét dans la leucémie a tricholeucocytes et sa forme variante dans les études
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de séquencage a haut débit
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Leucémie atricholeucocytes

Forme variante de la leucémie a tricholeucocytes

Dietrich et al. Dietrich et al.
Etude V‘ﬁ;ﬁ?gte;él‘ Durham et al. Maitre et al. Wﬁ;egé?léte;‘j’u' Durham et al. Maitre et al.
Weston-Bell et al. Total Weston-Bell et al. Total
Design Exome complet Pangeé:eeSSBS Pagzln((j; 21 Exome complet Pangeérc]igssSS Pagzlnii 21
Voie des MAP-kinases
BRAF 10/12 (83,3%) 53/53 (100%) 18/20 (90%) 81/85 (95,3%) 0/7 (0%) 0/8 (0%) 0/4 (0%) 0/19 (0%)
MAP2K1 2/12 (16,7%) 0/53 (0%) 1/20 (5%) 3/85 (3,5%) 3/7 (42,9%) 3/8 (37,5%) 2/4 (50%) 8/19 (42,1%)
Cycle cellulaire
CDKN1B 3/12 (25%) 6/53 (11,3%) 2/20 (10%) 11/85 (12,9%) 0/7 (0%) 0/8 (0%) 0/4 (0%) 0/8 (0%)
CCND3 0/12 (0%) 0/53 (0%) NA 0/65 (0%) 1/7 (14,3%) 1/8 (12,5%) NA 2/15 (13,3%)
TP53 0/12 (0%) 1/53 (1,9%) 0/20 (0%) 1/85 (1,2%) 2/7 (28,6%) 3/8 (37,5%) 0/4 (0%) 5/19 (26,3%)
Voie NF-kB
KLF2 | 0/12 (0%) | NA 3/20 (15%) 3132 (9,4%) | 0/7 (0%) NA 0/4 (0%) 0/11 (0%)
Spliceosome
U2AF1 | 0/12 (0%) . 0/53 (0%) 0/20 (0%) oss(0%) | 27 (28.6%) 1/8 (12,5%) 0/4 (0%) 3/19 (15,8%)
Régulateurs épigénétiques
KMT2C 0/12 (0%) 8/53 (15,1%) NA 8/65 (12,3%) 0/7 (0%) 2/8 (25%) NA 2/15 (13,3%)
EZH2 1/12 (8,3%) 1/53 (1,9%) 0/20 (0%) 2/85 (2,4%) 0/7 (0%) 0/8 (0%) 0/4 (0%) 0/19 (0%)
ARID1A 2/12 (16,7%) 1/53 (1,9%) 1/20 (5%) 4/85 (4,7%) 1/7 (14,3%) 0/8 (0%) 1/4 (25%) 2/19 (10,5%)
ARID1B 2/12 (16,7%) 1/53 (1,9%) 1/20 (5%) 4185 (4,7%) 0/7 (0%) 1/8 (12,5%) 0/4 (0%) 1/19 (5,3%)
CREBBP 2/12 (16,7%) 3/53 (5,7%) 1/20 (5%) 6/85 (7,1%) 0/7 (0%) 1/8 (12,5%) 1/4 (25%) 2/19 (10,5%)
KDMG6A 2/12 (16,7%) 0/53 (0%) 0/20 (0%) 2/85 (2,4%) 0/7 (0%) 1/8 (12,5%) 2/4 (50%) 3/19 (15,8%)
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Annexe 2 : Protocole de transfection avec la technologie Nucleofector™

1 Centrifugation du nombre requis de cellules
90 G—10 min
Température ambiante

Q Densité cellulaire par puits

Y

— Surnageantajeter

2 | N\

164l T 36 4L de
SFISGISE par Supplementpar
réaction réaction

} (\
it Remise en suspension du culot

3 3 cellulaire dans la solution de
nucléofection

£\

= 0,4 pL de GFP par réaction ou
4 5 pL de solution contenantle
systéme CRISPR-Cas?

Distribution de 20 L de
solution par puits

e - @ -

- w

16-well Nucleocuvette™ Strips Transfection surie 4D- tel ';f:g;‘;sp;f;g‘g;e
Nucleofector™ X Unit

Q Etape de récupération de 10 min optionnelle

5

80 pL de milieu par puits Incubation72ha 37°C

Transfertdes cellules dans
une plaque 96 puits contenant
120 pL de milieu / puits 7
Volume final / puits=200 pL /
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NucleoSpin® Tissue

2 Pre-lyse sample

<
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Annexe 3 : Protocole d’extraction d’ADN avec le kit Macherey-Nagel

180 UL T1
25 pL Proteinase K

56°C,
1-3h

3 Lyse sample

200 L B3

T70°C,
10 min

4 Adjust DNA
binding conditions

)| e

210 pL 96-100 % ethanol

5 Bind DNA

&S

Load all

11,000 x g,
1 min

6 Wash silica membrane

e

1= and 2

1* wash 500 pL BW

2 wash 600 pL B5

11,000 x g,
1 min

7 Dry silica membrane

11,000 % g,
1 min

8 Elute highly pure DNA

ccacf]

100 uL BE

RT,
1 min

11,000 x g,
1 min

La qualitt des ADN a été vérifiée par spectrophotométrie (Nanodrop 2000®,

ThermoFisher Scientific). Les critéres de qualité étaient les suivants: rapport densité

optique (DO)260/D0O280 = 1,8 et DO260/D0O230 = 2.
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Annexe 4 : Séquence cible du systeme CRISPR-Cas9 dans I’exon 4 de KDM6A
et amorces utilisées pour le Surveyor® Nuclease Assay

ATTGCGGATCTCTGAATATGATATCCATGGCCTTTTGTTGGAGAATCTCTGCATTTTTTGGTCAGATTGCC
TGAACAACATCAAGTGTTGAGT GAGAGAGTTGAGGGAGCCAATTGCTTCTCAAATAGTTTTITATCCTGGTC
TTCCATATCTTAGCTTGTGAATTGCTAAACCACAAATTAAAAAAATCCTTTTCTAGCTGATCAGAAAAATATTA
TECCCCCATGTTTTCATCTAGTAGTCTTATGGGCTTCTTTTTATATCTAACTCTCTTAATCCTCCACGAGTT
TTGATCTTTGAGGAAGGTCGAGTTGATCTAAGGGGTTAGCCTAGATGCTGTTCAAGTGCAGATCTGAGAT
TTGACCATGGTTTTACGTTTCTGAACTGAGGGGGGCCCAGAATTTITAAGTTGTTTGGTCTGAAATATCACT
ATCTACTGGGAGGTGGGTGTGGTGGGAATCTTGTTACCGTGTTTGTTAAGTGTATTATTGACTTITAAAGTG
AGACATAATTATGACTCATAATTATTTTCCTTTCAGCATTATCTGCATACCAGAGGTACTACAGTTTACAG
TCTGACTACTGGAAGGTTAGTGTACATTTGCATGCTGATTTCATGTTTGTGTTTTGGGCAGATTATTGCCA
ATTATACTCAAAATTAATTGAGCTCTTGCTTTTTTTTGTTAATTACTTAAAATATTGCTTICTAGGGGAAAGGT
ATTGGAAAAGGGTTGACGAGTATTTATGTTTGTGCTGTCTTGTATGACTCTCCTTGTATTTTATTAAGAATTA
GAGTCCTCTGACACATTTTACTGGTCAAATGTAATAGAAGTGTGATAAGTAAAAATCAAGCAAAACTAAAC
AAATAACAATAACAAAATGATTCCTTGGTTTTCTTTTCTAAAGT TGGTACCTGGGAGTAAAAGAAGGCTGA
AGACGTGTATATCAGGCTAAAATGGGAAGGTGTAATGGGAAAGTTATGATAAACTCTTTCTTGGTGTACTC
TGTTTATAATTGGAGCTTTGA

En bleu, c’est la séquence de I'exon 4. En noir, ce sont les séquences introniques
flanquantes. Soulignée, c’est la séquence cible du crRNA. Surligné en bleu, c'est le
motif PAM (NGG) avec, en vert, le site de coupure de I'endonucléase. En rose, ce sont
les séquences du couple d’amorces utilisées pour le Surveyor® nuclease assay. La
taille attendue du fragment amplifié est de 515 pb. La taille attendue des fragments

obtenus aprés digestion par la nucléase est de 356 pb et 182 pb.
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TITRE
EFFETS FONCTIONNELS DES MUTATIONS DE KDM6A DANS LA LEUCEMIE A TRICHOLEUCOCYTES

Résumeé

La leucémie a tricholeucocytes (HCL) et sa forme variante (HCL-v) sont des syndromes
lymphoprolifératifs B caractérisés par des mutations de BRAF et de MAP2K1 responsables
d’une activation anormale de la voie des MAP-kinases. Des mutations additionnelles a ces
anomalies drivers ont été identifiées. Nous nous sommes intéressés au géne KDM6A qui code
pour une lysine déméthylase exercant un rble de suppresseur de tumeur. Sa perte
d'expression sensibiliserait les cellules tumorales aux inhibiteurs d’EZH2, une
méthyltransférase. Afin d’étudier 'impact fonctionnel de l'inactivation de KDM6A dans la HCL,
nous avons transfecté un systéme CRISPR-Cas9 ciblant 'exon 4 du géne dans la lignée
cellulaire JVM-3. La perte d’expression de KDM6A dans cette lignée favorise I'activation de la
voie des MAPK sans modifier les capacités prolifératives des cellules, ni leur sensibilité aux
inhibiteurs de BRAF. Les cellules éditées présentent une meilleure résistance a la privation en
nutriments concordante avec une augmentation de I'expression de la survivine. Il n’a pas été
observé de sensibilité accrue des cellules modifiées aux thérapies ciblant I'épigénétique
incluant les inhibiteurs d’EZH2. L’inactivation de KDMG6A parait ainsi concourir a I'activation de
la voie oncogénique des MAPK dans la HCL mais modifie peu les capacités des
tricholeucocytes et leur réponse aux chimiothérapies et thérapies ciblées.

TITLE
FUNCTIONAL EFFECTS OF KDM6A MUTATIONS IN HAIRY CELL LEUKEMIA

Summary

Hairy cell leukemia (HCL) and its variant form (HCL-v) are B-cell lymphoproliferative disorders
characterized by BRAF and MAP2K1 mutations responsible of abnormal activation of MAP-
kinases signaling pathway. Additional mutations to these driver anomalies have been
identified. We are interested in the KDM6A gene which codes for a lysine demethylase exerting
a role of tumor suppressor. Its loss of expression would sensitize tumor cells to inhibitors of
EZH2, a methyltransferase. In order to study the functional impact of the inactivation of KDM6A
in HCL, we transfected a CRISPR- Cas9 system targeting exon 4 of the gene in the JVM-3 cell
line. The loss of expression of KDMG6A in this line promotes activation of the MAPK pathway
without modifying the proliferative capacities of the cells, nor their sensitivity to BRAF inhibitors.
The edited cells show better resistance to nutrient deprivation, consistent with an increase in
the expression of survivin. No increased sensitivity of the modified cells to epigenetic therapies
including EZH2 inhibitors has been observed. The inactivation of KDM6A thus appears to
contribute to the activation of the oncogenic pathway of MAPK in HCL but does little to modify
the capacities of the hairy-cells and their response to chemotherapies and targeted therapies.

Mots-clés
Leucémie a tricholeucocytes — Forme variante de la leucémie a tricholeucocytes — KDM6A —
UTX — Epigénétique — Inhibiteurs d’EZH2
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