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RÉSUMÉ 

Le rétrovirus Graffi induit des leucémies chez la souris et permet donc l'étude de 
phénomènes impliqués dans la leucémie ou plus généralement dans le cancer. Le but du 
présent projet a été de caractériser le rétrovirus murin Graffi et les leucémies induites afin 
d'apporter des éléments nouveaux aidant à la compréhension de la leucémie. 

La leucémie est une conséquence d'un dysfonctionnement de l'hématopoïèse. Les 
cellules leucémiques dérivent de progéniteurs hématopoïétiques qui ont subi des 
mutations et l'expression de plusieurs proto-oncogènes est dérégulée. Ainsi ces cellules 
anormales ne peuvent pas terminer le processus de différenciation, prolifèrent de façon 
anarchique, échappent à l'apoptose et envahissent l'organisme. Bien que ne formant pas 
de tumeurs solides, les cellules leucémiques ont beaucoup de caractéristiques en commun 
avec d'autres types de cellules cancéreuses. 

Le rétrovirus murin Graffi a été isolé en 1954 par Arnold Graffi, qui l'a caractérisé 
comme un rétrovirus induisant des leucémies myéloïdes. Son équipe et lui-même ont 
cependant été confrontés au phénomène qu'ils ont appelé 'diversification hématologique'. 
Récemment, 2 clones moléculaires ont été dérivés dans le laboratoire d'Eric Rassart à 
partir de l'extrait original du rétrovirus Graffi et qui correspondent à 2 génomes non 
défectifs, nommés GY-1.2 et GY-lA. Les leucémies induites par ces 2 variants avaient 
été classifiées comme myéloïdes, ceci basé sur l'observation morphologique de frottis 
sanguins. Une nouvelle étude de caractérisation des leucémies induites par ces 2 variants 
dans 3 souches de souris a montré que le rétrovirus Graffi est capable d'induire des types 
de leucémies très variés: lymphoïdes (T et B) et non-lymphoïdes (myéloïdes, érythroïdes 
et mégacaryoblastiques). Beaucoup de ces leucémies sont très complexes (leucémies 
mixtes ou biphénotypiques). Les leucémies mégacaryoblastiques sont particulièrement 
intéressantes car ces leucémies humaines sont associées à un mauvais pronostic et sont 
peu étudiées. L'étude a également révélée que la région enhancer du virus joue un rôle 
clé dans la pathogenèse, ceci correspondant à un plus grand nombre de leucémies 
lymphoïdes (T) induit par GY-1.2 en comparaison avec GY-1.4. 

Une analyse phylogénétique détaillée a été effectuée grâce à l'obtention des séquences 
génomiques de GY-1.2 et GY-1.4. Cette étude a montré que le rétrovirus Graffi est très 
proche des virus SRS 19-6 et Moloney. L'étude phylogénique réalisée est très large, 
prenant en compte des membres de chaque classe de la famille des rétrovirus murins de la 
leucémies (écotropiques, amphotropiques, xénotropiques, polytropiques). Le rétrovirus 
Graffi, avec les virus SRS 19-6, Moloney, Rauscher et Friend sont plus proches des virus 
de type Casistas que des virus xénotropiques. En outre, l'analyse a également révélée que 
l'enveloppe de HEMV, un prototype d'un virus ancestral et celle de CasBrE sont proches 
d'un point de vue phylogénique. 

Finalement, afin d'utiliser les avantages du modèle 'Graffi', le profilage génique de 
chaque type de leucémies induites par ce rétrovirus a été effectuée grâce à la technologie 
des micropuces à haute densité (Affymetrix). De très nombreuses données sont issues de 
cette analyse et beaucoup de gènes non encore reliés à la leucémie ont été mis en 
évidence. Certains de ces gènes sont potentiellement des oncogènes et leurs fonctions 
méritent d'être analysées de façon plus approfondie. L'expression de certains gènes a été 
validée par RT-PCR. 
En conclusion, le rétrovirus Graffi représente un modèle complexe mais très intéressant 
pour étudier divers types de leucémies. 

L'expérience des micropuces a permis de faire ressortir des gènes dont il serait 
intéressant d'approfondir l'étude de la fonction. Globalement, l'utilisation des 
nombreuses données issues de l'analyse des micropuces permet une meilleure 



compréhension des cellules leucémiques et des lignées hématopoïétiques 
correspondantes. Le profilage génique des leucémies induites par le rétrovirus Graffi a 
pennis d'ouvrir sur de nombreuses perspectives, certaines à caractères thérapeutiques. 
Ainsi, à plus long tenne, cela pourrait pennettre de fournir des éléments s'ajoutant aux 
outils de diagnostic, et d'identifier des gènes ou voies de signalisation pouvant être ciblés 
par des molécules inhibitrices. 

Mots-clés: rétrovirus murin de la leucémie, leucémie, oncogène, cancer, hématopoïèse 



CHAPITRE 1 

ÉTAT DES CONNAISSANCES 

1.1. Hématopoïèse et leucémie 

1.1.1. Hématopoïèse 

1.1.1.1. Définition 

L'hématopoïèse (du grec, haima: sang et poiesis: fabrication) est un processus 

complexe et hautement régulé qui pennet la production des globules rouges, des 

plaquettes et des globules blancs de l'orgarùsme. Toutes ces cellules différenciées 

proviennent de mêmes cellules souches hématopoïétique~ situées dans la moelle osseuse. 

Les cellules sanguines ont une durée de vie tellement courte qu'elles doivent être 

continuellement renouvelées à partir de cellules souches de la moelle osseuse par le 

processus de l'hématopoïèse. Chez l'humain, on estime la production quotidienne 

moyenne de 100 milliards de globules blancs, 200 milliards de globules rouges, et 100 

milliards de plaquettes (Kaushansky, 2006). 

1.1.1.2. Présentation générale des différentes cellules sanguines 

Les globules rouges (érythrocytes) et les plaquettes (thrombocytes) sont de petites 

cellules énuclées, les unes impliquées dans le transport des gaz (oxygène et gaz 

carbonique) dans l'organisme, et les autres dans la coagulation du sang (plaquettes). 

Les globules blancs (leucocytes) représentent plusieurs catégories distinctes de cellules. 

On distingue les globules blancs polynucléaires (basophiles, éosinophiles, neutrophiles), 

les monocytes (mononucléaires) et les lymphocytes (également mononucléaires). Ils sont 

impliqués dans la défense de l'organisme contre les différents pathogènes. Les 
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polynucléaires et les monocytes sont impliqués dans l'immunité innée et les lymphocytes 

dans l'immunité spécifique. 

Les polynucléaires ou granulocytes ont un noyau segmenté et leur cytoplasme est 

rempli de granules (lysosomes) qui contiennent des enzymes capables de tuer ou de 

digérer les bactéries ou autres pathogènes. Les monocytes, comme les polynucléaires, se 

rendent jusqu'aux sites d'infection où ils se différencient en très grosses cellules, les 

macrophages. Les macrophages sont capables de phagocyter des cellules entières, comme 

des cellules infectées par des virus ou de gros pathogènes. De plus, les macrophages sont 

capables de présenter des peptides spécifiques de ces pathogènes aux autres cellules du 

système immunitaire (présentation de l'antigène avec le complexe majeur 

d'histocompatibilité 1 ou II). Un autre composant de l'immunité innée est le système du 

complément. Les macrophages sécrètent certains éléments du complément et ont aussi à 

la surface les récepteurs du complément qui permettent la phagocytose des pathogènes 

opsonisés. 

Les lymphocytes B vont être à l'origine de la production d'une masse considérable 

d'anticorps lorsqu'ils reçoivent le signal de la présence d'un antigène spécifique. Les 

anticorps pennettent l'activation du système du complément et pennettent l'opsonisation 

des pathogènes pour faciliter leur phagocytose. Les lymphocytes T sont capables de 

détruire directement les cellules étrangères qu'ils rencontrent par cette reconnaissance 

spécifique d'antigènes. Les cellules T cytotoxiques tuent les cellules infectées par des 

pathogènes en injectant des granules lytiques et en induisant l'apoptose. 

Deux autres sortes de cellules existent, moins nombreuses que les précédentes. Il s'agit 

des cellules dendritiques et des cellules NK (Natural Killer). Les cellules dendritiques 

sont une autre sorte de cellules présentatrices d'antigènes comme les macrophages et qui 

ont comme fonction première d'activer les cellules T par la présentation d'antigène. Les 

cellules NK sont capables de tuer les cellules infectées de la même façon que les cellules 

T cytotoxiques mais n'ont pas besoin d'être activées au préalable par le mécanisme de 

présentation d'antigène (Janeway et al. 2004). 

Les cellules sanguines, le système immunitaire et l'hématopoïèse sont essentiels au 

fonctionnement des êtres multicellulaires qui peuvent être infectés par des pathogènes: 

ces systèmes sont conservés dans de nombreuses espèces et même chez les Invertébrés 

par exemple chez les Éponges. Chez la Drosophile, les cellules du système immunitaire 
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sont appelées hémocytes et sont composées de 3 types majeurs: plasmatocytes hyalins, 

cellules cristallines et lamellocytes. Elles sont impliquées dans l'imolluùté innée et les 

plasmocytes hyalins sont notamment l'équivalent des monocytes/macrophages. Même les 

gènes importants dans l'hématopoïèse des Mammifères ont leur équivalent chez d'autres 

espèces. Ainsi, Serpent, le gène de la Drosophile homologue de Gata-1 ,-2,-3 est essentiel 

à la survie et différenciation des 3 groupes d'hémocytes (Hartenstein 2006). Étant donné 

la conservation du système entre les espèces, on peut comprendre que les observations 

obtenues chez la souris sont majoritairement vérifiables chez l'humain également. 

1.1.1.3. Hématopoïèse embryonnaire 

Le système hématopoïétique chez les Mammifères a comme origine embryonnaire le 

feuillet mésodermique. L'origine des cellules hématopoïétiques est commune avec celui 

du système vasculaire endothélial et la cellule progénitrice est nommée hémangioblaste. 

Ce système hématopoiétique doit se mettre en place très tôt lors du développement à 

cause de la nécessité du transport de l'oxygène par les globules rouges (revu dans 

Cumano et Godin, 2007). Ainsi, au stade E7.0-E7.5 (chez la souris), les premiers îlots 

sanguins, nommés îlots de Wolff et Pander, apparaissent au niveau du sac vitellin de 

l'embryon. Les cellules au centre de ces îlots sont des érythroblastes primitifs: ils 

contiennent de la globine embryonnaire et ne se différencient pas en cellules énuclées. 

Peu à peu, il y a formation de lacs vasculaires à la surface du sac vitellin, puis de 

vaisseaux sanguins. La circulation entre le sac vitellin et l'embryon s'effectue 

approximativement au stade ES. A partir de ce stade, il y a également présence dans le 

sac vitellin de progéniteurs myéloides (Cumano et al 1996, Palis et al. 1999). 

Il existe un autre lieu de synthèse des progéniteurs hématopoiétiques qui est la région 

de la splanchnopleura para-ortique (Godin et a1.1993, 1995) et qui devient au cours du 

développement la région AGM (aorte-gonade-mésonéphros). Elle contient des 

progéniteurs multipotents Iymphoïdeslérythroïdes/myéloïdes (Cumano et al. 1996). 

Avec le développement de l'embryon, l'activité hématopoiétique du sac vitellin décline 

très vite entre le stade E11 et E12 (chez la souris) pour faire place à une hématopoïèse 

hépatique. Hypothétiquement les cellules souches produites dans la région de la 

splanchnopleura para-ortique et dans le sac vitellin migreraient dans le foie fœtal dans 

lequel elles se différencieraient. Une érythropoïèse définitive est établie dans le foie au 
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stade E9.5. A EII.5, le foie devient le lieu de maturation des différentes lignées 

hématopoïétiques (érythroïdellymphoïdelmyéloïde). 

Peu de temps avant la naissance, lorsque la croissance des os est assez avancée, 

l'hématopoïèse au niveau de la moelle osseuse se met en place. A la naissance, la moelle 

osseuse sera le site majoritaire de l'hématopoïèse, avec une hématopoïèse secondaire 

dans la rate (chez la souris uniquement et dans des cas pathologiques chez l'humain) et 

aucune dans le foie. 

1.1.1.4. L'hématopoïèse 

1.1.1.4.1. Processus général 

Le processus général de l'hématopoïèse, qui est pyramidal, est illustré sur la figure 1.1 

(Kaushansky 2006). Les cellules souches hématopoïétiques (HSC, hematopoietic stem 

cells) se trouvent au sommet de la pyramide. Ces cellules sont pluripotentes, dans un 

stade indifférencié, capables de se diviser indéfiniment et de donner naissance à tous les 

types de cellules sanguines. Pas à pas, certaines de ces cellules souches vont être 

entraînées dans des étapes de différenciation alors que certaines vont avoir comme rôle de 

maintenir le pool de HSC de la moelle osseuse. Les cellules dirigées dans le processus de 

différenciation deviennent des cellules progénitrices: ces cellules ont un nombre de 

division plus limité et sont programmées plus étroitement pour devenir une lignée 

cellulaire précise. Ainsi 2 types de cellules progénitrices se différencient à partir des 

HSCs: le progéniteur commun lymphoïde (CLP, common lymphoid progenitor) et le 

progéniteur commun myéloïde (CMP, common myeloid progenitor). 

Le CLP donne naissance à un progéniteur commun aux cellules T et NK (NKTP) et le 

progéniteur commun aux cellules B (BCP). Les cellules B matures se différencient à 

partir de BCP. NKTP se différencie soit en progéniteur commun aux leucémies T (TCP) 

ou en précurseur des cellules NK (NKP). Les précurseurs continuent leur différenciation 

jusqu'à la maturation complète des cellules T, et NK. Il est à noter que les cellules T 

terminent leur différenciation dans le thymus. 
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Figure 1.1: Schéma général de l'hématopoïèse (système pyramidal).
 
HSC: cellule souche hématopoiétique; CLP: progéniteur commun lymphoïde; TNK:
 
progéniteur des cellules T et NK; BCP: progéniteur des cellules B; TCP: progéniteur des
 
cellules T; NKP; précurseur des cellules NK; CMP: progéniteur commun myéloïde;
 
MEP: progéniteur érythro-mégacaryocytaire; GM: progéniteur granulo-monocytique; EP:
 
précurseur érythroide; MkP: précurseur mégakaryocytaire; GP: précurseur
 
granulocytique; MP: précurseur monocytique. Les facteurs de croissance les plus
 
importants sont notés en rouge. EPO: érythropoiétine; TPO: thrombopoiétine. Figure
 
adaptée de Kaushansky 2006 (Kaushansky 2006).
 

Le CMP donne naissance à la fois au progéniteur myéloïde (GM) qui va se différencier 

en granulocytes/monocytes/cellules dendritiques, et au progéniteur bipotent érythro

mégacaryocytaire (MEP) qui va se différencier en érythrocytes et en mégacaryocytes (qui 

produisent les plaquettes). GM peut se différencier en 2 voies distinctes pour séparer la 

voie des granulocytes polynucléaires (basophiles, éosinophiles, neutrophiles) et celle des 

monocytes (qui vont se différencier en macrophages). 

Les cellules semblent être guidées tout au long du processus de l'hématopoïèse par des 

dialogues intercellulaires avec des messages émis entre les cellules sous forme de 

cytokines et facteurs de croissance. L'environnement cellulaire est donc déterminant pour 

la différenciation des cellules. Les cellules stromales de la moelle osseuse sont connues 

pour jouer un rôle très important dans ce processus. 
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1.1.1.4.2. Les cellules souches hématopoïétiques (HSCs) et la 
moelle osseuse 

1.1.1.4.2.1. Les HSCs 

Les HSCs sont les cellules les plus indifférenciées de toutes les cellules du système 

hématopoiétique et le pool de HSCs doit donc être soigneusement conservé tout au long 

de la vie de l'organisme. Les HSCs sont classées en 2 groupes: les LT-HSCs (long-term 

HSCs) et les ST-HSCs (short-term HSCs). Les LT-HSCs sont capables d'oo nombre de 

division plus grand que les ST-HSCs; elles sont quiescentes alors que les ST-HSCs se 

divisent activement. 

Afin que le pool de HSCs soit maintenu, les cellules se divisent soit asymétriquement 

soit symétriquement. La division asymétrique va donner 2 cellules filles, l'une qui reste 

ooe HSC et l'autre qui va suivre le chemin de la prolifération et de la différenciation. La 

division symétrique donne 2 cellules filles qui restent dans le pool des HSCs. Dans des 

conditions normales, les divisions asymétriques sont les plus fréquentes. 

Les HSCs portent des marqueurs de surface spécifiques et qui les différencient des 

autres progéniteurs hématopoïétiques. Il est très important pour la purification et la 

manipulation de ces cellules de connaître le phénotype précis des HSCs. La fraction 

CD34+Lin· des cellules de la moelle osseuse est très enrichie en HSCs. Mais des études 

plus poussées sont effectuées pour permettre ooe purification plus parfaite des LT-HSCs. 

Une étude récente montre que les HSCs seraient définies par le phénotype CDI50+CD48

CD244- alors que les phénotypes CDl50-CD48+CD244- ou CDl50-CD48+CD244+ 

pourraient permettre la purification de progéniteurs plus différenciés (Kim et al. 2006). 

Des HSCs se trouvent également dans la circulation sanguine et dans le sang de cordon 

ombilical et peuvent être transplantées pour reconstruire le système hématopoïétique. 
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1.1.104.2.2. Microenvironnement de la moelle osseuse 

La moelle osseuse est formée dans la cavité de l'os. C'est une structure complexe, dont 

l'organisation est peu à peu découverte (figure 1.2). Il existe dans cette cavité des cellules 

stromales formant le microenvironnement de la moelle osseuse, et des vaisseaux 

sanguins. Dans la moelle osseuse se trouvent tous les progéniteurs hématopoïétiques qui 

sont retenus dans cet environnement jusqu'à ce que leur différenciation soit achevée, et 

ils passent alors dans la circulation sanguine. Autres que les cellules hématopoïétiques, il 

faut noter également la présence de cellules souches mésenchymateuses qui donnent 

naissance par exemple aux cellules stromales et aux cellules endothéliales. 

SinusoidalMobllrzatlon 
vessel 

Recruilment HSCSlHPCSr FGF 4 • 
'SDF'l). 

SNO œil
 
N-c;;jhcri.'l +
 

C045 sKilL
 

+ 
r.~MP·9 

HSC- + 
Tle2' '- S!ress .... SDF-1 VEGF
 

Lin Sca-1" c-kil"
 
N-ea<1I1et"ln'
 

CD4S"
 Csleoblas! 

1 1 
Osteoblas! niche Vascular niche 

L-..JLI,--J,<--------------------------------.JI 
Bona 1 Bone marrow 

Endosteal 

Figure 1.2: Organisation du microenvironnement de la moelle osseuse. Figure tirée 
de Yin et Li, 2006. La niche ostéoblastique et la niche vasculaire y sont représentées. 

Deux structures dans la cavité osseuse sont particulièrement importantes et sont 

nommées la niche ostéoblastique et la niche vasculaire. Les niches sont les gardiens du 

pool de HSCs: les HSCs se regroupent dans ces sites et s'y auto-renouvellent. La fonction 

de ces niches est de réguler l'équilibre entre les divisions asymétriques et symétriques et 

les facteurs sécrétés par les cellules composant la niche assurent la survie des HSCs (Yi 

and Li 2006). 

La niche ostéoblastique se situe le long de la paroi des os et la niche vasculaire est 

composée de cellules endothéliales qui composent la paroi des vaisseaux sanguins. De 

plus en plus de modèles penchent vers l'hypothèse selon laquelle les HSCs seraient plus 
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quiescentes dans la niche ostéoblastique alors qu'elles seraient plus prolifératives dans la 

niche vasculaire. La niche vasculaire fournit un environnement plus riche en nutriments, 

en facteurs de croissance, et en oxygène. Cette niche pourrait également faciliter la 

migration trans-endothéliale des cellules hématopoïétiques vers la circulation sanguine 

ainsi que faciliter le phénomène de homing (Yi and Li 2006). 

Que ce soit entre les cellules hématopoïétiques et les cellules stromales, ou avec celles 

de la niche ostéoblastique ou vasculaire, ou même entre elles, les cellules s'envoient des 

messages chimiques sous formes de cytokines pour réguler leur prolifération ou 

différenciation. Des molécules d'adhésion spécifiques permettent aussi la rétention des 

cellules hématopoïétiques dans certains secteurs précis de la moelle osseuse. 

1.1.1.4.2.3. Les facteurs de croissance 

Certains facteurs de croissance sont nécessaires à la survie et à la prolifération des 

cellules multipotentes et cela à tous les stades de différenciation. Ces facteurs se trouvent 

dans le microenvironnement de la moelle osseuse. Ils se fixent sur des récepteurs 

spécifiques à la surface des cellules hématopoïétiques envoyant des signaux de survie, de 

prolifération ou de différenciation à l'intérieur de la cellule. 

Ainsi Notchl est exprimé à la surface des HSCs et Jagl à la surface des ostéoblastes et 

des cellules stromales. Les signaux envoyés par le contact de ces 2 molécules permettent 

l'expansion de la population des HSCs (Yi and Li 2006). De même, l'interaction de 

ANG 1 (angiopontine 1) située sur les ostéoblastes et TIE2 (une protéine tyrosine kinase) 

située sur les HSCs favorise la quiescence ainsi que l'adhérence sur la niche 

ostéoblastique des HSCs (Yi and Li 2006). 

Certains des facteurs de croissance sont solubles (cytokines). Ils agissent sur les 

cellules hématopoïétiques à tous les stades de différenciation. Parmi ces facteurs, on peut 

citer les plus importants et les plus caractérisés: l'érythropoïétine (Epo), la 

thrombopoïétine (Tpo), le facteur steel (SCF pour Steel œIl factor, il est le ligand du 

récepteur Kit), le ligand de Flt3, le G-CSF (Granulocytic-Colony Stimulating Factor), le 

GM-CSF (Granulocytic-Monocytic CSF), les interleukines, 2 (IL-2), 3 (IL-3) et 7 (IL-7) 

(Kaushansky 2006). SCF et la Tpo sont très importants pour les étapes précoces de la 

différenciation et notamment pour la survie et la prolifération des cellules souches 
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hématopoïétiques. La Tpo est aussi nécessaire. à la mégacaryopoïèse et à la production 

plaquettaire. L'Epo agit sur l'érythropoïèse et son effet rapide sur l'augmentation de la 

quantité de globules rouges est bien connu par de nombreux sportifs professionnels. Le 

GM-CSF et le G-CSF sont importants pour la différenciation myéloïde. ll.-7 agit plus 

spécifiquement sur la lignée lymphoïde (figure 1.1). 

Les sites de production de ces facteurs solubles ne sont pas forcément le 

microenvironnement de la moelle osseuse. Ils arrivent dans la moelle osseuse par la 

circulation sanguine. Ainsi, l'Epo et la Tpo sont produits majoritairement par le foie et les 

reins, le G-CSF par les macrophages et les cellules endothéliales (Kaushanslcy 2006). 

1.1.1.5 Décisions d'engagement dans une lignée et réseau de 
régulation génique 

Un type cellulaire est unique par rapport à un autre grâce au progranune génique qui 

est activé spécifiquement. C'est ce programme qui est modifié peu à peu lors des étapes 

de différenciation à partir des cellules souches hématopoïétiques. 

Certains gènes, éteints dans les HSCs quiescentes vont être activés et vont provoquer la 

prolifération des cellules. Par exemple, l'expression de Kit dont le ligand est SCF (voir 

section précédente) maintient les cellules dans un état prolifératif et c'est le complexe de 

SCL avec ses partenaires d'interactions qui agit en activant la transcription de Kit (Loose 

et al. 2007). 

L'activation ou l'inhibition de certains gènes clés vont guider les cellules dans une voie 

de différenciation précise. Par exemple, une augmentation de l'expression de Gatal dans 

les cellules souches va les conduire vers la différenciation myéloïde (Loose et al. 2007). 

Le programme génique semble être régulé par les signaux extracellulaires et par 

l'action des facteurs de transcription à l'intérieur de la cellule. 

Ainsi une hypothèse pour expliquer le destin d'une cellule est qu'il résulterait d'une 

compétition entre plusieurs facteurs de transcription dans une cellule en voie de 

différenciation (Loose et al. 2007). Par exemple, 2 facteurs de transcription nommés a et 

b auraient des rôles antagonistes: ils vont se fixer sur les mêmes sites mais n'auront pas le 

même effet sur l'expression des gènes cibles. Si dans une cellule, le facteur a se fixe 
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avant b, il va déclencher une série de réaction amenant la cellule à se différencier dans 

une voie; si le facteur b se fixe avant a, une autre voie de différenciation sera engagée. 

Par exemple, une forte expression de Sc! va plutôt conduire les cellules souches à se 

différencier en cellules myéloïdes (CMP) plutôt qu'en cellules lymphoïdes (CLP). 

Cependant, la protéine SCL agit avec des partenaires d'interaction. Un de ses partenaires 

d'interaction est E2A et si la concentration de celui-ci augmente, alors la différenciation 

se fera plutôt vers la lignée lymphoïde (Loose et al. 2007). 

De même, il existe une compétition entre les facteurs de transcription GATA 1 et PU-I 

dans les cellules CMP (figure 1.3). Les 2 facteurs sont antagonistes, c'est-à-dire que 

GATAI inhibe l'activité de PU.I et PU.l inhibe l'activité de GATAl, et cela par 

interaction physique entre les 2 protéines. GATAI dirige les CMP vers la différenciation 

en MEP (progéniteur érythro-mégakaryocytaire) alors que PU.l dirige vers la 

différenciation en GM (progéniteur granulocytique/monocytique). Ainsi, une 

concentration plus grande en GATAI ou en PU.I va déterminer le destin de la cellule 

(Graf 2002). 

MEP ceU 

Myeloid ceU 

Figure 1.3: Antagonisme entre GATA-l et PU.1. Figure tirée de Graf, 2002. MEP: 
progéniteur érythro-mégacaryocytaire. 
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1.1.1.6. Les différentes lignées 

Une description plus détaillée sur la différenciation des principales lignées va être 

présentée avec une attention particulière portée sur les facteurs de transcription ou gènes 

clés de ces lignées. 

1.1.1.6.1 Différenciation de la lignée lymphoïde 

La lignée lymphoïde débute à partir du CLP (common /ymphoid progenitor). Les 

caractéristiques de l'engagement d'une cellule dans la voie lymphoïde sont 

l'augmentation des gènes Flt-3, IL7Ra (récepteur de l'interleukine 7) et des gènes de 

recombinaison Ragl et Rag2. Deux facteurs de transcription, lkaros et Pu.1, ont une 

implication majeure dans l'initiation de la différenciation lymphoïde. Ainsi, les souris 

knock-out pour Ikaros ne produisent aucune cellule T, B ou NK. Les progéniteurs 

lymphoïdes les plus primitifs existent tout de même dans ces souris knock-out mais 

n'expriment pas les gènes Flt-3, IL7Ra et RagI,-2. Les souris knock-out pour Spil (PU.l) 

meurent environ au moment de la naissance et ne contiennent aucune cellule T, B, et NK 

et ont un nombre très réduit de progéniteurs lymphoïdes (Ye and Graf, 2007). 

1.1.1.6.1.1. Développement des cellules B 

Les étapes clés du développement des cellules B sont décrites par rapport à l'évolution 

des réarrangements des chaînes de l'immunoglobuline qui vont servir à établir les 

récepteurs des cellules B (BCRs: B ce// receptors). Les différentes étapes du 

développement des cellules B sont illustrées sur la figure 1.4. Le récepteur des cellules B 

sert à reconnaître les antigènes. Il est composé d'une chaîne lourde et d'une chaîne légère 

d'immunoglobuline. Chaque chaîne d'immunoglobuline provient du réarrangement de 3 

segments, V, D et J. Comme de nombreuses copies existent pour chaque segment, le 

réarrangement des chaînes est légèrement différent pour chaque cellule B formée, ce qui 

garantit la diversité des BCRs et permet à l'organisme de répondre à de nombreux 

pathogènes (Janeway et al. 2004). 
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Développement des cellules B lkaros CLP 
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Figure 1.4: Le développement des cellules B. Illustration des étapes principales à partir 
du progéniteur commun lymphoïde (CLP). Les facteurs de transcription clés sont 
indiqués en rouge. Le stade qui correspond aux leucémies induites par le rétrovirus Graffi 
est également indiqué en encadré rouge (chapitre IV). 

Lors du développement des cellules B, le premier stade, appelé pro-B, est 

caractérisé par le réarrangement des segments OH et JH suivi de celui des segments VH et 

OJH de la chaine lourde de l'immunoglobuline. La fin du réarrangement VDJH conduit à 

l'expression de la chaîne Il de l'immunoglobuline et ceci atteste du passage du stade pro

B au stade pré-B avec l'expression du pré-BCR à la surface des cellules. Il s'ensuit le 

réarrangement de la chaîne légère de l'immunoglobuline pour finalement conduire à 

l'expression d'un BCR fonctionnel à la surface. Les cellules B immatures, exprimant des 

molécules d'IgM à la surface migrent dans la rate et si elles sont tolérantes au soi, elles 

continuent leur différenciation en cellules B naïves (Janeway et al. 2004). 
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Des facteurs de transcription contrôlent les étapes clés du développement des cellules B 

(figure 1.4) et des points de contrôle sont situés après les différentes étapes des 

réarrangements. Le rôle des facteurs de transcription principalement impliqués dans le 

développement des cellules B va être discuté brièvement. 

Le facteur de transcription PU.I qui a un rôle dans l'engagement des cellules dans la 

voie lymphoïde, aiderait également l'engagement dans la voie spécifique du 

développement des cellules B: il aiderait à l'augmentation de l'expression des gènes Ebf 

(early B-cell factor) et IL7ra. En effet l'expression forcée de Spi 1 (PU-I) dans des 

cellules knock-out pour ce gène a comme conséquence une augmentation de l'expression 

de Ebf et IL7ra. De plus, ces 2 gènes ont des sites de liaison à PU.I dans leurs régions 

régulatrices (Ye et Graf, 2007). 

Les facteurs E2A et EBF ont un rôle dans l'initiation des réarrangements des segments 

~ et JH• En l'absence de ces facteurs, le développement est arrêté au stade pro-B avant 

les étapes de réarrangement. L'expression forcée de Ebf peut activer le programme de 

différenciation en cellule B même en l'absence de pu. 1 ou E2A. Le rôle de EBF est donc 

en aval de celui de PU.I et E2A: des sites de liaisons de E2A sur les séquences 

régulatrices de EBF ont effectivement été trouvés. L'expression de Ebf est également 

activée par la voie de signalisation passant par l'interleukine 7 (IL7ra et Stat5). EBF 

stimule l'expression de Mbl (CD79a, qui permet l'escorte du BCR à la surface) et de 

Pax5 (Ye et Graf, 2007). 

Pax5 agit principalement après le stade pro-B. Il a un double rôle, celui d'activer les 

gènes spécifiques de la lignée B et celui de réprimer des gènes de totipotence ou d'autres 

lignées. Les cellules B knock-out pour Pax5 sont arrêtées au stade pro-B et ont une grande 

capacité d'auto-renouvellement et de totipotence comme les progéniteurs 

hématopoïétiques. Les gènes spécifiques ciblés par Pax5 sont ceux constituant le pré

BCR et le BCR. Les gènes réprimés par PAX5 sont par exemple Notch-I (qui conduit à la 

différenciation des cellules T) et c-fms (qui conduit à la différenciation de la lignée 

myéloïde). Il réprime également Flt3 (Fuxa and Skok, 2007). 

Finalement, Foxpl est également un facteur clé dans le développement des cellules B. Il 

agit dans la transition du stade pro-B vers pré-B, lors de la recombinaison V(D)J (Fuxa 

and Skok, 2007). 
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1.1.1.6.1.2. Développement des cellules T 

La première étape importante pour le développement des celluJes T est la migration 

d'un progéniteur multipotent de la moelle osseuse vers le thymus. Des études récentes 

indiquent que le phénotype de ces cellules multipotentes porte le phénotype Lin-Sca

ftKit+ (Ye et Graf, 2007). Le thymus n'offre pas le même microenvironnement que la 

moelle osseuse et les signaux extracellulaires comme ceux envoyés par les ligands de 

Notchl ou par l'interleukine 7 vont amener ces cellules multipotentes vers la 

différenciation en cellules T. 

Les principales étapes de différenciation des cellules T sont illustrées sur la figure 1.5. 

Les cellules pro-T sont d'abord caractérisées par un phénotype double-négatif (ON) qui 

correspond à l'absence d'expression des molécules CD4 et CDS (Janeway et al. 2004). 

Les étapes de différenciation sont marquées, comme pour le développement des 

cellules B, par le réarrangement progressif du récepteur des cellules T (TCR). Il existe 2 

lignées distinctes de cellules T portant soit un TCR composé des chaînes °et y soit 

composé des chaînes 0. et ~. Le récepteur des cellules CD4 et CDS est composé des 

chaînes a et ~ associées aux différentes chaînes de la molécule CD3. Le réarrangement 

allélique des chaînes 0, y, ~ se passe au niveau du stade DN. Le premier point de contrôle 

est le contrôle du réarrangement réussi des chaînes 0, y, ~ (Janeway et al. 2004). 

Le point de contrôle vérifiant le réarrangement de la chaîne ~ est hautement régulé et 

est nommé la sélection ~. Les cellules n'ayant pas réussi le réarrangement meurent par 

apoptose. A partir de ce point, les cellules ayant réussi passent du stade DN à DP (double 

positif) avec l'expression concomitante de CD4 et de CDS. A partir de ce moment, les 

cellules commencent le réarrangement de la chaîne 0. du TCR. Une fois ce réarrangement 

réalisé, un autre point de contrôle, appelé sélection positive, teste les cellules pour la 

tolérance au soi. De nombreuses cellules échouent ce test et meurent par apoptose. Les 

cellules survivantes continuent leur différenciation en cellules simple-positives, soit en 

CD4+CDS- ou en CD4"CDS+ (Janeway et al. 2004). 

Les facteurs de transcription majeurs impliqués dans la différenciation des cellules T 

sont NOTCHl, GATA3, E2A et HEB. Il faut noter qu'une diminution de l'expression de 

PU.1 est nécessaire pour l'engagement dans la voie de différenciation. Certains gènes 

spécifiques des cellules T comme Rag-I, Rag-2, les chaînes y et e du CD3, Lat et Lck 

doivent augmenter leur expression dès les premières étapes de la différenciation. 
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Figure 1.5: Le développement des cellules T. Illustration des étapes principales à partir 
du progéniteur commun lymphoïde (CLP). Les facteurs de transcription clés sont 
indiqués en rouge. Le stade qui correspond aux leucémies induites par le rétrovirus Graffi 
est également indiqué en encadré rouge (chapitre IV). 

1.1.1.6.1.2.1. Notch 1 

Le facteur de transcription Notchl est indispensable au développement des cellules T. 

Lors d'un knock-out de Notchl, les précurseurs ne peuvent pas se développer en cellules 

T dans le thymus et, de façon étonnante, des cellules B se développent à la place. 

L'expression forcée de Notchl dans des précurseurs hématopoïétiques conduit à la 

différenciation en cellules T et bloque en même temps le programme de différenciation en 

cellules B. NOTCHI et les gènes qu'il active directement sont les plus fortement 

exprimés dans les stades DN avant la sélection ~. Après ce stade, l'expression de Notchl 

diminue. 
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Cependant, Notchl joue également un rôle important dans les étapes de différenciation 

plus en aval, soit au moment de la sélection ~, de la sélection positive et de la 

différenciation des cellules CD4+. Ainsi son rôle dans le réarrangement du TCR~ a été 

montré par un knock-out conditionnel avec l'activation de la délétion dans les cellules DN 

intra-thymiques (stade correspondant au réarrangement de la chaîne ~). L'expression 

forcée et constitutive de ce gène perturbe l'expression des gènes spécifiques au stade DP, 

perturbant la sélection positive, et pouvant conduire au développement de la leucémie 

(Rothenberg and Taghon, 2005) 

1.1.1.6.1.2.2. Gata3 

Gata3 est le facteur de transcription unique qui apparaît spécifiquement dans une seule 

lignée hématopoïétique, soit la lignée T (Rothenberg and Taghon, 2005). Il faut noter 

qu'il intervient tout de même dans des cellules non-hématopoïétiques. Les souris knock

out pour Gata3 meurent en cours de gestation; il y a une réduction du nombre de 

progéniteurs hématopoïétiques avec une absence complète de maturation de la lignée T et 

un défaut de maturation des cellules NK. Les gènes cibles de GATA3 sont notamment 

Rag-2, IL4 et les gènes favorisant la formation du TCR. 

L'expression de Gata3 augmente quand la différenciation en cellules T commence et 

atteint un pic lors de la prolifération intense qui se produit au stade de la sélection ~. Des 

expériences de knock-outs conditionnels prouvent ce rôle dans la transition du stade DN 

au stade DP (Rothenberg and Taghon, 2005). 

Plus en aval dans le processus de différenciation, l'expression de Gata3 est également 

forte lors de la sélection positive des cellules CD4+ et il bloque le développement des 

cellules CD8+ (Rothenberg and Taghon, 2005). 

De façon inattendue et différente des autres facteurs de transcription clés, l'expression 

forcée de Gata3 dans des précurseurs hématopoïétiques non-thymiques ou thymiques ne 

permet pas d'influencer la différenciation vers la lignée T. Même au contraire, cela abolit 

l'engagement vers la lignée T (Rothenberg and Taghon, 2005). Il est possible que 

GATA3 ait un rôle diversifié et que ses actions sur la différenciation soient réalisées par 

exemple en synergie avec des co-facteurs bien spécifiques. 
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1.1.1.6.1.2.3. E2A, Heb, E2.2 

Des facteurs de transcription de la famille hélice-boucle-hélice de type J, les facteurs E, 

jouent également un rôle fondamental dans la différenciation des cellules T. La perte de 

ces facteurs abolit complètement le développement des cellules T. Les thymocytes 

n'expriment pas seulement le facteur E2A également impliqué dans le développement des 

cellules B mais aussi HEB et E2.2 (Tcf4). L'hétérodimère E2NHEB agit comme un 

régulateur positif de Gata3. Certains des gènes ciblés par ces facteurs de transcription E 

sont notamment Rag-l, Rag-2 et Cd4. E2A agit dans les stades plus précoces par rapport 

à HEB et E2.2. HEB agit notamment dans la transition entre le stade DN et le stade DP 

(figure 1.5). Ces facteurs agissent en provoquant un arrêt du cycle cellulaire lors des 

différents points de contrôle rencontrés lors de la différenciation (Rothenberg and 

Taghon, 2005) 

En conclusion, il est à noter que la cascade de régulation, c'est-à-dire l'ordre dans 

lequel agissent les différents facteurs de transcription impliqués dans la différenciation T, 

n'est pas aussi clairement établie que pour les cellules B, peut-être parce que ces facteurs 

de transcription jouent tous des rôles à de multiples étapes de la différenciation. 

1.1.1.6.2. Différenciation de la lignée non-lymphoïde 

La lignée non-lymphoïde se sépare en 2 branches à partir du CMP, l'une conduisant à 

la lignée myéloïde à partir du progéniteur granulo-monocytaire (GM) et l'autre aux 

lignées érythroïde et mégacaryocytaire à partir du progéniteur MEP (figure 1.l). Les 

CMPs se trouvent dans la fraction Il7Raî<it~in-Sca- r des cellules de la moelle osseuse. 

Dans cette population, les cellules FcylllIlIhiCD34+ définissent les GMs alors que les 
,o

cellules FcyIIl1lI CD34- définissent les MEPs. 
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1.1.1.6.2.1. La lignée myéloïde 

Le facteur de transcription PU.l oriente les CMPs afin qu'ils prennent la voie de 

différenciation myéloïde. Les progéniteurs GM purifiés et mis en culture génèrent 

majoritairement des neutrophiles, des monocytes et macrophages et une population 

mineure d'éosinophiles, basophiles et cellules mastocytaires. Dans la moelle osseuse, un 

progéniteur éosinophilique a été isolé et il est caractérisé par l'expression d'interleukine 

5. Il existe un progéniteur bipotent basophile/mastocytaire ainsi qu'un progéniteur 

bipotent monocyte/cellule dendritique. 

Les facteurs de transcription impliqués majoritairement dans la lignée myéloïde sont 

PU.I, CIEBPae, IRF8, GFI\. Ces facteurs de transcription régulent l'expression de 

beaucoup de gènes myéloïdes comme ceux codant pour M-CSF, G-CSF, GM-CSF ou les 

composants des granules (Iactoferrine) (Rosenbauer and Tenen 2007). 

1.1.1.6.2.1.1. PU.I 

PU.I est un facteur de transcription de type Ets et est codé par le gène Spi\. Il est 

nécessaire à l'établissement de l'engagement dans la voie myéloïde et de l'expression des 

premiers gènes spécifiques de cette lignée. Des motifs de liaison à PU.I sont présents sur 

les régions régulatrices de pratiquement tous les gènes myéloïdes. Spi-I est exprimé 

fortement par les progéniteurs myéloïdes mais aussi par les cellules matures myéloïdes. 

Le knock-out de Spi-I conduit à une hématopoïèse fœtale défectueuse avec une absence 

complète de cellules B et de macrophages (Rosenbauer and Tenen 2007). 

PU.I agit au niveau des stades précoces de la myélopoïèse mais aussi dans les stades 

tardifs comme la granulopoïèse. Les effets de PU.I sont dose-dépendants: de fortes 

quantités de PU.I supportent la production de macrophages alors que de faibles quantités 

conduisent plutôt à la production de granulocytes (Rosenbauer and Tenen 2007). 
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1.1.1.6.2.1.2. C/ebpa 

Alors que PU.l est nécessaire à la formation des CMP à partir des cellules souches, 

C/ebpa est nécessaire à la fonnation des GMs à partir des CMPs. C/ebpa est exprimé par 

les CMPs, GPs, les granulocytes mais pas par les macrophages. Le knock-out de ce gène 

conduit à une absence de différenciation myéloïde à partir des progéniteurs CMPs. 

De façon surprenante, C/ebpa n'est pas nécessaire au développement de la 

granulopoïèse après le stade GM puisqu'elle s'effectue normalement dans des souris 

portant un knock-out conditionnel. CIEBPa régule la transcription de nombreux gènes 

mais joue également un rôle dans l'arrêt du cycle cellulaire à divers points de contrôle 

(Rosenbauer and Tenen 2007). 

1.1.1.6.2.1.3. Irf8 

La décision d'une cellule de se différencier en monocytes/macrophages ou en 

granulocytes est orchestrée par PU.I à l'aide notanunent d'un de ses partenaires 

d'interaction IRF8. Dans la lignée myéloïde, Irf8 est exprimé par les progéniteurs 

myéloïdes et les macrophages mais pas par les granulocytes. 

Le knock-out de lrf8 conduit à l'apparition d'un syndrome myéloprolifératif chez la 

souris qui ressemble aux leucémies chroniques myéloïdes de l'humain. Dans les souris 

knock-out, le nombre de granulocytes et les précurseurs correspondants sont augmentés 

mais il y a moins de macrophages. Lorsque l'on restaure l'expression de ce gène, la 

différenciation en macrophages apparaît de nouveau (Rosenbauer and Tenen 2007). 

1.1.1.6.2.1.4. Gfi 1 et C/ebpc 

Gfi 1 et C/ebpc sont 2 facteurs de transcription qui agissent en aval des progéniteurs 

GMs et orientent la différenciation vers la granulopoïèse. 

Gfi 1 est un répresseur de la transcription. Son expression est élevée dans les 

neutrophiles. Son knock-out induit une hématopoïèse défectueuse avec une absence totale 

de neutrophiles. La différenciation des neutrophiles est bloquée juste en aval du stade GM 

(Rosenbauer and Tenen 2007). 
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Le knock-out de C/ebpE induit un phénotype semblable mais plus large, avec un 

blocage de toute la granulopoïèse et des macrophages matures anormaux (Rosenbauer 

and Tenen 2007). 

1.1.1.6.2.2. La lignée érytho-mégacaryopoïétique 

1.1.1.6.2.2.1. Différenciation érythropoïétique et mégacaryopoïétique 

Ces 2 lignées sont très proches. Elles partagent beaucoup de facteurs de transcription 

en commun. Cependant elles finissent par devenir des cellules matures très spécialisées et 

très différentes et n'ont pas beaucoup de protéines en commun. Le progéniteur bipotent 

MEP a été isolé seulement récemment (Debili et al. 1996, Akashi et al. 2000, Vanucchi et 

al 2000). Auparavant, on pensait que les 2 voies déviaient à partir du progéniteur 

commun myéloïde (CMP). Ainsi, la découverte du MEP apporte une preuve 

supplémentaire de la promiscuité entre ces 2 lignées. 

La mégacaryopoïèse conduit à la production de cellules géantes, les mégacaryocytes. 

La figure 1.6 schématise les étapes de la mégacaryopoïèse. Cette population 

mégacaryocytaire est peu nombreuse, représentant moins de 1% des cellules myéloïdes 

de la moelle osseuse (Patel et al. 2005). Cependant un mégacaryocyte est capable de 

produire à lui seul des milliers de plaquettes par un mécanisme nommé thrombopoïèse. 

La différenciation des mégacaryoblastes a pour but de produire une cellule de plus en 

plus grosse, dont le noyau devient polyploïde par le processus de l'endomitose. Le noyau 

polyploïde sert à synthétiser rapidement toutes les protéines qui vont être nécessaires à la 

formation et au fonctionnement des plaquettes. En même temps, il se forme un système 

complexe de membranes internes. Ce système va permettre la formation des membranes 

des nombreuses plaquettes à partir d'un seul mégacaryocyte. Lors de la thrombopoïèse, 

les plaquettes sont assemblées à partir des pseudopodes formés dans les mégacaryocytes 

matures (revu par Shivdasani et al 2001). La figure 1.6 montre une photographie de la 

formation des pseudopodes et des proplaquettes (Ishida et al. 1996). Les plaquettes sont 

des cellules anucléées qui contiennent des granules denses et quelques ARNs messagers 

(ceux des gènes GpIba, GpIIb, et Pf4) ainsi que la machinerie nécessaire à la traduction. 

Le mégacaryocyte et les plaquettes restent à l'heure actuelle des cellules mystérieuses, 

dont le rôle ne doit pas être simplifié à la coagulation du sang (voir chapitre N) 
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Lors de l'érythropoïèse, les cellules en cours de différenciation deviennent de plus en 

plus petites. Les différentes étapes de l'érythropoïèse sont illustrées sur la figure 1.7. Peu 

avant la différenciation terminale, les globules rouges commencent à perdre leur noyau 

(réticulocytes). Ainsi les globules rouges sont chez les Mammifères des cellules énuclées, 

d'où leur durée de vie courte. Comme les plaquettes, quelques espèces d'ARNs 

messagers, principalement ceux de la globine, restent dans les globules rouges. 

MEP 
Megakaryocy!ic commitment ~: 

Grafffi OkKit+CD41-1
induced Mk 0 / _: 

C;~I~-l 
leukemias: kKit+CD41+1- •/~ -.(.,,",-2 
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2N \l)CKil ; 

16-64N (j) 
mature ~ Nr:-K2 
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producing 
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(Ishida et al. 
1996) 

from Shivdasani 2001plalelets 

Figure 1.6: La mégacaryopOlese. Illustration des étapes principales à partir du 
progéniteur éryhtro-mégacaryopoïétique (MEP). Les facteurs de transcription clés sont 
indiqués en rouge. Le stade qui correspond aux leucémies induites par le rétrovirus Graffi 
est également indiqué (chapitre IV). 

Certains marqueurs de surface différencient les mégacaryoblastes et les érythroblastes 

(figures 1.6 et 1.7). Les 2 lignées expriment fortement Kit à des stades immatures mais 

l'expression de celui-ci diminue avec la différenciation. CD41 (glycoproteine lIb) 

caractérise la lignée mégakaryoblastique: plaquettes, mégacaryocytes et 
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mégacaryoblastes (Uzan et al. 1991). TER119 et CD71 caractérisent la lignée érythroïde 

(Kina, et al. 2000, Lok and Loh. 1998). 

Erythl"Oid commitment 

A Grafffi·Ter1191"W ____ Q~dE 
-----... leukemlas: 

Scl/Lmo2 
erythroblasts fferI19++('071+ 1

\/

logl. 
(;alll-I 

normoblasts 

EKLF \
 
reticulocytes

U~I.I· 

Trinl III 

SlolS Ter119hieh Red cells 

from Perry et al. 2002 

Figure 1.7: L'érythropoïèse. Illustration des étapes principales à partir du progéniteur 
érythro-mégacaryopoïétique (MEP). Les facteurs de transcription clés sont indiqués en 
rouge. Le stade qui correspond aux leucémies induites par le rétrovirus Graffi est 
également indiqué (chapitre IV). 

1.1.1.6.2.2.2. Rôle clé de certains facteurs de transcription 

Certains facteurs ayant des rôles clés dans la différenciation érythroïde ou 

mégacaryocytaire sont montrés sur les figures 1.6 et 1.7. Beaucoup de facteurs de 

transcription ont des rôles déterminants à la fois dans l'érythropoïèse et dans la 

mégacaryopoïèse (GATAl, FOG-I, SCL, GATA2, FLI-l). Certains autres ont des rôles 

plus spécifiques à une lignée et les exemples de EKLF et HERFI (érythroïdes), RUNXI 

et NFE2 (mégacaryocytaires). 
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1.1.1.6.2.2.2.1 Gatal 

Une protéine jouant indubitablement un rôle dans l'érythropoïèse est GATA1. Elle 

appartient à la famille des facteurs de transcription en doigt de zinc. Gatal a été 

premièrement identifié par sa capacité à lier des séquences régulatrices des gènes de la 

globine (Cantor et al. 2002). Depuis, des motifs de liaison à GATAI «T/A)GATA(AlG)) 

ont été identifiés au niveau de promoteurs et/ou enhancers de tous les gènes érythroïdes 

étudiés (Cantor et al. 2002). Des souris knock-out mâles hémizygotes pour Gatal meurent 

au jour EIO.5 de gestation d'une anémie sévère avec un arrêt de la maturation érythroïde 

au stade pro-érythroblastes (Gata1 est situé sur le chromosome X) (Orkin 2002). Les 

cellules souches embryonnaires Gatal' ne sont pas capables de se différencier en culture 

au-delà du stade érythroblaste et sont conduites en apoptose, indiquant un rôle de Gatal à 

la fois sur la survie cellulaire et aussi sur la maturation (Weiss and Orkin 1995). 

Gatal, présent dans les mégacaryocytes, joue également un rôle fondamental dans la 

mégacaryopoïèse (Shivdasani et al. 2001). Comme dans l'érythropoïèse, les régions 

régulatrices de certains gènes spécifiques des mégacaryocytes comportent toutes des sites 

GATA quelquefois combinés à des sites Ets comme c'est le cas par exemple pour les 

gènes PF4 (platelet factor 4), p451NFE2 et GpIlb (Shivdasani et al. 2001) et Fli-I 

(Barbeau et al 1999). Les cellules mégacaryoblastiques issues de souris knock-out pour 

Gatal montrent une maturation incomplète (Orlan 2002). Un knock-out sélectif de Gatal 

dans les cellules mégacaryopoïétiques, conduit à la production de mégacaryocytes 

anormaux, petits et immatures et hyperprolifératifs (Orkin 2002, Shivadasani et al. 2001). 

La prolifération anormale de ces mégacaryocytes suggère que Gatal est un régulateur 

négatif de la prolifération cellulaire dans les progéniteurs mégacaryopoïétiques et 

différent de celui joué dans la lignée érythropoïétique. GATA-l favorise la maturation 

des mégacaryocytes et la formation des plaquettes (Orkin 2002, Shivadasani et al. 2001). 

1.1.1.6.2.2.2.2. Fog-I 

Fog-l est également un facteur de transcription en doigt de zinc. FOG-1 a 

premièrement été identifié comme un facteur d'interaction avec GATAI (Tsang et al. 

1997). Fog-l est exprimé de façon abondante dans les cellules érythroïdes et les cellules 
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mégacaryopoïétiques. Le knock-out de Fog-I est similaire à celui de Gatal (Tsang et al. 

1998), c'est-à-dire létal en milieu de gestation du à une anémie sévère avec absence de 

maturation des érythroblastes. Cependant, contrairement aux souris Gatar, les souris 

Fog-r/- ne produisent pas du tout de cellules mégacaryopoïétiques (Cantor et al. 2002), ce 

qui suggère que Fog-I a peut-être aussi un rôle indépendant de Gatal dans la 

mégacaryopoïèse et que ce dernier interviendrait dans des étapes précoces de ce 

processus. FOG-l peut jouer un rôle de répresseur ou d'activateur des actions de GATAI. 

Par exemple, il agit en synergie avec GATA 1 pour activer le promoteur de p451Nfe2 

(Tsang et al. 1997), il réprime les activités de GATAI sur le promoteur de Eklfet sur le 

récepteur 2 de la transferrine (Kawabata et al. 2001). 

1.1.1.6.2.2.2.3. Sel et Lmo2 

Scl (Tall) est un facteur de transcription de la famille bHLH (basic helix loop helix). Il 

lie l'ADN sur des sites CANNTG, séquences consensus retrouvées sur des éléments 

régulateurs de gènes érythroïdes. II est détecté dans les progéniteurs hématopoïétiques, 

dans la lignée érythroïde, dans les mégacaryocytes, et mastocytes. II interagirait avec 

plusieurs co-facteurs pour agir sur les éléments régulateurs et promoteurs des gènes 

(Cantor et al 2002). Par exemple, SCL régule le gène glycophorine A (Teri 19) spécifique 

de la lignée érythroïde (Lahlil et al. 2004). 

L'implication de Sel dans la mégacaryopoïèse a été démontrée par un knock-out 

conditionnel de Sel. La délétion de Scl dans les souris adultes perturbe l'érythropoïèse 

ainsi que la mégacaryopoïèse: une absence des progéniteurs érythroïdes et 

mégacaryocytaires est observée avec cependant une production nonnale de cellules 

myéloïdes (monocytes et polynucléaires) (Hall et al. 2003). 

Un des co-facteurs de SCL est notamment LM02. Des souris knock-out pour Lmo2 

meurent en cours de gestation d'anémie sévère avec une absence d'hématopoïèse 

primitive (perry et al. 2002). Lmo2 aurait avec Sel des rôles plus spécifiques dans 

certaines lignées hématopoïétiques notamment érythroïdes. SCL et LM02 fonnent un 

complexe avec E2A, LDBI et GATAI qui activerait des gènes érythroïdes (perry et al. 

2002). 
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1.1 :1.6.2.2.2.4. Gata2 

Son expression forcée dans les précurseurs érythroïdes induit la prolifération et bloque 

la différenciation. Les souris knock-out pour Gata2 meurent durant la gestation, dû à une 

sévère anémie apparaissant dès les premiers stades de l'hématopoïèse fœtale (Perry et al. 

2002). L'expression de Gata2 précède celle de Gatal lors des étapes de l'hématopoïèse et 

il faut une réduction de l'expression de Gata2 pour que la différenciation érythroïde 

puisse s'effectuer (Perry et al. 2002). 

Gata2 est exprimé fortement par les mégacaryocytes. Des essais de différenciation 

hématopoïétiques de cellules embryonnaires combinés à une surexpression de Gata2 

montrent que Gata2 dirige les cellules vers une différenciation érythroïde et 

mégacaryocytaire. La différenciation érythroïde se produit si Gata2 est exprimé au jour 6 

de l'essai de différenciation et la différenciation mégacaryocytaire se produit au jour 5, 

indiquant que le phénomène est dépendant de l'état de différenciation des cellules 

(Kitajima et al. 2006). 

11 est difficile de discerner la différence des rôles joués par Gatal et Gata2 et certains 

émettent l'hypothèse qu'ils pourraient jouer des rôles redondants notamment dans la 

lignée mégacaryocytaire dans laquelle Gatal et 2 sont tous deux fortement exprimés 

(Shivdasani et al, 2001). 

1.1.1.6.2.2.2.5. Fli-l 

Fli-l est un facteur de transcription de la famille Ets. Il a premièrement été identifié 

dans des leucémies érythrocytaires causées par le virus de Friend. Une surexpression de 

Fli-l inhibe la différenciation érythroïde et une répression de Fli-l par l'érythropoïétine 

permet la réinduction du processus de différenciation. (Perry et al. 2002). 

Les souris knock-out pour Fli-l meurent en cours de gestation. Elles souffrent 

d'hémorragie et de défauts vasculaires. De plus, elles souffrent d'une mégacaryopoïèse 

anormale. Les cultures cellulaires faites à partir des embryons knock-out montre une 

absence de formation de colonies mégacaryocytaires et un développement anormal des 

globules rouges (Kawada et al. 2001). 
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Une étude a montré que F1i-1 était impliqué dans l'action synergétique de Gata1 et de 

Fog-1 pour activer le promoteur du gène spécifique de la lignée mégacaryocytaire GplID 

(qui code pour la chaîne de l'intégrine a du récepteur fibrinogène plaquettaire) (Wang et 

al. 2002). FIi-1 serait également impliqué avec Gatal dans l'activation de GPIX, GPlb. II 

serait aussi impliqué à la fois avec Gatal et Spi dans l'activation du gène 

mégacaryocytaire GPVI (Holmes et al. 2002). 

1.1.1.6.2.2.2.6 Eklf 

Eklf est un facteur de transcription en doigt de zinc (motif de liaison CACC). 

L'expression de Eklf est restreinte aux lignées érythroïde, mégacaryocytaire et 

mastocytaire (Perry et al. 2002). Comme tous les membres de la famille Kruppel, EKLF 

interagit avec GATA 1. Plusieurs résultats montrent son implication dans l'érythropoïèse. 

Des mutations de ce gène provoquent l'apparition de la ~-thalassérnie chez l'humain et la 

souris. Le knock-out de Eklf résulte en la mort des embryons avec une sévère anémie due 

à la non-activation du gène de la ~-globine adulte. Des sites de liaison pour EKLF sont 

trouvés sur des éléments régulateurs de plusieurs gènes érythroïdes (Cantor et al. 2002). 

1.1.1.6.2.2.2.7 Herfl (Trim10) 

Herfl a été découvert comme un gène spécifique de la lignée érythroïde. II semble 

impliqué dans l'établissement de l'érythropoïèse défmitive lors du développement 

embryonnaire et lors de la différenciation terminale des érythroblastes en érythrocytes. La 

protéine contient un domaine RING finger. L'inhibition de l'expression de Herfl bloque 

la différenciation terminale des érythrocytes alors que sa surexpression provoque la 

maturation de la lignée cellulaire érythroïde MEL (Perry et al. 2002). 

1.1.1.6.2.2.2.8. Runx1 

Runxl (ou Amll) est un facteur de transcription souvent impliqué dans les 

translocations chromosomiques (AML-I-ETO) des leucémies myéloïdes aiguës (Hitzer 
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2005, section 1.1.2.4.2.2). RUNXI se lie à son co-facteur CBF~ qui augmente sa capacité 

à lier l'ADN (sur des motifs TGTGGT). 

De récents résultats offrent plusieurs arguments en faveur d'un rôle de Runxl de façon 

préférentielle dans la mégacaryopoïèse plutôt que l'érythropoïèse. Chez l'humain, 

RUNXI est préférentiellement exprimé par les mégacaryoblastes versus les érythroblastes 

dans lesquels il est absent (Elagib 2003). Il s'exprime très tôt lors de la différenciation 

avant les marqueurs spécifiques de la lignée mégacaryocytaire. Les souris knock-out 

Runxrl
- meurent en milieu de gestation, dû à un blocage de l'hématopoïèse définitive 

mais avec une érythropoïèse fœtale intacte (Tracey et al. 2000). Un knock-out 

conditionnel de Runxl a permis de confirmer l'implication de ce gène dans la maturation 

des mégacaryocytes (Ichikawa et al. 2004). 

Cette implication de RunxI dans la mégacaryopoïèse est confirmée par la présence de 

nombreux motifs RUNXI sur les promoteurs de gènes spécifiques de cette lignée (par 

exemple, les intégrines aII~ et ~3) (Elagib 2003). 

1.1.1.7 Plasticité du système hématopoïétique 

De nombreuses observations montrent que le système hématopoiétique est plastique, 

c'est-à-dire qu'une cellule engagée dans une voie de différenciation a la capacité de 

changer de voie. Cela se manifeste souvent lors de pathologies comme les leucémies où 

les cellules peuvent porter les caractéristiques de plusieurs lignées hématopoïétiques 

différentes (Graf 2002). 

Un nouveau concept très complexe émerge actuellement, dans lequel les propriétés 

d'une cellule 'souche' reflèteraient plutôt un état de cette cellule plutôt qu'une entité 

cellulaire (Zipori 2005, Quesenberry 2006). Ce qui est décrit comme propriété de la 

cellule souche est la totipotence. Ainsi la cellule (par exemple, HSC) passerait de façon 

continue (concept du 'continuum') d'un état quiescent à un état cyclant (prolifératif). Lors 

des phases du cycle cellulaire (S, M, GO/Gl, G2), la cellule aurait des propriétés 

différentes: les marqueurs phénotypiques à la surface de la cellule changent, la capacité 

de repopulation lors d'une greffe également. Ainsi une même cellule aurait toutes les 

propriétés d'une cellule souche à certaines phases du cycle alors qu'elle aurait un 

phénotype plus différencié à d'autres moments (figure 1.8, Quesenberry 2006). Ce 
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concept peut s'appliquer à toutes les cellules progénitrices de la moelle osseuse. Cela 

explique que c'est parce que la cellule change d'état de façon continue qu'elle va être 

susceptible de s'engager dans une voie de différenciation à un moment précis, lorsque le 

stimulus externe et la phase du cycle sont coordonnés. Ainsi le changement dans 

l'expression génique peut être favorisé à des moments où la chromatine est dans un état 

ouvert (euchromatine). 

A SIIYJII: hematopoletlc stem ceilln dtfferentcell cycle phases 

---~- 
~-phase ~ Mac-l, Sca-1+ 
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Figure 1.8: Concept du continuum et de l'état 'cellule souche'. Figure tirée de 
Quesenberry 2006. Cette figure représente une cellule souche durant les différentes 
phases du cycle cellulaire et les changements phénotypiques qui y sont associés. 

Ce concept est important parce qu'il donne une voie pour comprendre comment sont 

effectuées les décisions d'engagement d'une cellule. Il s'oppose à l'organisation 

hiérarchique classique du système hématopoiétique (système pyramidal). Dans le concept 

de hiérarchisation, les cellules s'engagent pas à pas dans la différenciation d'une manière 

irréversible. 

Le concept du continuum s'élargit sur la notion de dédifférenciation d'une cellule: une 

cellule qui était dans une voie de différenciation pourrait effectuer des pas en arrière et 

aller dans une autre voie selon les stimuli reçus (Quesenberry 2006). 

Cela explique les nombreux phénomènes de plasticité observés avec les cellules du 

système hématopoïétique ainsi que la découverte d'intennédiaires de différenciation qui 

ne se placent pas dans la pyramide classique de 1'hématopoïèse (Graf 2002). Un exemple 
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de dédifférenciation a été observé dans le modèle de leucémie induit par le virus aviaire 

E26 (avian acute leukemia virus E26). Les cellules transformées par le virus sont des 

érythroblastes qui perdent peu à peu les antigènes spécifiques des cellules érythroïdes 

pour acquérir des antigènes mégacaryocytaires ainsi que des capacités multipotentes pour 

devenir des cellules MEP (progéniteur érythromégakaryocytaire). Le virus E26 contient 

une protéine de fusion cMyb-Etsl. Par comparaison, le virus AEV (Avian 

Erythroblastosis Virus) contient seulement le gène cMyb et induit des cellules 

transformées portant uniquement des caractéristiques érythroblastiques (McNagny and 

Graf 2003). Ainsi on voit qu'un facteur de transcription peut guider le phénomène de 

dédifférenciation. 

1.1.1.8 Les désordres de l'hématopoïèse 

Une hématopoïèse non parfaitement effectuée a des répercussions sur le 

fonctionnement de l'organisme. De très nombreuses maladies ou syndromes en 

proviennent et la discipline médicale associée est nommée hématologie (Corpus médical 

de la faculté de médecine de Grenoble, www-sante.ujf-grenoble.fr). 

Une hématopoïèse défectueuse peut conduire à la production de trop peu de cellules 

sanguines matures (cytopénies) ou de trop de cellules. 

Les cas de cytopénies peuvent provenir par exemple d'une aplasie médullaire, ce qui va 

provoquer absence ou une trop faible production de tous les types de cellules sanguines. 

L'aplasie médullaire peut survenir après un traitement de chimiothérapie, après une 

infection virale (Vlli par exemple) ou peut-être idiopathique (enfants irnrnunodéprimés 

ou enfant bulles). Les cytopéJÙes peuvent provenir également d'un syndrome 

myélodysplasique correspondant à l'altération des cellules souches de moelle osseuse. La 

moelle osseuse comprend un trop grand nombre de cellules progénitrices mais dont la 

différenciation est altérée et il en résulte une pénurie de cellules matures dans le sang 

périphérique (pénurie de neutrophiles, plaquettes, anémie). Ce syndrome peut précéder le 

développement d'une leucémie aigue myéloïde. 

Il existe aussi des cytopénies correspondant à la trop faible production d'un seul type 

de cellules sanguines. Il existe par exemple les problèmes d'anémie qui correspondent à 

une trop faible production de globules rouges et qui conduisent à un mauvais transport de 
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l'oxygène. Il existe aussi des désordres impliquant une trop faible production de 

plaquettes conduisant à une mauvaise coagulation du sang. 

D'autres désordres peuvent provenir de la production de cellules matures anonnales ou 

non fonctionnelles. Par exemple, la thalassémie ou encore l'anémie falcifonne sont des 

maladies conduisant à une pénurie de globules rouges: résultat d'un défaut de la synthèse 

des chaînes de la globine dû à Ilne altération génique. L'hémophilie ainsi que la maladie 

de Willebrand proviennent de défaut dans les facteurs de coagulation sécrétés par les 

plaquettes. 

La maladie de Vasquez ou polycythemia vera est au contraire une production trop 

grande de globules rouges. 

Une autre catégorie de désordres hématopoïétiques concerne les hémopathies malignes 

comme les lymphomes et les leucémies aigues (voir section suivante). 

1.1.2. Leucémie 

1.1.2.1 DéfmitioD 

RodolfVirshow fut un des premiers à décrire la leucémie en 1847. La leucémie est un 

cancer et elle est défmie comme la prolifération non contrôlée ou l'expansion de cellules 

hématopoïétiques qui n'ont pas la capacité de se différencier normalement en cellules 

sanguines matures (Sawyers et al, 1991). 

La transformation des cellules hématopoïétiques en cellules leucémiques découle de 

l'acquisition de mutations et de la dérégulation conséquente de certains gènes. Il en 

résulte une perturbation des étapes de la différenciation. Les cellules leucémiques gardent 

un état indifférencié et donc le pouvoir de se diviser comme les cellules hématopoïétiques 

précurseurs. Il résulte donc de l'état de leucémie une pénurie de cellules sanguines 

matures normales et une prolifération anarchique de cellules leucémiques qui envahissent 

l'organisme. 

Une des caractéristiques de cette maladie est son caractère transplantable. Si on injecte 

des cellules leucémiques à un animal syngénique (histocompatible), des leucémies 

peuvent alors être générées dans cet animal. La faculté de transplanter des leucémies 
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montre que les cellules leucémiques peuvent perdre toute dépendance par rapport aux 

facteurs de croissance. 

Les mutations acquises peuvent être congénitales (par exemple, mutation du gène Ras) 

ou environnementales (par exemple, exposition au benzène). Un virus nommé HTLV est 

aussi connu pour provoquer la leucémie (voir section 1.2.4). 

La leucémie est une maladie encore en partie incurable (4100 nouveaux cas 

diagnostiqués au Canada en 2006 et 2200 décès, soit 53% de mortalité) et représente le 

cancer infantile le plus fréquent au Canada (25,7 % des nouveaux cas de cancer chez les 

enfants (1997-2001) (Statistiques Canadiennes sur le Cancer, 2006, www.ncic.cancer.ca). 

1.1.2.2. Classification des leucémies humaines 

La classification des leucémies est très complexe du fait de l'hétérogénéité des 

leucémies existantes mais a une grande importance car le diagnostic précis des désordres 

hématopoïétiques détermine le traitement des patients. 

Afm de classifier ces désordres hématopoïétiques correctement, il faut distinguer les 

lymphomes des leucémies, et les leucémies chroniques des leucémies aiguës. 

Les lymphomes sont des tumeurs malignes et solides du système hématopoïétique alors 

que les leucémies (tumeurs liquides) se caractérisent par une présence de cellules 

leucémiques dans tous les organes hématopoïétiques et dans le sang. Un exemple de 

lymphome est la maladie de Hodgkin qui est un lymphome à prédominance 

ganglionnaire. 

Les leucémies aiguës correspondent à la prolifération rapide des cellules leucémiques. 

Un traitement immédiat doit être appliqué pour éviter l'envahissement de l'organisme et 

le décès de l'individu. Elles apparaissent en général chez l'enfant ou chez le jeune adulte. 

Les leucémies chroniques sont moins foudroyantes. L'évolution se fait sur des mois ou 

des années avec des phases de rémission. Elles apparaissent plus généralement chez des 

personnes âgées. 

Les leucémies sont classifiées selon la voie de différenciation et le type de cellules 

sanguines mis en cause. Ainsi, deux grands groupes de leucémie existent chez l'humain: 

les leucémies lymphoïdes (atteinte de la lignée hématopoïétique lymphoïde) et les 
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leucémies myéloïdes (atteinte de la lignée hématopoïétique non-lymphoïde). Ainsi, les 4 

grands principaux types de leucémies chez l'humain sont: les leucémies aiguës 

lymphoïdes (ALLs), les leucémies chroniques lymphoïdes (CLLs), les leucémies aiguës 

myéloïdes (AML) et les leucémies chroniques myéloïdes (CMLs). 

Pour chaque type de leucémies, beaucoup de sous-catégories existent. Les différentes 

leucémies ont été classifiées dans les années 1970 par une association franco-arnéricano

britannique (classification FAB) et cette classification est basée sur le regroupement des 

leucémies présentant les mêmes signes cliniques avec une observation de la morphologie 

des cellules (Bennett et al, 1979, 1985). Elle est encore très utilisée aujourd'hui. Depuis 

1995, l'Association Européenne des Pathologistes et la Société pour l'Hématologie ont 

développé une nouvelle classification nommée classification de l'organisation mondiale 

de la santé (OMS) (Brunning et al 2001). Cette dernière ne se base plus sur l'observation 

morphologique mais principalement sur le caryotype (recherche d'anomalies 

chromosomiques et translocations chromosomiques à valeur de diagnostic et de 

pronostic) mais aussi sur les signes cliniques et l'immunophénotypage. Depuis, des 

modifications faites en fusionnant la classification FAB et celle de l'OMS ont été 

réalisées pour les néoplasmes lymphoïdes (Bennett, 2002) et les néoplasmes myéloïdes 

(Bennett, 2000). 

1.1.2.2.1. Classification des leucémies lymphoïdes 

Le tableau I.l résume la classification des leucémies aiguës lymphoïdes et des 

lymphomes (d'après les infonnations prises de National Cancer Institute 's 

comprehensive database, Adult and Children Acute Lymphoblastic Leukemia: treatment. 

PDQ®, health professional versions). 
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Tableau 1 1· Classification des néoplasmes humains lymphoïdes 

Lignées Anomalies Génomiques 
Lignée B: 

anomalies du caryotype: 

Lignée T: 
gènes impliqués: 

anomalies du caryotype: 

Lymphomes non-Hogkiniens 
Lymphomes Hogkiniens 

hyperdiploidie
 
t(12;21)(P13;q22)
 
t(1;19)(q23;pI3)
 

Ilq23, t(9;22)
 
t(4;11 )(q21;q23)
 

MYC,SCL,
 
L YLI, LMOI,-2
 

HOXII
 
HOX112
 

t(11.l9)(q23;pI3)
 
Ilq23, t(9;22)
 

Pronostic
 
bon
 

bon
 
excellent
 

-

faible 
haut risque 

-
-

favorable
 
faible
 

bon
 
faible
 
faible
 

1.1.2.2.2. Classification des leucémies myéloïdes 

Le tableau 1.2 résume la classification des leucémies aiguës myéloïdes qui regroupe les 

classifications de FAB et de l'OMS (National Cancer Institute 's comprehensive 

database, Aduit Acute Myeloid Leukemia: treatment. PDQ®, health professional 

version). 

Tableau 1 2· Classification des leucémies humaines myéloides aigues.. 
1) AML avec anomalies génomiques caractérisées 

anomalies du caryotype: 

2) autres AML 
myéloblastique: 

promyélocytique: 
myélomonocytiqne: 

monoblastique et monocytique: 
érythroïde 

mégakaryoblastique 
basophilique 

en bleu et mITe parenthèses: classification FAU 

Pronostic 
t(8;21)(q22;q22) bon 
inv(16)(p13q22) bon 
t(16;16)(P13q22) bon 

t(lS;17)(q22;q12) (1\'13) bon 
llq23; in(J); t(6;9) mauvais 

anomalies chr. S, ou7 mauvais 
mutation F1t3 (MO Ml) mauvais 

minima!ement différenciée (MO) 
sans maturation (MI) 
avec maturation (1\12) 

(M3) bon 
(M4) bon 
(M5) bon 
(1\16) mauvais 
(1\17) mauvais 
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1.1.2.2.3. Leucémies biphénotypiques 

Il existe aussi des leucémies biphénotypiques: les cellules de ces leucémies expriment 

de façon concomitante des marqueurs spécifiques à la fois de la lignée lymphoïde et de la 

lignée myéloïde. Ces leucémies sont classées en 2 groupes: 

1) Leucémies aiguës lymphoïdes (ALLs) positives pour des antigènes myéloïdes 

2) Leucémies aiguës myéloïdes (AMLs) positives pour des antigènes lymphoïdes. 

1.1.2.3. Classification des leucémies murines 

La majorité des leucémies obtenues chez la souris le sont par inoculation de rétrovirus 

(section 1.2) ou par création de souris transgéniques pour une protéine de fusion issue 

d'une translocation chromosomique. 

Chez la souris, plusieurs tentatives de classification ont été publiées durant les 

cinquante dernières années. En 1954, Dunn publia une première classification 

systématique des néoplasmes chez la souris (Dunn, 1954). Depuis, les connaissances en 

hématologie et en hématopoïèse ont progressé et le dernier essai de classification date de 

2002: la proposition de Bethesda (Kogan et al. 2002, Morse et al., 2002). 

La classification de Bethesda a non seulement pour but d'uniformiser la nomenclature 

des lésions hématologiques chez la souris mais aussi de faire un parallèle avec les 

leucémies humaines. Cette classification adapte donc la classification de l'OMS aux 

leucémies obtenues chez la souris. Les différences qui ex.istent entre les 2 classifications 

reflètent les différences du point de vue biologique entre la souris et l'humain. Cette 

classification est basée sur les signes cliniques et morphologiques de la maladie, 

l'immunophénotypage des cellules leucémiques et les caractéristiques génétiques. 

Deux grands groupes de désordres hématopoïétiques sont recensés d'après la 

classification de Bethesda: le type Iympboïde incluant les désordres associés aux cellules 

T, B et NK et le type non-lymphoïde incluant tous les autres types ainsi que les leucémies 

biphénotypiques. 



35 

Les tableaux 1.3 et 1.4 illustrent la classification des désordres hématopoïétiques 

lymphoïdes et non-lymphoïdes établie en 2002. 

Tableau 1.3: Désordres hématopoiétiques lymphoïdes 
chez la souris (Morse et al. 2002) 
.:. NEOPLASMES DE TYPE B
 

Néoplasmes Précurseurs
 
Néoplasmes Matures
 

.:. à petites cellules 
·:·de la zone marginale splénique 
.:. folliculaire 
.:. diffus à grandes cellules 
.:. lymphome de Burkitt 
.:. ressemblant au lymphome de Burkitt 
.:. plasmocytaire 
.:. des cellules B-NK 

.:. NEOPLASMES DE TYPE T
 
Néoplasmes Précurseurs
 
Néoplasmes Matures
 

.:. à petites cellules 

.:. des cellules T-NK 
Néoplasmes non-charactérisés 

Tableau 1.4: Désordres hématopoiétiques non-lymphoïdes 
chez la souris (Kogan et al. 2002) 
.:. LEUCEMIES NON-LYMPHOIDES 

Leucémies Myéloïdes 
·:·sans maturation 
·:·avec maturation 
·:·ressemblant à un désordre 
myéloproliferatif 
·:·myélomonocytaire 
.:.monocytaire 

Leucémies Erythroïdes 
Leucémies Mégakaryoblastiques 
Leucémies Biphénotypique 

.:. SARCOMES HÉMATOPOIÉTIQUES 
NON LYMPHOIDES
 

Sarcomes granulocytaires
 
Sarcomes Histiocytaires
 
Sarcomes mastocytaires
 

.:. DYSPLASIES MYÉLOIDES 
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1.1.2.4. Le processus de la leucémie 

1.1.2.4.1. Généralités 

Le processus de la leucémie provient de mutations proches de proto-oncogènes 

touchant un progéniteur hématopoïétique. La dérégulation de ces gènes fait que la cellule 

va pouvoir se diviser activement et qu'elle va acquérir également des propriétés d'auto

renouvellement indéfini d'une cellule souche. Classiquement, une cellule a besoin d'un 

oncogène immortalisant et d'un oncogène impliqué dans la prolifération pour acquérir un 

phénotype transfonné. 

Une mutation peut être un évènement déclencheur dans le processus de cancérisation, 

mais l'étape est progressive, et l'état cancéreux résulte d'une cascade de dérégulation de 

nombreux proto-oncogènes. Ainsi, de nombreux gènes constituent la signature cancéreuse 

d'une cellule. 

Les translocations chromosomiques sont les anomalies les plus spécifiques des 

leucémies humaines. Les protéines de fusion résultantes de la translocation 

chromosomique interfèrent généralement avec la fonction normale d' 1 ou des 2 gènes 

impliqués dans cette fusion. 

L'analyse du spectre de mutations impliquées dans les leucémies aiguës humaines 

montrent que les gènes impliqués peuvent être répartis en 2 groupes complémentaires: 

ceux qui confèrent un avantage prolifératif et/ou de survie et ceux qui bloquent la 

différenciation hématopoïètique pour permettre à la cellule de conserver des capacités 

d'auto-renouvellement. Le premier groupe peut contenir des gènes comme Myc ou Ras 

alors que le second groupe comprend des gènes impliqués dans l'hématopoïèse nonnale 

(Gilliland et al. 2004). 

Une cellule leucémique est une cellule bloquée dans le processus de différenciation. 

Cette cellule est donc plus différenciée que le progéniteur dont elle dérive et moins 

différenciée que la cellule mature qu'elle aurait dû devenir. La figure 1.9 pennet de faire 

la comparaison entre l'état de différenciation de ces 3 types cellulaires. 

Un progéniteur immature exprime des gènes d'indifférenciation alors que la cellule 

mature n'en exprime plus et inversement pour les gènes de différenciation (figure 1.9 A). 
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Les gènes qui ne changent pas d'expression entre ces 2 états sont les gènes housekeeping 

(figure 1.9 A). La cellule leucémique comporte moins de gènes d'indifférenciation que le 

progéniteur (figure 1.9 B) mais plus que la cellule mature (figure 1.9 C) Ces marqueurs 

d'indifférenciation vont jouer en partie un rôle oncogénique dans la cellule leucémique. 

Inversement, la cellule leucémique exprime plus de marqueurs de différenciation que le 

progéniteur (figure 1.9.B) mais moins que la cellule mature (figure 1.9 C): la cellule 

leucémique a tout de même été capable d'effectuer quelques étapes de la différenciation. 

Parce que la cellule est transformée, elle va exprimer des oncogènes qui sont quiescents 

à la fois dans le progéniteur et dans la cellule mature, ainsi que des marqueurs aberrants 

qui sont le reflet de la déviation par rapport à la différenciation normale. De plus, la 

cellule leucémique exprime moins de gènes suppresseurs de tumeurs que le progéniteur et 

la cellule mature (figure 1.9 B, C). 

A 0différenciation Cellule (marure) o ~ nonnale et différenciée 

progéniteur ~ 
iromarure marqueurs de différenciation 

~ marqueurs de cellules indifférenciées 

B 1 1 aucun changement 

o \: 0~ Cellule leucémique 

orogémteur ---===-=::=::=J marqueurs de différenciation 
immature r---

l:::=:==::=::== }marqueurs de cellules indifférenciées 

oncogene 
aucun changement 

marqueurs aberrants 

~======-_ suppresseurs de rumeurs 

~-.-••_--_ ••• ••_+ 0 Cellule leucémique ••_- m 

Cellule ~ marqueurs de différenciation 
normale et ~ 
différenciée ~ marqueurs de cellules indifférenciées 

___~======::::::~_=:J~ oncogene 

C::::======~Iaucun changement 

_-========::::::::J marqueurs aberrants 

E::=::!:=::===__ suppresseurs de rumeurs 

Figure 1.9: Comparaison de l'état de différenciation entre un progéniteur, une 
cellule mature et une cellule leucémique. (A) Différences entre un progéniteur 
immature (à gauche) et une cellule mature (à droite). (8) Différences entre un progéniteur 
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immaturè (à gauche) et une cellule leucémique (à droite). (C) Différences entre un e 
cellule mature (à gauche) et une cellule leucémique (à droite). 

Des exemples de certains gènes et translocations chromosomiques identifiés comme 

intervenants majeurs dans les leucémies AMLs et ALLs humaines vont être présentés 

dans la section suivante. Il est à noter que beaucoup de ces gènes sont des déterminants 

majeurs d'une hématopoïèse non-défectueuse montrant que les 2 éléments sont liés: la 

leucémie provient d'un déséquilibre de l'hématopoïèse. 

1.1.2.4.2. Gènes impliqués dans AML 

1.1.2.4.2.1. Flt3 

L'activation constitutive de Flt3 (tyrosine kinase) due à des mutations a lieu dans 

approximativement 30 à 35% des AMLs et dans la majorité des cas, il s'agit de 

l'acquisition de duplications du gène (Intern Tandem Duplications: ITDs). Les mutations 

de Flt3 (FLt3-ITDs) sont associées à une progression sévère de la maladie et donc à un 

mauvais pronostic. Ceci rappelle l'importance de connaître les anomalies génétiques des 

leucémies pour faire le diagnostic mais aussi pour identifier les individus qui ont besoin 

d'une chimiothérapie plus intensive. 

FIt3-ITDs active de nombreuses voies de signalisation impliquées dans la prolifération 

ou conférant un avantage prolifératif. Les voies de signalisation impliquées sont celles 

passant par RAS et les MAPK.inases, STAT, ou AKT. Une expression forcée de FIt3

ITDs montre que cette forme de FIt3 ne peut pas, à elle seule, induire la leucémie à des 

souris. Ceci se rapproche des autres tyrosine kinases impliquées dans des translocations 

chromosomiques comme BCR-ABL, TEL-ABL ou TEL-JAK2 qui ne peuvent pas non 

plus induire la leucémie à elles seules (Gilliland et al. 2004). 
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1.1.2.4.2.2. CBF 

CBF (Core Binding Factor) est un hétérodimère formé de AML1 (RUNX1) et CBF~. Il 

agit comme un facteur de transcription. Les 2 composants de CBF sont souvent impliqués 

dans les translocations chromosomiques des leucémies AML (AML1-ETO (t(8;21», 

TEL-AMLI (t(12;21», CBF~-MYH11 (invI6». 

AML1 et CBF~ sont essentiels à l'hématopoïèse: il n'y a aucun développement de 

l'hématopoïèse définitive dans des souris knock-out pour AML1 ou CBF~. 

Plusieurs études montrent que les protéines de fusion impliquant AML1 ou CBF~ sont 

des versions négatives de CBF et elles vont inhiber plutôt qu'activer les gènes cibles de 

CBF en recrutant de façon aberrante des co-répresseurs. 

Ces protéines de fusion sont importantes dans la pathogenèse des AMLs mais ne 

peuvent pas à elles seules causer la maladie. 

De toutes ces protéines de fusion, AML1-ETO est la plus étudiée. Des études in vitro 

montrent que cette protéine de fusion est capable de conférer un phénotype immortalisant 

à des cellules transfectées (Gilliland et al. 2004). 

1.1.2.4.2.3. PML-RARa 

Les leucémies aiguës promyélocytiques (APL) sont toujours associées à des 

translocations chromosomiques impliquant le récepteur a de l'acide rétinoïque (RAR). 

Chacune de ces translocations chromosomiques provoque un blocage de la différenciation 

des cellules au stade de promyélocytes. 

La translocation chromosomique la plus étudiée est PML-RARa (t(15; 17». C'est une 

forme négative de RARa qui inhibe plutôt que stimule les gènes cibles du récepteur par 

recrutement de co-répresseurs. La protéine de fusion PLM-RARa seule n'est pas 

suffisante pour induire la leucémie mais est associée à une inhibition de la différenciation 

et une augmentation de la capacité à s'auto-renouveller. 

L'ATRA (ALL-trans-retinoic acid) est un ligand de RARa et est un agent 

thérapeutique très efficace pour traiter les APLs surtout en combinaison avec un 

traitement de chimiothérapie conventionnel. ATRA se lie fortement à la protéine de 
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fusion, provoquant la dissociation des co-répresseurs et le recrutement des co-activateurs. 

ainsi que la dégradation de la protéine de fusion. Les promyélocytes leucémiques entrent 

alors de nouveau dans le processus de différenciation et meurent ultimement par apoptose 

ayant perdu leur capacité d'auto-renouvellement. 

Alors que seuls ils n'arrivent pas à induire la leucémie, la combinaison d'un gène muté 

conférant un avantage prolifératif ou de survie à un gène immortalisant ou 

d'indifférenciation permet d'induire la leucémie: par exemple l'expression dans des 

cellules hématopoïétiques murines de Flt3-ITDs et de PML-RARa, a permis d'obtenir 

100 % de pénétrance de la maladie (Gilliland et al. 2004). 

1.1.2.4.2.4. GATAI et AMKL 

Chez l'humain, les leucémies mégacaryoblastiques aiguës (AMKL) ont été décrites 

pour la première fois en 1931 (Von Boros 1931). La leucémie AML-M7 est une forme 

courante de leucémie infantile, représentant 7 à 10% des leucémies myéloïdes infantiles 

et est souvent accompagnée de faibles chances de guérison (Athale et al. 2001). Les 

leucémies AML-M7 se développent également chez l'adulte mais c'est un évènement rare 

représentant environ 1% des AMLs (pagano et al 2002, TaILman et al. 2000). 

Les AMKLs sont cependant particulièrement fréquentes chez les enfants souffrant du 

syndrome de Down (trisomie 21). Même si ces individus souffrent plus fréquemment de 

T-ALLs, ils ont un risque 500 fois plus élevé que la population normale de développer 

une AMKL (DS-AMK). Mais contrairement aux leucémies AMKLs non liées au 

syndrome de Down, les DS-AMKLs répondent plus favorablement au traitement de 

chimiothérapie (Hitzler 2005). 

De façon intéressante, de nombreux groupes de recherche ont trouvé une mutation dans 

le gène Gatal (situé sur le chromosome X) spécifiquement dans les cellules d'individus 

souffrant de DS-AMKLs. Cette mutation est absente dans le cas des AMKLs non liées au 

syndrome de Down ainsi que dans les cas de T-ALLs liées au syndrome de Oown. De 

plus, les patients en rémission ayant souffert de DS-AMKL ne présentent plus de 

mutation dans le génome des cellules de la moelle osseuse. Ces résultats indiquent que la 

perte du GATA-I sauvage constitue une étape clé dans la pathogenèse des DS-AMKLs 

(Hitzler 2005). 
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Les mutations de Gatal sont détectées dès la naissance dans les individus souffrant du 

syndrome de Down, indiquant qu'ils représentent un évènement se passant in utero. Les 

mutations sont situées dans l'exon2 et il en résulte une protéine GATA 1 tronquée du côté 

N-terminal et qui ne possède pas de domaine d'activation (Hitzler 2005). 

1.1.2.4.3. Gènes impliqués dans ALL 

1. 1.2.4.3.1. B- ALLs 

La translocation chromosomique t(l2;21)(pI3;q22) conduisant à la protéine de fusion 

TEL-AML 1 est la translocation la plus fréquente pour les leucémies infantiles ALL de 

type B (25 % des leucémies infantiles ALLs). La présence de cette translocation est 

associée à d'excellentes chances de survie (90% de guérison) (Armstrong et Graf, 2005). 

La protéine de fusion contient le domaine basique hélice-boucle-hélice de TEL 

fusionné avec le domaine de liaison à l'ADN et de transactivation de AML 1. La fonction 

de AMLI a déjà été expliquée précédemment notamment dans la translocation AMLI

ETO. TEL, comme AMLI, a aussi une implication dans l'hématopoïèse et un knock-out 

conditionnel de TEL montre qu'il est indispensable à l'hématopoïèse déftnitive. La 

protéine de fusion résulterait en une perte de fonction de TEL et de AMLl, ce qui 

causerait la leucémie. 

Une autre translocation très fréquente dans les B-ALLs est la translocation t(9;22), 

produisant la protéine de fusion BCR-ABL (chromosome de Philadelphie). Contrairement 

à TEL-AMLI, elle est beaucoup plus fréquente chez les adultes (33% des B-ALLs 

adultes) que chez les enfants (5% des B-ALLs infantiles). EUe est associée à de très 

faibles chances de guérison et il faut recourir à la transplantation de la moelle osseuse 

pour espérer une guérison (Armstrong et Graf, 2005). 

1.1.2.4.3.2. T- ALLs 

Beaucoup de facteurs de transcription comme MYC, SCL (TAL1) ou LYL, et qui ne 

sont pas normalement exprimés dans la lignée T sont des sites préférentiels de 

translocations chromosomiques des T-ALLs. 11 est à noter également que beaucoup de 
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gènes sont réarrangés en étant fusionnés à proximité de la chaîne ~ du TCR (notamment 

les gènes LMOI, LM02, ou HOXII). 

L'expression aberrante de SCL par la translocation t(I;14) ou par une délétion 

intragénique est présente dans 25% des leucémies infantiles T-ALLs. C'est d'ailleurs 

dans ce contexte que ce gène a été découvert. SCL est connu pour former un complexe 

pentamérique avec E2A, LM02, GATAI et LDB1. L'expression ectopique de SCL dans 

les cellules T pourrait activer des gènes normalement quiescents et c'est ainsi qu'il 

jouerait son rôle dans la leucémogenèse. Mais une hypothèse plus réaliste consiste à 

penser que SCL aurait comme rôle d'inactiver E2A en le séquestrant dans les complexes 

pentarnériques. En effet, des observations allant dans le même sens que cette hypothèse 

montrent que des souris déficientes pour E2A développent des T-ALLs. De plus, SCL n'a 

besoin que de son domaine de liaison à E2A et non celui de liaison à l'ADN pour induire 

les T-ALLs (Armstrong et Graf, 2005). 

Chez l'adulte, l'implication du gène homéotique HOXII intervient dans 33% des cas 

alors qu'il intervient dans 5% des cas seulement chez l'enfant. 

1.1.2.4.3.3. MLL 

Le dernier gène présenté en exemple dans cette section est MLL, dû à son implication 

dans un grand nombre de translocations chromosomiques. 

MLL est un gène qui intervient dans les leucémies du nourrisson et qui est associé à un 

très mauvais pronostic. Il n'est pas spécifique des ALLs à cet âge car plus de 70% des 

nourrissons avec une leucémie aigu~ ont une translocation chromosomique II q23 

impliquant MLL. Ces leucémies sont soit de type AML soit de type ALL et souvent 

biphénotypiques, d'où le nom donné à ce gène: Mixed Lineage Leukemias gene (MLL). 

Une quarantaine de translocations chromosomiques impliquant MLL ont été découvertes. 

L'analyse du knock-out de MIl suggère qu'il joue un rôle important dans le 

développement et dans l'hématopoYèse et son rôle est de réguler l'expression des gènes 

Hox. Ainsi le rôle de MLL dans la leucémogenèse semblerait être relié à la régulation des 

gènes HOX car de nombreuses études montrent l'implication de ces gènes dans la 

leucémie (par exemple translocation t(7; Il)(p15;p15) conduisant à la protéine HOXA9

NUP98 dans les AMLs) (Armstrong et Graf, 2005). 
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Beaucoup de gènes impliqués dans les leucémies ont été trouvés par identification des 

anomalies du caryotype des cellules de patients leucérrùques. Les régions comprenant les 

translocations chromosomiques ont alors été clonées et les gènes ont été caractérisés. Des 

souris ont alors été créées avec un transgène comportant les protéines de fusion. Ainsi ces 

souris transgéniques représentent les modèles majoritairement utilisés pour étudier la 

leucémie. Dans une section suivante (section 1.2), un autre modèle va être décrit: il s'agit 

de l'utilisation de rétrovirus murins de la leucémie. Ce modèle présente le grand avantage 

de permettre également l'identification d'oncogènes qui ne sont pas impliqués dans les 

translocations chromosomiques. 

1.1.2.4.4. Concept de cellules souches leucémiques 

Un concept récent et pourtant bien établi est la présence dans la population leucémique 

de cellules moins différenciées portant beaucoup de caractéristiques des cellules souches 

hématopoïétiques. Ces cellules sont nommées cellules souches leucémiques (LSC: 

leukemia stem cells). Les LSCs ont maintenu ou réacquis leur capacité de prolifération 

indéfmie à cause de l'acquisition de mutations ou de changements épigéniques (Passegue 

and Weissmann, 2005). Les LSCs donnent naissance à la population leucémique et sont 

responsables de la récurrence de la maladie (Zou 200?). Elles ont beaucoup de 

caractéristiques communes avec les HSCs mais elles se différencient tout de même par 

une capacité plus grande d'auto-renouvellement et elles portent également des marqueurs 

phénotypiques différents. 

La question se posant actuellement est: quelles sont les cellules de la moelle osseuse, 

HSCs ou progéniteurs plus différenciés, qui se transforment en LSC? Comme les LSCs 

ont des caractéristiques très proches des HSCs, la transformation des HSCs en LSCs 

semble la plus probable surtout si l'on pense à un système hématopoïétique de type 

pyramidal. Cependant, les résultats d'expériences montrent que des progéniteurs 

hématopoïétiques peuvent être transformés et peuvent donner naissance à des populations 

leucémiques. Ainsi, ces résultats suggèrent que certaines mutations permettent de générer 

des LSCs à partir de progéniteurs plus différenciés que des HSCs. Les mutations 

permettraient aux cellules progénitrices de réacquérir premièrement la capacité de s'auto

renouveller (Gilliland et al. 2004). Ceci est tout en fait en accord avec le concept du 

'continuum' s'opposant au système pyramidal (section LU.?). On pourrait alors 
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supposer que LSC est un état plutôt qu'une entité cellulaire, et que dans la population 

leucémique générée et suivant des signaux extra-cellulaires, certaines cellules 

leucémiques passeraient tour à tour et continuellement d'un état plus différencié au stade 

de LSCs, permettant ainsi la conservation du pool leucémique. Ainsi pour une approche 

thérapeutique efficace, il faudrait détruire toute la population leucémique simultanément 

avec toute la population de LSCs. 

1.1.2.4.5. Thérapies 

La leucémie a la caractéristique d'être un cancer très hétérogène. De nombreux sous

types existent. Ces sous-types peuvent être définis par les anomalies génétiques décrites 

précédemment ou par la réponse au traitement. La réponse au traitement dépend non 

seulement du type de leucémie mais aussi des variations génétiques individuelles 

notamment dans les protéines impliquées dans le transport des métabolites exogènes. En 

tenant compte de ces variables, l'approche la plus efficace consiste à adapter l'intensité 

du traitement à chaque patient grâce à un diagnostic extrêmement précis de sa condition 

(Yeoh et al. 2002). Les agents anti-cancer sont généralement toxiques et donnés à des 

doses à la limite de la toxicité. En estimant précisément l'intensité du traitement suivant 

la prédiction de la réponse au traitement et l'agressivité de la leucémie, le patient risque 

de recevoir des doses insuffisantes ou exagérées. 

L'établissement du profil génique des cellules leucémiques grâce à des micropuces à 

haute densité a fait énormément avancer le diagnostic. La première étude de profilage 

génique performante fut réalisée par Golub et al. (1999) qui ont montré la possibilité de 

faire la différence entre des patients AML et des patients ALL grâce à la signature 

moléculaire. L'observation des données relatives à la survie des patients dont provenaient 

les échantillons a montré que les différents sous-types étaient corrélés à de différents 

pronostics. De nombreuses autres études de profilage génique ont alors été réalisées sur 

les différents sous-types de leucémie connus. 

La corrélation entre les anomalies génétiques et les chances de survie apportent 

beaucoup au diagnostic. Par exemple, les leucémies avec la protéine de fusion E2A

PBX 1 répondent très faiblement à la thérapie conventionnelle mais sont guéries à 80% 

quand elles sont traitées avec des thérapies plus intensives. Les leucémies avec la protéine 

de fusion BCR-ABL répondent très mal à la chimiothérapie conventionnelle et de 
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meilleurs résultats sont obtenus avec une transplantation de moelle osseuse. Des études de 

profilage génique ont pu montrer des différences d'expression des gènes entre des 

patients qui rechutent et ceux qui guérissent dans un même sous-type de leucémie. 

Le profil génique permet de faire un lien plus solide entre les lésions génétiques et les 

chances de survie. De nouveaux sous-types ne correspondant pas à une lésion génétique 

déterminée ont également été découverts. La figure 1.10 montre un très bel exemple de 

profilage génique réalisé sur des échantillons de ALLs (Yeoh et al. 2002). Les 

échantillons présentant les mêmes lésions géniques (E2A-PBXl, MLL, BCR-ABL) se 

regroupent ensemble pour former une signature génique commune. Le groupe Novel 

indique un sous-type qui ne correspondait à aucune lésion génétique prédéfuùe. 

Le profilage génique semble assez perfectionné maintenant pour remplacer les 

méthodes actuelles qui nécessitent un immunophénotypage, une analyse du caryotype 

ainsi que des diagnostics moléculaires. 

Les nombreux sous-types identifiés pour chaque classe de leucémie mettent en 

évidence que la transformation des cellules peut se produire par la dérégulation de 

plusieurs voie de signalisation (Yeoh et al. 2002). 

Un autre point important est la grande variation individuelle de la réponse au 

traitement. Pour un même sous-type de leucémie, les patients vont réagir différemment 

parce qu'ils portent des variations génétiques dans leurs gènes codant par exemple pour 

les enzymes responsables de métaboliser les substances exogènes ou les transporteurs de 

ces substances. Cela influence l'efficacité et la toxicité du traitement. Un exemple de 

différence individuelle due à un polymorphisme génétique implique le gène TMPT 

(Thiopurine méthyltransférase). L'enzyme codée permet la méthylation des thiopurlnes 

utilisées pour traiter les ALLs. Certaines personnes ont des allèles produisant une TMPT 

très active alors que d'autres portent un allèle déficient. Des tests génétiques ont été 

établis pour déterminer quels allèles sont portés par un individu. Si un individu porte des 

allèles productifs, des doses fortes de thiopurines doivent être administrées pour que le 

traitement soit efficace. Si les allèles portés sont peu efficaces, le traitement doit être 

réduit en raison de la forte toxicité (Cheok and Evans 2006). 

Le profilage génique permet également d'identifier les groupes de gènes responsables de 

la résistance au traitement mais l'analyse des allèles responsables de la résistance est 
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aussi importante pour apporter un traitement individualisé. Il existe par exemple des 

micropuces spécialisées dans la détection des SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms). 

Diagnostic ALL BM samples (n=327) 

E2A· MLL T-ALL Hyperdlploid >50 BeR· Novel TEL·AML1 
PBXl ABL 

Figure 1.10: Cluster hiérarcbique de 327 échantillons de leucémies ALL (colonnes) 
et 271 gènes (lignes). Figure tirée de Yeoh et al. 2002. En rouge: gènes fortement 
exprimés, en vert: gènes faiblement exprimés. 

Des stratégies moléculaires ciblées se développent de plus en plus pour traiter les 

leucémies. Elles offrent des thérapies avec moins d'effets secondaires et de toxicité. Elles 

se développent à partir de la connaissance plus grande des gènes et des voies de 

signalisation impliqués dans les différents sous-types de leucémie. Elles consistent à 

trouver des inhibiteurs d'un gène cible ou de voies de signalisation particulières. On peut 

citer comme un exemple de réussite de stratégies moléculaires la combinaison de ATRA 

avec des thérapies conventionnelles ciblant la protéine de fusion PML-RARa. (Gilliland et 

al. 2004), l'inhibiteur imatinib (Gieevec) de la tyrosine kinase ABL ciblant la protéine de 

fusion BCR-ABL (Druker et al, 2001). Les mutations activatrices de FLTI sont corrélées 

avec un très mauvais pronostic peu importe le sous-type de leucémies. Ainsi de nombreux 

chercheurs tentent d'établir un inhibiteur spécifique de cette tyrosine kinase. De 

nombreux inhibiteurs ont été développés à l'heure actuelle et les essais sont 
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encourageants; car ils induisent l'apoptose des ceIJules exprimant FLT3 (GiBiland et al. 

2004) 

Une autre stratégie de thérapie vise les ceIJuJes souches de la leucémie. Ces ceIJules qui 

seraient quiescentes répondent moins aux traitements classiques de chimiothérapie 

Détruire ces ceIJules pourrait certainement diminuer le problème de rechute fréquemment 

rencontré lors du traitement des leucémies et autres cancers. Une récente étude montre la 

reconnaissance spécifique des ceIJules souches leucémique AMI.. humaines transplantées 

à des souris grâce à l'antigène de surface CD44. Le blocage de cet antigène de surface 

permet d'éliminer ces ceBules souches leucémiques dans ces souris et diminuent la 

capacité de repopulation de la leucémie et ouvre ainsi la voie à de possibles thérapies (Jin 

et al. 2006). 

1.2. Les rétrovirus murins de la leucémie 

1.2.1. Découverte des rétrovirus murios de la leucémie 

Les virus murins de la leucémie (MolVs pour Murine Leukemia Viruses) sont les 

agents responsables de la transmission de la leucémie d'une souris à l'autre. Les MuLVs 

ont été découverts au début du siècle dernier à une période pendant laqueBe les 

scientifiques ont commencé à élever des souris afin de les utiliser en expérimentation. 

L'observation des différentes souches de souris consanguines montrait que certaines 

étaient plus susceptibles de développer des tumeurs ou des leucémies que d'autres. La 

probabilité d'apparition des tumeurs ne suivait pas exactement les lois de Mendel, faisant 

supposer qu'un facteur autre que génétique était responsable. Par exemple, la souche AI( 

fut développée par Furth en 1933 et elle permit la découverte du premier MolV par 

Gross en 1951. Gross fut aussi le premier à obtenir un virus assez virulent pouvant 

induire des leucémies lorsque inoculé à des souriceaux nouveaux-nés. Il s'agit du virus 

nommé 'Passage A'. Gross a aussi découvert le virus nommé Akv (Gross 1951, 1957). 

Plusieurs autres chercheurs ont alors réussi à la même époque à isoler différents virus à 

partir de souris de laboratoire. Ils ont souvent donné leurs noms aux virus: virus de 

Friend, (Friend, 1957), Moloney, (Moloney, 1950), Raucher (Rauscher 1962), Graffi 

(Graffi, 1957). On peut citer également l'isolement à la même époque de RadLV (Kaplan, 
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1964). Le fait que les souches de souris de laboratoire ont été établies par seulement 

quelques chercheurs dans le monde a pour conséquence que les différents isolats de 

MuLVs proviennent de quelques mêmes ancêtres. Leurs différences proviennent de 

recombinaisons acquises lors de passages in vivo. 

Les chercheurs ont ensuite voulu savoir si ces virus étaient présents à l'état naturel et 

ont donc porté leur attention sur les souris sauvages. Effectivement, l'ADN génomique 

des souris sauvages contient la trace d'infections ancestrales sous la forme de fragments 

proviraux et dans de rares cas de provirus entiers. Parmi les rétrovirus non-défectifs qui 

ont été trouvés chez les souris sauvages, on peut citer la découverte en Californie des 

virus dits de classe amphotropique et du virus Cas-Br-E (Gardner 1978). Des virus 

défectifs endogènes sont également présents dans les souches de souris de laboratoires 

puisqu'elles dérivent elles-mêmes de souris sauvages. 

C'est à partir des années 1960 que les virus murins de la leucémie ont commencé à être 

utilisés comme outils de recherche sur le cancer aux Etats-Unis (Virus Cancer program, 

National Cancer Institute) et une grande avancée dans la compréhension de ces virus a 

été faite avec la découverte de l'enzyme rétro-transcriptase par D. Baltimore et H.M 

Temin en 1970. 

Chronologie de la découverte des MuLVs <Stephenson, 1980): 

1910-1935 : L'ère des virus de la leucémie commence par la découverte du virus du 

sarcome du poulet (Rous) comme agent transmissible et responsable de la maladie. 

1936-1950 : Cette époque est marquée par l'étude sur les MMTVs (mouse mammary 

/Umor virus) et sur le virus du papillome. Ils découvrent à cette époque la période de 

latence entre la transmission de l'agent infectieux et l'apparition des tumeurs. 

1951-1970 : C'est la période de découverte de plusieurs virus murins de la leucémie qui 

sont encore utilisés de nos jours comme modèle d'étude de la pathogenèse rétrovirale ou 

du cancer. La progression de la compréhension de la pathogenèse rétrovirale est due à 

l'amélioration des techniques de biologie cellulaire et moléculaire. L'intégration du 

génome du virus dans celui de la cellule hôte est découverte. 

1980-2006 : augmentation de la compréhension du cycle rétroviral et pathogenèse 

associée, et découverte de nombreux oncogènes grâce aux MuLVs. Utilisation des 
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rétrovirus comme outil de recherche sur le cancer et développement des thérapies 

géniques. 

1.2.2 Structure des MuLVs 

Les informations nécessaires à l'écriture des sections 1.2.2, 1.2.3 et 1.2.4 ont été prises 

majoritairement dans le livre Retroviruses (Coffm et al. 1997) 

Les MuLVs sont des rétrovirus à ARN et sont classifiés comme rétrovirus de 

mammifères de type C. Récemment, la classification des rétrovirus a été redéfinie 

(www.ncbi.nlm.nih.gov): les MuLVs sont dans le groupe VI des virus à ARN rétro

transcrit, dans la famille des Retroviridae, et sont du genre gammarétrovirus. 

Les MuLVs sont classifiés selon leur tropisme (type cellulaire et souches de souris 

qu'ils sont capables d'infecter) et selon qu'ils sont endogènes (présents dans la lignée 

germinale d'une souche de souris) ou exogènes (provenant d'isolats mais non présents 

dans la lignée germinale). 

Ce sont des virus à enveloppe fonnée d'une bicouche lipidique issue de la membrane 

cytoplasmique des cellules hôtes. Ces virus ont comme matériel génétique deux 

molécules d'acides ribonucléiques simple brin de polarité positive qui codent pour des 

protéines structurales et fonctionnelles. 

La particule virale contient tous les éléments nécessaires à la réplication du virus à 

l'intérieur d'une cellule hôte et est faite de façon à ce qu'il soit bien protégé lors de son 

passage dans l'environnement extracellulaire. Le schéma d'une particule virale est 

présenté sur la figure 1.11 A. Le génome du virion se trouve protégé au cœur de la 

particule et est complexé avec des protéines structurales pour fonner la nucléocapside. 

Une coque interne, la capside, est fonnée autour de la nucléocapside. A ce niveau-là se 

trouvent également des protéines fonctionnelles: l'intégrase, la rétro-transcriptase et la 

protéase. La capside est entourée par une coque externe supplémentaire, la matrice, qui 

est elle-même en association étroite avec la bicouche lipidique de l'enveloppe. La 

bicouche lipidique est parsemée de protéines de surface (SU et TM) accrochées à la 

matrice et qui vont reconnaître des récepteurs membranaires à la surface des cellules 

hôtes. 
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Les gènes codant pour les protéines structurales et fonctionnelles du virus sont 

organisés en 3 régions principales, légèrement chevauchantes, le long du génome viral. 

Ces 3 régions correspondent aux gènes Gag, Pol et Env qui codent pour des protéines 

précurseurs qui vont être clivées par la protéase pour former des protéines matures (figure 

1.11 B). Gag code pour les protéines structurales de la matrice (MA), capside (CA) et 
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nucléocapside (NC), Pol code pour des protéines fonctionnelles: protéase (PR), RNase H, 

rétro-transcriptase (RT) et intégrase (IN). L'enveloppe code pour les protéines de surface 

(SU) et transmembranaire (TM). 

Figure 1.11: Organisation des virions et des génomes viraux, schémas adaptés de 
Retroviruses (Coffin et al. 1997). (A) Schéma simplifié d'un virion, SU: protéine de 
surface; TM: protéine transmembranaire; IN: intégrase; RT: rétro-transcriptase; PR: 
protéase; NC: nucléocapside; MA: matrice; CA: capside. (B) Organisation génomique. 
PBS: primer binding site; SD: site donneur de splicing; SA: site accepteur d'épissage; fS: 
frameshift; PPT: polypurine tract; PA: queue polyA; LTR: Long terminal repeat. 

Aux extrémités 5'et 3'du génome viral se trouvent des structures dont l'organisation va 

légèrement différer s'il s'agit du génome viral (dans la particule) ou du provirus (forme 

intégrée dans l'ADN de la cellule hôte). Lorsque l'on parle du provirus, chaque extrémité 

identique à l'autre est appelée LTR (Long Terminal Repeat). (figure 1.11 B) Les LTRs 

sont composés des régions U3, R (Repeat region) et U5 et jouent un rôle essentiel dans le 
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déroulement de la transcription inverse de l'ARN génomique en ADN proviral ainsi que 

dans la transcription des ARN messagers à partir du provirus. La région U3 est un fort 

promoteur liant des facteurs de transcription présents dans les cellules hôtes. Lors de la 

réaction de rétro-transcription, les brins d'ARN génomique vont se replier sur eux-mêmes 

formant une boucle ce qui permet la duplication en S'de U3 initialement en position 3' et 

celle de US en 3'. 

1.2.3 Cycle de réplication rétrovirale 

Dans l'organisme infecté, le virus va obligatoirement suivre un cycle de réplication 

pour se multiplier (figure 1.12). Le virus entre dans la cellule hôte grâce à la 

reconnaissance d'un récepteur membranaire par les protéines de surface de l'enveloppe. Il 

rentre dans la cellule par endocytose et va commencer son cycle de réplication. 

Un virus comporte le minimum de protéines et d'information génétique nécessaires à 

sa multiplication. Afin de se propager, il va utiliser à ses fins la machinerie de la cellule 

dans laquelle il vient de pénétrer. 

En utilisant sa propre enzyme, la rétro-transcriptase (ou transcriptase inverse), le virus 

rétro-transcrit son génome qui est sous forme d'ARN en molécule d'ADN double-brin. La 

molécule d'ADN double-brin va migrer dans le noyau et s'intégrer, grâce à l'intégrase, 

dans le génome de la cellule cible. L'ADN viral intégré, appelé alors provirus, va être 

considéré par la cellule hôte comme de l'ADN génomique et plus particulièrement comme 

un gène. C'est ainsi que le virus détourne la machinerie cellulaire pour produire beaucoup 

de nouvelles molécules d'ARN. Certaines de ces molécules d'ARN viral vont être 

destinées à intégrer les nouvelles particules virales qui vont se former, et d'autres vont 

être traduites en protéines. Les protéines synthétisées sont celles codées par les 3 gènes, 

Gag, Pol et Env (voir section 1.2.2). L'assemblage des nouvelles particules s'effectue et 

celles-ci sortent de la cellule par bourgeonnement, emportant avec elles la bicouche 

lipidique de la cellule hôte transformée en enveloppe. Une particule entrée dans une 

cellule permet la production de nombreuses autres particules virales qui vont sortir de la 

cellule. Ce phénomène d'amplification ainsi que l'utilisation de la machinerie cellulaire 

sont des preuves de l'adaptation ingénieuse des virus dans le monde vivant. 
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Figure 1.12: Cycle de réplication rétrovirale. Les principales étapes du cycle sont 
montrées. Le cercle correspond au dessin de la cellule hôte; l'ovale correspond au noyau. 
Le schéma est adapté de Retroviruses, (Coffin et al. 1997). 

1.2.4 Induction de la leucémie 

La capacité des MuLVs à induire la leucémie provient de l'intégration de leur génome 

dans celui de la cellule hôte. 

Certains rétrovirus sont capables d'induire la leucémie ou le cancer parce que leur 

génome a capturé par transduction un oncogène dans son propre génome (rétrovirus 

défectifs). On peut citer le MuLV C58-MSV qui contient l'oncogène v-ras (Fredrickson 

et al., 1987) ou le MuLV Ab-MLV contenant l'oncogène Abl (Abelson and Rabstein, 
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1970) Ainsi, lorsqu'ils infectent- une cellule hôte, l'oncogène porté par le génome viral 

devient partie intégrante de l'ADN cellulaire et de nombreuses copies du gène sont 

transcrites. Les protéines oncogéniques correspondantes dérégulent la prolifération de la 

cellule qui devient cancéreuse. 

Les autres MuLVs, qui n'ont pas la particularité de contenir un oncogène, et qui ont 

donc un génome entier tel que décrit dans la section 1.2.2, ont également la capacité 

d'induire la leucémie à cause de leur intégration dans le génome cellulaire. Trois 

mécanismes généraux sont décrits: 1) mutagenèse insertionnelle par insertion de 

promoteur ou de enhancer; 2) production de protéines tronquées; 3) inhibition de 

suppresseurs de tumeur. La figure 1.13 schématise le principe de la mutagenèse 

insertionnelle ainsi que celui de la production de protéines tronquées. 

1)	 La mutagenèse insertionnelle provoque la sur-expression d'un proto-oncogène 

situé à proximité de l'intégration rétrovirale. La transcription peut se faire à partir 

du promoteur cellulaire du proto-oncogène et la transcription est favorisée par la 

présence d'éléments enhancers des LTRs viraux situés en amont ou en aval du 

gène (cas noté 1 sur la figure 1.13). Dans ce cas, la double-hélice d'ADN formant 

des structures tertiaires rapprochant les éléments, le virus peut agir sans être 

intégré à proximité du proto-oncogène, en amont ou en aval de celui-ci. Le 

deuxième cas correspond à l'utilisation du promoteur viral pour initier la 

transcription du proto-oncogène (cas noté 2 sur la figure 1.13). Dans ce cas, le 

provirus doit être intégré à proximité du gène, en amont et dans une orientation 

sens. 

2)	 La production de protéines tronquées est provoquée par l'intégration du virus à 

l'intérieur de la région transcriptionnelle du proto-oncogène. La troncation a pour 

conséquence de produire une protéine dont les fonctions oncogéniques sont 

accrues. 

3)	 Le dernier principe correspond à l'inhibition de la transcription de gènes 

suppresseurs de tumeur ou la production d'une protéine inactive par troncation, 

cela par intégration rétrovirale. La protéine normalement codée par les gènes 

suppresseurs de tumeur ne peut alors plus agir sur l'inhibition de la prolifération 

cellulaire ou l'induction de l'apoptose. 

L'ADN viral va s'intégrer dans le génome de la cellule hôte de façon aléatoire même si 
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des sites préférentiels sont connus. Pour les MuLVs, ses sites ont d'abord été rapportés 

correspondant à des structures chromatiniennes ouvertes c'est-à-dire sensibles à la 

ADNase I. ou proches de sites d'initiation de la transcription et d'îlots CpG (Panet and 

Cedar, 1977, Lewinski et al. 2006). Ces sites semblent un peu différents entre les classes 

de rétrovirus et par exemple pour VIH et le génome humain, les sites préférentiels se 

trouvent dans les unités transcriptionnelles actives (Lewinski et al. 2006). Il semble que 

l'intégrase est le facteur déterminant de la spécificité de chaque classe de rétrovirus 

(Lewinski et al. 2006). 

exons introns gene A:
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-/'" /"',. 

.\DN U3 R U5 Ga Pol Euv U3R U5 

provirat promoteur 

(!) activation de promoteurs cellulaires 

<D initiation de la transcription par le promoteur viral 

CD terminaison de la transcription 

Figure 1.13: Mécanismes de la mutagenèse insertionnelle. Le schéma est adapté de 
Retroviruses, (Coffin et al. 1997). 

Si le virus arrive à s'intégrer à proximité d'un proto-oncogène et à déréguler son 

expression, cela confère à la cellule un avantage prolifératif. La cellule se divise 

activement et donne naissance à des cellules portant la même intégration. Les cellules 

deviennent cancéreuses et forment une population clonale de cellules leucémiques. C'est 

au début des années 1980, que les intégrations rétroviraies ont commencé à être mises en 

évidence à proximité de proto-oncogènes ainsi que la dérégulation d'intégration de ces 

proto-oncogènes dans les tumeurs (Hayward et al. 1981). Parmi les oncogènes, c-myc est 

très fréquemment ciblé par les intégrations rétrovirales. Par exemple, de multiples 

intégrations à proximité de c-myc ont été trouvées avec les rétrovirus de Friend (Dreyfus 

et al. 1990), de Graffi (Denicourt et al. 1999), ou le Gross Passage A (Villemur et al. 

1987) 
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Entre le moment de l'inoculation du virus à des souris et l'apparition de la leucémie, il 

existe toujours un temps de latence assez grand même s'il diffère suivant les types de 

MuLVs. Ce temps de latence est nécessaire pour qu'une intégration rétrovirale cible et 

dérégule un proto-oncogène. Ainsi les cellules cibles d'une souris infectée peuvent 

également contenir des intégrations rétrovirales qui n'ont aucune relation avec le 

développement de la maladie. 

Un site commun d'intégration rétrovirale (CIS) peut être mis en évidence grâce à 

des outils de biologie moléculaire. Il s'agit de l'intégration d'un virus dans une même 

région chromosomique dans des tumeurs issues de différentes souris. Les CIS sont 

trouvés en général, à proximité, ou au sein de proto-oncogènes, qui sont les premiers 

intervenants dans le déclenchement de la leucémie, comme c-myc par exemple. Ainsi la 

recherche de sites communs d'intégration rétrovirale dans les tumeurs induites est un 

outil puissant pour découvrir de nouveaux proto-oncogènes et c'est ainsi que les MuLVs 

ont participé grandement à la compréhension du cancer dans les dernières années. Cette 

recherche est facilitée actuellement grâce à l'obtention de la séquence du génome de la 

souris. 

Pourquoi les MuLVs induisent-ils spécifiquement des leucémies et non toutes les 

autres formes de cancer? La spécificité des MuLVs à induire la leucémie provient du fait 

qu'ils ciblent les progéniteurs hématopoïétiques. Des études ont montré que dans les 

premières heures après l'inoculation virale, les virus se trouvent dans les ostéoclastes (et 

les ostéoblastes) de la moelle osseuse puis ensuite les particules virales infectent les 

progéniteurs hématopoïétiques (Okïmoto and Fan, 1999). Afin de pénétrer dans leurs 

cellules cibles, les rétrovirus utilisent des récepteurs spécifiques des cellules. Par 

exemple, les MuLVs écotropiques utilisent le récepteur mCATl (murine cationic amino 

acid transporter 1) (Albritton et al. 1989). Les MuLVs ont également développé un LTR 

bien adapté à la réplication dans les cellules hématopoïétiques, puisqu'il peut lier des 

facteurs de transcription fortement exprimés dans ce type de cellules (Golemis et al. 1989, 

Barat and Rassart, 1998). 

Les MuLVs offrent l'avantage d'induire des leucémies qui sont de très bons modèles 

pour étudier les leucémies humaines et les gènes qui ont été découverts grâce aux MuLVs 

ont également un rôle oncogénique chez l'humain (exemple: c-myc). 
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Il existe un seul rétrovirus chez l'humain capable d'induire la leucémie. 11 est nommé 

HTLV-1 (Human T- leukemiallymphotropic virus type l) (Poiesz et al. 1980). Il est 

associé à l'apparition de désordres lymphoprolifératifs et dans 1% des cas, des leucémies 

de type T se développent avec une latence très longue (20 ans). HTLV-1 provoque 

d'autres maladies comme des syndromes neurologiques. Il est particulièrement fréquent 

au Japon, en Afrique, en Amérique du sud et dans le bassin des Caraïbes (Feuer and 

Green, 2005). HTLV-II a également été trouvé chez un patient atteint d'une leucémie 

lymphoïde (hairy ceU leukemia) mais ce variant est moins pathogénique que HTLV-I 

(Feuer and Green, 2005). Récemment un troisième variant a été identifié au Cameroun, 

HTLV-III mais la pathologie à laquelle il est associé n'est pas connue (Calattini et al. 

2005). 

Il est à noter que des rétrovirus autres que les MuLVs peuvent induire d'autres 

pathologies comme par exemple le BM5eco qui induit un syndrome immunitaire proche 

du SIDA ou des variants neuropathologiques des MuLVs (exemple de PVC-211, variant 

neuropathologique du virus de Friend, (Hoffman et al. 1992)). 

1.2.5. Le rétrovirus Gram 

1.2.5.1. Les travaux d'Arnold Gram 

Arnold Graffi a découvert dans les années 1950 un virus capable d'induire la leucémie 

chez les souris et lui a donné son nom (figure 1.14, Graffi, 1957). Il était à cette époque 

professeur à l'Institut pour la Recherche sur le Cancer de l'Académie Allemande des 

Sciences (Berlin-Buch). A. Graffi est décédé à l'age de 96 ans en 2006 (Wunderlich and 

Bielka, 2006). 

A cette époque, l'isolement des virus se faisait en récoltant l'extrait acellulaire à partir 

d'organes infiltrés de souris souffrant de leucémie. Les techniques de purification se sont 

développées peu à peu (techniques de centrifugation et de gradients de densité) afm 

d'obtenir un extrait d'une pureté plus grande (comportant moins de cellules ou de débris 

cellulaires) et d'une concentration plus grande en particules virales. Cependant, les 

chercheurs travaillaient souvent à l'époque avec des mélanges de virus. 
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Arnold Graffi travaillait avec 3 souches principales de souris, nommées XVII, Agnès

Bluhm et CBA. Ces souches ont disparu à l'heure actuelle excepté la souche CBA. Le 

rétrovirus Graffi a été isolé à partir de l'extrait acellulaire de tumeurs d'Ehrlich nommées 

Sarcoma 1 et Sarcoma II (Graffi 1957). 

A 

Prof. Arnold Graffi Arch. Geschwulstforsch. 29/1, 8.47-53,1967 

(communication personelle) 

Figure 1.14: Arnold Graffi et le virus Gram. (A). Photographie d'Arnold Graffi. (B) 
Photographie en microscopie électronique d'une particule du virus Graffi bourgeonnant 
hors d'une cellule. 

Lors des premières injections des extraits acellulaires, les leucémies induites étaient 

presqu'exclusivement des leucémies de type myéloïde. L'extrait acellulaire était peu 

virulent, avec une latence d'induction très longue (31 semaines) et seulement un faible 

pourcentage des souris développait la maladie. 70% des souris développaient des 

chloroleucémies, un type particulier de leucémie myéloïde qui a pour caractéristique une 

coloration verdâtre des tissus hématopoïétiques due à une abondance de myéloperoxidase 

(Graffi 1957). 

Au cours des différents passages, l'extrait acellulaire présentait une virulence accrue 

(temps de latence plus court et plus grande incidence d'apparition des leucémies) mais en 

même temps apparut également le phénomène de la diversification hématologique. Ce 
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phénomène correspond au fait que le pourcentage de chloroleucémies induites diminue et 

qu'il y a apparition d'autres types de leucémies même si elle sont classées 

majoritairement comme myéloïdes (Fey and Graffi, 1965a, 1965b, 1968, Graffi et al., 

1966). La première fois qu'ils ont constaté la diversification hématologique, c'est quand 

ils ont injecté à des souris un extrait acellulaire provenant de rats inoculés auparavant. 

Puis ils ont constaté la diversification hématologique de façon généralisée et n'ont jamais 

réussi à reproduire un pourcentage aussi élevé de chloroleucémies qu'originellement. 

D'autres chercheurs travaillaient aussi sur le virus Graffi: ils trouvaient que certaines 

leucémies induites étaient de type lymphoïde (Fiore-Donati and Chieco-Bianchi 1966). 

Ainsi, les différents types de leucémies répertoriées dans ces articles selon la 

classification de l'époque étaient les suivantes: l) Leucémies myéloïdes différenciées, 2) 

Leucémies myéloïdes immatures, 3) Chloroleucémies, 4) Leucémies 

paramyéloblastiques, 5) Leucémies myéloïde-réticulaires, 6) Leucémies réticulaires, 7) 

Leucémies réticulaire-lymphatiques, 8) Leucémies lymphatiques, 9) Leucémies 

érythroblastiques. 

A partir de l'observation de la diversification hématologique, ils ont commencé à faire 

des expériences pour en comprendre le mécanisme (sans succès), ce qui fut résumé dans 

les publications citées ci-dessus.(Fey and Graffi, 1965a, 1965b, 1968, Graffi et al., 1966). 

Ce qu'ils constatent d'après les résultats de leurs expériences, c'est que le type de 

leucémie induit majoritairement dépend essentiellement de l'extrait acellulaire utilisé au 

départ. Ainsi, s'ils prennent une leucémie de type chloroleucémie au départ et qu'ils en 

injectent l'extrait acellulaire à d'autres souris, ils obtiennent un très grand pourcentage de 

leucémies de type chloroleucémie ou myéloïde et s'ils prennent une leucémie de type 

lymphoïde, ils obtiennent beaucoup de leucémies de type lymphoïde. Mais il existe 

toujours dans tous les cas une diversification hématologique et elle s'accentue lors des 

passages successifs. Ils ont aussi constaté que le pourcentage de chioToleucémies diminue 

avec la diminution du temps de latence. Ils font alors une corrélation avec l'âge de la 

souris et la maturation du système hématopoïétique. 

Ils ont trois hypothèses pour expliquer la diversification hématologique: l) il y a un 

mélange dans l'extrait acellulaire et chaque virus du mélange est responsable d'un type de 

leucémies; 2) Il existe seulement un type de virus, et il infecte au hasard un type de 

cellule hématopoïétique et transforme ces cellules en cellules cancéreuses; 3) Le virus 

se transforme selon les conditions et la transformation résulte en une différence de 
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tropisme. Leur hypothèse favorite est la 3ème 
. Ils pensent que le virus lorsqu'il bourgeonne 

de la cellule hôte dans laquelle il s'est répliqué, emporte avec lui un peu de l'enveloppe 

cellulaire. Cette enveloppe cellulaire porterait des récepteurs qui seraient responsables de 

1'histotropisme. 

Leur caractérisation était basée sur une observation morphologique des frottis sanguins 

et certaines réactions histochimiques. Mais à cette époque les connaissances sur les 

cellules du système immunitaire étaient plus réduites et il est donc difficile de faire un 

parallèle entre les résultats d'hier et d'aujourd'hui. Par exemple que sont réellement les 

leucémies réticulaires? Enfin, fait important: on sait également aujourd'hui qu'ils 

travaillaient avec un mélange viraL 

1.2.5.2. Clonage du rétrovirus Graffi 

En 1993, le laboratoire d'Eric Rassart a réussi a cloner le génome de 2 variants du 

rétrovirus Graffi (Ru et aI.1993). Le clonage procure l'avantage de pouvoir produire un 

virus pur et de permettre diverses manipulations et expérimentations. 

Les variants ont été isolés à partir de cellules chroniquement infectées par l'extrait 

acellulaire original du virus Graffi (données par Nathalie Teich). Afin de réaliser le 

clonage, l'ADN de haut poids moléculaire a été isolé à partir des cellules chroniquement 

infectées et une banque de clones a été réalisée. Plusieurs dizaines de clones ont été 

obtenus à l'aide d'une sonde spécifique provenant de la région U3 du LTR du rétrovirus 

Moloney. Cette sonde permettait de reconnaître spécifiquement les rétrovirus 

écotropiques exogènes. A l'issue de cette analyse, 3 types de clones comportant 

apparemment le génome rétroviral entier avec 2 LTRs ont été sélectionnés pour 

poursuivre ['étude. Les 3 clones furent nommés GY-1.2, GY-lA, et GY-2.5. 

Des analyses Southern Blot plus poussées ont été réalisées et ont montré que GY-2.5 

avait une délétion dans la région de l'enveloppe. De plus, l'absence d'une région 

d'environ 60bp dans la région U3 de GY-lA et présente dans celle de GY-1.2 a été mise 

en évidence. La figure 1.15 représente la carte de restriction enzymatique de ces 3 

variants. 

Les clones GY-1.2 et GY-\.4 ont permis la production de virus infectieux alors que 

GY-2.5 probablement défectif ne donna pas de virus infectieux. 
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Ainsi GV-1.2 et GV-lA produisent des Virus écotropiques capables d'infecter des 

cellules murines Balb/c ou NllBT3 (virus NIB tropiques). Les différents signes 

pathologiques dont souffraient les souris étaient: hépato-splénomégalie, thymome, 

grossissement des ganglions, anémie. La latence pour GV-1.2 a été montrée plus faible 

que pour GV-IA. Les leucémies ont été classifiées comme myéloïde (100%) sur la base 

de l'observation de frottis sanguins et de colorations spécifiques. Le nombre de 

chIoroleucémies obtenues était très faible et elles sont apparues seulement dans les souris 

inoculées avec GV-lA. 
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Figure 1.15: Cartes de restriction de GV-1.4, GV-1.2 et GV-2.5 (Ru et al. 1993). Les 
LTRs sont représentés à chaque extrémité par des rectangles La délétion au niveau de 
l'enveloppe de GV-2.5 est représentée par un rectangle noir. Les sondes utilisées pour 
l'analyse Southern sont indiquées par des traits noirs en-dessous des cartes. C, Cial; E, 
EcoRV; H, HindIII; K, KpnI; P, PsU; PI, PvuI; S, Smal;SII, SacII; SI, Sali; Sc, Sacl; X, 
Xhol. 

La séquence nucléotidique des LTRs de GV-1.2 et GV-IA a été élucidée (numéros 

d'accession Ll4415 pour GV-1.2 et Ll4416 pour GV-104) et cela a permis de voir que les 

LTRs de GV-1.2 et GV-lA étaient identiques excepté une répétition de 60 pb présente 

dans le U3 du GV-1.2 et absente dans celui de GV-IA. 
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Malgré la classification myéloïde, la présence de caractéristiques Iymphoi:des des 

tumeurs est largement discutée dans l'article. Les caractéristiques lymphoïdes 

correspondent à un réarrangement du TCR~ et de la chame lourde de l'immunoglobuline 

dans certaines tmneurs. Ce phénomène a été appelé 'infidélité de lignage', caractérisant 

les présences concomitantes de caractères myéloïdes et lymphoïdes. La première 

hypothèse pour expliquer le phénomène était que le virus Graffi infectait un progéniteur 

déjà engagé dans la lignée lymphoïde mais qui aurait provoqué une altération de la 

différenciation lymphoïde et une réactivation des caractères myéloïdes. La deuxième 

hypothèse proposée correspond à l'inverse, c'est-à-dire l'infection d'un progéniteur 

myéloïde dont Je programme lymphoïde aurait été réactivé. 

1.2.5.3. Travaux sur la région U3 du virus Gram 

Partant de la séquence nucléotidique des LTRs de GY-1.2 et GY-lA, 2 études ont été 

effectuées pour caractériser la région U3 du virus Graffi (Barat et Rassart, 1998 a et b). 

Comme le virus semblait avoir la particularité unique parmi les autres MuLYs d'induire 

des leucémies myéloides, le but était de trouver quels facteurs de transcription pouvaient 

se lier spécifiquement au U3 du virus Graffi. 

La région entière de U3 a été utilisée pour cette analyse et non pas seulement la région 

enhancer comme c'est le cas dans de nombreuses études. Le enhancer est une région bien 

spécifique de U3 situé en amont de la boîte CAAT et de la boîte TATA et qui lie de 

nombreux facteurs de transcription jouant donc le rôle d'activateur de la transcription. 

C'est dans cette région que se trouve la répétition de GY-1.2. La région enhancer a été 

notamment bien étudiée pour les virus de Moloney et de Friend et de nombreux sites 

consensus liant des facteurs de transcription ont été identifiés (Golemis et al,1989, 

Golemis and Speck 1990, Manley et al. 1989). 

La première étude a tenté d'élucider les sites liant des facteurs de transcription du U3 

de GY-lA et celui du virus Cas-Br-E en émettant l'hypothèse qu'ils n'induisaient pas les 

mêmes pathologies (Barat and Rassart 1998a). Les expériences ont été effectuées avec 

des lignées cellulaires de diverses origines hématopoïétiques. De nombreux sites liant les 

facteurs de transcription ont été identifiés et ils se superposent en majorité avec ceux déjà 

identifiés pour les virus de Moloney et de Friend (élements CORE, LYb,...). Le facteur 

CBF~ a été identifié comme celui se fixant sur l'élément CORE. De plus, un site en 
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dehors de la région enhancer semble différencier le U3 de GY-lA et celui de Cas-Br-E. 

Dans une seconde étude (Barat and Rassart 1998b), ces travaux ont été continués et il a 

été montré que les facteurs GATA-I, GATA-2, et GATA-3 se fixaient et trans-activaient 

les U3 de GY-lA et Cas-Br-E. 

L'activité de transcription de la région U3 de GY-1.2 et GY-lA a été testée dans 

plusieurs lignées cellulaires (myéloïde, érythroïde, lymphoïdes, fibroblastique) (Barat and 

Rassart 1998a, figure 1.16). Les activités de transcription ont été testées en comparaison 

avec différents virus (Cas-Br-E, Friend, Moloney, VL3Y13, SY40). Le résultat montre 

que GY-1.2 et GY-lA ont une forte activité de transcription dans toutes les lignées 

testées. GY-lA a une activité plus faible que GY-1.2 qui montre le taux d'activité le plus 

élevé par rapport aux autres virus testés. GY-l.2 a même une activité de transcription plus 

forte que le virus Moloney connu pour induire uniquement des lymphomes de type T 

dans les lignées lymphoïdes. Ces résultats étaient inattendus car on pensait voir une 

activité de transcription des variants GY-1.2 et GY-1.4 plus forte ou même restreinte à la 

lignée myéloïde testée. 

TABLE 1 

Relative Transcriptionnl Activity of Relrovirnl URs in Vnrious Cell Lines 

Erythroid 
Myeloid T Lymphoid 

DIB MI 32Dcl3 BW5147 lurknt Cos 

Cas-Br-E 6S 43 36 19 S 43 
Friend 100' 88 70 3S 8 57 
GV12 90 100' 100' 61 100' 100' 
GV1.4 81 88 80 39 80 86 
Moloney 43 39 55 100' 80 23 
VL3V13 63 62 56 46 38 49 
SV40 3 5 4 0 1 8-4 

Nore. Repcner plasmids comainlng U3 reglon 01 various MuLVs upsrrenm of tlle CAT gene were trnnsfecled in Ule indicmed celillnes. Results are 
the menn value of Dl JenS! three experiments. The s"'ndard devintion was generally nO! nlxwe 10%. 

, The highest CAT octil<iry ln each cell line wos given the nrbirrnry value of 100. nnd the activiry of other LTR-CAT constructs nre expressed as 
percemoge octiviry of this highest LTR. 

Figure 1.16: Activité de transcription de la région U3 de plusieurs virus (Barat et 
Rassart, 1998 a). 

Il est à noter que les LTRs des rétrovirus sont fonnidahlement adaptés. Par exemple, le 

rétrovirus Graffi fixe des facteurs de transcription qui sont non seulement fortement 

exprimés dans les cellules dans lesquelles les particules virales se multiplient (GATA-l, 

-2 -3) mais aussi qui sont responsables de l'état leucémique (CORE: CBF~ et AMLI). 



63 

1.2.5.4. Recbercbe de sites communs d'intégrations 

Afin d'utiliser le rétrovirus Graffi comme un modèle pour étudier le cancer, les 

intégrations à proximité d'oncogènes connus pour être ciblés par différents MuLYs ont 

été recherchées (Denicourt et al., 1999). L'hypothèse était de connaître quels étaient les 

oncogènes spécifiques des leucémies myéloïdes. Des intégrations ont été retrouvées dans 

c-myc (6 tumeurs, 20%), Fli-I (3 tumeurs, 10%), Spi-I/Pu.I (1 tumeur, 3,3 %) et Pim I(I 

tumeur, 3,3 %) (figure I.I 7). Les tumeurs réarrangées pour c-myc ne montraient pas de 

sur-expression par rapport aux autres car toutes les tumeurs montraient une expression 

très forte de ce gène. Il a été souligné dans l'article que c-myc est effectivement exprimé 

de façon abondante dans toutes les cellules proliférantes et n'est régulé négativement que 

lors de la différenciation. Piml a été trouvé dans une tumeur montrant déjà un 

réarrangement pour c-myc. Les intégrations dans Fli-l ont montré une sur-expression 

spécifique dans les tumeurs réarrangées. 

La recherche de nouveaux sites communs d'intégration (C.I.S) dans les tumeurs 

induites par le rétrovirus Graffi a conduit à la découverte de Gris-I (Graffi integration 

site 1) (Denicourt et al. 2003). Le site est localisé sur le chromosome 6 de la souris et les 

intégrations rétrovirales sont trouvées dans 13% des tumeurs analysées (induites avec 

GY-lA). A l'époque de la découverte de ce c.I.S, le génome de la souris n'était pas 

encore public et plusieurs expérimentations ont dû être effectuées pour découvrir les 

gènes associés au c.I.S. Il s'agit de la cycline D2 située à 85kbp des intégrations. Le virus 

intégré provoque la surexpression du gène de la cycline D2 ainsi que d'une isofonue 

tronquée de ce gène issu d'un épissage alternatif jusque-Ià non caractérisée. Une étude 

poussée de l'isofonue tronqué montre qu'il a des propriétés oncogéniques (Denicourt et 

al., 2007, Oncogene in Press). 

L'équipe de R.Elwel et I.Touv a effectué une recherche à grande échelle des sites 

d'intégrations rétrovirales de GY-lA dans des souris FVBIN par une technique de PCR 

inverse (Erkeland et al. 2004). Ils ont analysé 69 tumeurs et trouvé 94 sites d'intégrations 

différents. Parmi les 94 intégrations, 79 représentaient des CIS dont environ 1/3 étaient 

des sites d'insertions connus. Seulement 19 insertions ont été testées pour confinuation et 
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l'expression des gènes à proximité des gènes n'a également pas été analysée. Un site 

commun qui a été plus profondément analysé par cette équipe correspond au ciblage du 

gène YY 1 par GV-1.4 (Erkeland et al. 2003). 

Figure 1.17: Intégrations rétrovirales trouvées dans des tumeurs induites par GV
1.4 (Denicourt et al. 1999). La région génomique ciclée est schématisée par un trait. La 
carte de restriction enzymatique est indiquée. Les intégrations virales ainsi que 
l'orientation du virus sont indiquées grâce à des flèches. 



CHAPITRE II 

CARACTÉRISATION DES LEUCÉMIES 
INDIDTES PAR LE RETROVIRUS GRAFFI 

2.1. Avant-propos 

Le but principal du projet de thèse présenté dans ce manuscrit est d'utiliser le rétrovirus 

murin Graffi pour étudier le phénomène de la leucémie. La première étape essentielle fut 

d'établir le modèle d'étude, c'est-à-dire d'avoir une très bonne connaissance des 

leucémies induites par le rétrovirus murin Graffi. 

Le projet a ainsi commencé par une étude approfondie de la pathogenèse associée au 

rétrovirus Graffi. Cette nouvelle caractérisation était nécessaire au vu de la complexité 

des résultats obtenus antérieurement. Premièrement, Ru et al. (Ru et al. 1993) bien que 

classifiant les leucémies comme myéloïde discutait grandement de la complexité des 

résultats et du phénomène d'infidélité de lignage: les leucémies portaient également des 

caractéristiques lymphoïdes (réarrangement des gènes du TCRb et Th) (Ru et la 1993, 

section 1.2.5.2). De plus, des travaux postérieurs à l'article de 1993 (Ru et al. 1993) et 

antérieurs à 2001, mettaient en évidence des leucémies de type T chez des souris Balblc 

inoculées avec GY-1.2 (travaux de C. Barat). 

Ainsi, la complexité de la pathogenèse associée au rétrovirus Graffi ayant pu être 

suspectée, une nouvelle approche de caractérisation a été effectuée en ne se basant pas sur 

les résultats antérieurs. Pour cela, les 2 variants rétroviraux, GY-1.2 et GY-1.4 ont été 

inoculés à 3 souches de souris, Balblc, NFS et FVB/n. Les souris ont été observées pour 

détecter l'apparition des signes pathologiques. Elles ont été sacrifiées au stade tenninal de 

la maladie et les organes hématopoïétiques ont été utilisés pour effectuer différentes 

analyses. Cela a apporté de nombreux nouveaux éléments sur la pathogenèse associée au 

rétrovirus Graffi et cela a fait l'objet d'un article: Novel insights into the pathogenesis of 
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the Graffi m~rine leukemia retrovirus, Voisin V, Barat C, Hoang T, Rassart E, J ViroI. 

2006 Apr;SO(S):4026-37. L'auteur C. Barat a participé dans cet article à la caractérisation 

des leucémies (leucémies induites par inoculation de GV-1.2 dans les souris Balb/c) et a 

corrigé le manuscrit. L'auteure T. Hoang a fourni l'expertise en immunophénotypage des 

leucémies et a aidé à corriger le manuscrit. 

2.2. Article: 'Novel insights into the pathogenesis of the Graffi 
Murine Leukemia Retrovirus' 

2.2.1. Abstract 

The Graffi murine leukemia virus (MuLV) was isolated in 1954 by Arnold Graffi, who 

characterized it as a myeloid leukemia-inducing retrovirus. He and his team, however, 

soon observed the intriguing phenomenon of hematological diversification, which 

corresponded to a decrease of myeloid leukemias and an increase of other types of 

leukemias. Recently, we derived two different molecular clones corresponding to 

ecotropic nondefective genomes that were named GV-1.2 and GV-lA. The induced 

leukemias were classified as myeloid based on morphological analysis of blood smears. 

In this study, we further characterized the two variants of the Graffi murine retrovirus, 

GV-1.2 and GV-lA, in three different strains of mice. We show that the Graffi MuLV is 

a multipotent retrovirus capable of inducing both Iymphoid (T- and B-cell) and 

nonlymphoid (myeloid, erythroid, megakaryocytic) leukemia. Many of these are very 

complex with concomitant expression of different hematopoietic lineages. Interestingly, a 

high percentage of megakaryocytic leukemias, a type of leukemia rarely observed with 

MuLVs, arise in the FVB/n strain of mice. The genetic backgrounds of the different 

strains of mice influence greatly the results. Furthermore, the enhancer region, different 

for GV-1.2 and GV-IA, plays a pivotai role in the disease specificity: GV-1.2 induces 

more Iymphoid leukemias, and GV-lA induces more non Iymphoid ones. 
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2.2.2. Introduction 

About 50 years ago Arnold Graffi, at the Cancer Research Institute in Berlin, Gennany, 

isolated a new retrovirus capable of inducing leukemia in a specific strain of mice, named 

Agnes-Bluhm, bred in his laboratory. Graffi (Graffi, 1957) induced a large proportion of 

myeloid leukemias with a very high incidence of chloroleukemias (70%), characterized 

by a greenish coloration of the Iymph nodes, and he classified the virus as a myeloid 

leukemia-inducing retrovirus. 

Working on better characterizing the pathogenesis of the virus, Graffi and his team 

were soon confronted with complex results. They observed the intriguing phenomenon of 

hematological diversification, which corresponded to a decrease in the percentage of 

chloroleukemias and an increase in other types of leukemias (Fey, 1969, Fey and Graffi. 

1965, Graffi, et al. 1966). This virus could induce multiple kinds of myeloid leukemias, 

from immature to differentiated forms, but also reticular, Iymphoid, and erythroid 

leukemias and mixed forms (based on the classification at this time). 

It is very likely that Graffi was working at that time with a viral mixture. In 1993, Ru et 

al. (Ru, et al. 1993) cloned two nondefective ecotropic retroviral geoomes from NIH-3T3 

celllines chronically infected with the original Graffi acellular extract (a gift of Nathalie 

Teich). These two viral variants were called GV-1.2 and GV-lA. The genomic restriction 

map and the sequences of their long terminal repeats (LTRs) (GenBank accession 

numbers L14415 and L14416 for GV-1.2 and GV-IA, respectively) showed that they 

differ in the U3 region, one 60-bp segment being duplicated in GV-1.2 and not in GV-lA. 

GV-1.2 induces disease with a shorter latency period. Based mainly on morphological 

analysis of blood smears, the leukemias induced with GV-1.2 and GV-lA were described 

as mainly myeloid/granulocytic when injected into newbom BALB/c and NFS mice (Ru, 

et al. 1993). In several tumors, we observed myeloid characteristics (myeloperoxidase 

[MPO] staining) together with rearrangements of the germinal configuration of the T-cell 

receptor 13 (TCR./3) gene and/or of the irnmunoglobulin heavy chain gene, specific for T

cell and B-celllineages, respectively. This pheoomenon was called lineage infidelity. 

In this report, we extended our characterization of the Graffi retrovirus. GV-1.2 and 

GV-IA were inoculated into three strains ofmice (BALB/c, NFS, and FVB/n), and more 
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than 100 leukemias were analyzed by flow cytometry with several difTerent 

hematopoietic markers combined with molecular biology tools. 

The complete genome sequences of the two variants were determined and used to 

complement the immunophenotyping analysis. This study reveals that the Graffi murine 

leukemia virus (MuLV) is a complex virus capable to induce a large spectrum of 

leukemias. It replicates efficiently in several ceIl types, as already suggested in studies of 

the LTR (Barat and Rassart. 1998 a,b). It is multipotent and induces both lymphoid and 

nonlymphoid leukemia, including megakaryocytic leukemias, which are quite rare in 

MuLV-induced pathologies. 

2.2.3. Materials and Methods 

2.2.3.1. Viroses, inoculation of mice, and tissue collection 

Viral stocks of GV-1.2 and GV-lA were made from ceIl culture supematants derived 

from chronicaIly infected NIH-3T3 cells. The culture supematant of the infected ceIls was 

collected, centrifuged, aliquoted, and kept at -80°C. Newbom (<24 h-old) rnice of strains 

BALB/c, NFS, and FVB/n were inoculated intraperitoneally with 0.1 ml of filtered virus. 

The viral titers were 3.106 PFU for GV-1.2 and 1.106 PFU for GV-IA. The mice were 

checked routinely for c1inical signs of disease (loss of weight, anemia, enlarged spleen). 

Moribund mice were sacrificed, and several organs (thymus, lymph nodes, spleen, liver, 

kidneys, brain) were frozen on dry ice and stored at -80°e. A sterile ce]] suspension from 

the spleen, thymus, and lymph nodes was prepared by gently teasing the organs apart in 

cold RPMI ceIl culture medium and by passing them through nylon mesh. Viable ceIls 

were used for flow cytometry analyses or stored at -SO°C in 90% fetal calf serum and 

10% dimethyl sulfoxide. Bone marrow was recovered by flushing cold RPMI ceIl culture 

medium through the femur with a 26G3/S needle. Blood and spleen sampIes were 

incubated in hypotonic ammonium chloride solution to eliminate the erythrocytes. 
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2.2.3.2. Immunophenotyping. 

106 cel1s were suspended in 100 III of standard phosphate-buffered saline buffer. For 

detection of surface antigens, the antibodies (quantities calculated from a titration 

experiment) were added, and the cells were incubated for 30 min in the dark. The cells 

were then washed with cold phosphate-buffered saline and resuspended in SOO III of a 

standard isotonic solution (Hematal; Fisher). The antibodies (BD Pharmingen, 

Mississauga, Canada) used were as follows: fluorescein isothiocyanate (FITC)

conjugated rat anti-mouse CD4, FITC anti-CD3, phycoerythrin (PE)-conjugated anti

CD90, FITC anti-CD4SRlB220, FITC anti-CDII b (Mac-l, MlnO), FITC anti-CD71 

(transferrin receptor), FITC anti-CD41 (glycoprotein lIB), FITC anti-CD34, FITC anti

CDII7 (cKit, stem cell factor ligand), FITC anti-Scal, PE anti-CDSa, PE anti-Gr-I 

(Ly6G/Ly6C, RB6-SCS), and PE anti-TER119 (glycophorin A). Isotype controls (BD 

Phanningen) were included for each antibody used. Flow cytometric analyses were done 

with a fluorescence-aetivated cell sorter scanner (FACScan; Becton Dickinson), and the 

data were processed with the WinMDI software. CD3 together with CD90, CD4 together 

with CDS, Mac-I together with Gr-l, and Ter119 together with CD7l were used in 

double-staining cornbinations. 

2.2.3.3. RNA extraction and Northern bJotting 

Total RNA samples were extracted from the tissues using the TRlzol reagent kit 

(Invitrogen, Burlington, Canada) and stored at -SO°C. Fifteen micrograms of total RNA 

samples were denatured with forrnamide and separated on a 1% agarose gel containing 

fonnaldehyde. The RNA was transferred to a nylon membrane, UV fixed, and hybridized 

with DNA probes labeled by the random primer extension method using oligohexamers 

(GE Healthcare, Baie d'Urfé, Canada), and approximately 2 x 106 cpm/ml was used. The 

hybridization process was done as described previously (Sambrook and D. Russell. 2001). 

The cDNA fragments used as probes were as follows: myeloperoxidase (S. Gisselbrecht), 

PU.I (F. Moreau-Gache/in), EpoR (H. Lodish), F1i-1 (A. Bernstein), FOG-I (S. Orkin), 

c-mpl, GpIIb, and PF4 (F. Morlé). The expression ofbeta-actin was used as a control for 

equal RNA loading and to nonnalize relative expression data 
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2.2.3.4. DNA extraction and Soutbern blotting. 

The genomic DNA was extracted from nonnal and leukemic tissues by standard 

procedures as described previously (Sambrook and D. Russell. 2001). The DNA was 

digested with appropriate restriction enzymes, separated on a 0.8% agarose gel, and 

transferred to nylon membranes (Ambion) for hybridization. A 600-bp TCRJ3 probe 

(kindly provided by H. Fan) and a 600-bp probe corresponding to the Jh region (provided 

by F. Ait) were used to detect T-cell receptor and heavy chain immunoglobulin gene 

rearrangements, respectively. 

2.2.3.5. PCR amplification of tbe proviral LTR. 

PCR amplification of the proviral LTR region was perfonned by using genomic tumor 

DNAs with the forward primer 5'-CCCCACCATAAGGCTTAGCAAGCTAG-3' and the 

reverse primer 5'-TAGTITCAAATGAGGCGCAAG-3' and using the PCR CORE kit 

(QIAGEN, Mississauga, Canada). Each reaction product was amplified by PCR as 

follows: 1 cycle at 95°C for 5 min; 30 cycles at 94°C for 1 min, 61°C for 1 min, noc for 

1 min; and 1 cycle at noc for 5 min. 

2.2.4. ResuUs 

2.2.4.1. Disease latency. 

Neonate mice of three difTerent strains (BALB/c, NFS, and FVB/n) were inoculated 

with sirnilar doses of the two Graffi MuLV variants GV-\.2 and GV-IA (see Materials 

and Methods). Leukemias appeared with an incidence of 99%. About 1% of the mice 

suffered from hindlirnb paralysis and were not included in the study. Figure 2.1 shows the 

cumulative survival curves in the three different stains of mice inoculated with GV-IA 

(Fig. 2.IA) and GV-1.2 (Fig. 2.lB). 

After the inoculation of GV-1.2 (Fig. 2.1 B), 50% of the mice showed signs of disease 

at day 68 for the FVB/n group, day 79 for the NFS group, and day 81 for the BALB/c 

group. After the inoculation of GV-\.4 (Fig. 2.1A), 50% of the leukemias were detected 
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after 139, 158, and 181 days in FVB/n, NFS, and BALBlc mice, respectively. Thus, GY

1.2, which contains two direct repeats in the LTR, induces leukemias wjth a shorter 

latency than GY-lA, which contains only one direct repeat as previously described (Ru, 

et al. 1993). Uncorrelated wjth the viral variant inoculated, the latency period is also 

significantly dependent upon the mouse strain (as measured by a log rank test; P < 0.05), 

reflecting the effect of the genetic background on the disease development. Leukemias 

developed more quickly in FVB/n mice than in NFS and BALBle mice, the latter strain 

showing the longest latency period. 

2.2.4.2. Gross patbology of leukemic mice 

During the life span of the inoculated mice, no sign of pathology was detected until a 

few days before death. According to the Bethesda proposais for classification of 

neoplasms (Kogan et al. 2002, Morse et al. 2002), two groups of mjce were obviously 

distinguishable, one presenting signs oflymphoid leukemia (thymoma and/or lymph node 

enlargement, no anemia) and one presenting signs of nonlymphoid leukemia (severe 

anemia, absence of lymph node or thymoma). The gross pathology of the leukemic mice 

is presented in Table 2.1. From these results, two major conclusions can be drawn. First, 

GY-1.2 induces more lymphoid leukemias than GY-lA. Second, the genetics of the mice 

greatly influence the results: BALBlc mice are more susceptible to Iymphoid leukemias, 

whereas FVB/n mice produce preferentially nonlymphoid leukemias marked by severe 

anemia. Eighteen percent of the mice showed signs of both lymphoid and nonlymphoid 

leukemias. Their mixed phenotypes were further elucidated by flow cytometry and by the 

analysis of the expression of sorne lineage-specific genes (see below). The results reflect 

the complexity of the leukemias induced by the Graffi retrovirus. 

2.2.4.3. Flow cytometry. 

The immunophenotype of the leukemic cells present in the different hematopoietic 

organs of each mouse was analyzed using flow cytometry. The leukemic population was 

identified according to the enlarged size of the cells and their high proportion compared 

to that of normal control mice. 
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The results shown in Table 2.1 and Fig. 2.2A reveal that the Graffi murine retrovirus is 

able to induce leukemias arising from ail of the hematopoietic lineages: the Iymphoid 

lineage (B and T cells), the myeloid lineage, and the erythroid and megakaryocytic 

lineages. Among the 108 mice analyzed, 53 leukemias of Iymphoid origin were detected; 

among these were 35 T-cell and 18 B-cell leukemias. The other 55 leukemias had 

nonlymphoid characteristics and included 9 myeloid, 15 megakaryocytic, and 31 

erythroid leukemias. 

ln BALB/c mice, GY-1.2 induced almost exclusively T-cellieukemias (91%), whereas 

GY-lA induced also B-cell (28%), myeloid (15%), and erythroid (10%) leukemias. 

Similar results were obtained with the NFS and FVB/n strains, although the percentage of 

T-cellieukemias was reduced in these strains for both variants. The broadest spectrum of 

leukemias is induced with the NFS strain. These results correlate weil with the 

observations of gross pathology in mice. They confum that the two Graffi variants 

induced different patterns of leukemia and that the genetics of the mice influence the 

results. 

The inununophenotypic analyses also confirmed the existence of complex phenotypes, 

either mixed or biphenotypic (Kogan et al. 2002, Morse et al. 2002). Mixed leukemias 

(two different leukemic populations in the organism) were exclusively erythroleukemias 

combined with T-cellieukemias. Biphenotypic leukemias (a unique leukemic population) 

were essentially Iymphoid, expressing specific markers of the myeloid lineage. 

2.2.4.4. Global results of the induced leukemias. 

To complete and confirm the gross pathology and the immunophenotypic analyses, 

molecular biology tools were applied to RNA and DNA isolated from each tumor (Fig. 

2.3 and 204). For each leukemia, the flow cytometry results and the molecular 

characterization of the tumor RNA and DNA were compared. These global results for 

each type ofleukemia are described below. 
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2.2.4.5. T-cellieukemia. 

The T-cell leukemias induced by the Graffi MuLV are characterized by the presence of 

an en1arged thymus and spleen, often accompanied by enlarged Iymph nodes, with no 

anemia. They were identified based on four specifie markers: CD3, CD90 (Thy1.2), CD4, 

and CD8a. Ali these surface molecules are expressed by thymocytes and mature 

lymphocytes (Dialynas et al. 1983, Ledbetter et al. 1980.). A total of 31 T-cellieukemias 

were induced and analyzed.ln BALB/c mice, GV-I.2 generated more than 90% ofT-cell 

leukemias (Table 2.1), but this incidence was largely reduced in NFS (48%) and even 

more in FVB/n (28%) mice. For eacb mouse strain tested, GV-lA corresponded to an 

incidence ofT-cellleukemias lower than that induced with GV-1.2 (Table 2.1). 

Five groups of leukemias could be distinguished based on the expression of CD4 and 

CD8 markers: CD4- CD8-, CD4+ CD8+, CD4+ CD810
, CD4+ CD8-, and CD4- CD8+. The 

two predominant forms were CD4+ CD8- and CD4+ CD8+, representing 12 and 10 cases, 

respectively, (Fig. 2.2A). 

Rearrangements of the TCRJ3 gene were analyzed by Southem blotting (Fig. 2.3A and 

Table 2.2). Fifteen of the 31 T-cell leukemias analyzed had rearrangements of the TCRJ3 

locus. Rearrangement of the TCRJ3 chain is initiated at the double-negative stage, and 

thus, we expected that the more immature phenotypes, CD4- CD8- (double-negative stage) 

and CD4+ CD8+ (double-positive stage) would be those that retained a genn line 

configuration. Three out of four CD4- CD8- and four out of seven CD4+ CD8+ Ieukemias 

were indeed unrearranged at the TCRJ3 locus. But in fact, 50% of the more-mature

phenotype (CD4+ CD8-) leukemias had a1so a TCRf3 locus in germinal configuration. 

Thus, the TCRJ3 locus rearrangement and the several phenotypes observed suggest that 

the retrovirus does not homogeneously block the differentiation pathways of the leukemic 

cells. No TCRJ3 rearrangement was found in myeloid or in nonlymphoid leukemias (Fig. 

2.3A and data not shown). 

Recombination of the ru locus, which is specifie to the B-cell lineage, was a1so tested, 

and atypically, we found that sorne T-cellieukemias also had rearrangements ofthis locus 

(TabJe 2.2). No resting B cells (Iess than 5%) were detected by f]ow cytometry in the 

spleen of these animais, excluding the possibility that the rearrangements observed 

corresponded to normal B cells (Fig. 2.2B, panels a and b). More curiously, otber T-cell 

leukemias were biphenotypic and expressed the myeloid marker CDll b. This occurred in 
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five cases, two with a CD4+ CD8- phenotype and three with a CD4- CD8- phenotype. 

Such a leukemia is illustrated on Fig. 2.2B, panel c. An aberrant abundant expression of 

MPO was detected in 10 tumors that were not biphenotypic (Fig. 2.4A, lane 10; Table 2.2; 

also data not shown), although no myeloid cells were detected by flow cytometry in the 

spleen ofthese animais. Sorne leukemias (Ledbetter, et al. 1980.) expressed the erythroid

specific FOG gene (Fig. 2.4B, lane 26; also data not shown), but ail of tbem were mixed 

T-cell/erythroid leukemias arising predominantly in the spleen. 

2.2.4.6 B-cellieukemia. 

The B-cell leukemias were preferentially induced by GV-1.4 in NFS and FVB/n mice 

and were particularly recognizable by the presence of enormous Iymph nodes and 

enlarged spleen but normal thymus and no anemia. They were c1assified as B-cell 

leukemias based on the presence of the surface antigen B220/CD45R, which is present 

from the pro-B-cell stage through the mature and activated B-cell stages, and the absence 

of other restricted specific lineage markers (Allman, et al. 1999, Hardy et al .. 2000). 

Sorne leukemias expressed progenitor markers at variable levels, and thus, six leukemias 

expressed Sca-I and two expressed c-Kit (CD117). Rearrangements of the JH locus 

which occur at the pro-B-cell stage (Allman, et al. 1999) were also analyzed. Table 2.2 

summarizes both the immunophenotype and the molecular characteristics of the 15 B-cell 

leukemias. Figure 2.3B shows the Southern blot analysis of the heavy chain 

immunoglobulin (JH) gene rearrangement for the B-cell leukemias in comparison with 

other types of leukemias and controls. Twelve out of the 15 B-cell leukemias have 

rearrangements of JH (Fig. 2.3B, lanes 1 to 6, 9 to 10, 12, and 14 to 16). Thus, the 

majority of the B220+ leukemias had rearrangements of JH except for those induced in 

NFS mice by GV-1.2 (Table 2.2). 

A number of these B-cell leukemias showed a complex phenotype. First and 

surprisingly, 8 of the 15 B-cell leukemias expressed very high levels of MPO RNA (Fig. 

2.4A), although no myeloid cells were detected by flow cytometry as was the case for 

sorne T- cell leukemias. Second, two of them were biphenotypic since they were B220+, 

had rearrangements of JH, and expressed the myeloid marker CD Il b, although only one 

expressed MPO. Surprisingly, none of the B-cellieukemias showed TCRf3 rearrangement. 

Thus, we presume that the Graffi targeted B-cell progenitors are more committed than the 
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targeted T cells. JH and TCRJ3 rearrangements may also be regulated by two separate 

mechanisms implicating different genes. 

2.2.4.7. Myeloid leukemia. 

Myeloid leukemia was recognizable by an enlarged spleen, mild anemia, slightly 

enlarged Iymph nodes and no thymus enlargement. To immunophenotype these 

leukemias, we used two myeloid-specific antibodies: CDlI b, which is expressed on both 

granulocytes and monocytes (Ho and Springer. 1982, Lagasse, and Weissman. 1996), and 

Gr-l, more characteristic of the granulocyte lineage (Fleming, et al. 1993, Lagasse, and 

Weissman. 1996). Double-positive CDlI b+ Gr-l + cells represent myeloid precursors 

largely found in the bone marrow of normal mice. Nine cases of myeloid leukemia were 

observed. Five ofthese were induced in NFS mice with GY-lA, and four were induced in 

BALB/c mice (three with GV-1.4 and one with GV-1.2). Three phenotypes were obtained: 

CDlI b+Gr-l- (five cases), CDll b- G-l +(one case), CDlI b+ Gr-l +(three cases). 

We also tested the expression of MPO, which is synthesized during the promyelocytic 

stage of myeloid differentiation (46). Three CDll b+ Gr-l +, one CDll b+ Gr-l-, and the 

unique CDllb- Gr-l+ tumor expressed very high levels ofMPO (Fig. 2.4A, lanes 14 and 

15; also data not shown). The other myeloid leukemias (mainly the Gr-l- phenotype) did 

not express MPO at detectable levels. Surprisingly, MPO was not only expressed in the 

spleens of the animais suffering from myeloid leukemias. It was detected abundantly in 

many other leukemia cases, as described above for the T-cell and B-cell leukemias and 

shown on Fig. 2.4A. In total, 10 T-celI, 8 B-cell, 2 erythroid, and 1 megakaryoeytie 

leukemia showed a high expression of this specifie myeloid gene even though no CD Il b

or Gr-rpositive eells were detected in the spleens of these miee by flow eytometry. 

Interestingly, in contrast with the reports of Graffi (Graffi, A. 1957), we induced only one 

chloroleukemia (with GV-1.4 in an NFS mouse) in this study. 

2.2.4.8. Erythroid and megakaryocytic leukemia. 

These two types of leukemias induce severe anemia (hematoerit between 10% and 

30%), an enlarged spleen, and often an infiltrated liver. The Teri 19 (glycophorin A) and 
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CD71 (transferrin receptor) cell markers were used to immunophenotype the erythroid 

leukemias. Teri 19 and CD71 are expressed from the proerythroblast through erythrocyte 

stages (Kina, et al. 2000, Lok and Loh. 1998). Megakaryocytic leukemias were identified 

with the use of CD41 (glycoprotein lIb), which is specifie to platelets, megakaryocytes, 

and early hematopoietic progenitors (Uzan et al. 199 I.). The megakaryocytic leukemias 

analyzed in this study also expressed high levels of cKit (Fig. 2.2A, panel e) and were 

negative for Sca-I. 

These two types of nonlymphoid leukemias developed primarily in FVB/n mice (Table 

2.1). In this strain, we induced 72% and 36% of Teri 19+ leukemias with GV-\.2 and GV

lA, respectively, and 48% of CD41+ leukemias with GV-IA. Complex (mixed or 

biphenotypic) erythromegakaryocytic leukemias were also induced, including two with 

GV-I.2 and two with GV-IA. Sorne mixed erythroid and T-celIleukemias also developed 

(as described above). 

Since megakaryocytic leukemias are rarely observed in murine models of retrovirus

induced leukemias and since CD41 is also expressed at the surface of multipotent stem 

celIs, the expression of several genes highly expressed in the megakaryocytic Iineage 

(Pereira, R. et al. 1999, Tsang et al. 1997) was analyzed by Northem blotting (Fig. 2AB). 

As expected, the resuits indicate that in aIl the erythroid and megakaryocytic leukemias, 

Fogi is expressed highly and at a much higher level than in the other types of leukemia 

and controls. Fli 1 also is abundantly expressed in erythroid and megakaryocytic 

leukemias compared to the other types of leukemias and controls (Fig. 2AB). These two 

genes cannot be used to distinguish the erythroid from the megakaryocytic tumors. 

lnterestingly, the tumors that expressed very high levels of Fli 1 also harbored a retroviral 

integration in the locus (not shown). GpIIb (CD41) was highly expressed in aH the 

megakaryocytic leukemias and in mixed erythroid/megakaryocytic leukemias (Fig. 2AB) 

in good correlation with their CD41 + immunophenotype. A few erythroid leukemias also 

expressed high levels of GpIlb rnRNA although they were CD41-, possibly due to a 

poorer maturation of the protein in erythroid cells. PF4 and c-mpl are both considered to 

be specifie to the megakaryocytic lineage (Gurney et al. 1994). In our study, c-Mpl was 

found to he highly expressed in the majority of the megakaryocytic leukemias, whereas 

PF4 was expressed in only one case (Fig. 2AB). Surprisingly, few erythroid leukemias 

expressed these genes (Fig. 2AB). The expression of these genes in both types of 

leukemias was often correlated with a strong expression of GpIIb (Fig. 2AB). Thus, this 
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study enables us to conclude that the CD41/cKit leukemic cells derive from the 

megakaryocytic lineage. Furthennore, it shows that the erythroid and megakaryocytic 

leukemias induced by Graffi are very closely related. 

2.2.4.9. Integrity of tbe U3 enbancer region. 

The U3 region of the proviruses of mature tumors was analyzed to detect possible 

rearrangements or duplications in the enhancer region, as it was found in previous studies 

with other MuLVs and especially with SRS-19.6 (Granger et al. 1999). 

We PCR amplified the proviraJ U3 enhancer region from the genomic DNA of 

infiltrated spleens of leukemic mice. GV-1.2 has a 60-bp duplication of the enhancer 

region absent in GV-lA, and therefore the number of duplication can be deduced from 

the fragment's size: 351 bp for GV-1.2 and 291 bp for GV-lA (Fig. 2.5). We hybridized 

the PCR products with a U3-specific probe to confmn the specificity of the amplifications 

(data not shown). The results indicate that the Graffi MuLV enhancer is not stable and 

acquired modifications during the replication cycles. As shown on Fig. 2.5, several 

fragments of different size are detected for many tumors. For each tumor, the most 

abundant fragment generally corresponds to the input viral variant (GV-1.2 and GV-IA), 

and the additional fragments correspond to altered proviruses. The smallest fragment 

corresponded to the intact GV-lA form, which is therefore the smallest enhancer region 

necessary for efficient replication. 

In the Iymphoid leukemias, sorne fragments were of a size larger than that expected 

frOID the input retrovirus (Fig. 2.5A and B). PCR from GV-IA tumors all showed the 

expected 291-bp fragment but also presented fragments of larger size corresponding to 

enhancer modification, presumably duplications and triplications. Also, PCRs for GV-1.2 

tumors all showed the expected 351-bp fragment and additional larger fragments (Fig. 

2.5A and B). Interestingly, a few GV-1.2 tumors contained the lower-molecular-weight 

291-bp fragment typical ofGV-lA (Fig. 2.5A, lane 3, and B, lanes 2 to 4). 

The phenomenon was more rarely observed in the nonlymphoid leukemias, since they 

do not show duplication or multimerization of the enhancer region (Fig. 2.5C and D). AIl 

the nonlymphoid tumors induced with GV-lA (Fig. 2.5C, lanes 1 to 13) showed no 

alteration of the provirus enhancer region; lanes 2 and 8 on Fig. 2.5C show rnixed 
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nonlymphoid and T-cellieukemias. However, GV-1.2-induced erythroid leukemias (Fig. 

2.5D) often presented enhancer alteratlon with a majority of additional smaller fragments 

corresponding to the GV-1.4 enhancer (Fig. 2.5D, lanes 3 and 5 and 6 to 8). Thus, the 

constitution of the enhancer region can he altered during the viral replication cycles, and 

this surely has an impact on tumor development. 

2.2.5. Discussion 

2.2.5.1. Part 1 

This study on the pathogenesis of the Graffi murine retrovirus indicates that it is an 

extremely multipotent virus, able to give rise to leukemias from every lineage of the 

hematopoietic system: T-cell, B-cell, myeloid, erythroid, and even megakaryocytic 

lineages. However, GV-1.2 and GV-lA induce the disease with different latencies, and 

more irnportantly, they induce different types of leukemia GV-l.2 induces a large 

percentage of T-cell Jeukemias, although GV- 1A induces a much wider spectrum of 

leukemias, including nonlymphoid leukemias. 

Graffi is extremely multipotent and induces complex leukemias. The induced 

leukemias were found to he heterogeneous. The leukemia frorn each animal harbored its 

particularities, and several leukemias showed complex phenotypes. This heterogeneity 

reflects the very high polyvalence of the Graffi MuLV. In the case of T-ceIl leukemias, 

sorne tumors were more complex and did not show the expected phenotypes. The TCRfi 

rearrangement was in several cases not correlated with a more mature phenotype, and 

more curiously, sorne leukemias harbored an irnrnunoglobulin H rearrangement. This 

phenomenon was already observed in leukemias induced by Moloney viral recombinants 

and in thymomas in AKR/J mice (Granger et al. 1999, Hanecak, et al. 1988, Herr et al. 

1983, Ott, et al. 1992). Possibly, the leukemic T cells derive from very early Iymphoid 

progenitors that still retain sorne B-cell potential, and the deregulation induced by the 

viral integration may activate the rnachinery of the irnmunoglobulin rearrangernent. Sorne 

leukemias showed much more complex phenotypes that could be considered aberrant. 

First, these are the biphenotypic Iymphoid leukernias expressing the CDllb myeloid 

marker. Corresponding human leukemias are widely reported in the Iiterature (for 

examples, see references 7, 16,38,44,49, and 51), and expression ofCDllb on human 
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leukemic B cells is associated with tmfavorable prognosis (Jensen et al. 1992, Pinto et al. 

1991, Tassies et al. 1995). Sorne studies showed that these bipbenotypic cells do exist in 

normal mice although they are very rare (Abrahao et al. 2003, Borrello et al. 1995, Graf 

et al. 1999, Lu et al. 2002). Second, this concerns a1so the apparently aberrant expression 

of MPO mainly in T-cell and B-cell leukemias but also in two erythroid and one 

megakaryocytic case. Since RNA was extracted from whole spleen extracts, the high 

MPO level can be explained in two ways. First, it could be due to a large infiltration of 

adherent myeloid cells (histiocytes) that were not included in the flow cytometry analysis 

since the cell suspension was obtained by mechanical disruption without collagenase 

treatment. Second, the nonmyeloid leukemic cells couId exhibit promiscuous gene 

expression of MPO as a consequence of retroviral insertional activation of this gene. We 

favor the latter possibility because we could not find any signs of myeloid cell infiltration 

in the tumors by morphological assessment of the samples (spleen imprints). This highly 

aberrant expression of MPO in many leukemias is probably the main feature responsible 

for the higher percentage of tumors c1assified as myeioid leukemias observed by Ru et al. 

(Ru et al. 1993), who used the MPO staining as an important criterion. 

Thus, the high versatility of Graffi MuLV suggests that the target cells are either very 

early or early committed progenitors from ail the lineages. Indeed, when methylcellulose 

colony assays were performed with bone marrow cells from infected mice, Graffi proviral 

DNA could be detected in every type of colony tested (CFU-G, CFU-GM, CFU-M, CFU

E, CFU-GEMM) as early as 4 days postinfection, and by 15 days postinfection, ail 

colonies were highly positive (data not shown). 

2.2.5.2. Importance of mouse genetics. 

Interestingly, each strain of mice responded differently to Graffi infection. First, the 

latency was different among the different strains, and second, the distribution of the 

various leukemias was specific to each strain of mice. BALB/c mice sbowed the longest 

latency period and preferentially developed T-cell leukemias. The NFS strain was more 

susceptible to B-cellieukemias. Finally, the FVB/n strain showed the shortest latency and 

deveioped mainly nonlymphoid leukemias. Interestingly, this strain of mice carries an 

activated form of the K-ras oncogene (Shafarenko et al. 1997) whicb could reduce the 

munber of hits required for leukemogenesis. 
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Similar observations were made in previous studies. For example, a Moloney MuLY 

with a mutated core motif was shown to induce 60% of erythroleukemia cases in NFS 

mice but almost 100% of T-cell lymphoma cases in BALB/c mice (Yuen et al. 1992). 

Similarly, the recombinant virus MOL4070LTR (Moloney with the 4070A LTR) induces 

46% of lymphomas in BALBIc llÙce and 23% in FVB/n mice (Wolff et al. 2003). 

2.2.5.3. Importance of the retroviral LTR 

The importance of the retroviral LTR in disease specificity is clearly established. The 

Graffi retroviruses are capable to infect a very large spectrum of cell types, and the major 

determinant is very likely due to its LTR. lndeed, we analyzed the Graffi LTR-driven 

transcriptional activity in severa! celllines (Barat and Rassart. 1998 b). The U3 region of 

GY-1.2 was found to be a very strong promoter in ail the hematopoietic cell lines tested 

(erythroid, myeloid, and T-Iymphoid). GY-lA LTR was globally less powerful than GY

1.2 but showed a similar wide-range specificity. Thus, the Graffi U3 region could bind 

transcription factors present in different cell lineages and be equally activated in these 

cells, in contrast to Friend and Moloney viruses, which show enhanced activity only in 

erythroid and T-celllines, respectively (Barat and Rassart. 1998 b). 

Indeed, DNase 1 footprint analyses using the LTR of GY-lA revealed a similar pattern 

of protected regions in different cell lines (erythroid, myeloid, and T-cell) (Barat and 

Rassart. 1998 b). Sorne of the LTR'S specifie transcription factors were identified for 

Graffi, and we showed that GATA-l, -2 and -3 were able to activate the promoters of 

both GY-1.2 and GY-lA (Barat and Rassart. 1998 a). GATA-I is expressed in aH 

erythroid cel! lineages, megakaryocytes, mast cel!s, and multipotent stem cells and has 

been involved in the regulation of most erythroid genes (Orkin, 1992). GATA-3 is 

expressed at al! stages ofT-cel! development (Georgopoulos, 1997, Orkin, 1992). GATA

2 has a much broader expression pattern, including myeloid and erythroid cel! lineages 

and endothelial cel!s, and is essential for multilineage hematopoiesis (Orkin, 1992). Thus, 

the importance of the GATA members in the Graffi LTR activation can explain the large 

spectrum of infected cel!s. These proteins act in cooperation with other cofactors, such as 

Tall/Scl (Lecuyer, Hoang. 2004). lnterestingly, a perfect consensus site for TALI is 

present proximal to the GATA binding site. It would therefore be noteworthy to identify 

the factors interacting with the GATA members in different celllines. 
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An interesting feature that became evident in this study is that the viral variants GV-1.2 

and GV-lA have sorne differences in latency and type of induced leukemia The latency 

period of GV-\.2 is shorter than that of GV-1.4 (Fig. 2.1) (Ru et al. 1993), and GV-1.2 

induces a higher percentage of T-cell leukemias (Table 2.1). We sequenced the two 

genomes, GV-1.2 and GV-1.4, which originate from the same tumor, and we found that 

they are very similar except for the duplication in the U3 LTR region 

(GenBank/EMBL/DDBJ accession numbers: GV-IA, AB187566; GV-1.2, AB187565) 

(V. Voisin et al., in preparation, Voisin and Rassart, 2006). Except for the U3 region, 

only 16 nucleotide differences were found along their entire genomes. 

The differences in latency are not likely to be influenced by viral titer since the two 

variants showed equivalent titers. These variations in latency are more likely explained by 

the presence oftwo direct repeats in the GV-1.2 LTR. Probably, this allows the binding 

of more transcription factors, making it globally more transcriptionally powerful as 

shown previously (Barat and E Rassart. 1998b). 

GV-1.2 induces a higher percentage of T-cell leukemias. The direct repeat 

encompasses the well-studied region of the LYb/CORE binding sites. The CBF and 

MCREF bind the CORE of Moloney in T-cells and Friend in erythroid cells, respectively 

(Golemis et al. 1989, Li et al. 1987, Manley et al. 1993., Speck and Baltimore. 1987). 

Therefore, the duplicated region contains elements that are known to be more important 

for activation in T cells and also erythroid cells, which correspond to the major types of 

leukemia induced by GV-1.2. In FVB/n mice, a high incidence (72%) of erythroleukemia 

is induced with a very short latency compared to that in NfS and BALB/c mice. This 

suggests that the duplication has a strong impact on promoter activity in erythroid cells in 

this particular strain. 

Granger et al. (Granger et al. 1999) hypothesize that the tandemerization of the 

enhancer region has a favorable impact on the development of T-cell leukemias. 

Interestingly, they found that the proviruses from lymphoid tumors induced by a SRS

19.6-Moloney recombinant virus had acquired new sequence duplication in the enhancer 

region. Similar sequence duplications were also observed in wild-type SRS-19.6-induced 

tumors and were restricted to T-cell tumors. Considering the high homology between 

GV-lA and SRS-19.6 LTRs, we verified the integrity of the proviral enhancers in mature 

tumors. The analysis revealed that the Graffi MuLV enhancer is not stable and fluctuates 

between different forms during the replication cycles, showing duplication, 
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multimerization, and even loss of duplication (Fig. 2.5). One could hypothesize that these 

alterations are favorable to tumorigenesis. Granger et al. (Granger et al. 1999) proved that 

the tandemerization of the enhancer region of SRS-19.6 was associated with T-cell 

leukemias but not with other leukemias. We can conclude from this study that a 

multimerization of the enhancer region seems to he indeed related with Iymphoid 

leukemia. Indeed, a much higher percentage of Iymphoid leukemias is generated by GV

1.2, which contains an enhancer duplication, and most of the alterations observed with 

this variant yield fragments of higher molecular weight. Moreover, the minimal enhancer 

corresponding to the GV-1.4 forrn seems more favorable to the induction of nonlymphoid 

leukemias since most leukemias of this kind arose after the inoculation of GV-I.4. In 

contrast with the Iymphoid leukemias, nonlymphoid leukemias do not show duplication 

or multimerization of the enhancer (Fig. 2.5C). Furtherrnore, sorne GV-I.2-induced 

erythroid leukemias showed a loss of duplication (Fig. 2.50, lanes 3, 5, and 6 to 8). 

Since GV-I.2 shows a shorter latency period in addition to inducing more T-cell 

leukemias, one could speculate that these leukemias develop faster than the nonlymphoid 

ones. This was not the case, and there was no correlation hetween the latency period and 

the type of leukemia observed in each individuallitter (data not shown). 

2.2.5.4. Comparison with SRS-19-6 MuIV. 

The sequencing of the Graffi genomes revealed an overall homology of 97% between 

the Graffi and SRS-19.6 MuLVs, demonstrating that they must originate from a common 

ancestor. However, there are enough differences to suggest that they represent distinct 

viruses. The nucleotide changes are dispersed along the genomes even in well-conserved 

regions. Two segments (the 5'end of the POL gene and the 3'end of the ENV gene) are the 

most divergent regions between Graffi and SRS-I9.6 (Voisin et al., in preparation, Voisin 

and Rassart, 2006). The SRS-19.6 virus was cloned from a transmissible system 

developed in China and involving passaging of the viral mixture in Kunming mice, an 

inbred strain developed from NIH/Swiss mice (Bundy et al. 1995). This virus is able to 

induce a large spectrum of leukemias in NlH/Swiss mice (myeloid leukemias, B- and T

celllymphomas, and erythroid leukemias). This distribution is very similar to our results, 

in particular those obtained with the GV-1.4 variant inoculated into NFS mice (Table 2.1). 

However, different strains of mice were used in these two studies. As the mouse genetic 



83 

background appears to be very important, the two viroses could still give slightly 

different phenotypes if inoculated into the same strain of mice, reflecting the differences 

found in their respective genomes. 

2.2.5.5. A good mode) for megakaryocytic leukaemia. 

A high percentage of nonlymphoid leukemias were induced with GV-1.4, especially in 

the FVB/n s1raÏn. They consist mostly of erythroid (TERI19+ CD7n and 

megakaryocytic leukemias (CD41 + cKit). Sorne MuLVs, such as Friend and Rauscher, 

are known to induce erythroid leukemias, but very few studies on MuLVs have reported 

megakaryocytic leukemia Thus, Graffi MuLV seems to be a good model to study 

megakaryocytes. Sorne specifie genes of megakaryocytes and eythroid lineages were 

analyzed to confirm the true lineage of these leukemias (Fig. 2.4B). The expression of 

these genes did not show any erythroid versus megakaryocytic specificity or vice versa 

This demonstrates the closed relationship of the two lineages that is noteworthy and 

widely reported in the literature. Several examples of human erythroid leukemic cel1lines 

from patients (Rowley et al. 1992., Tani et al. 1996) or from MuLV models (Paoletti et al. 

1995, Vannucchi, et al. Paoletti. 1997) are reported to bear both erythrocyte and 

megakaryocyte characteristics. Moreover, a common erythromegakaryocytic progenitor, 

bearing the surface molecules TERI 19 and CD41, was identified in the bone marrow 

(McDonald et al. 1993, Papayannopoulou et al. 1996, Vannucchi et al. 2000). This 

suggests that the TER119+ CD41 + leukemias observed mostly in GV-1.4-infected FVB/n 

mice may correspond to this progenitor and therefore represents an interesting model to 

study the erythromegakaryocytic lineage. 

2.2.5.6. Graffi: a myeloid leukemia-inducing virus? 

Ali together, these results show that both Graffi variants, GV-1.2 and GV-1.4, cao 

induce a variety of leukemias in BALB/c, NFS, and FVB/n strains of mice. This 

exhaustive study shows that Graffi MuLV induces complex leukemias and that several 

immunological and molecular markers are required to classify them properly. These 

results are different from our previous study on the characterization of Graffi MuLV (Ru, 

et al. 1993), where leukemias were considered mainly myeloid. Our earlier study (Ru, et 
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al. 1993) was mainly based on the observations .of blood smears, spleen imprints, MPO 

staining, and sorne molecu1ar biology analysis. We described these cases as myeloid 

leukernias with lineage infidelities since they also contained either immunoglobulin or 

TCR/3 gene rearrangements or both. ln the present study, the high levels of MPO 

expression in the spleen, often in Iymphoid leukemias, are probably caused by aberrant 

gene expression. 

Erkeland et al. (Erkeland et al. 2004) have described Graffi MuLY as inducing a 

majority of rnyeloid leukemias in the FVB/n strain of mice. The virus also induces a fair 

proportion of other tumor types. This discrepancy in results could be interpreted by a 

difTerent classification approach and by the use of difTerent antibodies. We followed the 

Bethesda proposai (Kogan et al. 2002, Morse et al. 2002) to classify the leukemias. In 

comparison with their study, we did not use the surface antigen F4/80, as we found it 

redundant with CDI1 b (Mac-l), nor did we use ERMP-58, also specific to the myeloid 

lineage (de Bruijn et al. 1996). We did phenotype sorne of the leukemias with ERMP-58 

(gift ofP. Leenen) (data not shown): it gave high positivity for ail the myeloid leukemias, 

especially the CD11b+ Gr-I+ phenotype. We tested three additional antibodies: c-Kit, 

CD34, and CD41. This last antibody allowed the characterization of the 48% 

megakaryocytic leukemias found in GY-IA-infected FVB/n mice. Finally, we cannot rule 

out a possible dissimilarity in the FVB/n mouse strain origin or viral isolate. 

The Graffi-induced leukemias are now weil characterized and can be used as a model 

to study hematopoiesis and leukemic progression in mice. It is now established that SRS 

19-6 and Graffi are tightly related viruses and have a common ancestor. To date, as far as 

we know, the high incidence of megakaryocytic leukemias induced with the inoculation 

of GY-lA into the FVB/n strain of mice was never described with any other MuLYs. The 

results indicate also a tight relationship between the erythroid and megakaryocytic 

lineages, and furtber studies would certainly increase the knowledge about tbese two 

hematopoietic lineages. 
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2.3. Résultats supplémentaires 

2.3.1. Schématisation plus visuelle des différentes leucémies induites 
par le rétrovirus Gram 

Les résultats de la pathogenèse associée au rétrovirus Graffi étant complexe, la figure 

2.6 schématise de façon plus claire le spectre de leucémies induit par GV-1.2 et GV-lA 

dans les 3 souches de souris analysées. Chaque section d'anneau représente les 

pourcentages des différents types de leucémie obtenus pour un variant rétroviral et une 

souche de souris. 

Ainsi on voit clairement que 1) les souris Balb/c sont plus susceptibles de développer 

des leucémies lymphoïdes, 2) les souris NFS sont celles qui développent les types les plus 

diversifiés de leucénùes et 3) la souche FVB/n est plus susceptible de développer des 

leucémies non-lymphoïdes. Il apparaît clairement que GV-1.2 induit plus de leucémie de 

type T que GV-l.4. De plus, les sections d'anneaux bicolores (représentant les leucémies 

mixtes ou biphénotypiques) sont nombreux, appuyant la complexité du spectre 

leucémique du rétrovirus Graffi. 

2.3.2. Clonage et séquençage du enhancer dans différentes tumeurs 

GV-1.2 a une région enhancer dupliquée par rapport à GV-l.4 (figure 2.7 A). Dans 

l'article, il a été montré que cette région enhancer du virus Graffi est instable, subissant 

des modifications lors des cycles de réplication: multimérisation ou perte de duplication. 

De plus, la multimérisation tend à être associée aux leucémies lymphoïdes et la perte de 

duplication aux leucémies non-lymphoïdes (section.2.2.4.9). 

A partir des amplifications PCR de U3 dans des tumeurs matures induites par le 

rétrovirus Graffi (figure 2.5), 6 fragments ont été clonés et séquencés afm de valider les 

résultats (figure 2.7 B et C). 
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Le séquençage montre que les fragments l, II et III correspondent bien à des 

multimérisations de la région enhancer (figure 2.7 B). Le fragment II est une triplication 

du enhancer obtenu à partir du L1R de GV-1.2, le fragment 1 est une triplication du 

enhancer obtenu à partir du L1R de GV-1.4, et le fragment III une duplication du 

enhancer obtenu à partir du LTR de GV-1.4. Pour le fragment II, la région tripliquée (du 

nucléotide 91 à 150) est la même que celle de GV1.2 initialement. Pour 1 et III, la région 

multimérisée est un peu plus grande (de 81 à 153 pour 1 et de 84 à 153 pour III) mais elle 

comprend toujours la région entre les nucléotides 91 et 151. 

Le séquençage des fragments IV, V, VI montre bien la perte au nucléotide près de la 

région située entre les nucléotides 91 et 151. 

En conclusion, cela confirme bien que cette région précise (du nucléotide 91 à 151) est 

spéciale et semble conférer un rôle favorable à la réplication du virus dans les cellules 

lymphoïdes alors qu'eUe semble défavorable à la réplication dans les cellules non

lymphoïdes (voir discussion article, section 2.2.5.3; des détails sur cette région seront 

également données au chapitre III, section 3.2.4.7). De façon étonnante, cette région, bien 

qu'assez conservée selon les MuLVs (figure 2.7. A) n'est pas tout à fait identique à cel1e 

qui est répétée par les autres MuLVs (chapitre III, figure 3.6). Il est difficile d'interpréter 

ce fait mais on peut émettre l'hypothèse que cela est dû 1) au mécanisme de 

multimérisation qui nécessite des séquences nucléotidiques précises ou 2) à la sélection 

positive de chaque région la plus favorable pour la réplication. Comme les séquences 

nucléotidiques varient légèrement entre les MuLVs, la région la plus favorable peut être 

légèrement différente. 

Il serait très intéressant de construire des virus chimériques avec les nouveaux LTRs 

multimériques obtenus et voir l'incidence sur la latence et le type de pathologie. On 

s'attend à ce que les leucémies soient exclusivement lymphoïdes pour les LTRs contenant 

une triplication. La latence devrait être également réduite puisque GV-1.2 contenant une 

duplication a une latence plus courte que celle de GV-1.4. 

Dans un but plus large, les manipulations des LTRs permettant de cibler des 

populations très précises sont importantes pour le développement des thérapies géniques. 
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2.2.3. Résultats complémentaires sur la caractérisation des leucémies 

La première phase du projet de caractérisation a consisté à observer le développement 

de la maladie dans son ensemble parallèlement à la caractérisation par analyse de 

cytométrie en flux. A cause des résultats complexes obtenus antérieurement, l'approche 

de caractérisation devait être complète et nouvelle. Il a été notamment vérifié que les 

pathologies pouvaient bien être désignées comme leucémies aiguës (contrairement à un 

désordre prolifératif ou à des phénomènes d'inflammation). Une leucémie est caractérisée 

par l'envahissement de l'organisme par des cellules blastiques d'aspect immature et qui 

prolifèrent beaucoup. Le développement de la maladie consiste en une phase de latence 

pendant laquelle peu ou pas de signes cliniques sont visibles suivie d'une phase 

d'explosion qui conduit rapidement à la mort de l'animal (Kogan et al. 2002, Morse et al. 

2002). Tous ces critères ont été observés dans le cas des pathologies induites par le 

rétrovirus Graffi. 

Les analyses de cytométrie en flux de la taille et densité des cellules montrent que les 

cellules leucémiques forment une population plus grande en densité et en taille que les 

populations normales (figure 2.8 A). La population leucémique peut donc être facilement 

repérée par rapport aux populations normales et peut donc être caractérisée par cytométrie 

en flux. Cela permet aussi d'observer l'envahissement de la population leucémique dans 

les différents organes analysés. Nous avons ainsi observé que les leucémies lymphoïdes et 

myéloïdes ont des capacités d'envalûssement plus grandes que les leucémies non

lymphoïdes érythroïdes et mégacaryoblastiques (non montré). Cela a été confirmé par 

l'observation des frottis sanguins qui montrent en général la présence de plus de blastes 

pour les leucémies lymphoïdes et myéloïdes que les leucémies érythroïdes et 

mégacaryoblastiques (non montré). 

Le cycle cellulaire a aussi été analysé. Cela a été réalisé par cytométrie en flux après 

addition d'iodure de propidium (figure 2.8 B). Toutes les rates issues de souris 

leucémiques montrent un taux significativement supérieur de cellules cyc!antes. 

Cependant, aucune différence significative n'a été trouvée entre les différents types de 

leucémies, notamment lymphoïdes et non-lymphoïdes. Ainsi, il n'est pas possible 

d'expliquer le plus grand envalûssement de l'organisme par les leucémies lymphoïdes par 

une prolifération accrue. On peut alors émettre l'hypothèse que les cellules ont des 

propriétés migratoires différentes. Ces propriétés sont dues à la présence de molécules 
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d'adhésion qui vont reconnaître d'autres molécules présentes à la surface d'autres cellules 

ainsi que des molécules sécrétées chimio-attractantes. Ainsi les cellules non-lymphoïdes 

vont répondre fortement à l'attraction des cellules du micro-environnement de la rate, 

alors que les cellules lymphoïdes vont pénétrer plus facilement la circulation sanguine. 

Des colorations pour observer la morphologie ont également été tentées (figure 2.9). 

Par manque d'expertise, cela n'a pas conduit à de beaux résultats. Cependant quelques 

observations ont pu être faites. 

Cela a permis de confinner la morphologie blastique des cellules leucémiques (tailles du 

noyau et des cellules plus grandes que les cellules matures). Il a été possible d'observer 

que les cellules lymphoïdes et érythroïdes et mégacaryoblastiques ont des propriétés de 

coloration différente (non montré). Les populations lymphoïdes sont plus uniformes et 

plus pâles que les cellules non-lymphoïdes. La population non-lymphoïde comporte des 

cellules grandes et pâles mais aussi petites et foncées lorsqu'on regarde une lame d'une 

empreinte de rate. Pour les leucémies érythroïdes, les formes caractéristiques des cellules 

érythroïdes en différenciation terminale, soit normoblastes et réticulocytes étaient 

facilement observables parmi les cellules petites et foncées sur les frottis sanguins. De 

petites cellules foncées étaient également présentes dans le cas des leucémies 

mégacaryoblastiques. Dans certains cas, les fonnes de réticulocytes étaient également 

clairement identifiables. Ceci est en corrélation avec le fait que les leucémies érythroïdes 

et mégacaryoblastiques induites par le rétrovirus Graffi sont très liées (section 2.2.4.8), 

comportant souvent des caractéristiques biphénotypiques. On peut aussi penser que 

certaines petites cellules pourraient correspondre à des plaquettes géantes. Effectivement 

des plaquettes géantes sont produites lors de défauts de la mégacaryopoïèse (Loffredo et 

al. 2006). La figure 2.9 montre quelques images de chaque type de leucémie. Les images 

a, e et f montrent des blastes lymphoïdes en division. Les images de la leucémie 

myéloïdes montrent les cellules caractéristiques des promyélocytes. Les images frottis 

sanguins des leucémies érythroïdes et mégacaryoblastiques montrent de petites cellules 

de la grandeur approximative d'un globule rouge. 

Finalement, des essais de transplantation de cellules leucémiques dans des souris non

immunodéficientes ainsi que des essais d'établissement de lignées cellulaires ont été 

tentés sans succès. Des améliorations techniques- utilisation de souris Nude et de milieux 

de culture adéquats- pourraient certainement conduire à la réussite de ces 
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expérimentations. Ces outils sont très importants pour l'étude des leucémies et ils ont 

pour avantage de combler les problèmes de manque de matériel. 

2.3.4 Conclusion 

La nouvelle caractérisation du rétrovirus Graffi a donné des résultats complexes. Cela a 

permis de comprendre et d'éclaircir les résultats antérieurs de Ru et al. (Ru et aI.1993), et 

de faire un lien avec ceux d'Arnold Graffi.(diversification hématologique). Ainsi, les 

conclusions de ces 3 études ont malgré tout des points communs, avec la description de 

leucémies à caractéristiques multiples, A. Graffi. travaillait avec un mélange rétroviral 

dont 2 des éléments étaient GV-1.2 et GV-IA. On peut imaginer qu'avec un tel mélange, 

les types de leucémies obtenus étaient variés et on peut donc comprendre qu'il ait été 

incapable d'éclaircir le phénomène qu'il a appelé 'diversification hématologique' 

(chapitre l, section 1.2.5.1). 

Malgré cette complexité, le rétrovirus Graffi offre la possibilité d'étudier non 

seulement un type de leucémies mais plusieurs, dont tous ont un équivalent chez l'humain. 

Grâce à cette caractérisation, il est possible, avec les marqueurs utilisés en cytométrie en 

flux, de reconnaître et de trier de façon spécifique chacun des types de leucémies induites 

par le rétrovirus Graffi afin de les étudier. 
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2.5. Figures et Tableaux du chapitre II 

Figure 2.1 
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Figure 2.1: Survival analysis of newborn BALB/c, NFS, and FVBln mice injected 
with the molecular clones GV-IA (A) and GV-I.2 (B). The animais were sacrificed 
when they showed sigDS of advanced disease. The number of mice in each group is 
indicated in Table 2.1. 
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Figure 2.2 

A a) ._.

0 ---195 
-

1 
- T-tellleulœmias 

III 
C 
U ,~,' 

'.:: 

'f>o"f!: .'.... " 

~~- 0 CDJ+cD9o+cD4'"CDB

CD3 N=12 

CD3+cD9o+cD-tCDs+ 

2 60 N=I 
III 
C ,.' CD3+(])98+CD4+CD8+ 
U N=IO 

0 i 13. 

CD4 CD4 

b) 
0 
N 
N m 

_8li ...... 
u 
III 

13 8-tell èulœmias 

CDJ-(])90-cD4-cDB

B220"&:a-1+ N=li 

14 21 B220"'Sca-I N=9 

FSC FSC 

c) ïo-' 

... 
1... 

0 
";'"... 
0 

myeJoidèulœmias 

Ieft: CDIlb+GI--I+ N=4 

right: CDIlb+Cr-l N=5 
liO 

CD11b 
d) 

en......... ... .... 
erythmid èulœmill5 

CDn'TerIl~ 
Il 
t N=29 

4 

FSC FSC 

e) 
... .... 
C 
U 

!l5 

~ 
95 

.... 

. <.''''' ~ ". ," 
~. 'fi"~~.:'-" 
u .~:'-::;'-

megakaryucytit 
leulœInÏa! 

CD4I+rKif" 

5 
• J.~•. , 

i; ',. . 5 N=15 

FSC FSC 

Figure 2.2: Flow cytometry analyses of several types of leukemias. (A) Flow 
cytometry of the most typica1leukemias. Panels: a, T-cellleukemia; b: B-cell leukemia; c: 
myeloid leukemia; d: erythroid leukemia; e: megakaryocytic Ieukemia. (B) Flow 
cytometry of several atypica1 T-cell leukemias. The horizontal and/or vertical bars on 
each plot defme the positive cells in comparison with isotype controis. N indicates the 
number of mice sharing the same phenotype (Table 1). The percentage of each cell 
population is indicated in each quadrant. The configuration of the TCRB and JH loci is 
indicated. Abbreviations: G, germ !ine; R, rearranged; FSC, forward side scatter. 



92 

Figure 2.3 
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Figure 2.3: Southern blot analysis of TCRB (A) and immunoglobulin heavy chain (B) 
gene rearrangement. The type of leukemia is indicated above each lane. Abbreviations: 
B, B cell; M, myeloid; T, T cell; MIe, megakaryocytic; E, eryhthroid; C, contraIs. The 
molecular weights of the genn line fragments are indicated 
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Figure 2.4 
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Figure 2.4: Northern blot analysis of sorne specifie genes of the rnyeloid, erythroid, 
and rnegakaryocytic lineages. Total RNA was extracted from the spleens of leukemic 
and normal mice. (A) Analysis of the MPü gene. (B) Analysis of sorne genes of the 
erythroid and megakaryocytic lineages. Abbreviations: E, erythroid leukemias 
(TerI 19+CD4 n; EMk, erythroid-megakaryocytic leukemias (TerI19+CD41+); Mk, 
megakaryocytic leukemias (TerI 19TD4 1+); T, T-cell leukemias; B, B-cellleukemias; M, 
myeloid leukemias; C, control normal, BALB/c, NFS, and FVB/n DÙce (lanes 1 to 3 in 
panel A and 34 to 36 in panel B, respectively). 
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Figure 2.5 
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Figure 2.5:. Agarose gel analysis of proviral enhancer PCR amplification in mature 
tumors. (A)T-cellleukemias induced with GY-1.2 (Janes 1,2,4,6,8, and 10) and GY-lA 
(Janes 3, 5, 7, 9, and Il) in BALB/c mice. (B) T-cell (Janes 1 to 6) and B-cell (Janes 7 to 
Il) leukemias induced with GY-1.2 (Janes 1 to 4) and GY-lA (Janes 5 to Il) in NFS 
mice. (C) Nonlymphoid leukemias induced with GY-lA: erythroid leukemias (Janes 1 to 
7) in BALB/c mice (Janes 1 to 2) and NFS mice (Janes 3 to 7); megakaryocytic leukemias 
in NFS mice (Janes 8 to 10); myeloid leukemias in NFS mice (Janes Il to 13). Lane 14 is 
an erythroid leukemia induced with GY1.2 as a size control. (D) Nonlymphoid leukemias 
induced with GY-1.2: erythroid Jeukemias induced with GY-1.2 in NFS mice (Janes 2 to 
4) and in FVB/n mice (Janes 5 to 12). Lane 1 is a leukemia induced by GY-lA in FVB 
mice as a size control. 
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Table 2.1 

Tabl.l: Gross patbology and now eylom.1Ty r ....II. oftb.I.......mie mie.
 

morpbotypes now ey.om.1Ty 

mice viral ane- tby- Iymph- H 

strain variant mia moma Dod.. eJobal ofmice T B M E Ml< 
DALB/e GV-J.2 10 10 L 10 10 · . · 

+ 1 0 NL+L 1 - - 1 - 
=11 % 91 - 9 

NFS GV-J.2 - 5 6 L 9 5 (3TM) 4 · - 
+ 0 0 NI. 3 - 3 · 
+ 3 1 NL+L 3 3 (TE) · - - 
- 0 0 NL+L 2 - 1 - 1 

=17 % 48 29 23 
FVDIN GV-L2 - 3 2 L 3 3(HM) - - 

+ 0 0 NL 8 - · - 8 (2EMk) 
+ 3 2 NL+L 3 1 (TE) - 2 (2En · 

=14 % 28 - · 72 
DALD/e GV-IA - 10 8 L Il 8 3(lBM) - - 

- 0 0 NL+L 2 - 1 (BM) 1 
+ 2 2 NL+L 3 1 (TB) 1 1 - 1 
+ 0 0 NL 3 - - 1 2 

=19 % 64 28 15 10 ~ 
NFS GV-IA - 5 4 L 5 2 3 - - 

+ 0 0 NL 12 - 3 6 3 
+ 2 3 NL+L 3 - 1 (E) 2 - . 

=20 % 10 20 25 30 15
 

FVDIN GV-IA - 3 3 L 3 3 - · 
+ 0 0 NL 21 - · - 9{3EMk) 12 
+ 0 1 NL+L 1 - I(BM) - 

=25 'Y. 12 4 - 36 ~ 
L:lympboid: NI.: DOD IymphOld;T:T-lrok.DlJ..:D:6-leuk.DlJ..;M:my.1oid 1...k.mJa.; 

E: .rytbroid I.uk.mi.; MJ<:megakaryocyti<: l.ukemi8S' O:lIÙJled or bipb.DOtypic I.uk.mi.. 
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Table 2.2 

Table 2: global analysis of tbe T- and B-Ieukemias 

Tbe T-Ieukemias 
mice viral Oow ntometrv molecular biololr1 

strain variant 1r-.......:.;=..:...L.=:.::.:..:~II-I::T:-::C::::R/l:::-=:Jb;:=~11
=-r.C:::D:":I:'::I~b~MP=O"" 

BALBlc GV-1.2---------------------ëD4+ëDs:-----6-- -Y----ë----y 
R R 1 
G G 1
 
R ND 1 - +
---ci>4+ëD8+-----i---- --'R---G---I ------- -------

R ND 1--ë----G--T ---=--- ----=--
----..- -.------Y---G--T - + 

NFS GV-1.2 ----------- -------CD4+èi>8= -----3-- --G- ---G- --1 
G ND 1 
G R 1

--C04+C08.+-- --T- --G----G--T ::~::]:: ~~: 
--R----R--T ----- --------éD4-COS: -----i -- + + 

1 G ND 1 + +-----_.- ------ ------------- ----- -------~-

BALBlc GV-IA ---------------- -CD4+C08'+- ----.. -- --R- ---R- --ï-
G G 1
 
G R 1 +
 
R ND 1 +


---ëD4+éDS----T- --G---T-T +
---ëD4-CDs:----T- --G----R--T + 
--CD4+CD8'+--- -T - --G-- -If1
--------.----------- ------------

=7 
NFS GV-I.4 

--------------.:: :~:;~~:~::::: 1::l:1::1::1:l:: :~:: j:::~:: 
=2 

The B-leukemias
 
NFS GV-1.2
 -------------- ------Jii:io.;:- ------4--] -(;- ---~- --~-] ---~. -J- -~--

______________________G _ 
=4 

R: rearranged locus, G: germinal configuration, ND: not determined 
Il: number of mice 
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Figure 2.6 
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Figure 2.6: Répartition des différents types de leucémies induites par le rétrovirus 
Gram. Le code couleur indique le type de leucémie et la présence de 2 couleurs dans une 
section d'anneau représente une leucémie mixte ou biphénotypique. 
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Figure 2.7 
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Figure 2.7:. Multimérisation du enhancer, clonage et séquençage. (A) présentation de 
la région enhancer de GV-1.2 et GV-IA. En rouge: région enhancer; en orange: 
duplication du enhancer; (a) GV-lA; (b) GV-1.2); (c) principaux éléments du enhancer; 
(d) alignement de la région enhancer de plusieurs MuLVs par rapport à celui du virus 
Moloney. (B) Amplification PCR de la région U3. (a) répétition de la figure 2.5 A; les 
fragments encerclés de rouge et notés l, II, III ont été clonés et séquencés). (b) répétition 
de la figure 2.5 D; les fragments encerclés de bleu et notés IV, V et VI ont été clonés et 
séquencés. (C) Résumé des résultats du séquençage. Les fragments de U3 ont été 
amplifiés avec les amorces nucléotidiques notées a et b (flèches); en rouge: région 
enhancer; en orange: duplication du enhancer; en jaune: triplication. 
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Figure 2.8 
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Figure 2.8: Caractérisation complémentaire des leucémies. (A) Répartition des 
cellules hématopoiétiques selon la taille et la densité: Forward et Side Scatters de la rate 
(a) et de la moelle osseuse (b) d'une souris saine et de la rate (c) et de la moelle osseuse 
(d) d'une souris leucémique; en rouge: la population leucémique absente pour la souris 
saine est encerclée de rouge; la population myéloide normale de la moelle osseuse de la 
souris saine et qui a disparu pour la souris leucémique est encadré en bleu. (B) Analyse 
du cycle cellulaire. (a) rate d'une souris saine; (b) rate d'une souris leucémique; Les pics 
2n et 4n correspondent respectivement à la phase Gl/GO et G2; Le pourcentage de 
cellules cyc1antes pour chaque cas est indiqué dans un encadré. 
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Figure 2.9 
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Figure 2.9:Coloration de lames (Diff-Quick). (T) leucémie T: (a)(b) frottis sanguin 
(blastes en division), (c) rate; (B) leucémie: (d) (e) (f) frottis sanguin, (e)(f) blaste en 
division, (g) ganglions); (M) leucémie myéloïde: (h) (i) G) frottis sanguin, cellules en 
forme de beignet, G) agrandissement); (E) leucémie érythroïde: (k) (1) frottis sanguin, (k) 
agrandissement, (m) rate; (Mk) leucémie mégakaryoblastique: (n) (0) (p) (q) frottis 
sanguins, (p) agrandissement. 



CHAPITRE III 

ANALYSES PHYLOGÉNÉTIQUES 

3.1. Avant-propos 

3.1.1. Introduction 

Cette étude de phylogénie moléculaire compare les séquences nucléotidiques des 

génomes de GY-1.2 et GY-lA et ceux de différents MuLYs. Cette étude permet de 

regrouper entre eux les rétrovirus qui ont des séquences nucléotidiques qui se ressemblent 

le plus. On peut conclure que des rétrovirus qui forment un même groupe sur un arbre 

phylogénique proviennent d'un ancêtre commun et que les différences qui existent entre 

eux sont apparues après leur séparation et reflètent les étapes de leurs évolutions 

respectives. 

Cette étude complète la caractérisation du rétrovirus Graffi. Cette analyse 

phylogénétique a été réalisée car le génome des deux variants rétroviraux, GY-1.2 et GY

\.4 (Genbank/EMBL/DDBJ numéros d'accession: AB187565 (GY-\.2) et ABl87566 

(GY-lA)) a été séquencé entièrement. Il est intéressant de pouvoir placer ces nouvelles 

séquences sur un arbre phylogénique avec les autres MuLYs qui ont été séquencés. Par 

rapport à d'autres études de phylogénie déjà réalisées avec les MuLYs, celle-ci apporte 

une vision plus ample car elle inclut toutes les classes de MuLYs. Ainsi l'étude comprend 

des MuLYs exogènes (non présents dans le génome des souris) et endogènes (présents 

dans le génome de souris sauvages ou de laboratoire). Elle inclut aussi des MuLYs de 

classe écotropique (infectent les cellules de souris), xénotropique (infectent des cellules 

de mammifères autres que murines) et amphotropique (infectent des cellules de souris 

mais aussi d'autres espèces). L'analyse de phylogénie a fait l'objet d'un article: Complete 

genome sequences ofthe Iwo viral variants ofthe Graffi MuLV: phylogenetic relationship 
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with other murine leulœmia retroviroses; Véronique Voisin and Eric Rassart; Virology; 

2007 May 10;361(2):335-47. 

Les outils de phylogénie moléculaire sont les seuls qui permettent l'analyse de longues 

séquences d'ADN, ces analyses ne pouvant pas se faire manuellement. Le but de 

séquencer complètement GV-1.2 et GV-lA était premièrement de connaître les 

différences qui existent entre ces 2 variants. Ya-t-il des différences significatives entre ces 

2 génomes autres que la duplication du enhancer dans le LTR de GVI.2? Cela prend 

toute son importance avec les résultats du chapitre II qui montrent que GV-I.2 et GV-1A 

n'induisent pas tout à fait les mêmes pathologies. Il était aussi important d'étudier les 

différences entre les génomes des variants du virus Graffi et celui de SRS 19-6. En effet, 

une étude antérieure avait noté une grande similarité (97%) entre les LTRs de GV-1A et 

de SRS 19-6 (Bundy and Fan, 1998). Comme les rétrovirus se recombinent souvent avec 

d'autres séquences rétrovirales lors de passages in vivo, la recherche de petites régions 

ayant recombiné étaient importantes pour retracer les étapes de l'évolution du rétrovirus 

Graffi. Pour ces raisons l'étude phylogénétique a dû être poussée à un niveau très détaillé. 

3.1.2. Principes de base de la phylogénie moléculaire 

La phylogénie moléculaire permet d'établir les relations entre différentes espèces 

(MuLVs dans notre cas), grâce aux similarités et dissimilitudes (acquisition de mutations) 

entre les différentes séquences nucléotidiques (Whelan et al. 2001). 

La plupart des méthodes phylogénétiques produisent des arbres sans racine: les 

méthodes permettent de détecter les différences entre les séquences mais ne permettent 

pas de savoir dans quels sens se sont produits les changements au cours du temps (pas 

d'information sur l'évolution). C'est le cas de l'étude phylogénétique présentée dans ce 

chapitre. 

En effet, pour être informatif d'un point de vue évolutif, 2 méthodes existent pour 

enraciner les arbres: 1) enraciner l'arbre par désignation d'un groupe externe; 2) faire 

l'hypothèse de '1 'horloge moléculaire'. 

1)	 Le groupe externe désigné doit correspondre à une espèce éloignée d'un point de 

vue évolutif de toutes les autres séquences analysées; il doit représenter 

théoriquement l'ancêtre commun. Aucun MuLV ne peut correspondre au critère 
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de groupe externe dans notre analyse. Le MuLV qui s'en rapproche le plus est 

HEMV (voir résultats article). 

2)	 L'hypothèse de 'l'horloge moléculaire' (Zuckerkandl E. et Pauling L.) suggère 

que toutes les lignées (donc séquences) ont évolué à la même vitesse depuis leur 

divergence avec l'ancêtre commun. Cela correspond à peu de modèles et n'est 

certainement pas le cas dans la présente analyse. On peut effectivement penser 

par exemple que les rétrovirus exogènes et endogènes n'acquièrent pas les 

mutations à la même vitesse. 

Ainsi, les arbres phylogénétiques issus de cette analyse des séquences des MuLVs sont 

présentés sous forme astrale et non de dendrogramme. La distance séparant deux 

rétrovirus sur un arbre représente le degré de similarité (ou de dissimilitude) entre ces 2 

éléments. Il faut noter que certaines données d'évolution peuvent découler indirectement 

de cette analyse car les MuLVs sont isolés à partir de différentes souches de souris, dont 

l'arbre de spéciation est lui connu (voir section résultats supplémentaires). 

Trois méthodes permettent de construire des arbres phylogéniques: 1) méthode des 

distances; 2) méthodes de parcimonie; 3) méthode du maximum de vraisemblance. 

1)	 méthode des distances: elle consiste à comparer les séquences nucIéotidiques 2 à 2 

et le nombre de substitutions (mutations) entre les séquences est calculé. Le score 

entre 2 séquences représente le pourcentage de similarité. Une matrice de distance 

est créée avec ces scores, ce qui va permettre la construction de l'arbre 

phylogénique. Les branches des séquences avec les plus grands scores donc les 

plus proches vont être assemblées en premier et ainsi de suite jusqu'à ce que l'arbre 

soit complété. 

2)	 méthode de parcimonie: cette méthode va générer un arbre dont la topologie est 

construite de façon à limiter le nombre de substitutions quand on passe d'une 

branche à l'autre de l'arbre. Ainsi, contrairement à la méthode de distances, 

plusieurs arbres sont générés par l'algorithme. Un score global est calculé en 

faisant la somme de toutes les substitutions nucléotidiques entre toutes les branches 

de J'arbre. Celui qui a le meilleur score devient l'arbre flnal. 

3)	 méthode du maximum de vraisemblance: cet arbre est calculé de façon à ce que la 

topologie de l'arbre soit la plus vraisemblable compte tenu du mode d'acquisition 

des substitutions. Ainsi, en plus de la matrice de distances, le modèle utilise des 
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paramètres prédéfmis par rapport aux hypothèses d'évolution. Par exemple, dans le 

cas d'analyse de séquences nucléotidiques, le modèle évolutif permet de prédire 

une probabilité différente quand une adénosine est remplacée par une cytosine ou 

quand elle est remplacée par une guanine. Comme pour la méthode de parcimonie, 

plusieurs arbres sont générés et des scores sont calculés: l'arbre avec le meilleur 

score représente le plus probable et il est sélectionné pour être l'arbre fmal. 

Les arbres générés par les différentes méthodes peuvent être soumis aux tests de 

bootstrapping. Le bootstrap est un algorithme qui consiste à modifier légèrement et de 

façon aléatoire les séquences analysées. Un nouvel arbre est généré à partir de chaque 

essai de bootstrap. Si le bootstrapping donne un score de 95%, cela signifie que l'arbre 

généré avant l'analyse a été retrouvé dans 95 des 100 essais de bootstrap et cela atteste de 

la robustesse de la topologie. 

Il semble que la méthode du maximum de vraisemblance soit la plus adaptée à 

l'analyse des séquences nucléotidiques (conseil de Cédric Chauve, Département 

d'informatique, UQAM). Cependant, il est préférable de construire des arbres avec des 

algorithmes différents. Dans la présente analyse, les méthodes de distance, parcimonie et 

maximum de vraisemblance ont en général donné des résultats identiques. 

3.2. Article: 'Complete genome sequences ofthe Iwo viral variants 
ofthe Graffi MuLV: Phylogenetic relationship with other murine 
leukemia retroviruses' 

3.2.1. Abstract 

A detailed phylogenetic analysis of two variants of the Graffi murine retrovirus, GV

1.2 and GV-lA, showed that they are closely related to SRS 19-6 and Moloney MuLVs. 

Two stretches of sequence testify to the divergence between Graffi and SRS 19-6 MuLVs, 

one corresponding to a recombination event of Graffi MuLV with a xenotropic virus. 

Moloney MuLV was found more distant, particularly in the GAG region. Our study 

encompasses every class ofMuLVs (ecotropic, amphotropic, xenotropic, polytropic) with 

sorne focus on exogenous ecotropic viroses and further adds to previous phylogenetic 

studies. Graffi, SRS 19-6, Moloney, Friend and Rauscher MuLVs form a cluster that 



105 

appears to share a common ancestor with the Casitas-amphotropic and -ecotropic MuLVs 

but are more distant to the Akv-type and xenotropic MuLVs. The analysis also revealed 

that the ENV region of HEMV, the prototype of the MuLV ancestor, was c10sely related 

to the corresponding region of Cas-Br-E. 

3.2.2 Introduction 

The Gram murine retrovirus was fmt isolated in 1954 in Germany from an acellular 

extract of an Ehrlich sarcoma (Gram, 1957). In 1993, we derived two molecular clones 

from the original mixture, named GV-1.2 and GV-lA (Ru et al., 1993). These two clones 

lead to infectious ecotropic NB-tropic viral particles. The Graffi MuLV is a highly potent 

leukemia inducing retrovirus as demonstrated in our recent study on the characterization 

of the pathogenesis of two viral variants, GV-1.2 and GV-lA (Voisin et al., 2006). This 

retrovirus was used as a tool to identify oncogenes at prox.imity of viral integrations in 

tumour tissues (Denicourt et al., 1999, Denicourt et al., 2003 and Erkeland et al., 2004). 

The pathogenesis induced by Graffi MuLV is very complex. First described as a 

myeloid inducing virus, we reported recently (Voisin et al., 2006) that it is in fact very 

versatile and capable of inducing leukemias from each hematopoietic lineages: T-cell, B

cel!, myeloid, erythroid and megakaryocytic. GV-1.2 has a shorter latency period and 

induces a higher percentage of T-cell leukemias compared to GV-lA. Because of the 

differences in pathogenesis, it became important to determine the complete nucleotide 

sequence of the two retroviral genomes. 

In tbis report, we present a detailed phylogenetic analysis of the two Graffi MuLV viral 

variants, GV-1.2 and GV-lA with several other MuLVs. This study enables to identify 

the degree of sequence similarities between the members of the MuLV family. It 

complements the recent characterization of the Graffi MuLV (Voisin et al., 2006), a 

retrovirus being the last exogenous MuLV discovered more than 50 years aga that 

deserved to be characterized. 

Although mostly focused on exogenous ecotropic MuLVs, the study also encompasses 

every class of MuLVs (exogenous and endogenous; ecotropic, arnphotropic, xenotropic 

and polytropic). Phylogenetic trees were constructed using the whole genomes but a1so 

using GAG, POL and ENV regions separately (nucleotidic and protein sequences). This 
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report completes previous phylogenetic analyses of exogenous MuLVs as it includes the 

sequence analysis of 16 full genome MuLVs and 21 in the envelope region. 

As it is known that murine retroviruses often recombine during in vivo passages, one 

goal of this analysis was to detect such events in GV-1.2 and GV-lA. We performed a 

whole genome analysis that was achieved by comparing sequential 600 bp overlapping 

genome segments. This report led to the identification of Graffi MuLV's closest related 

viruses and further underlined small regions significant of its evolution. We found that 

Graffi MuLV is closely related to SRS 19-6 and Moloney MuLVs with 97% and 88% 

identity, respectively. Two regions, one at the very beginning of the Pol gene and the 

other at the end of the Env gene, confirmed the divergent evolution between Graffi and 

SRS 19-6 MuLVs. Moloney-MuLV (Mo-MuLV) diverged most importantly from this 

group in the GAG region. These 3 MuLVs present significant amino-acid differences in 

the SU binding domain region even though the global 3D modelled structure does not 

seem affected. From this phylogenetic study, it appears that Gram, SRS 19-6, Moloney 

together with Friend and Rauscher MuLVs are more related to the Califomian wild mice 

viruses (Casitas-amphotropic and -ecotropic MuLVs) than to the AIcv-type and 

xenotropic MuLVs. Our analysis also reveals that the ENV region of HEMV, an 

endogenous ecotropic virus found in Mus spicelegus, is closely related to that of Cas-Br

EMuLV. 

3.2.3. Material and methods 

3.2.3.1 Genome sequencïng and sequences analyses 

The Graffi molecular clones were derived in our laboratory (Ru et al., 1993) from a cell 

line chronical1y infected by the Graffi-MuLV (Natalie Teich, Imperial Cancer Research 

Food, London, England). The DNA of two complete infectious molecular clones of GV

1.2 and GV-lA was sequenced at the Canadian Molecular Research services Inc. 

(Ottawa). The method used is based on the Sanger's dideoxy sequencing method using 

biotinylated oligonucleotides as primers. GV-1.2 was sequenced on both strands and GV

lA was sequenced on one strand. Every sequence ambiguity was resolved by sequencing 

the region again including the complementary strand. Each genome of GV-1.2 and GV

lA was covered by many overlapping contigs. The sequences have been submitted to 
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GenbanklEMBL/DDBJ under accession numbers ABI87565 (GV-1.2) and AB187566 

(GV-1.4). 

3.2.3.2. MuLVs' sequences 

Search for relevant MuLVs' sequences to be included in this study was done using a 

BLAST search of GV-1.2 and GV-IA sequences against databases (NCBI, 

hrtp://www.ncbi.nlm.nih.govlblast/).andfromotherpublishedstudies.Alist including all 

the MuLVs present in this study with their respective accession numbers is presented in 

Table 3.1. Editing of the sequences was perfonned using The Manipulation Suite Server 

(Stothard P., hrtp://www.ualberta.ca/~stothardljavascript/). DNAstar (Fairlarnb, 

University of Dundee) and DAMBE 4.2.13 (Xia X. 

http://aixl.uottawa.ca/~xxia/software/software.htm). 

3.2.3.3. Multiple alignments 

The nucleotide alignment of the whole-Iength genomes was achieved using ClustalW 

(Thompson ID, Thompson et al., 1994) available at the NPS@ server 

(hrtp://www.pbil.ibcp.fr).Alignments of nucleotide sequences from Gag, Pol and Env 

were conducted using ClustalW available in the DAMBE 4.2.13 package (X. Xia, see 

above) which ensures a conservation of the arnino acid codon usage in the nucleotide 

alignment. Protein sequence alignments were also completed with DAMBE. The output 

alignments were flISt scrutinized to detect any misaligned segments and corrected 

manually if necessary. LTR sequence comparisons were perfonned using ClustalW 

available at the NPS@ server (hrtp://www.pbil.ibcp.fr). 

3.2.3.4. Phylogenetic analyses 

Phylogenetic trees were constructed using the Parsimony method of the PHYLyP 

package v3.6b (J. Felsentein, hrtp://www.evolution.genetics.washington.edu/; Kuhner and 

Felsenstein, 1994 and Felsenstein, 1996) and PHYML 2.404 (Guindon S., Gascuel O., 

hrtp://www.atgc.lirrnm.fr/phyml/.Guindon et al., 2005). Default parameters were used for 
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both methods. Bootstrap analyses were systematicaJly performed using 1000 trials. OnJy 

branches of the built trees carrying a bootstrap value equal to or superior to 85% 

(850/1000) were considered as realistic. Ali trees were visualized using the TreeView 

(Win32)1.6.6 program (R. Page 

http://www.taxonomy.zoology.glaac.uk/rodltreeview.htrnl) and edited using Microsoft 

Powerpoint. Branches with bootstrap values lower than 50% (50011000) were erased 

from the trees and branches with bootstrap values lower than 85% were indicated by 

dashed lines. Similar results were obtained with the parsimony (PHYLYP) and the 

maximum likelihood (PHYML) methods. Thus, only the results obtained with PHYML 

are shown. 

3.2.3.5. RBD structure modelling 

The ecotropic Friend MuLV receptor binding domain (l aol.pdb) was used as a 

reference molecule for homology modeling of the corresponding region of GV-lA, SRS 

19-6, Moloney, Akv, 1313A and DG-75 MuLVs using the program Gen03D (C. 

GeoUIjon, http://www.pbil.ibcp.fr. Combet et al., 2002). The 3D structures were 

visualised using the webware Protein Explorer (E Martz, 

http://www.umass.eduimicrobio/chime/pebeta/pe/protexpUindex.htm. Martz, 2002). 

3.2.4. Results 

3.2.4.1. Analysis of the GV-1.2 and GV-lA genomes 

The genome of the infectious molecular clones of GV-1.2 (8319 bp) and GV-IA (8259 

bp) was completely sequenced (accession numbers: GV-IA: AB187566; GV-1.2: 

AB 187565). Many regions of both genomes were sequenced several times to avoid 

sequence ambiguity. Entire genomic sequence of both GV-1.2 and GV-IA were 

consequently derived from several contigs. 

A global pair-wise alignment of GV-1.2 and GV-IA genome sequences c1early 

indicated that the major difference between both viroses was indeed the 60 bp direct 

repeat in the U3 enhancer region of GV-1.2, absent in GV-IA. Beside this U3-specific 
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difference, only 16 nucleotides were found to differ along their entire genomes (9 in the 

LTR region, 1 in Gag, 3 in Pol, 3 in ENV), resulting only in 2 amino acid changes in POL 

(Voisin et al., 2006). 

3.2.4.2.Global analysis 

In order to position the two Graffi's variants in relation to the other members of the 

MuLV's family, we built a tree using MuLVs' sequences comprising whole genome 

length (Fig. 3.1A). Sixteen sequences were utilized (see Table 3.1), that were 

approximately 9 kbp in size, comprising the 5' and 3 ' LTRs as weil as the Gag, Pol 

and Env genes. It is worth noting that the tree shows excellent bootstrap values on each 

branch, making it very realistic (100% for all but one). Its global organisation is weil 

correlated with the viruses' tropisms. As can be seen, the tree is composed of two major 

groups (1 and 2 in Fig. 3.1A). The first group comprises sorne exogenous ecotropic 

retroviruses commonly used as leukemia-inducing models (group lA and lB) and a 

group of viroses isolated from wild mice in Califomia, composed of the ecotropic Cas

Br-E (Casitas ecotropic type) and the amphotropic 1313A (Casitas amphotropic type) 

(group 1C). The second group includes the Akv-related (group 2A) and the xenotropic

like viruses (group 2B). Finally, HEMV, an endogenous ecotropic virus found in M. 

spicelegus occupies a central position in the tree, equally distant from group 1 and 2. 

This tree (Fig. 3.1 A) demonstrated that Graffi MuLV is closely related to the SRS 19-6 

and Moloney MuLVs as they form one branch of the tree. The two Graffi's variants are 

closely linked and separated from SRS 19-6 and Moloney MuLVs that are located on 

different and individual branching. These positions are confmned by maximal bootstrap 

values (l00%). The next closest viroses to subgroup lA are Friend and Rauscher (group 

lB) and Cas-Br-E and 1313A (group lC) MuLVs. The global alignments between GV

1.2/GV-1.4 and other genomes used to generate this tree gave identity scores of 97% for 

SRS 19-6, 88% for Mo-MuLV, 85% for Cas-Br-E, 83% for l313A, and 84% for 

Rauscher and Friend MuLVs. 
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3.2.4.3. Fine scan of the genomes 

The whole genomes tree (Fig. 3.1 A) enabled us to establish relationsmps between the 

MuLVs. However, another interesting point when comparing virus sequences is to detect 

recombination events that occurred on small genome segments. Indeed, it is well known 

that retroviruses often recombine with endogenous viral sequences during in vivo 

passages. We thus divided the viraJ genome into three regions corresponding to the GAG, 

POL and ENV polyproteins (Figs. 3.IB, C, D). The phylogenetic analysis was conducted 

on both nucleotide and protein sequences. Since both gave similar results, only the 

nucleotide sequence anaJysis is presented as it contains all the phylogenetic signaIs. The 

analysis was further refined and the retroviral genome sequence was divided into smaller 

regions (600 bp overlapping segments, Fig. 3.2A). The resulting trees were scrutinized to 

detect any modifications in comparison to the whole genome tree. Fig. 3.2B provides a 

simplified illustration of the hyper-variable (dark) and well-conserved (white) regions 

between the MuLVs utilized in this study. As expected, very few differences were 

detected in the Pol gene, in particular in the reverse transcriptase coding region, while the 

highest Jevel of divergence was observed in the SU region of the Env gene. 

3.2.4.4. Analysis of the GAG region 

The phylogenetic tree constructed from the sequence a1ignrnent in the GAG region (Fig. 

3.1B) has a similar organisation in comparison to the whole genome tree (Fig. 3.1A). SRS 

19-6 and both Graffi variants are still very closely related with only one nucleotide 

difference between GV-1.2 and GV-lA and no amino acid change. There are 7 nucleotide 

differences with SRS 19-6 MuLV wmch are dispersed a10ng the GAG sequence, resuIting 

in three ami no acid changes. 

Sorne MuLVs have changed their position in the tree in comparison to the whole 

genome tree (Fig. 3.IB, black boxes). MCF1233 and DG-75 MuLVs diverged from each 

other due to differences distributed throughout the entire GAG region. Mo-MuLV Was 

distanced from the GraffJ/SRS 19-6 branch (group 1A) and seemed to get doser to Cas

Br-E/1313A branch (group le). However, a low bootstrap value (63%) refutes the 

certitude oftms hypothesis. Interestingly, the same organisation Was also obtained in the 

tree issued from the protein sequence alignment but with a significant bootstrap value 
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(91 %). The sequential phylogenetic analysis reveals that Mo-MuLV is removed from the 

SRS 19-6/Graffi branch on each of the three GAG segments (not shown). On the frrst 

segment (MA), it is closer to Cas-Br-E and 13I3A but with a low bootstrap value (73%) 

(not shown). However, on the second and third segments (p12, CA, NC), it occupies a 

more central position within the group 1 between the FriendIRauscher and Cas-Br

El1313A branches (not shown). 

ln the entire GAG region, Mo-MuLV differs from Cas-Br-E by 157 nucleotides and 24 

amino acids. Much more differences were obtained from the comparison of Mo-MuLV 

with Graffi and Friend MuLVs (212 nucleotides and 48 amino acids; 231 nucleotides and 

48 amino acids, respectively). Therefore, the amino acid differences, less abundant 

between Moloney and Cas-Br-E MuLVs, confum the excellent bootstrap value obtained 

for the branching of Mo-MuLV with group IC in the GAG protein tree (not shown). We 

can conclude that Moloney is indeed more closely related to group 1C (Cas-Br-E/1313A) 

in the GAG region based on the analysis of the protein sequence and the nucleotides 

located in the fIrst and second codon positions. 

3.2.4.5. Analysis of the POL region 

POL (about 3600 bp) is the longest retroviral polyprotein and codes for the viral 

enzymes. As can be seen in Fig. 3.2B, this region is weil conserved, particularly in the 

tirst 2000 nucleotides, which comprise the genes coding for the protease, the reverse 

transcriptase, and the RNaseH. Thus, any changes in this region are signifIcant from an 

evolutionary point of view. Along this region, 3 nucleotide changes are found between 

GV-1.2 and GV-1.4, resulting in 2 amino acid changes and there are 50 nucleotide 

differences between GV-1.2 and SRS 19-6leading to 9 amino acid changes. 

The POL region tree (Fig. 3.1C) is very similar to the whole genome tree (Fig. 3.1A) 

and to the GAG region tree (Fig. 3.1B). Mo-MuLV is located within the group lA as it 

was in the whole genome tree, thus close to the Graffi/SRS 19-6 branch. MCF 1233 is 

distant from DG-75 in group 2, as it was for the GAG region tree but different from the 

whole genome tree. 

Seven overlapping segments were generated to perforrn the sequential phylogenetic 

analysis of the POL region (Fig. 3.2A). Since the POL region is a weil conserved region 
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and with a tree very similar to that of the whole genome, we did not expect much 

variation. However, the sequential analysis of the first 3 segments of POL (the fust 1500 

nucleotides) reveals severa! interesting changes of positions within MuLVs and the 

relevant trees ofthis analysis are shown in Fig. 3.3. The typical organisation of the tree is 

completely lost in the first segment (Fig. 3.3A) that corresponds to the protease gene (Fig. 

3.2). In group l, the Graffi variants now stand apart from SRS 19-6 and Moloney MuLVs 

and several branches carry very 10w bootstrap values. Interestingly, 22 of the 50 

nucleotide differences found between GV-1.2 and SRS.19-6 in the whole Pol region are 

located on the first 500 bp segment of POL (Fig. 3.3E), and 14 additional changes are 

located on the next 200 nucleotides of POL (not shown). Thus, 36 of the 50 nucleotide 

differences are located in the first 700 bp of the 5' end of Pol, and, consequent/y, 6 

amino acid changes of a total of 7 are c1ustered in this region. When looking at the tirst 

segment alignment (Fig. 3.3E), Graffi MuLV seems a little c10ser to Mo-MuLV (17 

nucleotide differences) whereas 25 nucleotide changes were found between Moloney and 

SRS 19-6 MuLVs. On the second sequential tree (Fig. 3.3B), SRS 19-6 is now c10ser to 

Graffi MuLV, but Mo-MuLV remains in an intermediate position within group 1. Starting 

from the fourth segment (Fig. 3.30) and until the end of POL (not shown), Mo-MuLV 

occupies its usual position within group lA. 

HEMV, that was located between group 1 and 2 on the whole genome and the GAG 

region trees, joins group 1 in the first two sequential trees (Figs. 3.3A and B) with 

excellent bootstrap values in segment 2 (Fig. 3.3B), has a central position in the third 

sequential tree Fig. 3.3C) and returns to its central position for the remaining segments 

(Fig. 3.30). 

Regarding group 2, a c1eavage is revealed by sequential analysis as the formation of 

two distinct branches can be observed for the second and third segments (Fig. 3.3B and 

C). OG-75 is close to group 1 in the first segment of Pol (Fig. 3.3A), with only 14 

nucleotide changes between OG-75 and Graffi MuLV (Fig. 3.3E). AlI together, the 

phylogenetic analysis of the 5' end of Pol, which corresponds to the best conserved 

region of the whole retroviral genome (Fig. 3.3.2B), shows surprising modifications (Figs. 

3.3A to C), particularly for SRS 19-6 and Graffi MuLVs. 
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3.2.4.6. Analysis of tbe ENV region 

The Env gene is the most variable region as it codes for the surface protein (SU) that 

interacts with the cellular receptors and confers the host specificity to the virus. ft also 

codes for the transmembrane protein (TM) and the R peptide. Fig. 3.2B shows that the 

TM region is more conserved than the SU region. In spite of the variability of the ENV 

region, the GV-1.2 and GV-IA MuLVs differ from each other respectively by only 2 

nucleotides in SU and 1 nucleotide in TM, none of which leads to an arnino acid change. 

Globally, the Graffi ENV region is 95% identical to SRS 19-6,85% identical to Moloney, 

78% to Friend and 72% to Cas-Br-E MuLVs. In the SU region, GV-1.2 differs from SRS 

19-6 by 27 nucleotides, resulting in 21 arnino acid changes, with most of the differences 

being in the first codon's position. When compared with Moloney and Friend MuLVs, the 

Graffi SU differs by 75 and 106 amino acids, respectively. ln the TM region, Graffi 

MuLV differs from SRS 19-6 by as much as 73 nucleotides but leading to only 12 arnino 

acid differences, these being mainly in the third codon's position. 

Since the retroviral envelope plays a pivotaI role in pathogenesis, more sequences were 

compared from the databases and we included 6 additional MuLVs' ENV sequences for 

the analysis (marked with * in Table 3.1 and Fig. 3.10). 

As expected, the sub-divisions of the ENV tree are completely in accordance with the 

tropism of the viruses. Thus the ENV region tree (Fig. 3.1 D) presents two major groups, 

corresponding to the ecotropic (group 1) and to the non-ecotropic MuLVs (group 2). 

Within the ecotropic group l, Graffi MuLV is very close to SRS 19-6 and Moloney 

MuLVs, and related to Rauscher and Friend MuLVs (Fig. 3.10: groups lA, lB). These 

MuLVs are distinct from the other ecotropic viruses, i.e the AKV-related MuLVs (group 

lB), which agrees with previous results showing that they do not hybridize with the Eco

probe that was found specifie to the Akv-related viroses (Chattopadhyay et al., 1980). 

The ecotropic Cas-Br-E known to bear a Casitas ecotropic (Cas-E) type ENV (Kozak and 

O'Neill, 1987 and Ikeda et al., 2001) is located within group 1 but the individual 

branching confirms its distinct origin from groups lA and lB. ln this region, Cas-Br-E is 

very close to HEMV (group 1C). With respect to the non-ecotropic viroses, the 

arnphotropic virus 1313A joined 4070A and the amphotropic-related MuLV 1OA 1 to 

form the Casitas amphotropic (Cas-A) group (group 2A). Also, MCF1233 and DG-75 
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MuLVs moved away from the Akv-related viroses and, with NZB9-1, MX33 and SL3-2, 

constitute the xenotropic-like group (group 2B in Fig. 3. ID). 

The ENV region (2141 bp) was further divided into 4 overlapping segments. The tirst 3 

segments, corresponding to the SU protein, generated very similar trees (Fig. 3.4A), also 

very similar to the entire ENV region tree (Fig. 3.ID). However, the fourth segment 

(from nucleotide 1400 to 2141), corresponding to the TM and R peptide region, was 

drastical1y different (Fig. 3.4B). There is no clear limit between the ecotropic and non

ecotropic MoLVs (Fig. 3.4B groups 1 and 2) in contrast to the ENV and SU trees (Fig. 

3.1 and Fig. 3.4). MCF1233 and SL3-2 MuLVs are moving away from the xenotropic

like group (group 2B) while getting closer to the Akv-related viroses (group ID). The 

group GrafftfSRS 19-6/Moloney is disassembled, and gets farther away from the 

FriendJRauscher subgroup. 

To better Wlderstand the modifications that occurred in this last segment, it was further 

fragmented. The multi-alignment analysis showed that the biggest alterations were 

located at the very end of TM including the R peptide. A phylogenetic tree was thus 

constructed with the last 150 nuc1eotides of the ENV region (Fig. 3.4C). Three major 

groups are found in this tree and interestingly, the C-terrninus of the R-peptide is 

responsible for this clustering as shown by the amino acid comparison (Fig. 3.4D). One 

group ends with a consensus sequence being PxEYEP whereas the two other groups end 

with ECDxSRE and PExxESRE. The PExxESRE motif is more specifie to the 

xenotropic-Iike viruses. Noteworthy, in this region, the two Graffi variants and RadLV 

carry this motif, being probably the result of a recombination event. This region of the 

genome of Graffi MuLV is therefore different from that of SRS 19-6 and Moloney 

MuLVs which carry the PxEYEP motif. Divergence in the R peptide begins after a lysine 

residue (** in Fig. 3.4D) 10cated 9 amino acids after the protease c1eavage site (* in Fig. 

3.4D). Interestingly, protein secondary structure predicts an alpha helix and a random 

coiled-coil respectively upstream and downstream ofthis lysine residue. 

Graffi, SRS 19-6 and Moloney MuLVs clustered together on the SU phylogenetic tree. 

However, Mo-MuLV induces different pathology compared to Graffi and SRS 19-6 

MuLVs, in good correlation with the higher number of amino acid changes between Mo

MuLV and the two other viroses. We were thus interested to examine the amino acids 

differences in the Region Binding Domain (RBD) of SU of these 3 MoLVs to verify if 

any of these changes could affect the protein structure. We thus perforrned an alignment 
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of the corresponding amino acid sequence of these MuLVs (Fig. 3.5A) and we modelied 

the RBD structure of severa! MuLVs by homology with the Friend RBD structure 

(laol.pdb) (Fig. 3.5B). The resolved structure of the ecotropic Friend RBD consists of a 

lopsided antiparallel ~ sandwich and a helicaJ subdomain formed from two extended 

loops of the sandwich (Fass et aJ., 1997 and Fig. 3.5Ba). The residues in the helical 

domain but not those in the ~ sandwich fonu the highly variable regions (VRA, VRB, 

VRC) found among mammalian C-type retroviruses and responsible for the different 

tropisms. Thus, the helical subdomain deterrnines the receptor specificity of the virus and 

its potential binding site is composed of residues that form a hydrophilic pocket at one 

end of the two long antiparallel helices in the RBD of Friend MuLV (Fass et aJ., 1997 and 

Fig. 3.5B, rectangle boxes). 

Ali the ecotropic MuLVs that have been modelled (Figs. 3.5Bb-e) presents global1y the 

same typical structural organisation and do not differ much from that of Friend MuLV 

(Fig. 3.5a). This is not surprising as they ail bind to the mCAT receptor. However, the 

modelled structures of the amphotropic 1313A (Fig. 3.5Bg) and the xenotropic DG-75 

(Fig. 3.5Bt) MuLVs differ and especiaJly in the binding pocket region (rectangle box). 

The VRA in amphotropic and xenotropic MuLVs is considerably shorter than that of 

ecotropic MuLVs, whereas VRB is longer especiaJly for the amphotropic ones. ln the 

RBD region, GV-IA differs from SRS 19-6 MuLV by 12 amino acids (Fig. 3.5A). Four 

changes are located in VRA, 1 in VRB and 2 in VRC. When compared with Mo-MuLV, 

the Graffi MuLV RBD differs by 28 amino acids. Nine amino acids are located in VRA, 

5 in VRB and 1 in VRC. lnterestingly, the major differences between the amino-acid 

sequences of Graffi, SRS 19-6 and Moloney MuLVs are located in the loopl in the VRA 

region (Fig. 3.5A), which is indeed a portion of the receptor binding pocket. This results 

on1y in subtle differences on the model1ed structures (Figs. 3.5Ba,b,c, rectangle box) but 

we can suppose that changes in amino acids in this key region could affect the direct 

contact of SU with the host receptor. 

3.2.4.7. The long terminal repeat (LTR) regioD 

A pair-wise alignment shows that the LTR (U3/R/U5) of GV-l.4 shares 97% identity 

with the LTR of GV-1.2. The major difference is a 60 bp duplication in the GV-l.2 U3 
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region (Ru et al., 1993). Beside this difference, their LTR differs by 6 nucleotides in U3, 

1 in the R region and 3 in U5. 

The phylogenetic tree (Fig. 3.6A) shows that the Graffi MuLV's LTR is closely related 

to those ofSRS 19-6 and Moloney MuLVs, to the Cas-E and Cas-A type viroses (Cas-Br

E, 1313A and 4070A), and to Friend and Rauscher MuLVs. Graffi's LTR is very 

dissimilar from those of the Akv-related viroses and the xenotropic-like groups. RadLV 

bears a LTR more similar to the xenotropic-like viruses (Fig. 3.6A). The global 

alignments that served to generate this tree gave identity scores of 96% between GV-lA 

and SRS 19-6 (86% with GV-1.2), 91% for Cas-Br-E and 1313A (81% for GV-1.2), 90% 

for 4070A (89% with GV-l.2), 88% with Mo-MuLV, Friend and Rauscher MuLVs (87%, 

83%,78% for GV-1.2). 

We generated a multi-alignment ofthis region for both GV-1.2 and GV-l.4 with the 

most closely related MuLVs (Fig. 3.6B). The consensus binding sites from studies on 

Moloneyand Friend MuLVs are represented (Golemis et al., 1990). A 2 bp mutation in 

the CORE region of Moloney LTR was shown to be sufficient to shift the disease 

outcome (erythroleukemia versus T-Ieukernia; Golemis et al., 1989). Thus, small 

nucleotide differences in this region can have a great impact on the binding of specific 

transcription factors. Two nucleotide differenees were found between GV-1.4 and SRS 

19-6 in the region encompassing the LVc binding site (Fig. 3.68). The Graffi LTR has an 

imperfect CORE sequence, identical to that of SRS 19-6 and Rauscher MuLVs (Fig. 

3.6B). Also, the first GRE e1ement contains three nucleotide changes unique to Graffi and 

SRS 19-6 MuLVs, as weIl as the first NF-I binding site which shows an A-C change in 

both viroses (Fig. 3.5B). The direct repeat of GV-1.2 (DR GV-1.2) is slightly different 

from that of Mo-MuLV (DR Mo) (Fig. 3.6C). The first GRE element is included in the 

DR of GV-1.2 (Fig. 3.6C) and is present twice whereas the DR Mo begins at the LVa 

element. The DR GV-1.2 ends within the LVc element and disrupts it although it is 

present twice in the DR Mo as the second GRE e1ement. 
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3.2.5. Discussion 

3.2.5.1. The Gram retrovirus 

We recently fully characterized the pathogenesis of the ecotropic Graffi MuLV (Voisin 

et al., 2006). Originally described as a myeloid-Ieukemia inducing virus (Graffi, 1957 and 

Ru et al., 1993), the Graffi MuLV induces a broad spectrum of sometimes complex 

leukemias (Voisin et al., 2006). Interestingly, the two Graffi variants, GV-1.2 and GV-I A, 

exhibit slightly different specificities. GV-1.2 induces a higher percentage of Iymphoid 

leukemias and with a shorter latency than GV-1A. In a previous study, we demonstrated 

that the major difference between the two viroses was a 60 bp duplication in the U3 

region of GV-1.2 (Ru et al., 1993). Because of the differences in pathogenesis, it became 

important to determine the complete nucleotide sequence of the two retroviral genomes. 

The sequencing of both variants demonstrates that the 60 bp duplication in the U3 

region is indeed the major difference. It is weil known that the LTR and ENV regions are 

playing major roles in MuLV pathogenesis. Since there are no amino-acid differences in 

the ENV region of the two Graffi variants, we assume that the shorter latency and the 

higher percentage of Iymphoid leukemias induced by GV-1.2 are most likely due to 

differences in the LTR and more specifically in the 60 bp duplication. We suppose that 

this duplication of the enhancer region, either because of its position and/or because of 

additional sequences is able to bind more activating lymphoid transcription factors 

(Voisin et al., 2006). 

3.2.5.2. Graffi's c10sely related MuLVs 

The phylogenetic study enables to determine that the MuLVs that are the most closely 

related to Graffi are the SRS 19-6 and Moloney MuLVs (97% and 88% identity 

respectively). The Graffi murine retrovirus was fust isolated in 1954 in Gennany from an 

acellular extract of Ehrlich sarcomas, named sarcomas 1 and 2 (Graffi, 1957), during the 

same period at which Moloney, Friend and Raucher retroviruses were discovered. 

Moloney MuLV was extracted from the so-called Sarcoma 37 (Moloney, 1960). From the 

results of this study, we hypothesize that the tumors that carried Graffi and Moloney 
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MuLVs may have been derived from a common Ehrlich sarcoma that was transplanted 

several times and passed between different laboratories. 

The SRS 19-6 MuLV was discovered from a system of transmissible leukemia that was 

also developed about 40 years ago in the People's Republic of China This work was 

carried in Kunming mice, a strain derived from Western laboratory mice (Bundy et al., 

1995). A previous study already reported the high similarity between SRS 19-6 and the 

Graffi LTRs (Bundy and Fan, 1998). Albeit an apparent different history, there is no 

doubt that Graffi and SRS 19-6 MuLVs share a common ancestor. The differences in 

their genomes were acquired during multiple in vivo passages in different strains ofmice 

before their molecular c1oning. Two stretches of sequence, one at the very beginning of 

POL and the other at the end of ENV, testify of their divergent evoJution from the 

common ancestor. Both viruses generate the same kind of pathology: SRS 19-6 induces a 

broad spectrum of leukemias when injected into NIH/Swiss newbom mice (Bundy et al., 

1995), a pathology very similar to that of GV-1.4 in NFS mice (Voisin et al., 2006). We 

showed that the mouse genetic background affects the disease phenotype. Thus, we 

inoculated the SRS 19-6 MuLV (kindly given by Dr. Hung Fan) in BALB/c mice and the 

Graffi GV-lA virus was inoculated in NIHISwiss mice. Although the experiment is still 

ongoing, the results show that the two viroses induce comparable phenotypes: Iymphoid 

leukemia in BALB/c and a wider spectrum in Nlli/Swiss mice (H. Fan and E. Rassart, 

unpublished results). There are sorne differences in amino acids between the SU of SRS 

19-6 and that of GrafftIMuLVs, especially concerning key amino-acids of the loop 1 

located in the receptor binding pocket region. Although they do not seem to influence the 

global 3D structure of the RBD, it is not possible to exclude the potential importance of 

these differences in the pathogenesis of the two viruses (Fig. 3.5). 

The sequence differences, more abundant between Mo-MuLV and the two other 

members of the group (Graffl/SRS 19-6) are reflected in the pathogenesis: Mo-MuLV 

induces exclusively T-Iymphoid leukemias in NFS and NlH/Swiss mice. First of all, the 

LTR sequences are certainly involved in the differences in pathogenesis between Mo

MuLV and Graff1fSRS 19-6. Mo-MuLV contains a direct repeat in its LTR as does GV

1.2 (Fig. 3.6). Inde~ GV-1.2 induces a higher percentage ofT-lymphoid leukemias than 

GV-IA and SRS 19-6. However, in NFS mice, GV-1.2 does not induce exclusively this 

type of leukemia, but a much broader spectrum of diseases (Voisin et al., 2006). The 

duplication in the LTR is not exactly the same between GV-1.2 and Mo-MuLV (Fig. 3.6) 



119 

and it is likely that the Mo-MuLV LTR can bind more T-cell specific transcription factors 

than that of GV-1.2. GV-IA and SRS 19-6 LTR are very similar and are probably more 

suitable for the binding of non-Iymphoid transcription factors as it was partially shown 

for the GV-1.4's LTR in a previous study (Barat and Rassart, 1998). 

However, Mo-MuLV recombinants carrying the SRS 19-6 LTR still induce T

Iymphomas, showing that the SRS 19-6 LTR is not sufficient to confer its broad disease 

specificity (Granger et a1., 1999). Thus, the ENV region and, in particular the SU protein 

contributes to explain the differences in disease phenotype. There are indeed many amino 

acid differences between the SU of Mo-MuLV and those of Grafft/SRS 19-6 MuLVs, 

especially conceming key arnino acids 10cated in VRA, VRB and VRC (Fig. 3.5). 

Interestingly, new insights into the determinants of disease specificity of Moloney and 

SRS 19-6 MuLVS are brought by a recent study of Jahid et al. (2006). First, they 

demonstrated that the ENV of SRS 19-6 is more powerful in inducing the production of 

MCF recombinants. They demonstrated that GAG and POL regions also seem to carry 

sorne determinants for disease specificity. There are definitively significant differences 

between the GAG and POL sequences of Moloney, Graffi and SRS 19-6 MuLVs. The 

results of the phylogeny study show that Mo-MuLV is more distantly related to Graffi 

and SRS-19-6 MuLVs on the entire GAG region with many nucleotide and arnino acid 

changes whereas Graffi and SRS 19-6 MuLVs remain very close. The capsid protein in 

the GAG region is the determinant of the Fv-l NB tropism and Graffi and SRS 19-6 

MuLVs are similar in this region but they are different from Moloney-MuLV and also 

from other ecotropic MuLVs studied (Stevens et a1., 2004). An E at position 110 of the 

Graffi and SRS 19-6 MuLVs' capsid protein is normally associated with B tropism 

(Kozak and Chakraborti, 1996). Since these viroses are both NB tropic, the Fv-l 

restriction must be modulated by neighbouring residues (Stevens et a1., 2004 and Lassaux 

et al., 2005). Candidate residues involved in this restriction might be E82, N94, N103, 

HI06 or sorne combinations of these (Stevens et a1., 2004). Our phylogeny study 

demonstrates also an unexpected divergence of the 3 viroses at the beginning of POL, in 

the protease coding region (Fig. 3.3), a region usually highly conserved (Fig. 3.2B). Thus, 

if sorne disease specificity determinants are located in POL, this region is probably a 

good candidate to be tested in chirneras experirnents. 

The next closest related MuLVs to group lA are FriendIRauscher (group lB) followed 

by Cas-Br-E/1313A (group 1C). The tight related history of Friend and Rauscher MuLVs 
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was already reported in a previous phylogenetic study on Rauscher and other MuLVs 

(Khimani et al., 1997). There is a 97.6% overall sequence identity between Friend and 

Rauscher MuLVs and they both induce erythroleukemias. The fact that Friend MuLV is 

also derived from an Ehrlich tumor (Table 3.1), probably explains why this virus is close 

to group lA (GraffJ./SRS 19.6/Mo). It is not surprising to fmd Cas-Br-E and 1313A so 

closely related even if they have different tropisms, as they were both isolated from wild 

mice trapped in California (Table 3.1, Gardner, 1978, Kozak and O'Neill, 1987 and Ikeda 

et al., 2001). The LTR sequences ofthese Cas-E and Cas-A MuLVs are highly similar to 

those of Graffi and SRS 19-6 MuLVs. Interestingly, ail these MuLVs also share the 

ability to induce a variety of different hematopoietic neoplasms (Holmes et al., 1986, Ott 

et al., 1990, Bergeron et al., 1992, Bundy et al., 1995, Wolff et al., 2003 and Voisin et al., 

2006). These Cas-type LTRs are also closely related to Moloney, Friend and Rauscher 

MuLVs (Fig. 3.6A). 

This study indicates that the Casitas type viruses are more similar to the group forrned 

by GrafftiSRS 19-6/Moloney and FriendlRauscher than to that of Akv-related and 

xenotropic viruses. It is very likely that these Casitas type viruses share a remote ancestor 

with Graffi/SRS 19-6/MoloneylFriend/Rauscher MuLVs. 

3.2.5.3. MuLVs more distantly related to Gram 

Akv MuLV is a prototype as it represents the first MuLV isolated by Gross from AK 

and C58 strains of mice in 1951 together with the Gross passage A isolate (Gross, 1951 

and Gross, 1957). The present study shows that Akv, SL3-3 and PSR3 remain clustered 

in ail the trees (Figs. 3.1 B-D). The analysis of the sub-regions did not reveal any 

reshuffling in the position of these three MuLVs, confirming their common history and 

possibly more recent divergence as previously reported (pedersen et al., 1981 and Nouvel 

et al., 1993). One report identified a nucleotide stretch in the integrase coding region of 

SL3-3 differing from Akv but identical to 1OA 1 (Lund and Pedersen, 1999). PSR3 is 

almost identical to Akv (Nouvel et al., 1993) except for the R peptide which allows 

differentiating Akv/SL3-3 from PSRJ (Fig. 3.1D). 

RadLV and BM5eco are also located closely to the Akv-related viruses throughout the 

analysis. Interestingly, RadLV bears xenotropic-like LTR and R peptide (Figs. 3.6A and 
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4E) (Merregaert et al., 1987 and Poliquin et al., 1992). BM5eco which causes murine 

AIDS in susceptible mice was aiready reported to be related to the Akv-type viroses 

(Gaur and Green, 2003). The present study reveals that no correlation can be established 

between Graffi-MuLV's history and that of the Akv-related viruses group. 

DG-75 is the only xenotropic MuLV included in the whole genome sequence. It 

remains c10sely linked to the Akv-related viruses on the corresponding trees (Figs. 3.lA, 

B, C). Interestingly, even if these MuLVs are not c10sely related to Graffi MuLV, they 

share sorne sirnilarities in the R peptide region, suggesting a recombination event with a 

xenotropic-MuLV in the Graffi-MuLV's history after the divergence from SRS 19-6. 

Noteworthy, we found three groups of MuLVs with distinct C-terrninal sequence 

motifs in the R peptide: PExxESRE, ECDxSRE and PxEYEP (Fig. 3.4D). The c1eavage 

of the R peptide is fundamental for the fusion activity of the envelope (Thomas et al., 

1997, Rein et al., 1998, Melikyan et al., 2000 and Aguilar et al., 2003) and the c1eavage 

site is weil conserved among the MuLVs although no other function was c1early assigned 

to the R peptide. We observed that the well-conserved N-terrninal part of the R peptide 

bears an alpha helix structure although the hypervariable C-terminal part has a less weil 

defined structure (random coiled-coils). Thus, the absence of a well-defined structure 

correlates with the high variability of the C-terminal end of the R peptide and this couJd 

be correlated to poor functional importance contributing to the numerous phylogenetic 

signals. 

HEMV is also distantly related to Graffi MuLV. Its distinctive central position in ail 

the trees of this study corroborates previous studies suggesting that this MuLV could be 

related to the common MuLV ancestor (Tomonaga and Coffin, 1999 and Tipper et al., 

2005). Noteworthy and surprisingly, Cas-Br-E moves very close to HEMV in the ENV 

region (Fig. 3.1 and Fig. 3.4). 

HEMV is exclusively found in M spicelegus (Tipper et al., 2005). In an earlier study, it 

was found that the Cas-Br-E ENV region was close to that of Ho-MuLV (Khimani et al., 

1997), a related but different virus from HEMV (Voytek and Kozak, 1989). Sirnilar to 

HEMV, Ho-MuLV was also isolated from M spicelegus (Voytek and Kozak, 1989). To 

further evaluate the phylogenetic relationship between Cas-Br-E and HEMV ENV 

regions, we compared Cas-Br-E, HEMV, Ho-MuLV (M26527) and Fv-4 (Cas-E type 

ENV, NMOI085) (not shown). Cas-Br-E is more related to Fv-4, and HEMV is more 
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related to Ho-MuLV. We can thus conclude that HEMV and Cas-Br-E share a common 

ancestor but it is ancient and may have been present before the separation of M. 

spicelegus and Mus musculus gerrn Iines. 

The major goal of the present analysis was to identify those viruses c10sely related to 

Graffi MuLV. We performed the analysis on MuLVs from different classes to obtain 

additional information. Several trees from this phylogenetic study highlight that viruses 

having similar sequences were often isolated from a cornrnon source. This suggests that 

most if not ail MuLV members derive from a few numbers of ancestors. These ancestor 

viruses recombined and acquired mutations during in vivo and in vitro passages, either in 

the wild or in laboratory mice, thereby contributing to the diversity of the MuLV family. 

The sequential analysis is a quick method to reveal divergence between various MuLVs 

on small sequence segments. For example, it revealed an unexpected divergence between 

Graffi, SRS 19-6 and Moloney at the very beginning of POL, a region usually highly 

conserved. Altogether, this study demonstrates that Graffi MuLV genome sequence is 

similar to the other ecotropic viroses and that a single recombination event between 

Graffi MuLV and an endogenous virus occurred at the end of ENV. Most likely, a portion 

of the LTR was also involved in this recombination. Indeed, the first 36 nucleotides of the 

Graffi GV-1A LTR are identical to DG-75 LTR. It is tempting to speculate that the Graffi 

GV-1.2 variant, which contains a 60 bp duplication in its LTR, is most probably derived 

from the GV-lA. Indeed, we and others already showed that such duplication and/or 

multimerisation in the U3 LTR region is often observed in Iymphoid turnors derived from 

MuLVs infected mice (Rassart et al., 1986; Granger et al., 1999 and Voisin et al., 2006). 
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3.3. Résultats supplémentaires: Distribution géographique des 
MuLVs 

La figure 3.7 est une façon alternative de montrer les résultats de l'étude de phylogénie. 

Elle illustre la distribution géographique des principales souches de souris qui existent 

dans le monde et montre les différents MuLVs, inclus dans l'analyse de phylogénie et qui 

ont été isolés à partir de ces souris. Les informations nécessaires à la réalisation de cette 

figure ont été prises en majorité de l'article de Kozak et O'Neill (Kozak and O'Neill, 

1987) qui ont étudié en détail la distribution de séquences provirales dans les souris 

sauvages, couvrant le continent Nord-américain, l'Europe de l'Est et de l'Ouest et le 

continent asiatique. La figure contient également les données apportées par l'étude de 

phylogénie. D'autres articles ont été des ressources précieuses: Ikeda et Kato (Ikeda et 

Kato 2001) Gardner (Gardner 1978), Chattopadhyay and Lander (1980) Un code couleur 

indique quels MuLVs ont le plus de similarité entre eux d'après l'étude de phylogénie. 

En Amérique du Nord et en Europe de l'Ouest, la souche de souris la plus répandue est 

Mus. musculus Domesticus qui contient dans son génome des traces ancestrales 

d'infections rétrovirales sous la forme de virus défectifs (MCF). Les souris de laboratoire 

ont comme mère ancestrale une souris Mm Domesticus. Mais afin de créer des souches 

de souris variées et caractéristiques, les chercheurs les ont croisées avec bien d'autres 

espèces. Le groupe de rétrovirus Graffi-, Moloney-, Friend-, et Rauscher dérivent de ces 

souris de laboratoire et d'après les résultats de la phylogénie et ils dériveraient 

probablement d'une même tumeur d'Ehrlich (section 1.2.5.2). Les tumeurs d'Ehrlich 

représentent le premier modèle d'étude du cancer: elles furent développées par le 

médecin allemand Paul Ehrlich à la fin du 19ème siècle qui a pu pour la première fois 

transplanter des tumeurs spontanées murines d'une souris à l'autre; les twneurs 

transplantées se forment soit sous forme liquide (ascites) ou solide (sarcomes) (Cailleau 

et Costa, 1961). 

Le rétrovirus SRS 19-6, très proche d'un point de vue phylogénique de ce groupe et 

notamment du virus Graffi, a été isolé en Chine à partir du complexe TSZ isolé à partir de 

souris Kunming dérivées de souris occidentales (section 3.2.5.2). Ainsi cela n'a pas de 

corrélation avec les autres souris trouvées à l'état sauvage sur le continent asiatique, soit 

Mm. musculus, Mcastaneus, M spicelegus ou M Molossinus (mélange de M m. 

musculus et M castaneus). 
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Les résultats de la phylogénie montrent que le groupe Graffi-, SRS 19-6-, Moloney-, 

Friend-, Rauscher- MuLVs est plus proche des virus de type amphotropique que des types 

liés à Akv (section 3.2.5.2). Les virus amphotropiques ont été trouvés chez des souris 

sauvages en Californie, Ces souris (du Lac Casitas) seraient un mélange de Mm 

domesticus et de Mcastaneus. Ainsi on peut penser que la similarité entre les 2 groupes 

provient des infections ancestrales de M Domesticus. Le bagage génétique de ces souris 

du lac Casitas comporte également des éléments de M castanèus: ceci explique que Cas

Br-E porte une enveloppe écotropique de type Fv4 (CasE), dérivant probablement des 

infections ancestrales de M Castaneus par des virus de type CasE (Chine,Thaïlande). 

Les virus de type Akv n'ont aucune relation avec le groupe Graffi-, SRS 19-6-, 

Moloney-, Friend-, Rauscher- MuLVs (section 3.2.5.3). Ils proviennent certainement de 

souris de laboratoires très différentes. 

Finalement, la distribution géographique montre que les virus xénotropiques se 

trouvent plus souvent dans des souris d'Europe de l'Est et d'Asie. 

En conclusion, cela montre que la phylogénie a regroupé les virus qui ont un ancêtre 

commun et cela est en corrélation avec la distribution géographique des souris à partir 

desquelles ils ont été isolés et qui ont subi des infections ancestrales. 
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3.4. Figures et tableaux du chapitre III 

Figure 3.1 

B 

GV·I.2 

SRSI9;6 

Figure 3.1: Pbylogenetic analysis of several MuLV genomes. The phylogenetic trees 
were constructed from (A) the complete genome sequence, (B) the Gag gene, (C) the Pol 
gene and (D) the Env gene. Bootstrap values are expressed in percentage and are 
indicated for each branch of the trees. When the bootstrap value was lower than 85%, the 
branch was drawn with a dashed line. The MuLYs represented in black boxes indicate 
those that changed position in the tree in comparison with the whole genome tree (A). For 
each tree, the two major groups are indicated in dashed grey and numerated (1 and 2). 
The subgroups are also numerated (lA-D to 2A-B). 
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Figure 3.2 

Figure 3.2: Phylogenetic analysis strategy and detection of hypervariabJe regions.(A) 
Organisation of GV-1.2 retroviral genome. Each gene and corresponding proteins are 
indicated. The numbers above the viral genome show the nucleotide corresponding to the 
start of each gene. The segments used in the sequential phylogenetic analysis are shown 
under the viral genome. Each segment was 600bp long with a IOObp overlap with the 
next one. (B) Detection ofhypervariable regions in the MuLVs' genomes. The results of 
the multiple alignments are represented. The non-conserved regions are indicated by 
verticallines. 
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Figure 3.3 
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Figure 3.3: Sequential pbylogenctic analysis of tbe Pol gene.Phylogenetic trees of the 
fust four segments (see figure 3.1 A) of the Pol gene are illustrated (A to D). Bootstrap 
values are indicated for each branch of the trees. When the bootstrap value is less than 
85%, the branch is drawn with a dashed line. The MuLVs represented in black boxes 
indicate those that changed position in the tree in comparison with the whole genome tree 
(figure 3.2A). For each tree, the two major groups are indicated in dashed grey and 
numerated (1 and 2). The subgroups are also numerated (lA-D to 2A-B). (E) Multi
alignment of the first 500pb segment. Only the non-conserved nucleotides are shown and 
tbus do not represent a continuous sequence. Sorne nucleotide positions corresponding to 
the GV-1.2 sequence are indicated to facilitate the understanding. The alignment was 
perforrned with the 9 MuLVs of group l from the whole genome tree. 
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Figure 3.4 
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Figure 3.4: Sequential phylogenetic analysis of the Env gene.The phylogenetic trees 
corresponding to the SU protein (A), the TM protein and R peptide (B) and the last 150 
nucleotides of TM comprising the R peptide (C). Bootstrap values are indicated for each 
branch of the trees. When the bootstrap value is less than 85%, the branch is drawn with a 
dashed line. The MuLVs represented in black boxes indicate those that changed position 
in the tree in comparison with the ENV tree (figure 3.2D). For the SU tree (A), the two 
major groups are indicated in dashed grey and numerated (l and 2) but this was not 
possible for the two other trees (B and C). The subgroups are a1so numerated (lA-D to 
2A-B). (D) Arnino acid alignment of the R peptide of several MuLVs. The tbree major 
groups with consensus motifs PExxESRE, xECDxSRE and PxEYEPx are illustrated as in 
panel C. tIn: transmembrane domain of TM. (*): protease cleavage site, (U): end of the 
a-helix 
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Figure 3.5 
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Figure 3.5: Region Binding Domain of SU (A) Multi-Alignment of the amino-acid 
sequence of the RBD of Friend, GV-IA, SRS 19-6 and Moloney MuLV ENV genes. 
Only the non-conserved amino-acids are shown. The secondary structure elements of the 
Friend RBD (laol.pdb) are indicated above the amino acid alignment.(B) Representation 
of homology modelled RBDs of ecotropic, amphotropic and xenotropic MuLVs. The 
structures were computer derived from the reference Friend RBD structure (a). The 
graphical representations are similarly oriented. The rectangle box on each graph 
indicates the receptor binding pocket. (a: Friend-MuLV, b: GV-1A, c: SRS 19-6, d: 
Moloney MuLV, e:Akv, f: 13l3A, g:DG-75). 

http:����.�..��
http:tl.....�


130 

Figure 3.6 
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Figure 3.6: Phylogenetic analysis and multiple alignment of the LTR region.(A) The 
phylogenetic tree corresponding to the LTR region. When the bootstrap value was lower 
to 85%, the branch was drawn with a dashed line. The MuLVs represented in black boxes 
indicated those that changed position in the tree in comparison with the whole genome 
tree (figure 3.2A). For each tree, the two major groups are indicated in dashed grey and 
numerated (l and 2). The subgroups are also numerated (lA-D to 2A-B). (B) Comparison 
of the U3 enhancer region of severa! MuLVs. The dots indicate similar nucleotides 
compared to the Mo-MuLV sequence and the dash indicate nucleotide deletion. Binding 
sites for transcription factors from Moloney and Friend MuLVs are boxed above and 
under the sequence respectively. To conserve the alignments, the direct repeats of GV
1.2 (DR GV-1.2), Mo (DR MO) and Friend (DR Friend) are indicated below the sequence 
with an arrow indicating the position. (B) Comparison of the Mo, Friend and GV-1.2 
direct repeats. Differences are indicated by a *. 
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Figure 3.7 
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Figure 3.7: Distribution géographique des MuLVs et des souches de souris. Les 
MuLVs sont notés en couleur (rouge, bleu, vert, vert clair orange). Le code couleur 
regroupe les MuLVs les plus proches d'un point de vue phylogénique. Les souches de 
souris sont notées en noir et placées sur la carte du monde selon leurs origines. Cette 
figue est adaptée d'un article de Kozak et al., 1987, et actualisée grâce aux résultats de 
phylogénie. 



CHAPITRE IV 

PROFIL D'EXPRESSION GÉNIQUE DES LEUCÉMIES 
INDUITES PAR LE RETROVIRUS GRAFFI 

4.1. Introduction 

4.1.1. Stratégie générale 

Lorsque le projet d'étudier le profil d'expression génique des leucémies induites par 

le rétrovirus Graffi a débuté, plusieurs méthodes étaient disponibles (Seriai Analysis of 

Gene Expression (SAGE), difJerential display, spotted ou macro-arrays) et la technologie 

des micropuces développée par Affymetrix (Affymetrix GeneChip®). La technologie 

Affymetrix, bien que très coûteuse, est sans aucun doute la méthode de choix car elle est 

la plus globale. La micropuce GeneChip® Mouse Genome 430.2.0 choisie pour nos 

expériences a été assemblée en 2002 et a été conçue pour représenter l'ensemble du 

transcriptome murin tel que connu lors de la conception de la puce. Elle est la plus 

complète de toutes les micropuces du génome de la souris et contient 45000 probesets. 

Notre objectif est de caractériser de façon approfondie les leucémies induites par le 

rétrovirus murin Graffi pour mieux l'utiliser comme outil de recherche sur le cancer. 

Nous espérons également mieux comprendre le cancer par l'analyse même de ces 

leucémies. Cela est en continuité avec les recherches sur les sites communs d'intégration 

rétrovirale qui se sont effectuées depuis de nombreuses années sur différentes tumeurs 

dans le laboratoire d'Eric Rassart (Denicourt et al. 1999,2003) et qui visent directement à 

trouver des oncogènes. Les oncogènes qui sont ciblés régulièrement par des sites 

d'intégration rétrovirale ont certainement un rôle primordial dans l'apparition du cancer 
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et on peut les appeler premiers intervenants (ou facteur déclenchant). Mais combien de 

gènes 'doivent' être dérégulés pour qu'une cellule soit appelée cancéreuse? En effet, 

beaucoup d'autres gènes à part les gènes 'premiers intervenants' font partie de la 

signature d'une cellule cancéreuse et c'est ensemble qu'ils caractérisent cette cellule. Une 

méthode globale comme celle des micropuces Affymetrix® permet donc d'identifier la 

signature moléculaire des leucémies et permet de ne pas se limiter aux gènes premiers 

intervenants. 

Le principal avantage du modèle est que le rétrovirus Graffi donne de multiples types 

de leucémies ayant toutes un équivalent chez l'humain. De plus, il s'agit d'un modèle 

murin, et donc, l'utilisation de souris congéniques atténuent fortement la déviation 

expérimentale. Avec une portée de souriceaux injectés le même jour avec le même 

échantillon viral, plusieurs types de leucémies peuvent être analysées. On minimise ainsi 

les variations expérimentales et les différents types de leucémies résultent uniquement du 

hasard des intégrations rétrovirales. Ainsi, ce modèle est idéal pour comparer les diverses 

leucémies entre elles et doit donc être exploité dans ce sens plutôt que d'analyser les 

leucémies de façon individuelle. Comparer les divers types de leucémies permet de faire 

ressortir ce qui est spécifique à chaque leucémie notanunent les oncogènes et les voies de 

transmission de signaux spécifiquement employées. Ceci peut aller dans la direction de 

chercher de nouveaux marqueurs de diagnostic ou de nouvelles cibles thérapeutiques si 

on l'applique à l'humain. 

4.1.2. Présentation d'une micropuce 

Une micropuce Af:fymetrix est une pièce de silice sur laquelle sont placées des milliers 

de séquences d'ADN correspondant à l'ensemble des transcrits découverts chez la souris 

au moment de la construction de la micropuce (figure 4.1). Les séquences présentes sur la 

micropuce GeneChip® Mouse Genome 430. 2.0 ont été sélectionnées en 2002 à partir de 

l'analyse de base de données comportant des informations sur le transcriptome 

(GenBank®, dbEST, RefSeq, UniGene (version 107, Juin 2002) ainsi qu'en s'appuyant 

sur le premier assemblage du génome de la souris (Whitehead InstiMe Center for 

Genome Research, MGSC, Avril 2002 (fiche technique disponible sur 

www.Af:fymetrix.com). 
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Figure 4.1: Présentation d'une micropuce Affymetrix. (A) (a) photographie d'une 
micropuce Affymetrix. (b) image du scanner d'une micropuce après une hybridation (c) 
zoom d'une partie de l'image. Chaque carré correspond à une 'probe'. (d) représentation 
de 7 paires de probes avec les carrés du haut représentant les perfect matchs (PM) et ceux 
du bas les mismatchs (MM). (B) Chaque probe est composée de milliers de séquences 
oligonucléotidiques semblables sur lesquelles vont s'hybrider les molécules d'ARNc 
biotinylés. (C) Sur la micropuce, un transcrit est représenté par un probeset qui est 
composé de Il paires de probes (PM +MM) dispersées en plusieurs endroits sur la puce. 
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Les ARNs messagers totaux sont extraits à partir des cellules. Ils sont successivement 

transformés en molécules d'ADN complémentaires (rétrotranscription à partir d'un 

oligodT pour la synthèse du premier brin et polymérisation grâce à des oligonucléotides 

dégénérés pour la synthèse du second brin). Ensuite, une transcription in vitro avec des 

nucléosides biotinylés produit des molécules d'ARN biotinylées (ARNc) qui vont être 

fragmentées et vont s'hybrider aux séquences d'ADN complémentaires sur les 

micropuces (figure 4.2). Les molécules d'ARNc biotinylées vont être couplées à un 

anticorps fluorescent (anticorps streptavidine-phycoerythrine). Les micropuces vont être 

scannées et l'intensité de fluorescence est corrélée au nombre de copies de molécules 

d'ARNc hybridées aux séquences d'ADN (figures 4.1, 4.2). La micropuce pennet donc 

de mesurer le taux relatif d'expression de chaque gène pour chaque leucémie. 

Chaque séquence d'ADN est un oligonucléotide long d'environ 20 bases. Chaque 

transcrit est représenté sur la puce par Il paires d'oligonuc1éotides. Chaque 

oligonuc1éotide est appelé une probe. Une paire de probes est constituée par un perfect 

match et un mismatch. Le perfect match est constitué d'une séquence 100% homologue 

au gène d'intérêt alors que le mismatch présente une mutation dans la séquence. 

L'ensemble des Il paires de probes constitue un probeset (figure 4.1.C). Un gène peut 

être représenté par plusieurs probesets qui correspondent à différentes régions du gène. 

Les différents probesets peuvent notamment servir à différencier plusieurs transcrits 

alternatifs. Les Il paires de probes d'un probeset sont dispersées sur la puce pour 

minimiser l'impact d'artefacts d'hybridation sur les résultats (bulles d'air par exemple). 

Pour analyser les résultats, il faut reconstituer une valeur unique pour le probeset à partir 

des intensités des Il probes. Cette étape est nommée le calcul du sommaire d'expression. 

Le mismatch est présent pour différencier les hybridations non spécifiques des 

hybridations spécifiques mais son implication dans le calcul du sommaire d'expression 

est maintenant très controversée (section 4.3.2). 
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Figure 4.2: (A) Schématisation de la procédure d'AfTymetrix. (B) Schématisation du 
protocole pour passer de l'ARN messager à l'ARNc biotinylé, fragmenté et hybridé. 
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4.1.3. Tri des leucémies 

Afm d'obtenir des résultats valides avec les micropuces, il a fallu au préalable trier les 

population leucémiques à partir des organes hématopoïétiques des souris leucémiques. Le 

tri cellulaire s'est effectué grâce à un système d'aimant-billes magnétiques développé par 

la compagnie StemCell technologies (EasySep®, www.stemcell.com). Dans ce système, 

les cellules leucémiques sont couplées aux billes magnétiques grâce à des complexes 

d'anticorps. Les cellules leucémiques sont alors retenues par l'aimant et triées par 

sélection positive. La sélection négative a été testée mais n'a pas conduit à une pureté 

suffisante et n'a donc pas été retenue pour les échantillons analysés par micropuce. Les 

critères de qualité pour le tri ont été fixés à un minimum de 95% de pureté et un 

minimum de 95% de viabilité après le tri pour les échantillons envoyés aux micropuces. 

Après le tri cellulaire, les ARNs messagers totaux ont été extraits au TrizoJ® à partir 

des cellules triées puis purifiés par passage sur des colonnes (RNeasy, QIAGEN®). Les 

échantillons ont alors été confiés au centre génomique de McGill (Centre d'innovation 

Génome Québec et Université McGill, Montréal) afin de procéder à la transformation en 

ARNc biotinyJés et à d'hybridation sur les micropuces GeneChip 430.2®. 

4.2. Phénotypes des leucémies triées et envoyées à l'analyse par 
micropuces 

Seize échantillons ont été envoyés pour l'analyse du profil d'expression génique dont 

J3 correspondent à des leucémies et 3 à des contrôles. Alors que pour les leucémies, 

chaque échantillon provient d'une souris, les cellules provenant de 12 souris ont été mises 

ensemble pour constituer chaque échantillon contrôle (6 mâles et 6 femelles). Les 

phénotypes leucémiques ont été choisis pour que cela soit un reflet de l'éventail des 

différentes leucémies induites par le rétrovirus Graffi (chapitre Il). Les cellules des 

leucémies de type T ont été triées à partir de thymus (thymomes), les cellules 

leucémiques de type B à partir des ganglions, et les autres types (myéloïde, érythroïdes et 
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mégacaryocytaires) à partir de la rate. Le tableau ci-dessous (tableau 4.1) présente les 

phénotypes des différents échantillons envoyés aux micropuces. 

Tableau 4 l' leucémies hybridées sur les micropuces
 

phénotypes: micropuce triée avec: organe:
 

CD4+CDS+ Tl MOT-OI anti-CD4 thymus
 

CD4+CDS' T2 MOT-02 anti-CD4 thymus
 

CD4-CDS+ TJ MOT-03 anti-CDS thymus
 

B220+CD19+ 81 MOT-04 antî-CD19 ganglions
 

B220+CD19+ B1 MOT-OS antî-CD19 ganglions
 

B220,owCD19+Sca-1 + B3 MOT-06 anti-CD19 2an2lions
 

CDllb+Gr-l+ M MOT-07 anfi-CDllb rate**
 

Ter1l9+CD71+ EJ MOT-OS anti-Ter119 rate**
 

Ter1l9+CD71+ E2 MOT-09 30ti-Ter119 rate**
 

Terl19+CD71 + E3 MOT-IO aoti-Terl19 rate
 

cKitCD41" Mkl MOT-II anti-cKit rate
 

cKitCD41+ Mk2 MOT-12 anti-CD41 rate
 

cKitCD41+ Mk3 MOT-13 anti-CD41 rate
 

échantillons contrôles:
 

CD4+CDS+(') CT MOT-14 anti-CD4, -CDS thymus
 

B220+CD19+(') ca MOT-15 anti-CDl9 moelle osseuse 

Ter1l9+CD71+(') CE MOT-16 anti-Ter119 moelle osseuse** 

*n=12; ** lyse des 210bules rOUl!es avant le tri 

L'hybridation des micropuces suit un protocole très standardisé et est effectuée par le 

même manipulateur. Ainsi, il n'est pas nécessaire d'effectuer plusieurs puces avec le 

même échantillon d'ARN (tests effectués par l'équipe du centre génomique de McGill, A. 

Ponton). La plus petite quantité d'ARN total a été obtenue pour les leucémies 

mégacaryocytaires (échantillons MId et Mk2), ces leucémies étant moins invasives 

(résultats supplémentaires, chapitre II). La quantité d'ARN total utilisée pour 

l'hybridation des micropuces a été fixée à 2 Ilg pour tous les échantillons. Pour les 

leucémies de type myéloïde, il n'a pas été possible d'obtenir 3 échantillons de haute 

qualité (population non pure et leucémies mixtes). Ainsi une seule leucémie myéloïde est 

incluse dans l'analyse par micropuces. Bien qu'il n'y ait aucun problème au niveau de la 

normalisation de la micropuce (voir plus bas), la leucémie myéloïde ne pourra pas être 

inclue dans des tests statistiques de type Student, le nombre de réplications minimum 

étant de 3. Ainsi l'échantillon est présent à titre indicatif et si des informations semblent 
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provenir de cet échantillon au cours de l'analyse, des preuves supplémentaires doivent 

nécessairement être apportées par un échantillonnage plus grand de leucémies myéloïdes. 

4.3. Résultats Partie 1: validation de l'expérience 

Les analyses et graphiques de cette section ont été réalisés avec le logiciel FlexArray 

(beta 3.1, version 0.7.1.0) développé par Michal Blazejczyk et Mathieu Miron du centre 

génomique McGiIl (Montréal). 

4.3.1. Présentation des données brutes 

Les données brutes correspondent aux valeurs attribuées à chaque probe à l'issue du 

scanner des micropuces (figure 4.3). Chaque valeur est corrélée à l'intensité de 

fluorescence et donc relative au nombre de molécules d'ARNc qui se sont hybridées. 

L'observation des images scannées (figure 4.3) qui est la première étape de validation de 

l'expérience a permis de vérifier qu'il n'y avait pas d'artéfacts majeurs d'hybridation des 

micropuces. Deuxièmement, l'observation du graphique de répartition des intensités 

(figure 4.4.A) des micropuces non normalisées permet d'apprécier la répartition de 

l'intensité globale de chaque micropuce et d'écarter de possibles échantillons à problème. 

Ainsi on peut observer que CPOS0802MûT-11 (échantillon Mkl) a l'intensité globale la 

plus faible avant normalisation (figure 4.4.A). Malgré cela, la différence n'est pas 

majeure et il n'est pas nécessaire d'exclure cette micropuce de l'analyse. La figure 4.4.B 

montre l'effet de la normalisation sur la répartition des données (section 4.3.2). 

4.3.2. Présentation des données normalisées 

Les données brutes d'intensité de fluorescence provenant des micropuces scannées 

doivent être transformées par des méthodes mathématiques pour pouvoir comparer les 

données de plusieurs micropuces entre elles et calculer les valeurs de chaque probeset. 

Quand Affymetrix a commercialisé les premières puces, la normalisation se faisait 

essentiellement par rapport au bruit de fond général et par rapport à la valeur des gènes 
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housekeeping comme Gapdh ou l'actine (comme on le fait pour la quantification de 

résultats de RT-PCR). Le sommaire d'expression pour obtenir la valeur d'un probeset se 

faisait par la soustraction des valeurs du perfeet match par rapport à celle du mismateh, 

puis par le calcul de la moyenne des valeurs des probes constituant le probeset. 

• j - • .'. ~.. .'\

A ,~ " 
.,' .• .o .' ..... '.. • • ... 

Figure 4.3: Images des données brutes des micropuces. (A) contrôle de qualité 
d'hybridation: titre placé en haut et à droite de chaque puce. B: TI (CPOS0802MOT-OI), 
C: T2 (MOT-02), D:T3 (MOT03) E: Bl(MOT04) F: B2 (MOTOS)G: B3(MOT06) H: 
M(MOT07) 1: El(MOT08) J: E2(MOT09) K: E3(MOTIO) L: MKl(MOTll) M: 
MK2(MOTI2) N: MK3(MOTI3) 0: CT(MOT14) P: CB(MOT lS)Q: CE(MOTI6) 
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Figure 4.4: Graphiques de distribution des intensités de chaque micropuce. (A) 
Données brutes. (B) Après normalisation. Le rectangle noir représente l'échelle 
d'intensité de 50% des données. 

Lors de tests de simulation effectués par des biostatisticiens, de nombreux biais sortant 

des analyses de micropuces ont été révélés, notamment de nombreux taux de faux-positifs 

et faux-négatifs (erreurs de type l et II respectivement). Ainsi des méthodes de plus en 

plus sophistiquées apparaissent continuellement pour normaliser les micropuces et 

calculer le sommaire d'expression. On peut citer les plus connues: d-Chip (Li and Wong, 

2001), RMA (Irizarry, 2003), GC-RMA (Wu and lrizarry, 2005), MAS5.0 (Microarrays 
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Analysis Suite S.O, Affymetrix, 2001). Un changement majeur a été l'application d'une 

échelle logarithmique aux valeurs d'intensité dans toutes les méthodes de calcul. 

RMA (Robust multi-array analysis) a été choisie comme méthode préférentielle dans 

cette présente analyse. RMA est estimée être une méthode plus robuste que le plus récent 

produit d'AffYmetrix, MASS.O, ou même dChîp (Cope et al. 2004). Un des avantages de 

la méthode est que les données de l'ensemble des micropuces sont utilisées pour établir la 

relation de normalisation alors que certaines méthodes comme MASS.O normalisent les 

résultats par rapport à une micropuce désignée. Une bonne normalisation est réalisée avec 

RMA en prenant un nombre minimal de micropuces égal ou supérieur à 6. De plus, RMA 

ne tient pas compte des valeurs du mismatch pour calculer le sommaire d'expression d'un 

probeset comme le fait encore MASS.O. A l'issue de la normalisation, une valeur en log 

base 2 est attribuée à chaque probeset de chaque micropuce. Ainsi un changement en 

valeur logarithmique (ratio) égal à 1 entre 2 micropuces pour unprobeset donné équivaut 

en réalité à un changement d'expression de 2 fois (Jold change). Un ratio d'un mÏJÙmum 

de 0,S8S (changement de I,S fois) est utilisée généralement comme critère de fùtre dans 

les analyses de micropuces avec RMA. En dessous de cette valeur les résultats ont une 

forte probabilité d'être de faux-positifs. 

MASS.O correspond à la plus récente version de l'algorithme statistique développé par 

la compagnie Affymetrix. A partir des données brutes, la première étape de calcul est la 

normalisation de l'intensité des micropuces entre elles avec une correction du bruit de 

fond. Ensuite différentes valeurs relatives à l'expression des transcrits vont être calculées. 

Deux valeurs fondamentales sont issues de MASS.O à partir des données brutes: la valeur 

de détection et le signal. 

La valeur du signal est le calcul du sommaire d'expression pour chaque probeset 

comme le fait RMA mais en prenant compte les valeurs du mismatch. 

Le calcul de la valeur de détection (call value) est établi par rapport à la comparaison 

entre l'intensité du fragment non muté (perfect match) et celle du fragment muté 

(mismatch) pour un probeset donné. Si la valeur de détection est calculée présente, cela 

donne une indication que le gène correspondant est bien exprimé dans les cellules (il y a 

présence d'un nombre significatif de copies d'ARNm de ce gène). Le raisonnement est 

inverse (absence d'expression de ce gène) lorsque la valeur de détection est calculée 
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absente. Une valeur statistique p est associée à la valeur de détection et estime le taux de 

confiance que l'on peut accorder à cette valeur. 

MAS5.0, bien qu'améliorée, est encore controversée à cause de l'implication du 

mismatch dans les calculs. Cependant des comparaisons entre les résultats de RMA et de 

MAS5.0 dans l'étude présente ont montré une très bonne corrélation entre les 2 méthodes. 

La valeur de détection est appliquée dans le cas présent pour confirmer les résultats de 

RMA. En effet, si la valeur de détection absente peut être un faux-négatif (un gène est 

effectivement présent mais il est détecté absent à cause du mismatch), une valeur de 

détection présente ne peut pas être un faux-positif. Ainsi les valeurs 'présentes' nous 

confmnent l'expression de ce gène dans les cellules (avec un nombre de copies faibles ou 

élevées). 

La figure 4.4.B montre le résultat de la normalisation des micropuces par RMA. On 

peut voir que les intensités globales sont maintenant comparables, et que l'échantillon 

CP050S02MOT-11 (échantillon Mk1) n'a plus une intensité globale faible. On peut aussi 

observer que les échantillons CP050S02MOT-15 et CP050S02MOT-16, qui 

correspondent aux contrôles CB et CE (tableau 4.1), sont un peu différents. Ces 

différences sont minimes. Des analyses avec normalisation des données avec et sans les 

contrôles ont montré les mêmes résultats. 

4.3.3. Vérification de la validité de l'expérience 

Les leucémies induites par le rétrovirus Graffi sont très hétérogènes (chapitre II) et les 

phénotypes choisis expressément différents. On ne pourra trouver des gènes spécifiques 

de chaque type de leucémie que si les leucémies à l'intérieur d'un même groupe (par 

exemple les leucémies de type T) sont plus semblables entre elles que par rapport aux 

autres types de leucémies. 

La méthode PCA (Analyse en Composantes Principales) est une méthode de choix 

pour tester cette hypothèse (Misra et al. 2002). Le logiciel FlexArray a été utilisé pour 

obtenir les graphiques PCA (figure 4.5). La méthode PCA consiste à réduire la dimension 

des données pour visualiser clairement les tendances existantes entre les données. C'est 

un outil d'exploration des données qui ne fait intervenir aucun critère présélectionné par 

l'utilisateur et est donc différent des outils de clustering. La méthode capture de façon 
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Figure 4.5: Graphiques PCA. (A) Echantillons leucémiques. (B) Echantillons 
leucémiques avec les contrôles. 
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Cette méthode donne des résultats très convainquants sur notre jeu de données (figure 

4.5). La figure 4.S.A montre le graphe comprenant toutes les leucémies sans les contrôles 

(normalisation RMA avec les échantillons leucémiques seulement). Très clairement, 

chaque type de leucémies (T, B, E, Mk) se regroupe de façon individuelle. Ainsi 

l'hypothèse que nous allons pouvoir faire ressortir les gènes spécifiques à chaque type de 

leucémie à partir des résultats des micropuces, est vérifiée. Il est à noter que la leucémie 

myéloïde est proche des leucémies rnégacaryoblastiques. 

Pour utiliser les échantillons contrôles dans l'analyse, il a fallu également vérifier 

l'hypothèse que chaque contrôle est plus proche du type de leucémies auquel il 

correspond par rapport aux autres échantillons. Cette hypothèse est également vérifiée 

(figure 4.S.B) et les leucémies vont pouvoir être comparées par rapport à leur contrôle 

respectif (normalisation RMA de l'ensemble des données) 

Les diagrammes de dispersion (non montré) ont également permis de comparer la 

répartition des données entre 2 micropuces. Il est apparu que les micropuces issues de 2 

types différents de leucémie étaient plus différentes entre elles que si elles provenaient du 

même groupe. 

En conclusion ces analyses ont démontré la validité de l'expérience et la partie suivante 

va consister à rechercher les spécificités de chaque type de leucémies. 

4.4 Résultats Partie II: Profil général des leucémies 

A partir des données RMA des échantillons leucémiques, une analyse de clustering a 

été réalisée avec une sélection de gènes montrant les plus grandes variations entre les 

leucémies. Le but de cette analyse est de découvrir comment se répartissent les gènes en 

fonction des types de leucémies. 

4.4.1 Analyse différentielle 

L'unique possibilité pour traiter les données issues des résultats de micropuces est de 

faire des analyses différentielles, c'est-à-dire de comparer l'intensité d'un probeset entre 

différentes micropuces. Il n'est pas possible de comparer l'intensité de 2 probesets dans 
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la même micropuce. Par exemple, il est possible de dire que c-myc est exprimé plus 

fortement dans Tl par rapport à T2 mais il est impossible de dire que c-myc est exprimé 

plus fortement que Notch 1 dans Tl. Ceci est dû au fait que l'efficacité d'hybridation 

di ffère d'une probe à l'autre. Par exemple, plus la séquence d'une probe est riche en G+C 

et plus la stabilité de l'hybridation est grande (Kluger et al. 2003). 

Il est possible de faire ressortir de l'analyse les gènes spécifiques à chaque type de 

leucémie et d'observer les expressions de chaque gène par rapport à la moyenne. Ainsi la 

valeur moyenne d'expression pour chaque probeset a été calculée à partir des données de 

toutes les micropuces. Ensuite, le ratio a été calculé pour chaque leucémie par rapport à la 

moyenne. Une valeur positive de ratio signifie une surexpression du probeset dans 

l'échantillon leucémique par rapport à la moyenne des leucémies et une valeur négative 

signifie une sous-expression. Un exemple de calcul est montré par le tableau 4.2. 

Tableau 4..2' exemple de calcul des ratios 
1421854 at Tl TI 1 T3 1 BI B2 B.l 1 MIEl 1 E2 El Mk11 Mkll MkJ moyenne 

donnéesRMA 4,81 2,75 16,3215,20 4,93 5,oJ 18,50 14,21 14,21 3,52 4,57 16,01 15,60 S,OS 
ratios· -0,24 0,15 -0,12 -O,OS_~ -IQ -0,48_ 0,55 

• raho=moyenne-données RMA 

Dans'I'exempie ci-dessus, la moyenne d'expression du probeset l421854_at est de 

5,05. Après le calcul des ratios, on voit que les échantillons T3, BI, M, Mk2 et Mk3 

montrent une surexpression du probeset par rapport à la moyenne alors que les autres 

échantillons montrent une sous-expression. Un ratio inférieur à la valeur absolue 0,585 

n'est pas considéré comme étant significatif (haute probabilité d'être un faux-positif). La 

couleur fouge correspond à une surexpression supérieure ou égale à 0,585 par rapport à la 

moyeIUle et une la couleur correspond à une sous-expression inférieure ou égale à 0,585. 

Les valeurs sont en logarithme de base 2, et un ratio de 3,45 (échantillon M) équivaut à un 

changement de 10,9 fois entre l'échantillon leucémique et la moyenne. Cette technique de 

calcul a été pour la première fois utilisée par l'équipe de T. Golub qui fut le premier à 

établir des sous-classes de leucémies et à les relier à différentes chances de guérison 

(Golub et al. 1999). 
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4.4.2. Sélection de 3000 gènes 

Les micropuces permettent d'évaluer chacune l'intensité de 45000 probesets. Pour 

l'analyse par clustering réalisée avec le logiciel GeneCluster (voir plus bas), il a fallu 

sélectionner 3000 gènes, ceci étant dû aux limitations de l'algorithme. De plus, il est 

logique de débuter un projet de recherche en se limitant dans le nombre de données et de 

commencer par celles qui sont à coup sûr très significatives. 

Les gènes les plus intéressants sont ceux qui présentent les plus grandes variations 

entre les leucémies et donc dont la somme des ratios est la plus grande. Les probesets ont 

alors été ordonnés de façon décroissante par rapport aux valeurs des ratios et les 3000 

premiers probesets ont été sélectionnés. 

Parmi les gènes qui ne montrent pas d'expression différentielle entre les leucémies, il 

se trouve des gènes qui sont exprimés à des niveaux équivalents dans toutes les cellules 

comme les gènes housekeeping par exemple mais aussi de nombreux gènes qui ne sont 

pas exprimés dans les cellules de type hématopoïétique. En effet, les probes disposées sur 

les micropuces d'Affymetrix représentent l'ensemble des gènes qui sont connus pour être 

exprimés dans l'organisme mUTin mais le transcriptome diffère selon le type cellulaire. 

4.4.3. Clustering hiérarchique, analyse SOMs et profils des leucémies 

4.4.3.1 Principes des analyses de c1ustering 

Le but de ces analyses est de découvrir la répartition des données pour chaque type de 

leucémie et cela va permettre de savoir sur quels patrons d'expression l'attention doit être 

portée. Est-ce que les résultats sont tels qu'attendus ou est-ce que certains gènes se 

regroupent de façon inattendue? 

Le clustering hiérarchique a été adapté au traitement des données de rnicropuces par 

Michael Eisen (Eisen et al. 1998, Chu et al. 1998). Le processus du cluster hiérarchique 

consiste à assembler un ensemble d'items (probesets ou micropuces) sous forme d'un 

arbre dont les items qui se ressemblent le plus vont être reliés par des branches très 

courtes alors que les items qui se ressemblent le moins vont l'être par des branches très 

longues. La première étape de la construction de l'arbre par l'algorithme est la 
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construction d'une matrice de distance. Ensuite les 2 items dont la distance est la moins 

grande sont regroupés pour former un pseudo-item (cluster) et le regroupement entre les 

items continue ainsi de suite jusqu'à ce qu'il ne reste plus de données à joindre. 

Les analyses SOMs (Self-Organization Maps) réarrangent également les gènes ou les 

micropuces selon la similarité des valeurs d'intensité. La différence majeure est que le 

nombre de c1usters est fixé à l'avance par l'utilisateur. De plus, les c1usters sont organisés 

de telle façon que les c1usters voisins ont entre eux des similarités. Les analyses SOMs 

ont été développées par T. Kohonen (Kohonen 1999) et ont aussi été utilisées par T. 

Golub pour les analyses de micropuces (Golub et al. 1999). 

4.4.3.2. Profil général des leucémies 

Un c1uster hiérarchique a été réalisé sur les 3000 gènes sélectionnés, grâce au 

programme Gene C/uster développé par M. Eisen (http://ranastanford.edu/software) et 

visualisé grâce au programme Treeview (http://ranastanford.edu/software). Le résultat est 

présenté sur la figure 4.6A. Chaque ligne correspond à un probeset et chaque colonne 

correspond à une micropuce. Une couleur verte indique une valeur négative de ratios 

(donc une sous-expression) et une couleur rouge indique une valeur positive 

(surexpression) par rapport à la moyenne des leucémies. Plus les couleurs verte ou rouge 

sont intenses et plus la valeur absolue du ratio est grande. 

Le dendrograrnme à gauche (figure 4.6.A) représente comment les probesets se 

regroupent entre eux et le dendrogramme du haut représente les similarités entre les 

micropuces. On voit que les probesets ainsi que les micropuces se regroupent bien selon 

les types de leucémies. Par exemple, le nœud noté X sur la figure 4.6.A regroupe bien les 

probesets qui ont tendance à être surexprimés dans les leucémies non-lymphoïdes et sous

exprimés dans les leucémies lymphoïdes par rapport à la moyenne. 

L'agrandissement du dendrogramme des micropuces (figure 4.6.C) montre que les 

leucémies lymphoïdes et non-lymphoïdes forment 2 grands groupes distincts. Au sein du 

groupe des lymphoïdes, les leucémies de type T se regroupent entre elles et celles de type 

B aussi. Au sein des leucémies non-lymphoïdes, les érythroïdes forment un groupe 

distinct des échantillons mégacaryocytaires. La leucémie de type myéloïde est plus 

proche des leucémies mégacaryoblastiques. Ceci est similaire aux résultats obtenus avec 
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l'analyse en composantes principales (section 4.3.3.1). Ainsi de nouveau, cela permet de 

valider l'expérience et indique qu'il est possible de faire ressortir les gènes spécifiques de 

chaque type de leucémies à partir de ces données. De plus, cela confirme que le calcul des 

ratios est une bonne méthode pour accéder à ce but. 

Mk,M 

E 

D 

Sur-expression par rapport à la moyenne 

Sous-expression par rapport à la moyenne 

.Valeur de ratio < 10,5851 

Figure 4.6: Visualisation des clusters biérarcbiques. (A) Résultat du cluster sur les 
3000 gènes et dendrogramme du cluster des gènes. (B) Résultat du cluster hiérarchique 
après l'analyse SOM. (C) Zoom sur le dendrogramme correspondant au clustering des 
micropuces. (0) Présentation du code couleur pour les valeurs de ratios. 
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Pour obtenir un profil général de meilleure qualité, une analyse SOM (GeneCluster, 

paramètres G 1-5; A 1-10) a été combinée avec un cluster hiérarchique (paramètres 

complete linkage clustering, correlation (uncentered), cluster on arrays only) pour 

dOImer un résultat convaincant présenté en figure 4.6.B. Quatre grands groupes de gènes 

de taille semblable sont formés par la similarité de leurs patrons d'expression et se 

chevauchent. Le groupe 1 correspond aux gènes plus spécifiques des leucémies de type T, 

le groupe 2 aux leucémies de type B, le groupe 3 aux leucémies de type 

mégacaryoblastique et à la leucémie myéloïde et le groupe 4 aux leucémies de type 

érythroïde. Le c1uster fait bien la distinction entre leucémies lymphoïdes et leucémies 

non-lymphoïdes. 

4.4.3.3 Profil de chaque type de leucémies et conclusions 

Le profil de chaque type de leucémie a été étudié plus en détail. Afin d'établir chacun 

de ces profils, les gènes qui sont surexprimés dans les 3 leucémies d'un même type par 

rapport à la moyenne sont sélectionnés. Une analyse SOM est alors réalisée sur les gènes 

correspondant et visualisée par Treeview (figure 4.7). Les sous-groupes formés par 

l'analyse SOM sont séparés par des traits bleus et numérotés. Chacune de ces figures 

représente la signature génique de ces leucémies. Elles représentent une vue d'ensemble 

des gènes exprimés dans chaque type de leucémies. Les leucémies ont entre elles des 

signatures communes ou divergentes qu'il est utile de connaître. Les signatures 

communes se retrouvent sur plusieurs profils, par exemple les gènes surexprimés 

communément dans les leucémies T et B sont représentés par les groupes C2 et D3. 
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A
 

A2 
=202 gènes 

=137 gènes }A3 
83 

=202 gènes 

84 
A4 =96 gènes 

=161 gènes 
85 

=64 gènes AS 
=119 gènes 

86 
=94 gènes 

A6 
=309 gènes 87 

=74 gènes 

C D 

Dl 
=130 gènes 

C3 
=260 gènes 

D2 
=120 gènes 

C4 
=145 gènes 

CS 
=274 gènes 

Figure 4.7: Profil général des leucémies (analyses SOMs visualisées avec Treeview). 
(A) Gènes surexprimés dans les leucémies mégacaryoblastiques. (B) Gènes surexprimés 
dans les leucémies érythroïdes. (C) Gènes surexprimés dans les leucémies B. (D) Gènes 
surexprimés dans les leucémies T. Les groupes fonnés par SOM sont séparés par des 
traits bleus, numérotés et le nombre de gènes impliqués est également indiqué. 
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Le tableau 4.3 résume les résultats obtenus à partir de ces 4 profils et regroupe les 

signatures communes. 

Tableau 4.3: Groupes identifiés par les analyses SOM 
numéros des groupes 

descri tion (figure 4.7) 

Mk 
1 T 
2 8 
3 T+8 

4 Mk 
S E 
6 Mk+E 
7 M+Mk+E 

8 T+8+ M+Mk Al, C4, DI 
9 8+M+Mk A2,CS 
10 M+Mk A3 
Il Mk+EI AS 
12 Mk3+E 83,84, (B5) 

Les résultats sont globalement semblables à ce qui était attendu. Parmi les signatures 

attendues (partie haute du tableau 4.3, lignes 1 à 7), on trouve les gènes surexprimés 

uniquement dans un type de leucémie donné (gènes spécifiques des T, B, E, Mk, lignes l, 

2,4,5), les gènes spécifiquement surexprimés dans les leucémies lymphoïdes (ligne 3) et 

les leucémies non-lymphoïdes (lignes 6 et 7). Mais il existe aussi des patrons 

d'expressions qui mettent en évidence des similitudes inattendues entre certains types de 

leucémies (partie basse du tableau, lignes 8 à 12). Il est nécessaire de porter attention à 

ces signatures particulières. Donc, en plus de s'intéresser aux gènes spécifiques de chaque 

type de leucémies et de différencier les gènes lymphoïdes versus non-lymphoïdes, il est 

intéressant d'étudier les similarités entre les leucémies Mk, M et B (lignes 9 et 10), mais 

aussi la similarité de El avec les 3 leucémies Mk (ligne Il) et celle de Mk3 avec les 3 

leucémies E (ligne 12), et aux gènes uniquement sous-exprimés dans les leucémies E 

(ligne 8). 
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4.5. Résultats partie III: gènes spécifiques de chaque type de 
leucémies 

4.5.1 Méthodologie 

Les analyses SOM précédentes ont déjà pennis d'identifier les groupes de gènes 

spécifiques de chaque type de leucémies. Cependant une autre méthode plus exacte et 

largement utilisée existe et elle est nommée SAM (Significance Analysis ofMicroarrays). 

Cette méthode présente l'avantage de prendre en compte l'ensemble des données et non 

seulement les 3000 probesets sélectionnés. De plus, elle permet le calcul de valeurs 

statistiques qui permettent une estimation de la valeur de confiance pouvant être accordée 

aux taux d'expression différentielle. SAM a été développée par le groupe de Tibshirani 

(Tusher et al. 2001). 

La valeur issue de SAM (valeur d ou SAM d-score) est représentative de la différence 

d'expression entre les deux conditions testées et prend également en compte les valeurs 

d'écart type entre les réplications. Ainsi, plus la valeur d est grande et plus il y a une 

différence élevée entre les 2 conditions et moins il y a de variation entre les réplications. 

La valeur p issue de SAM teste l'hypothèse nulle que la différence d'expression d'un 

probeset entre les 2 conditions est seulement due au hasard. Plus la valeur p est petite et 

plus l'hypothèse nulle peut être rejetée. A partir de SAM, une autre valeur est calculée et 

correspond à une estimation du taux de faux positifs pour un probeset donné et nommé 

FDR (False Discovery Rate). Ainsi une valeur de FDR de 0,10 signifie une probabilité de 

10% que la différence d'expression soit un faux positif. Cette valeur est calculée par 

permutations des données. 

Une analyse SAM a été effectuée grâce au logiciel Flexarray pour obtenir les gènes 

spécifiques de chaque type de leucémie. Les données issues de SAM (SAM d-score) ont 

été rangées par ordre décroissant pour obtenir une liste ordonnée des gènes les plus 

spécifiques. Seuls les gènes dont la valeur p est inférieure à 0,01 et le FDR inférieur à 

0,20 ont été sélectionnés. 

L'étape suivante de l'analyse a été d'évaluer la fonction des gènes spécifiques des 

leucémies. Deux outils ont principalement été utilisés: Netaff(www.affymetrix.com) et le 

site de NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov). NetAFF fonctionne en faisant le lien entre le 
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numéro de probeset Affymetrix et des entrées dans différentes banques de données. Un 

des liens est par exemple la banque de données Unigene du site NCBI. Unigene permet 

alors de connaître le patron d'expression dans différents tissus, la similarité avec des 

protéines de plusieurs espèces, les articles publiés. Netaff fait aussi le lien entre le gène et 

les annotations du projet GO (Gene Ontology, http://www.geneontology.org). Ainsi le 

gène est classifié selon sa localisation cellulaire, sa fonction moléculaire et le processus 

physiologique dans lequel il est impliqué. 

Parmi les termes fonctionnels associés aux gènes, certains vont être plus en rapport 

avec la leucémie ou l'hématopoïèse. Il s'agit de ceux qui peuvent indiquer: 

1) que le gène code pour une protéine sécrétée (termes fonctionnels: 

compartiment extracellulaire, cytokine, etc...) 

2) que le gène code pour un récepteur membranaire (termes fonctionnels: 

récepteur, localisation membranaire et/ou extracellulaire) 

3) des molécules de transmission de signaux (notamment les voies de 

signalisation Ras, Rho, Rab, compartiment cytosolique, etc... ) 

4) des régulateurs du cycle cellulaire et des facteurs de transcription (localisation 

nucléaire, domaines en doigt de zinc, etc... ) 

En fait, tout gène dont la fonction n'a pas encore été reliée ni à la leucémie ni au type 

cellulaire en question est d'intérêt. Une partie des gènes spécifiques de chaque type de 

leucémie va correspondre à des oncogènes puisque nos échantillons sont leucémiques et 

une autre partie va être reliée à l'hématopoïèse et à la différenciation cellulaire. 

Des essais de classification par ontologie de façon automatisée ont été tentés mais les 

résultats n'ont pas été concluants. Il s'agit de découvrir les principales classes 

fonctionnelles présentes dans les données issues d'une l'analyse. Par exemple, le logiciel 

analyse la répartition fonctionnelle de 500 gènes spécifiques des leucémies T. Les 

logiciels essayés ont été Genmapp, DAVID (version web de EASE), outil d'ontologie de 

NettAff. Les résultats ne sont pas convaincants parce que les classes fonctionnelles sont 

trop larges (par exemple, gènes impliqués dans le métabolisme, impliqués dans la liaison 

à l'ADN). De plus, beaucoup de gènes codent pour des protéines ayant des fonctions 

multiples et se retrouvent donc dans plusieurs classes à la fois. Inversement certains gènes 

n'ont pas encore une fonction connue. Afm de pouvoir être utile à notre étude, les 

logiciels ont besoin d'être améliorés avec la possibilité d'entrer des mots clés pour 
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orienter les recherches: par exemple, indiquer avec quel transcriptome en travaiIle 

(système hématopoiétique) et/ou indiquer vers quoi est orienté le design expérimental 

(cancer, etc, ...). 

Les sections suivantes vont présenter les résultats des analyses pour les leucémies non

lymphoïdes et lymphoïdes. Les leucémies non-lymphoïdes vont être commentées de 

façon un peu plus approfondie que les leucémies lymphoïdes: d'une part, les leucémies 

mégacaryoblastiques sont encore très peu caractérisées et il est également nécessaire 

d'identifier les gènes distinguant les leucémies érythroides et mégacaryoblastiques. 

D'autre part, la caractérisation des leucémies lymphoïdes par l'analyse des micropuces a 

été le sujet de maîtrise de Cyndia Charfi (étudiante dans le laboratoire d'Eric Rassart) qui 

poursuit aetueIlement sur le même sujet au doctorat. 

4.5.2. Analyse ciblée sur les leucémies non-lymphoïdes 

4.5.2.1 Rappel des caractéristiques des leucémies non-lymphoïdes 

Les leucémies mégacaryoblastiques induites par le rétrovirus Graffi ont 2 phénotypes, 

CD41 +Kit et CD41l<.it. Dans une même leucémie, les 2 phénotypes co-existent 

fréquemment. Mkl représente le phénotype CD41 Xit+ et Mk2 et Mk3 représentent le 

phénotype CD41)(it+. Les leucémies érythroïdes sont TerI19+CD71+. Le niveau 

d'expression de Terl19 peut varier et les leucémies érythroïdes sont parfois 

Terll91owCD71 +. Ce phénotype est certainement plus immature car l'expression de 

Terll9 augmente avec la différenciation. Cependant, nous n'avons trié que les leucémies 

TerI19+CD71+ du fait que seul l'anticorps anti-Terll9 était disponible pour trier les 

leucémies érythroïdes. 

Les leucémies érythroïdes et mégacaryoblastiques induites par le rétrovirus Graffi sont 

particulièrement intéressantes à étudier parce que les leucémies homologues chez 

l'humain, AML-6 et AML-7, sont associées à de très faibles chances de guérison et sont 

moins bien connues que les leucémies de type T ou B. De plus, au-delà de la notion 

d'oncogenèse, il est utile de mieux connaître les gènes spécifiques de ces 2 lignées. Elles 

sont très proches et ont notamment beaucoup de facteurs de transcription en commun et il 

est essentiel de mieux connaître ce qui les différencie (chapitre l, section 1.1.1.6.2.2). 
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4.5.2.2. Vérification des phénotypes 

Le tableau 4.4 ci-dessous permet de vérifier le phénotype des leucémies érythroïdes et 

mégacaryoblastiques. 

Tableau 4.4: vérification des 

La première partie du tableau montre les gènes spécifiques de la lignée érythroïde, soit 

Gypa, Tfrc et Epor. La deuxième partie du tableau montre les gènes spécifiques de la 

lignée mégacaryocytaire, soit Itga2b, Kit, Mpl et Cxcl4. Certains gènes sont représentés 

par 2 lignes qui correspondent à des probesets redondants pour chaque gène (les 2 

probesets sont placés à 2 régions différentes du même gène, par exemple, dans le 3'UTR 

et dans les exons, permettant aussi de différencier les transcrits alternatifs). 

Le gène GypA code pour la protéine glycophorine A, Teri 19 étant un épitope de cette 

protéine. Tfrc est le gène du récepteur de la transferrine soit CD71. Ainsi ces résultats 

confirment bien le phénotype Teri 19+CD71 + des leucémies érythroïdes. Epor code pour 

le récepteur à l'érythropoiétine et est donc le gène spécifique de la lignée érythroïde 

(Richmond et al. 2005). On peut remarquer que Mk3 exprime aussi Gypa et Epor 

confirmant les caractéristiques érythroïdes de Mk3, ce qui avait été remarqué par l'étude 

du profil des données (section 4.3.3.3). Cependant l'expression de Teri 19 n'a pas été 

détectée en cytométrie de flux sur Mk3, l'expression du gène n'étant peut-être pas 

corrélée avec la traduction de la protéine. 
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Tfrc (CD7l) est aussi un peu exprimé par les leucémies Tet B. Ceci est en corrélation 

avec toutes les analyses de cytométrie en flux réalisées sur les leucémies induites avec le 

rétrovirus Graffi et c'est pour ctte raison que seul l'anticorps spécifique à Teri 19 permet 

de trier les leucémies érythroïdes. 

Itga2b code pour la glycoprotéine lIb qui correspond à CD4l, et qui forme l'intégrine 

aI1b~3 avec Itga3b (CD61). D'après les résultats des micropuces, Itga2b serait fortement 

exprimé dans les 3 leucémies érytbroïdes et les 3 leucémies mégakaryoblastiques. 

Cependant, d'après les résultats de la cytométrie en flux, seulement Mk2 et Mk3 seraient 

CD4l + (tableau 4.1). Ainsi, dans ce cas également, on peut penser qu'il y a un manque de 

corrélation entre l'expression du gène et la traduction de la protéine ou bien la 

conformation non active de l'intégrine aUb~ ne permet pas la détection par l'anticorps 

anti-CD41. Ce phénomène a déjà été observé pour ce gène lors de la caractérisation des 

leucémies induites par le rétrovirus Graffi (chapitre II) et on peut ajouter que l'anticorps 

CD4l ne reconnaît que la forme mature et active de l'intégrine aUb~3. 

L'expression du gène Kit est, d'après les résultats des micropuces, en accord avec les 

analyses de cytométrie en flux et exprimé fortement dans les leucémies 

mégacaryoblastiques et la leucémie myéloïde. Mpl et Cxc\ sont 2 gènes supplémentaires 

spécifiques de la lignée mégacaryocytaire qui avaient déjà été testés lors de la 

caractérisation des leucémies induites par le rétrovirus Graffi et les résultats des 

micropuces sont en accord avec ces résultats antérieurs (chapitre li). Mpl code pour le 

récepteur de la thrombopoïétine et Cxc\ code pour la protéine Platelet factor 4. Mpl est 

fortement surexprimé dans les 3 leucémies Mk et à moindre degré dans El. Cxcl4 est 

surexprimé dans les 3 leucémies Mk, la leucémie myéloïde, El et à moindre degré E3. 

L'expression de Mpl et Cxcl4 par El montre les caractéristiques mégacaryoblastiques de 

cet échantillon (section 4.3.3.3). 

Les analyses des micropuces permettent également d'identifier d'autres marqueurs 

spécifiques (CD, Cluster of Differentiation) surexprimés par les leucémies érytbroïdes ou 

mégacaryoblastiques induites par le rétrovirus Graffi (appendice A). Il est intéressant de 

connaître ces marqueurs supplémentaires car ils peuvent être utilisés en analyse de 

cytométrie en flux ou pour trier les cellules. 
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Cd44 et Cd47 sont spécifiques des leucémies érythroïdes et mégacaryoblastiques 

induites par le rétrovirus Graffi (appendice A). Cd44 est connu pour être à la surface des 

érythrocytes mais aussi des leucocytes (Telen et aJ. 2005). De façon intéressante, il est 

aussi un marqueur spécifique des cellules souches leucémies des leucémies AML (Jin et 

al. 2006). CD47 se trouve à la surface des érythrocytes (Ishikawa-Sekigami, 2006) et des 

plaquettes (Lagadec et al. 2003). 

Les marqueurs spécifiques supplémentaires pour les leucémies mégacaryoblastiques 

sont Cdl5l, Cd14, Cd68, Cd83, Cd96, Cd9 (appendice A). Cd151 code pour une protéine 

de la famille des tétraspanines et son expression est connue dans les mégacaryocytes et 

les plaquettes. Une étude montre une interaction entre CDI51 et l'intégrine aDb~ 

(CD4l/CD6l) et CD15l aurait un effet sur l'acquisition de la conformation active de 

l'intégrine (Lau et al. 2004). Cd9 qui code aussi pour une tétraspanjne est aussi COnnue 

pour interagir avec l' intégrine aDbB3 dans les plaquettes (Longhurst et al. 1999). CD 14 est 

classiquement un antigène myéloïde, présent à la surface des macrophages et également 

des cellules dendritiques. CD14 interagit avec TLR4 (Toll-like receptor 4), ce complexe 

interagissant avec les molécules de LPS bactériens. Les 3 autres marqueurs CD68, CD83 

et CD96 ne sont pas connus pour être spécifiques des mégacaryocytes et plaquettes mais 

ont comme point commun celui d'être présent à la surface de cellules néoplasiques. Cd68 

est fortement exprimé par les monocytes/macrophages et il est aussi surexprimé en cas de 

néoplasie (Strobl et al. 1995). Cd83 est connu pour être un marqueur des cellules 

dendritiques et il a égaJement été identifié dans certains types de cancers chez l'humain 

(Baleeiro et al. 2007). Cd96 a été détecté sur les cellules NK et T mais très récemment il a 

été rapporté spécifique des cellules souches leucémiques des leucémies AML chez 

l'humain (Hosen et aI.2007). 

Les marqueurs supplémentaires spécifiques des leucémies érythroïdes sont Cd24, 

Cd59a, Cd7 et à moindre degré Cd48 (appendice A). Cd59a et Cd24 sont connus pour 

être exprimés à la surface des érythrocytes murins (Meri et aJ. 1990, Schabath et al. 2005). 

Cd7 est exprimé sur les progéniteurs myéloïdes et lymphoïdes et en cas de leucémies 

(Sempowski et al. 1999). Enfin, CD48 est égaJement restreint aux progéniteurs myéJo

érythroïdes et aux cellules B (Kiel et aJ. 2005). 
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Ainsi, certains de ces marqueurs sont connus pour être à la surface des érythrocytes ou 

des plaquettes alors que d'autres ne le sont pas. Ces derniers attestent peut-être de l'état 

cancéreux des cellules, ou de leur stade immature. Il est important de vérifier ces 

expressions sur les leucémies provenant d'autres modèles et notamment chez l'humain 

surtout pour les leucémies mégacaryoblastiques qui sont moins connues. 

4.5.2.3. Exemples de gènes connus pour les leucémies 
mégacaryoblastiques et les leucémies érythroïdes 

Bien qu'à l'état cancéreux, les cellules leucémiques conservent beaucoup de 

caractéristiques des cellules dont elles dérivent. Dans cette section, les expressions de 

gènes connus pour être impliqués soit dans la lignée érythroïde soit mégacaryocytaire 

vont être analysées. Les gènes choisis sont les plus typiques de ces lignées. Cela permet 

de vérifier que les caractéristiques essentielles des cellules sont conservées et qu'il s'agit 

donc de bons modèles pour étudier ces types de leucémies. 

4.5.2.3.1. Facteurs de transcription 

Tableau 4.5: facteurs de transcri 

KIO
 
TrimlO
 

RUlJxl
 
RUlJxl
 

Le tableau ci-dessus (tableau 4.5) montre les résultats des micropuces pour certains 

facteurs de transcription impliqués dans l'érythropoïèse et/ou la mégacaryopoïèse 

(Chapitre l, section 1.1.1.6.2.2). 
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L'expression de ces facteurs de transcription dans les leucémies induites par le 

rétrovirus Graffi est en accord avec leurs rôles joués dans l'érythropoïèse et la 

mégacaryopoïèse (Chapitre l, section 1.1.1.6.2.2). Gata2, Fogl, TaU (Sel), Lmo2 et Nfe2 

sont exprimés fortement dans les leucémies érythroïdes et mégacaryoblastiques. Gatal 

semble plus érythroïde, Fli-l plus mégacaryoblastique. Kif (Eklf) et Trim 10 (BerfI), 

connus pour agir sur les stades tardifs de l'érythropoïèse (chapitre 1), sont bien exprimés 

le plus fortement dans les 3 leucémies érythroïdes. L'expression de ces 2 gènes par Mk3 

montre encore une fois les caractéristiques érythroïdes de cet échantillon. Runxl (AMLI) 

est plus spécifique des leucémies mégacaryoblastiques et son expression dans El fait 

probablement partie des caractéristiques mégacaryoblastiques de El. 

4.5.2.3.2. L' intégrine plaquettaire aIIb~3 

Les protéines codées par les gènes Itga2b (C04l) et Itgb3 (CD61) forment un dimère 

appelé intégrine allb~3 correspondant au récepteur du fibrinogène et responsable de 

l'agrégation plaquettaire. Des fibres de fibrinogène vont se lier par leurs différentes 

extrémités aux intégrines aIlbB3 de plusieurs plaquettes. Cela va former un réseau 

plaquettaire (thrombose). Il va s'ensuivre le processus de coagulation ainsi que 

l'attraction des leucocytes sur le site. L'agrégation plaquettaire est précédée par 

l'activation plaquettaire et la sécrétion des granules. Ceci est un phénomène hautement 

régulé et donc de nombreux signaux arrivent et partent de l'intégrine allbBJ. Certaines 

protéines sont connues pour interagir avec cette intégrine, pour réguler, ou être régulées 

par elle. 

La figure 4.8 A montre un schéma de l'intégrine allb~3 avec ses principaux partenaires 

et le tableau 4.6 récapitule les résultats des micropuces pour les différents gènes 

correspondants. 
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Figure 4.8: Schéma du complexe de l'intégrine ŒnbllJ et de la biosynthèse du hème. 
(A) Représentation de l'intégrine (lUb~3 avec ses partenaires d'interaction connus. Les 
cercles rouges indiquent lme surexpression des gènes correspondants dans les leucémies 
mégacaryoblastiques induites par le rétrovirus Graffi. (B) Biosynthèse du hème, schéma 
tiré de Keggpathway. Cadre rouge: forte surexpression dans les leucémies érythroïdes 
induites par le rétrovirus Graffi; cadre orange: faible surexpression; cadre vert: sous
expression. 
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Le tableau 4.6 montre que tous ces gènes sont fortement exprimés dans les 3 leucémies 

mégacaryoblastiques. Encore une fois, l'expression de ces gènes par El, bien qu'à un 

degré plus faible que pour les Mk, montre les caractéristiques mégacaryoblastiques de cet 

échantil1on. 

vasodilator-stimulated phosphoproteio 
s leeo tyrosioe kioase 
RAS related proteio 1b 

Les protéines codées par les gènes Cd151, Cd9, Fllr, Selp, Tlnl interagissent 

physiquement avec l'intégrine allb~3' Les protéines codées par Vasp, Syk et Raplb sont 

régulées et régulent l'intégrine aUbh 

Les interactions de CD151 et CD9 avec l'intégrine aIlb~3 ont été rapportées 

précédemment (Vérification des phénotypes, section 4.5.2.2). 

SELP est responsable de l'adhésion des plaquettes aux leucocytes. Cette protéine serait 

aussi impliquée dans la fonnation et la stabilisation des agrégats plaquettaires (Caron et al. 

2002). 

L'activation du récepteur codé par Fllr stimule la dégranulation et l'agrégation 

plaquettaire. Fil R est connu pour interagir physiquement avec l'intégrine allb~3 et 

également CD9 (Sobocka et al. 2004). 

TALIN codée par Tin 1 est la protéine majeure qui fait le lien entre l'intégrine aIlb~3 et 

le cytosquelette qui est réarrangé lors de l'activation plaquettaire (Martel et al. 2001). 

SYK, une tyrosine kinase non-récepteur, et RAP 1b, une GTPase, sont activées par 

l'intégrine allb~3 et envoient à leur tour des signaux à l'intérieur de la cellule (Gao et al. 

1997, Bertoni et al. 2002). 
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Une trop grande ampleur du phénomène d'agrégation aurait des effets néfastes sur 

l'organisme. Ainsi dès l'activation, des signaux de régulation négative sont aussi envoyés 

à l'intégrine aIIb~3. VASP qui interagit avec le cytosquelette est un exemple d'un 

régulateur négatif de l'intégrine aIIb~ (Hauser et al. 1999). 

L'étape suivante après l'agrégation plaquettaire est la coagulation, processus auquel 

participent également les plaquettes. Le résultat des micropuces montre, dans le bas du 

tableau 4.6, la surexpression de 3 gènes codant pour des facteurs de coagulation (F5, FlO 

et F13) par les leucémies mégacaryoblastiques. La cascade de coagulation permet la 

production de thrombine active et l'étape finale de la cascade est la production de 

molécules de fibrines à partir du fibrinogène. Les molécules de fibrines vont former un 

caillot sanguin solide. Les leucémies mégacaryoblastiques surexpriment également le 

récepteur à la thrombine (F2r) (tableau 4.6). La thrombine est un stimulateur puissant de 

l'activation plaquettaire et le récepteur à la thrombine régule notamment de façon positive 

l'intégrine aIlb~3 (Voss et al.2ÜÜ7). F2r est également fortement surexprimé dans les 

leucémies érythroïdes induites par le rétrovirus Graffi. Aucune information 

bibliographique n'a pu confirmer l'expression de ce récepteur dans la lignée érythroïde 

non leucémique. 

4.5.2.3.3. La synthèse de l'hème par les érythrocytes 

Les globules rouges ont pour fonction de transporter l'oxygène de l'organisme. Ainsi, 

un globule rouge mature énucléé est compris à environ 85% d'hémoglobine. Chaque 

molécule d'hémoglobine est constituée de 2 chaînes de globine a et de 2 chaînes de 

globine ~. Chaque chaîne de globine comporte un hème contenant une molécule de fer 

qui lie l'oxygène. La biosynthèse des chaînes de globine et du hème est donc essentielle 

au bon fonctionnement des globules rouges et elle s'effectue lors de la différenciation, au 

stade érythroblaste avant que le globule rouge soit énucléé. Dans l'organisme, 85% de la 

biosynthèse du hème est réalisé par les érythroblastes. La figure 4.8 B montre le schéma 

de la biosynthèse du hème en mettant en évidence les enzymes responsables. Tous les 

gènes correspondant à ces enzymes excepté Alas 1 sont surexprimés spécifiquement par 

les leucémies érythroïdes induites par le rétrovirus Graffi (tableau 4.7). 
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Les 2 chaînes (l et ~ de la globine sont également fortement exprimées dans les 3 

leucémies érythroïdes (Hbb et Hba). On peut néanmoins observer une forte expression 

dans T2, T3, Mk2 et Mk3. On peut envisager un caractère biphénotypique des leucémies 

mégacaryoblastiques. Cependant, dans le cas des leucémies T, il est probable qu'il 

s'agisse d'une contamination par des globules rouges résiduels. En effet, bien qu'énucléé, 

le globule rouge conserve certaines espèces d'ARN messagers, les molécules d'ARN de 

globines étant de loin les plus représentées. 

En dernier lieu, en plus de la synthèse de l'hème et des globines, un grand apport en fer 

doit avoir lieu par les érythroblastes. Le fer est complexé à la transferrine dans le plasma. 

Le complexe fer/transferrine pénètre dans les cellules grâce au récepteur à la transferrine, 

dont le gène (Tfrc, Cd7l) est fortement surexprimé dans les leucémies érythroïdes 

(tableau 4.4). 

Ainsi les leucémies érythroïdes et mégacaryoblastiques induites par le rétrovirus Graffi 

se distinguent bien l'une de l'autre et des autres types de leucémies car elles surexpriment 

spécifiquement les gènes qui leur sont les plus caractéristiques. 

4.5.2.4. Gènes spécifiques des leucémies mégacaryoblastiques 

D'après le profil général des leucémies (section 4.3.3.3), il a été observé que El a des 

caractéristiques mégacaryoblastiques et que les leucémies Mk ont aussi beaucoup de 

gènes communs avec les leucémies M et B. Ainsi, 4 tableaux ont été réalisés pour trouver 

les gènes les plus différentiellement exprimés et donc les plus spécifiques des leucémies 

mégacaryoblastiques comprises dans cette étude (méthodologie décrite dans la section 

4.5.1). Ces tableaux permettent notamment de sélectionner des gènes candidats dont il 
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serait très intéressant d'étudier la fonction dans les leucémies mégacaryoblastiques ou 

plus généralement dans la lignée mégacaryocytaire. Ces tableaux sont présentés et 

commentés un à un dans les sections suivantes. 

4.5.2.4.1 Gènes surexprimés dans MKI MK2 MK3 

Le premier tableau (appendice B) présente les gènes uniquement spécifiques des 

leucémies Mkl, Mk2 et Mk3. A l'issue de l'analyse SAM, 920 probesets ont passé les 

critères d'une valeur p inférieure à 0,01 et une valeur de FDR inférieure à 0,20. Les 

probesets ont été organisés de façon décroissante selon les valeurs issues de SAM (SAM 

d-score) pour obtenir une liste organisée des probesets. 

Ce tableau (appendice B) présente les résultats des 50 premiers probesets les plus 

spécifiques des leucémies mégacaryoblastiques. Pour des raisons de mise en page, seuls 

les 50 premiers probesets de ce tableau sont montrés mais cela est très réducteur puisque 

les valeurs statistiques de SAM indiquent que 920 probesets ont potentiellement une 

expression qui varie de façon significative. En pratique, l'analyse s'est effectuée sur 

approximativement les 200 premiers probesets. 

Le tableau (appendice B) est organisé en 2 parties. Sur la première partie, la première 

colonne indique l'ordre des probesets, et la deuxième colonne le nom des probesets 

(colonne 'FI '). Les 4 colonnes qui suivent correspondent aux valeurs issues de SAM et 

les 13 colonnes suivantes indiquent les résultats des ratios d'expression (en rouge: 

surexpression significative du gène par rapport à la moyenne des échantillons; en vert: 

sous expression). Il s'ensuit le nom officiel des gènes correspondant auxprobesets ('gene 

symbol'). Les gènes colorés en jaune sont représentés par plusieurs probesets (probesets 

redondants) dans les résultats de SAM et l'écriture en violet montre que ces gènes ont été 

choisis pour être validés en RT-PCR. La dernière colonne marque les gènes qui sont déjà 

connus dans la lignée mégacaryocytaire (mégacaryoblastes, mégacaryocytes, plaquettes). 

Sur la deuxième partie du tableau (appendice B suite), le nom des gènes est répété, suivi 

du nom complet des gènes. Les 3 colonnes suivantes indiquent l'ordre des probesets, le 

nombre de probesets redondants pour chaque gène, et l'ordre des gènes compte tenu des 

probesets redondants. La redondance des probesets pour un gène est une information très 

importante car elle reflète l'expression différentielle pour le gène en question. La colonne 

suivante présente les homologies entre les protéines codées par les gènes d'intérêt et les 
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protéines hmnaines (% homologie R.s). Un pourcentage supérieur à SO% fait penser que 

la protéine murine et hmnaine sont les mêmes. Cette information est essentielle pour la 

poursuite des travaux puisque le but est d'appliquer les résultats aux leucémies humaines. 

Les colonnes suivantes présentent les résultats du signal de MASS.O (A; 'absent'; P: 

'présent'; M: 'medimn'). 

Les SO premiers probesets de ce tableau correspondent à 37 gènes. Les ratios 

d'expression sont élevés et les résultats de MASS.O montrent en général une 'présence' 

dans les leucémies mégacaryoblastiques et une 'absence' dans les autres échantillons. On 

peut donc émettre l'hypothèse que les variations d'expression sont très grandes entre les 

échantillons mégacaryoblastiques et les autres types de leucémies et que dans de 

nombreux cas, le gène peut ne pas être exprimé du tout par les autres échantillons. 

Sur les SO premiers probesets, 8 gènes seulement sont connus pour être exprimés dans 

la lignée mégacaryocytaire (Fcerla, Sdpr, Meisl, Mpl, SIc3Sd3, Selp, Kit, Angpt). Ce 

nombre peu élevé de gène reflète le fait que les leucémies mégacaryoblastiques sont peu 

connues et démontre l'importance de les étudier. 

Fcerla (rang 2) fait partie de la famille des récepteurs de reconnaissance des antigènes 

comme le TCR ou le BCR (récepteur de l'inununoglobuline E). Il reconnaît les bactéries 

et envoie des signaux d'activation à l'intérieur de la cellule. Il est exprimé à la surface des 

cellules myéloïdes (éosinophiles, basophiles, monocytes), des cellules dendritiques, de 

Langerhans et mastocytaires. Une étude a montré également la présence de ce récepteur 

dans le cytoplasme des mégacaryocytes humains et à la surface des plaquettes hmnaines 

(Hasegawa et al. 1999). 

Selp (rang 29) code pour la protéine sélectine P dont les rôles dans l'activation 

plaquettaire et son interaction avec l'intégrine aJ1b~ ont été discutés précédemment 

(section 4.S.2.3.2). La protéine codée par Sdpr (rangs 3, S, 46) a été isolée à partir de 

plaquettes hmnaines (Burgener et al. 1990) mais peu de choses sont connues sur sa 

fonction et il serait intéressant de l'approfondir. SIc3Sd3 (rang 13) code pour un récepteur 

orphelin et un knock-out de ce gène a permis de mettre en évidence son rôle dans la 

régulation des granules denses des plaquettes (Chintala et al. 2007). 

Parmi ces 8 gènes, 3 correspondent à des oncogènes déjà répertoriés. Il s'agit de Meisl 

(rang 8), Mpl (rangs 10,68), et Kit (rang 39). 
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Meisl a été découvert à l'origine à proximité d'un site commun d'insertion rétrovirale 

dans des souris BXH-2 (Moskow et al. 1995). La protéine MEISI est connue pour 

interagir et former un hétérodimère avec PBXl (Chang et al. 1997). Le gène Pbxl est 

également un oncogène bien répertorié et le résultat des miCTopuces montre qu'il est 

également surexprimé dans les leucémies mégacaryoblastiques induites par le rétrovirus 

Graffi (non montré, rangs 51, 57, 173, 174, 548). Meis 1 et Pbx 1 ont notamment été 

caractérisés spécifiques des leucémies mégacaryoblastiques murines induites par le 

rétrovirus murin Cas-Br-E (Boo et al. 2006). Le grand nombre de probesels pour ces 

gènes confirme également le caractère très spécifique de ces 2 oncogènes pour les 

leucémies mégacaryoblastiques induites par le rétrovirus Graffi. Pbxl est impliqué dans 

une translocation chromosomique impliquant le gène E2A (Dedera et al. 1993). MEIS 1 et 

PBXl régulent ensemble le gène Cxc14 (platelet factor 4, voir tableau 404) spécifique de 

la lignée mégacaryocytaire (Okada et al. 2003). Ils sont tous les deux impliqués dans 

l'établissement de l'hématopoïèse définitive (DiMarino et al. 2001, Azcoitia et al. 2005) 

et notamment le knock-oul de Meisl résulte en une absence de formation de la lignée 

mégacaryocytaire (Azcoitia et al. 2005). De façon intéressante, des études ont prouvé que 

PBXl se fixe au niveau de U5 du rétrovirus Moloney sur la séquence TGAITGAC avec 

une action positive sur la transcription rétrovirale. Cette séquence est parfaitement 

conservée sur U5 de GV-1.2 et GV-IA (non montré) et on peut donc penser que PBXl 

aiderait aussi à la transcription virale du rétrovirus Graffi. Il serait intéressant de voir si 

Pbxl et Meisl sont aussi spécifiques des AMKL chez l'humain. La grande homologie 

entre les protéines souris et humaines (89% pour Meisl et 100% pour Pbxl) encourage à 

penser qu'elles ont chez l'humain et chez la souris une fonction très similaire. 

Mpl (myeloproliferative leukemia virus oncogene) n'est autre que le récepteur de la 

thrombopoïétine, le régulateur principal de la production des plaquettes par les 

mégacaryocytes (Vainchenker et al. 1995). Il est important pour la différenciation 

mégacaryocytaire. Il est donc logique de voir apparaître cet oncogène dans les premiers 

rangs de l'appendice B. Mpl est un membre de la superfamille des récepteurs de 

cytokines et il a été découvert comme partie intégrante d'un virus transformant de Friend 

qui induisait préférentiellement des leucémies de type myéloïde (myéloïdes, érythroïdes, 

mégacaryoblastiques et mastocytaires) (Souyri et al, 1990). Son potentiel oncogénique 

intrinsèque a aussi été démontré par sa capacité à transformer des fibroblastes de rat 

(Chal lier et al, 2000). 
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Trois oncogènes connus mais non répertoriés dans la lignée ou leucémie 

mégacaryoblastiques sont Nmyc (rang Il), Evi3 (Zfp521, rang 22) et Fgf3 (rangs 14, 43). 

Nmyc est aussi un oncogène partageant une homologie avec c-Myc. Il est capable de 

transformer des cellules normales en culture en coopération avec Ras (Yancopoulos et al. 

1985). Il est un marqueur d'un type de cancer particulier, le neuroblastome (Schwab et al. 

1983). Il a été retrouvé dans de nombreux cas de leucémies (Hirvonen et al. 1991) et est 

la cible d'insertions rétrovirales (van Lohuizen et al. 1989). Son expression n'a pas été 

montrée dans les tissus hématopoïétiques normaux (Hirvonen et al. 1981). Il n'a pas 

encore été identifié ni dans les mégacaryocytes ni dans les leucémies 

mégacaryoblastiques. Ainsi il serait intéressant de vérifier les résultats des micropuces et 

voir s'il existe une surexpression dans des leucémies AMKL humaines. Sa faible 

expression dans les tissus sains en fait une cible privilégiée pour une approche 

thérapeutique. 

Evi3 est la cible d'un site commun d'intégration dans des lymphomes B de souris 

AKXD (Hentges et al. 2005) et la dérégulation de ce gène entraîne la tumorogenèse. 

L'homologue humain de Evi3, EHZF, est trouvé dans les cellules hématopoïétiques 

CD34+ uniquement (Bond et al. 2004). De plus, son expression a été testée dans plusieurs 

lignées leucémiques humaines, T, B et myéloïdes et une forte expression a été détectée 

seulement dans les lignées HEL et K562, qui proviennent de leucémies myéloïdes avec 

un phénotype érythro-mégacaryocytaire. De nombreux transcrits alternatifs existent pour 

Evi3 et 2 seulement des 5 probesets présents sur la micropuce donnent une spécificité 

pour les leucémies Mk. 

Fgf3 (Fibroblast growth factor 3) est la cible d'un site commun d'intégration rétrovirale 

du virus MMTV (Dickson et al, 1990) et d'un autre site commun dans des leucémies 

induites par le rétrovirus Friend (Fis-l, SiIver et al, 1986). Sa fonction normale semble 

être reliée au développement. Son rôle oncogénique est prouvé (Venesio et al, 1992, KoW 

et al. 2002) et il est impliqué dans des cancers humains (Hu et al. 2007). Il est 

relativement peu étudié et il serait intéressant, à la vue des résultats des micropuces, de 

valider les résultats et de poursuivre son étude fonctionnelle en relation avec les 

leucémies AMKL. Il fait partie de la grande famille des 'fibroblast growthfactors' qui est 

connue pour moduler la croissance, la différenciation, la migration ou la survie cellulaire. 
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Il est également intéressant de noter la surexpression de 2 autres oncogènes même s'ils 

sont situés au-delà des 50 premiers probesets. Il s'agit de Fap et Evil. 

Le gène FAP (rang 151) code pour une protéine qui est exprimée par plus de 90% des 

fibroblastes tumoraux entourant des carcinomes épithéliaux humains (Garin-Chesa et al. 

1990) et son rôle comme inducteur de tumeur a récemment été prouvé (Cheng et al. 2005). 

Une molécule Val-boroPro a été trouvée capable d'inhiber l'activité enzymatique de FAP 

ainsi que son effet tumorigène et pourrait peut-être utilisée comme agent thérapeutique 

(Cheng et al. 2005). Ce gène étant une cible potentielle pour la thérapie, il serait 

intéressant de le valider sur des leucémies humaines. 

Evil (rang 629) est un oncogène dit 'agressif qui a été trouvé pour la première fois à 

proximité d'un site d'insertions rétrovirales dans des souris AKXD-23 souffrant de 

leucémies myéloïdes (Nucifora et al. 2006). Il est au rang 629 parce que l'écart-type entre 

les échantillons est très grand mais il a un profil parfaitement mégacaryoblastique avec 

une très forte expression dans MkI (tableau 4.8). 

1438325 at 

Son expression dans les leucémies AML humaines est souvent associée à de faibles 

chances de survie. Son taux d'expression est globalement bas dans les tissus normaux 

(Nucifora et al. 2006), ce qui pourrait en faire une bonne cible thérapeutique. De façon 

très intéressante, certaines études font penser que Evi 1 pourrait être associé aux leucémies 

mégacaryoblastiques et aux mégacaryocytes. Premièrement, la protéine de fusion dans 

lequel il est impliqué, AMLl-Evil va préférentiellement provoquer des leucémies AMKL 

dans des souris transgéniques (Maki et al. 2006). De plus Evi-I, présent dans les 

mégacaryocytes et plaquettes chez l'humain, aurait un rôle favorable dans l'engagement 

de la différenciation de la lignée mégacaryocytaire (Shimizu et al. 2002, Kilbey et al. 

2005). Donc les résultats des micropuces renforcent l'hypothèse de l'implication de ce 

gène dans les leucémies AMKL. Une thérapie par du trioxide d'arsenic provoque la 

dégradation de la protéine de fusion AMLI-Evil (Shackelford et al. 2006). 

Quatre autres gènes parmi les 50 premiers probesets pourraient être potentiellement 

impliqués directement dans la pathologie. Il s'agit de Cbfa2t3h, Vezf, lfitml et Srgap3. 
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Cbfa2t3h (rang 43) est plus connu sous le nom d'Eto-2. La protéine fait partie d'une 

famille de co-répresseurs. Comme ETO-I, ETO-2 a été originellement identifiée dans des 

translocations chromosomiques de leucémies aigues myéloïdes. Chez l'humain, ETO-2 

est connue pour être exprimée fortement dans les cellules CD34+ et est réprimée lors de la 

différenciation érythroïde et granulocytique. Assez récemment, il a été trouvé que Eto-2 

est un partenaire d'interaction du complexe Sel dans les cellules érythroïdes et 

mégacaryocytaires mais le complexe multi-protéique serait légèrement différent dans les 

2 types de cellules (Schuh et al. 2005). D'après le résultat des micropuces, Sel, et un de 

ses partenaires d'interaction Lmo2 sont fortement exprimés dans les leucémies E et Mk, 

alors que Et02 est spécifique aux leucémies mégacaryoblastiques seulement. Eto-2 

pourrait être un candidat intéressant impliqué dans la déviation soit vers la lignée 

érythroïde ou mégacaryocytaire à partir du progéniteur bipotent. Il serait intéressant de 

savoir si l'expression soutenue de Eto-2 a eu un rôle dans l'apparition ou la progression 

des leucémies Mks induites par le rétrovirus Graffi. Il serait aussi intéressant de connaître 

les cibles d'Eto-2 à la fois dans les cellules érythroïdes et mégacaryocytaires. 

Vezfl (rang 20) est un facteur de transcription avec des domaines en doigt de zinc qui 

est impliqué dans l'angiogenèse (Miyashita et al. 2004). lfitrnl (rang 24) est un récepteur 

de surface qui activerait les propriétés anti-prolifératives des interférons mais il aurait 

également un rôle dans l'invasion des cellules tumorales et dans la progression du cancer 

par suppression des cellules NK. (Akyerli et al. 2005). Srgap3 (rang 33) serait impliqué 

dans la migration cellulaire (réorganisation du cytosquelette) (Yang et al. 2006). 

Deux autres gènes, Ffar2 et C3arl ont un rôle connu dans l'hématopoïèse mais ne sont 

pas encore reliés à la lignée mégacaryocytaire. Ffar2 (rang 18) code pour un récepteur 

couplé aux protéines G. Il est connu pour être exprimé fortement par les neutrophiles et 

monocytes (confirmé par une expression dans la leucémie myéloïde) et la protéine serait 

activée par des chaînes courtes d'acides gras (Nilsson et al. 2003). C3arl (rang 19) est 

connu pour être exprimé par plusieurs cellules présentatrices d'antigènes (cellules B, 

cellules dendritiques, monocytes/macrophages) et l'activation de ce récepteur par 

l'anaphylatoxine C3a provoque la migration des cellules vers les sites d'infection et agit 

sur la modulation de la réponse immunitaire (Gutzmer et al. 2006). 

D'autres gènes qui ne sont pas encore reliés ni à la lignée mégacaryocytaire ni à la 

leucémie mégacaryoblastique méritent d'être étudiés Il s'agit par exemple de Fkbp9, 

Gulpl, Gucyla3, St8sia6 (transfert d'acide sialique), Ical (sécrétion des granules), 
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Cuedcl (domaine d'ubiquitination). Fkbp9, Gulpl, Gucyla3, et l'oncogène J(jt ont été 

sélectionnés pour être validés par RT-PCR et leurs caractéristiques vont être décrites dans 

la section 4.5.2.4.4. 

4.5.2.4.2. Gènes surexprimés dans MIO MK2 MX3 et El 

A l'issue de l'analyse SAM, 892 probesets ont passé les critères d'une valeur p 

inférieure à 0,01 et un FDR inférieur à 0,20 pour les gènes spécifiques de Mid, Mk2, 

Mk3 et El. Le tableau correspondant (appendice C) montre les résultats des 50 premiers 

probesets et est organisé de façon semblable à l'appendice B. Une colonne 

supplémentaire (El-E) indique les ratios d'expression des probesets entre la leucémie El 

et le contrôle érythroïde. De façon logique, les gènes de ce tableau qui traduisent les 

caractères mégacaryoblastiques de El sont sous-exprimés dans le contrôle érythroïde par 

rapport à El. 

Les 50 premiers probesets correspondent à 44 gènes. Les ratios d'expression varient 

très significativement, ce qui montre qu'il était très utile de faire ce tableau. 

Parmi les 44 gènes, 7 gènes sont très spécifiques de la lignée mégacaryocytaire. Il 

s'agit de Gp9, Esaml, Itga2, Angptl, Cxc14, Cd15l, Rab27. Les rôles de Itga2, C0l5l et 

Cxcl4 (Pf4) ont été discutés ci-dessus (sections 4.5.2.3.1. et 4.5.2.3.2). Gp9 code pour une 

sous-unité du récepteur de Willebrand. Un défaut dans ce gène conduit au syndrome 

hémorragique de Bernard-Soulier (Lanza et al. 2006). Esaml est une molécule d'adhésion 

plaquettaire (Nasdala et al. 2002). Angptl qui régule la formation des vaisseaux sanguins 

est connu pour être exprimé par les mégakaryocytes (Li , Huang et al, 2001). Rab27 

appartenant à la famille de l'oncogène Ras, joue un rôle prédominant dans la sécrétion 

des granules (Tolmachova et al. 2007). 

Les autres gènes ne sont pas connus en relation avec la lignée mégacaryocytaire ou les 

leucémies mégacaryoblastiques et méritent d'être étudiés dans ce sens. Panni eux, on 

peut citer le gène Riken, 17000 12H17Rik, qui est au premier rang du tableau et dont la 

fonction est totalement inconnue ainsi que 1110019K23Rik (rang 13), le probeset 15 ou 

26l0204M08Rik (rang 28). Ceci témoigne du fait que la lignée mégacaryocytaire ainsi 

que les leucémies mégacaryoblastiques sont peu connues. 
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Parmi les gènes non connus en relation avec la lignée mégacaryocytaire, 3 gènes 

semblent avoir des propriétés oncogéniques. Il s'agit de Pard3b (rang 3), Dusp3 (rang 19) 

et Myctl (rang 35). Pard3b comporte un domaine PDZ et pourrait être impliqué 

notamment dans le réarrangement des chromosomes lors de la mitose. Dusp3 est quant à 

lui un inhibiteur de MAPKinases. La description de sa fonction gravite autour des voies 

de signalisation impliquées dans la régulation du cycle cellulaire et de la division 

(Cerignoli et al. 2006). Myctnl (Mye target gene 1) est comme son nom l'indique, une 

cible positive de l'oncogène Myc. Myc a de nombreux rôles et ses actions passent par de 

nombreux effecteurs. Myctn 1, en plus d'être régulé par Myc, a aussi les effets 

transformants et tumorigéniques de Myc et a donc des propriétés oncogéniques (Rogulski 

et al. 2005). 

Quatre autres gènes semblent avoir un rôle lié à une fonction non-leucémique (fonction 

hématopoïétique). Il s'agit de Stxbp5 (rang 8), Pdzklipl (rangs 13 et 16), Tbxasl (rang 

17), Tek (rang 21). 

Stxbp5 n'est pas encore connu pour être exprimé par les mégacaryocytes mais sa 

fonction est sûrement reliée à la sécrétion des granules plaquettaires car il est impliqué 

dans la régulation du transport des vésicules et de l'exocytose (Yizhar et al. 2006). 

Pdzk 1ip 1 interagit avec la protéine Pdzk 1. Une étude montre de façon intéressante que 

Pdzkllip 1 se trouve sur le même locus que Scl (Tall) et que leurs expressions sont 

corrélées dans de nombreuses lignées cellulaires testées et que ces 2 gènes partageraient 

les mêmes séquences régulatrices (Delabesse et al. 2005). 

Tbxasl est responsable de la synthèse de la thromboxane A2 qui induit l'agrégation 

plaquettaire en se fixant sur le récepteur de la thromboxane A2 (Tbxa2R). Tbxa2R est 

effectivement spécifiquement surexprimé dans MIel, Mk2 et Mk3 (non-montré). 

Cependant aucune information dans la littérature n'indique que Tbxasl soit exprimé dans 

la lignée mégacaryocytaire. Le même phénomène est observé avec Tek (Tie-2) qui est le 

récepteur à l'angiopoïétine 1(codée par Angpl, rang 22). Tek est connu pour être régulé 

par Fli-l qui est surexprimé effectivement dans El, .Mld, Mk2 et Mk3 (Hart et al. 2000, 

tableau 4.5). Le récepteur Tiel est connu pour être exprimé par les plaquettes mais pas 

Tie2 (Tsiamis et al 2000). Tie 1 est effectivement fortement surexprimé dans Mkl, Mk2 

et Mk3 (non montré). Il serait intéressant de vérifier ces expressions pour voir s'il s'agit 
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d'une conséquence de l'état tumoral. Ces expressions concomitantes de récepteur et du 

ligand provoquent des boucles d'autostimulation. 

4.5.2.4.3. Gènes surexprimés dans MX1 MK2 MX3, Met/ou B 

A l'issue de l'analyse SAM, 1041 probesets ont passé les critères d'une valeur p 

inférieure à 0,01 et un FDR inférieur à 0,20 pour les gènes spécifiques de Mk1, Mk2, 

Mk3 et M, et 1281 probesets ont passé les critères pour Mk1, Mk2, Mk3, M, BI, B2, B3. 

Le tableau correspondant (appendice D) montre les 50 premiers probesets spécifiques des 

échantillons Mk et M et l'appendice E montre les 50 premiers probesets spécifiques des 

échantillons Mk et M et B. Parmi ces gènes, certains étaient déjà connus dans la lignée 

myéloïde (9 gènes dans chaque tableau), certains étaient connus pour être exprimés dans 

les lignées myéloïde et B (4 dans l'appendice E), ou dans les lignées myé10ïde et 

mégacaryocytaire (1 dans l'appendice D, 2 dans l'appendice E) et 3 gènes sont connus 

pour être exprimés dans les 3 lignées, myéloide, B et mégacaryocytaire (appendice E). 

4.5.2.4.3.1. Gènes impliqués dans le cancer 

Parmi les gènes spécifiques de ces 2 tableaux, 12 suscitent de l'intérêt de par leur 

relation très probable avec le processus de cancérisation. il s'agit de: 

1)	 FosL2 (4.11, rang 21): il est un des 4 membres de la famille Ras et interagit avec 

Jun (4.12, rang 181, non montré) pour former le facteur de transcription AP-1. 

2)	 Rbpsuh (Rbpj, 4.11 rang 48): ce gène est important pour la mise en place de 

l'hématopoièse embryonnaire et se situe directement en aval de Notch (Robert

Morena et al 2005). 

3)	 Ctbp2 (4.11 fangs 3 et 15): est une molécule co-répresseur qui interagit 

notamment avec Evi1 et Fog. 

4)	 Kit (4.11, rangs 18 et 23): la description de cet oncogène se retrouve dans la 

section 4.5.2.4.5 (gènes sélectionnées pour validation RT-PCR) 
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5) Itga5 (4.11 rangs 31, 3 probesets): il est le récepteur de la fibronectine et joue 

également un rôle dans la migration des cellules tumorales et son interaction avec 

Tat de vœ serait impliquée dans le syndrome de Kaposi. 

6)	 Pldl (4.11 rangs 34, 3 probesets): la phospholipase D est impliquée dans la 

signalisation grâce à la production de seconds messagers. Elle est connue en 

relation avec les activités oncogéniques de Ras. 

7)	 ~ (4.11 rangs 38, 3 probesets): est également une molécule de signalisation 

impliquée dans la signalisation de Ras, la mitose, la différenciation. 

8)	 S 1l0a4 (4.11 rang 44): est impliquée dans les métastases (Garett et al. 2006) 

9)	 ~(4.l2 rang 16): ce gène n'est autre que Spil (Pu. 1), facteur de transcription 

impliqué dans la différenciation de la lignée B et des cellules myéloïdes (voir 

chapitre 1). 

10) Fes (4.12 rangs 12 et 18): cet oncogène est une tyrosine kinase. Il a été retrouvé 

dans des translocations chromosomiques de patients souffrant de APL (acute 

promyelocytic leukemia). Il est connu pour être présent dans la lignée myéloïde 

(Yates and Gasson, 1996), la lignée B (DeCino et al. 1988) et joue également un 

rôle dans l'agrégation plaquettaire (Serris et al. 2003). 

Il) Tpd52 (4.12 rangs 22, 3 probesets): cet oncogène est connu pour initier la 

transformation cellulaire (Lewis et al. 2007). 

12) Rassf3 (4.12 rangs 22,3 probesets): membre de la famille Ras. 

En résumé des tableaux des gènes spécifiques des leucémies mégacaryoblastiques 

induites par le rétrovirus Graffi, certains oncogènes connus ont été rencontrés et leur 

l'expression soutenue pourrait être impliquée dans le blocage de la différenciation. Il 

s'agit de Pu.I, Kit, Gata2 ( et 1), Fli-I Fog-I, Nfe2, AML-I (Runx 1), Sel et ses 

partenaires d'interactions (Lm02, Et02). 
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4.5.2.4.3.2. Gènes probablement impliqués dans la fonction nonnale des 
mégacaryocytes/plaquettes 

Dans les tableaux 4.11 et 4.12, 2 gènes seulement sont connus pour être associés à la 

fonction mégacaryocytaire. Il s'agit de Scin (appendice E rang 33) et Ptgsl (appendice D 

rangs 29 et 36). Scin (scinderin) est similaire à la gelsoline (appendice E, rangs > à 50, 5 

probesets, non montré). Ces 2 protéines sont impliquées dans la réorganisation du 

cytosquelette lors de l'exocytose. PTGSl (Coxl) est impliquée dans l'agrégation 

plaquettaire en participant à la fonnation de la thromboxane A2 et l'aspirine a des 

propriétés fluidifiantes du sang car elle inhibe Cox 1 plaquettaire. 

En analysant les résultats et au-delà des 50 premiers probesets indiqués sur les 2 

tableaux, il ressort de façon évidente que les gènes communs des leucémies M et B et Mk 

semblent partager une fonction commune. Ces gènes sont fréquemment connus pour être 

exprimés par les cellules B, les macrophages ou les neutrophiles, et par les cellules 

dendritiques. 

Le partage d'une fonction commune se voit notamment dans la répartition de la 

distribution cellulaire des gènes, avec une forte proportion des gènes codant pour des 

récepteurs membranaires (proportion plus élevée que pour les autres tableaux analysés, 

non montrés). La fonction commune révélée ici est celle reliée à l'immunité innée voire 

même adaptative, et aux fonctions des cellules présentatrices d'antigène. 

Ceci peut paraître surprenant à première vue car les plaquettes, petites cellules énuclées, 

sont surtout connues pour être impliquées dans la coagulation (sécrétion de facteurs de 

coagulation et fonnation du caillot par agrégation). Les plaquettes sécrètent beaucoup 

plus que quelques facteurs de coagulation: le sécrétome des plaquettes est bien caractérisé. 

Il est composé des granules n, des granules denses et des lysosomes. Lors de l'activation 

plaquettaire, tout ce qui se trouve dans ces organelles va être sécrété à l'extérieur. Les 

granules n contiennent notamment les protéines d'adhésion et de réparation (facteurs de 

Willebrand, fibrinogène, thrombospondine, ...). Les granules denses contiennent des 

petites molécules (sérotonine -vasoconstricteur-, calcium, ADP) et les lysosomes 

contiennent des enzymes permettant de défaire les agrégats plaquettaires. En relation avec 

cela, les analyses des micropuces mettent fréquemment en évidence des gènes impliqués 

dans le trafic vésiculaire et le réarrangement du cytosquelette. 
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La fonction commune aux leucémies B, M et Mk est celle d'une implication plus 

complexe dans l'immunité innée et adaptative. Cette implication plaquettaire et 

mégacaryocytaire, restée longtemps ignorée, tend à être de plus en plus reconnue 

(Weyrich et Zimmerman, 2004, Elzey et al. 2005). Le tableau correspondant (appendice F) 

explique ces résultats en montrant la répartition des gènes communs aux leucémies Mk, 

Met/ou B selon leurs fonctions. Les gènes inclus dans cette analyse ne sont pas tous 

compris dans les tableaux 4.11 et 4.12 car ils peuvent se situer au-delà des 50 premiers 

probesets présentés. Seuls les gènes avec une fonction liée à la réponse immunitaire innée 

ou adaptative ont été sélectionnés pour composer l'appendice F. 

Le tableau de l'appendice F se divise en 2 grandes parties, la première correspondant 

aux protéines sécrétées et l'autre aux protéines membranaires et cytoplasmiques. La 

fonction des gènes est résumée dans la 4ème colonne. 

Parmi les facteurs sécrétés (ou extracellulaires) se trouvent des granules antimicrobiens 

et des cytokines. Les granules antimicrobiens peuvent tuer les pathogènes et les cytokines 

(interleukines et chimiokines) et peuvent stimuler la réponse immunitaire. Les 

cathepsines sont des protéases activées par une baisse du pH des lysosomes. Elles 

peuvent notamment être impliquées dans l'apprêt des antigènes ingérés. La cathepsine G 

est connue pour provoquer la formation de prothrombinase et de fibrine. 

Parmi les gènes codant pour des protéines membranaires ou cytoplasmiques, plusieurs 

sections sont présentées: 1) Inflammation, LPS, microbe; 2) Récepteurs Toll-Iike; 3) 

Récepteurs Fc; 4) Récepteurs modulateurs de la fonction immunitaire; 5) la présentation 

des antigènes. 

1) Inflammation, LPS, microbe: 

Les cellules de l'immunité innée déclenchent le processus de l'inflammation en réponse 

aux stimuli des pathogènes. Le LPS situé au niveau des parois bactériennes est un 

puissant stimulus auquel réagissent par exemple les gènes Lstl et Litaf. 

2) Récepteurs Toll-like et protéines associées: 

Les récepteurs Toll-like font partie des récepteurs de la réponse immunitaire innée: ils 

reçoivent les stimuli microbiens (bactéries, virus, champignons), déclenchent 

l'inflammation et font le relais entre l'immunité innée et adaptative (activation 

lymphocytaire). Des gènes codant pour les récepteurs Toll-like ou codant pour des 
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molécules de signalisatioriassociées sont surexprimés dans les leucémies 

mégacaryoblastiques induites par le rétrovirus Graffi. 

Récemment l'expression du Toll-like récepteur 4 (Tlr4) a été décrite à la surface des 

plaquettes même si son expression est assez faible d'après les résultats des micropuces. 

Afrn d'activer le TLR4, le LPS doit se combiner à une molécule de LBP (LPS binding 

protein) et au CD14 (appendice F). L'activation du TLR4 envoie des signaux 

intracellulaires en passant notamment par la protéine Myd88 et NfkB pour stimuler les 

gènes impliqués dans la réponse inununitaire. Il a été montré que l'activation du TLR4 

par les plaquettes permettrait le recrutement et l'activation des neutrophiles autour des 

plaquettes (Clark et al. 2007). 

D'après les résultats des micropuces, Tlr2 est le plus fortement exprimé par les 

échantillons leucémiques mégacaryoblastiques. Il a aussi été détecté sur les plaquettes 

humaines bien que moins étudié que Tlr4 (Cognasse et al. 2005) mais Tlr2 et Tlr4 sont 

connus pour agir en synergie contre les bactéries. 

SYK est une protéine importante dans la signalisation des TolI-like récepteurs. De plus 

elle est aussi activée par DECTIN-I (Clec7a, Récepteurs modulateurs de la fonction 

immunitaire). SYK intervient aussi dans la signalisation de l'intégrine anb~3 (section 

4.5.2.3.2). Ainsi cette protéine joue un rôle clé dans les plaquettes: activation, réponse 

immunitaire innée et adaptative. 

L'expression de Ebi-3 est augmentée lors de l'activation des récepteurs Toll-like et lr5 

est en aval de la voie de signalisation du Tlr7. 

2) Récepteurs Fc: 

Les récepteurs Fc et les récepteurs scavenger ont comme rôle de permettre 

l'internalisation des pathogènes dans les cellules phagocytaires (figure 4.9). Les Fc 

récepteurs reconnaissent des molécules d'anticorps qui sont accrochées aux pathogènes. 

L'opsonisation des pathogènes par les molécules du complément ainsi que la 

reconnaissance par les récepteurs du complément facilitent l'int~rnalisation (figure 4.9). 

L'internalisation du pathogène conduit à la formation du phagosome avec activation de la 

NADPH oxydase. Les pathogènes sont digérés et les peptides pathogéniques sont 

apprêtés et présentés aux autres cellules comme antigènes. La protéine SYK est impliquée 

dans le phénomène de phagocytose des macrophages. 
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Opsonins ..r 

Figure 4.9: Récepteurs et signalisation impliqués dans la phagocytose d'un microbe. 
Figure tirée de Underhill et Ozinsky, 2002. Les différentes classes de récepteurs présents 
à la surface d'une cellule phagocytante sont illustrés. 

2) Récepteurs modulateurs de la réponse immunitaire. 

Dans cette section, se trouvent les récepteurs lectine de type C qui représentent la 3ème 

catégorie de récepteurs de la réponse innée avec les récepteurs TolI-like et les récepteurs 

scavenger. Ils sont impliqués dans l'internalisation et la médiation de l'inflammation 

(figure 4.9). Clec7a (Dectin-l) est spécialisée dans la détection des levures et 

l'internalisation. Dectin-l agirait en synergie avec TLR2 pour augmenter la réponse pro

inflammatoire (cytokines) (Gantner et al. 2003). 

D'autres récepteurs sont inclus dans cette section. Ils modulent l'activité de la cellule 

cible comme par exemple les récepteur des interleukines et du TNF. 

2) Présentation d'antigène. 

Ces gènes ne sont pas connus pour être exprimés par les plaquettes. Les molécules du 

CMH Il sont présentes à la surface des cellules présentatrices d'antigènes, comprenant les 

macrophages, les cellules dendritiques et les cellules B. L'expression de ces gènes est 

étonnante car ce n'est pas connu pour la lignée mégacaryocytaire et pourtant cela est en 
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corrélation avec la description des fonctions des gènes ci-dessus (réponse immunitaire 

innée). La présentation des antigènes exogènes se fait après la phagocytose des 

pathogènes. Les récepteurs et autres protéines nécessaires à la phagocytose sont 

largement représentés dans l'appendice F. De plus, des phénomènes de phagocytose sont 

connus pour les plaquettes et les mégacaryocytes. Pour les mégacaryocytes, cellules 

géantes, ce phénomène se nomme empéripolèse (emperipolesis) (figure 4.10 A): le 

mégacaryocyte avale des cellules entières qui peuvent ressortir intactes de l'autre côté de 

la cellule. Le mégacaryocyte est une cellule rare et peu étudiée et le phénomène 

d'empéripolèse a été observé souvent lors de cas pathologiques. De façon intéressante, 

des observations ont montré que ce phénomène s'amplifie lors de l'activation des 

mégacaryocytes par le LPS et qu'i! y avait augmentation de la molécule ICAM-l 

(appendice F) aux bordures des membranes phagocytantes (Tanaka et aI., 1997). La 

phagocytose des plaquettes concernent de petites bactéries et virus et se fait grâce au 

récepteur OC-SION, récepteur de type lectine C très similaire à DECTIN-l (figure 4.10 B, 

Youssefian et aI., 2002). 

A B 

Case 1. Emperlpolesls ln a patient with Iymphoma. 

Figure 4.10: Phagocytose par les mégacaryocytes et les plaquettes. (A) Empérilopèse 
de neutrophiles anormaux par les plaquettes, Samii et Pasteur, 1998 (B) Phagocytose de 
particules virales par une plaquette, Youssefian et aI. 2002. 

En conclusion, ces éléments ne concernent pas la leucémogenèse. De plus en plus 

d'études vont dans le sens d'un rôle beaucoup plus important des plaquettes dans la 

réponse immunitaire influençant la réponse innée et adaptative. D'ailleurs, certains 

chercheurs réclament que ces cellules soient classifiées comme cellules effectrices du 
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système immunitaire (Weyrich et Zimmerman, 2004, Elzey et al. 2005, Sprague et al. 

2005, Cognasse et al. 2005). 

Les résultats proviennent d'échantillons leucémiques et donc les résultats doivent être 

validés sur des échantillons non-leucémiques avant que toute hypothèse soit émise. Ces 

gènes sont ressortis de façon évidente de l'analyse. Ils étaient visibles dès l'étude du 

profil général des résultats des micropuces et cette analyse ne pouvait pas être écartée. Il 

serait très stimulant de vérifier l'expression de ces gènes dans des mégacaryocytes et 

plaquettes humaines et murines. Le mégacaryocyte est une cellule géante et mystérieuse. 

On pourrait supposer qu'il a des fonctions additionnelles par rapport aux plaquettes 

énuclées. 

La figure 4.11 résume les gènes trouvés exprimés par les leucémies 

mégacaryoblastiques induites par le rétrovirus Graffi et impliqués dans la réponse 

immunitaire. 
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Figure 4.11: Schéma des gènes impliqués dans la réponse immunitaire exprimés par 
les cellules mégacaryoblastiques induites par le rétrovirus Graffi. Le schéma 
représente une cellule leucémique mégacaryoblastique induite par le rétrovirus Graffi. 
Les protéines correspondant à des gènes spécifiquement surexprimés dans ces leucémies 
et impliqués dans la réponse immunitaire sont illustrées. 
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4.5.2.4.5. Gènes mégacaryoblastiques sélectionnés pour les tests 
de RT-PCR 

Certains gènes spécifiques des leucémies mégacaryoblastiques ont été sélectionnés 

pour être validés en RT-PCR avec d'autres échantillons. Les résultats de ces tests sont 

montrés plus loin dans la section 4.6.3 mais les caractéristiques des gènes sélectionnés 

sont expliquées ici. Ces gènes sont Gulpl, Fkbp9, GucylaJ, Ncf2, Gata2 et Kit. Le 

tableau 4.9 présente les résultats des micropuces (valeurs de SAM et valeurs de ratios, 

probesets redondants) pour ces gènes. La première colonne du tableau indique à partir de 

quel tableau ils ont été sélectionnés. Le tableau indique également les rangs occupés par 

ces gènes dans ces tableaux (6ème colonne). Le tableau indique également le nom des 

gènes, le score (SAM d-score), la valeur p, la valeur FDR, le nombre de probesets 

correspondant à chaque gène sélectionné ainsi que les ratios d'expression. 

Tableau 4.9: Gènes mégacaryocytaires sélectionnés pour l'analyse par RT-PCR
 

8 
~
 

>< f 
'0 ~ ~ 

:;:; ~ ~ 
5 'fJ. l>. 

4.8 (Mk) 14,2 <0,001 

4.8 (Mk) 11,2 <0,001 0,07 36 213 

4.8 (Mk) 4,9 0,003 0,13 466 313 

4.8 (Mk) 23,7 <0,001 0,07 1 112
 

4.8(Mk) 10,1 <0,001 0,07 60 212
 

4.8 (Mk) 18,2 <0,001 0,07 6 113 

4.8 (Mk) 10,8 <0,001 0,07 47 213 

4.8 (Mk) 7,8 <0,001 0,08 113 313 

4.12 (Mk,M,B 18,5 <0,001 <0,01 1 112 

4.11 (Mk, M) 10,5 <0,001 0,01 18 113 

4.11 (Mk, M) 10,0 <0,001 0,01 23 213 

4.11 (Mk, M) 5,5 <0,001 0,04 195 313 

4.15 (Mk, E) 7,4 <0,001 0,01 115 112 

4.15 (Mk, E) 5,4 <0,001 0,02 317 212 

Gulpl, Fkbp9, GucylaJ sont spécifiques uniquement des leucémies 

mégacaryoblastiques, Ncf2 est commun aux leucémies Mk, B et M. Kit est exprimé 

communément par les leucémies Mk et M, et Gata2 est exprimé communément par les 

leucémies E et Mk avec une expression plus forte dans les leucémies Mk. 
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4.5.2.4.4.1. Gulpl (engulfment adaptor PTB domain containing ]) 

Gulpl est situé sur le chromosome 1 chez la souris et les protéines murine et humaine 

partagent 92% d'homologie. 

Gulpl (Ced-6) a premièrement été découvert chez C. elegans appartenant à une famille 

de gènes (Ced-I à Ced-7) impliqués dans la phagocytose des cellules apoptotiques. Ced-I, 

connu également sous le nom de Lrp 1 (Iow density lipoprotein-receptor related protein 1) 

code pour un récepteur à plusiems ligands qui joue un rôle dans la signalisation et la prise 

en charge de lipoprotéines. La protéine GULPl est une molécule adaptatrice de LRPI, 

qui permettrait de réguler le trafic intracellulaire de LRPI (Kiss et al. 2006). Ainsi Gulp 1 

semble impliqué dans l'endocytose des récepteurs, le transport du cholestérol et des 

sphingoJ ipides à travers les endosomes tardifs. Plus précisément, Gulp 1 semble impliqué 

dans le transport de la prosaponine (Kiss et al. 2006). Les saponines sont importantes 

pour la dégradation Iysosomiale et également pour la présentation des antigènes 

lipidiques aux cellules T (Winau et al. 2004). Ainsi, on peut penser que Gulpl a un rôle 

très important dans les mégacaryoblastes ou mégacaryocytes. On sait que les 

mégacaryocytes sont composés de structures lipidiques et d'un système de sécrétion (le 

sécrétome) complexe. Les résultats des micropuces montrent de fortes surexpressions de 

Lrp 1 dans 2 leucémies Mk (MK2 et MK3, tableau 4.10), ceci étant en accord avec le rôle 

de molécule adaptatrice de Gulp 1 pour Lrp1. 

On connaît peu de chose à propos de Gulpl et sa présence n'a pas encore été détectée 

dans les mégacaryoblastes et mégacaryocytes. L'étude des ligands associés à Lprl et 

Gulpl dans la lignée mégacaryoblastique est donc très intéressante. 
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4.S.2.4.4.2.Fkbp9 (FKS06 binding protein 9) 

Le gène est localisé sur le chromosome 6 et les protéines mUTine et humaine ont S3% 

d'homologie. 

Fkbp9 a été isolé à partir du thymus d'une souris scm (Jo et al.2001). Il appartient à la 

famille des protéines liant FKS06 (FKBP, FKS06 binding proteins, immunophilines). La 

molécule FKS06 est un immunosuppresseur et la rapamycine est structurellement proche 

de FKS06. La rapamycine est aussi un immunosuppresseur capable de se lier aux 

protéines de la famille FKBP même si elle est connue pour agir sur la voie de 

signalisation Akt passant par le récepteur mTor. Il a été montré que la rapamycine a 

également un effet pro-apoptotique sur des cellules leucémiques aiguës Iymphoblastiques 

et que cet effet est exercé de façon indépendante de mTor (Avellino et al. 200S). Cette 

étude suggère que la rapamycine pourrait être efficace pour traiter les leucémies 

lymphoblastiques aiguës de l'enfant (Avellino et al. 200S). 

Comme Gulp l, très peu de choses sont connues sur Fkbp9 et donc il est très intéressant 

de poursuivre son étude. Il serait intéressant de connaître les ligands de Fkbp9, en testant 

par exemple l'effet de la rapamycine sur la survie des cellules leucémiques 

mégacaryoblastiques. 

4.5.2.4.4.3. Gucyla3 (Guanylate cyclase 1, soluble, alpha 3) 

Le gène Gucyla3 est localisé sur le chromosome 3 chez la souris et les protéines 

mUTine et humaine partagent 82% d'homologie. 

Gucyla3 fait partie de la famille des guanylates cycliques solubles. Ce sont des 

molécules qui contiennent un hème et qui répondent au signal d'activation fourni par 

l'oxyde nitrique (NO) (Poulos T, 2006). Elles sont généralement cytosoliques mais 

peuvent s'ancrer à la membrane lorsqu'il y a un signal d'activation fourni par une 

élévation de calcium intracellulaire. Quand les guanyJates cyclases sont activées, leurs 

activités GTP cyclases augmentent et des molécules de GMPc sont alors libérées dans le 

cytosol et vont agir sur plusieurs voies de régulation (Poulos T, 2006). Elles fonctionnent 

en hétérodimère avec une molécule a et une molécule ~ (poulos T, 2006). Ainsi, d'après 
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le résultat des micropuces, Gucyl b3 (tableau 4.11) est bien également spécifique des 

leucémies mégacaryoblastiques. 

El E2 E3 
Gue Ib3 -0,08 -0,55 -0,34 
Gue Ib3 -0,45 -0,50 -0,48 

On sait aussi que l'expression génique des guanylates cyclases est modifiée dans des 

cas d'hypoxie, d'hypertension, de réponse inflammatoire et lors du vieillissement. 

Cependant, le mécanisme de la régulation reste inconnu (Poulos T, 2006). Dans une étude, 

Gucyla3 est surexprimé dans des tissus de cancer de la prostate par rapport à des tissus 

non cancéreux (Dong et al. 2005). Une autre étude suggère que le NO et Gucyla3 et b3 

agissent sur l'expression de Vegf, sur-exprimé dans des gliomes malins, favorisant la 

vascularisation des tumeurs (Saïno et al. 2004). 

Est-ce que le NO, qui active les guanylates cyclases, joue un rôle connu dans la 

signalisation mégacaryocytaire ou plaquettaire? Des études ont montré que NO semble 

effectivement avoir un effet sur l'activation des plaquettes. En fait son rôle semble 

biphasique; de faibles concentrations de NO activent les plaquettes et de fortes 

concentrations inhibent l'activation (Marjavonic et al. 2005). Le NO semble également 

jouer un rôle dans les mégacaryocytes. Une étude récente montre que le NO favorise la 

formation des plaquettes par les mégacaryocytes pro-plaquettaires et entraîne l'apoptose 

de ces mêmes mégacaryocytes (Battinelli et aI.2001). Ainsi, d'après les résultats des 

micropuces, on peut émettre l'hypothèse que les effets du NO passent spécifiquement par 

l'hétérodimère Gucyl a31b3 dans les cellules de la lignée mégacaryocytaire. Il serait très 

intéressant d'en poursuivre l'étude fonctionnelle. 

4.5.2.4.4.3. Ncf2 neutrophil cytosolic factor 2 

Le gène Ncf2 est situé sur le chromosome 1 chez la souris. Les protéines murine et 

humaine partagent 84% d'homologie. 

Le gène Ncf2 (p67phox) est une sous-unité de la NADPH oxydase (Sheppard et al. 

2005). La NADPH oxydase fait partie de l'arsenal anti-microbien utilisé par les 

neutrophiles. Elle produit des molécules d'anion super-oxide O2-. Les anions super-oxides 
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sont ensuite transformés en radicaux libres. Une grande partie va être transformée en 

H20 2 par la myéloperoxidase. Plusieurs sous-unités composent la NADPH oxydase. Il 

s'agit de: Ncf2 (p67phox), Ncf] (p47phox), Ncf4 (p40phox), Cybb (gp9Iphox) et Cyba 

(p22phox) (Sheppard et al. 2005). Il est donc intéressant de voir si les leucémies 

mégacaryocytaires expriment toutes les sous-unités de la NADPH oxydase (tableau 4.12). 

Le tableau 4.12 montre qu'effectivement, Ncf], Ncf4, Cybb et Cyba sont également 

fortement exprimés dans les leucémies mégacaryoblastiques et dans la leucémie myéloïde 

induites par le rétrovirus Graffi. Seuls Ncf2, Ncf4 et à moindre degré Cybb sont exprimés 

par les leucémies de type B. Il est à noter aussi que les leucémies mégacaryoblastiques 

induites par le rétrovirus Graffi montrent une très forte expression de la myéloperoxidase 

bien qu'à un degré inférieur à celui de la leucémie myéloïde (non montré). Cette 

expression est en accord avec la présence de la NADPH oxydase dans les cellules 

leucémiques mégacaryoblastiques. 

La présence de la NADPH oxydase dans les plaquettes a été montrée (Begonja et 

aI.2006). Selon le concept actuel, les molécules d'oxygène réactif joueraient le rôle de 

seconds messagers et seraient impliquées dans plusieurs fonctions et voies de 

signalisation dont l'activation plaquettaire. Un modèle très intéressant montre que les 

molécules d'oxygène réactif seraient transformées en NO par une NO synthase qui 

activerait à son tour les guanylates solubles (Begonja et a1.2006). Ce modèle est tout à fait 

cohérent avec nos observations d'une forte expression de Gucyla31b3 (voir 

précédemment). Les molécules de GMPc alors produites agiraient sur d'autres effecteurs 

pour notamment induire l'activation plaquettaire (Begonja et al.2006). 

Beaucoup de chaînons sont encore manquants dans les voies de signalisation 

impliquant la NADPH oxydase et les guanylates cyclases dans les plaquettes. On voit que 
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le modèle Graffi avec une analyse détaillée des micropuces pourrait permettre d'élucider 

plus clairement ces mécanismes. 

4.5.2.4.4.4 Gata2, Gatal, Kit 

Les fonctions de Gata l, Kit et Gata2 ont été partiellement décrites dans le chapitre 1. 

Gatal et Gata2 sont 2 facteurs de transcription qui se ressemblent beaucoup. Certaines 

études montrent un rôle chevauchant et interchangeable pour ces 2 facteurs notamment 

dans les étapes précoces du développement mégacaryocytaire (Chang et al. 2002). 

Dans des souris knock-out pour Gatal, les progéniteurs érythroïdes montrent une 

expression plus élevée de Gata2, suggérant que Gata2 peut se substituer à Gata!. 

Cependant, la substitution est partielle puisque la différenciation de ces cellules de souris 

knock-out est tout de même incomplète (Pevny et al. 1991). 

Gatal est exprimé le plus fortement dans les cellules érythroïdes, mégacaryocytaires et 

mastocytaires. Gata2 est exprimé dans les érythroblastes, les mégacaryocytes et les 

mastocytes. Il est également exprimé dans les étapes très précoces de l'hématopoïèse dans 

lesquelles Gatal est absent. 

Une étude montre que l'expression de Gata2 diminue et doit diminuer pour que la 

différenciation des cellules érythroïdes ait lieu (lkonomi et al. 2000). De plus, cette même 

étude a montré que l'induction d'une expression forte et stable de Gata2 dans les cellules 

K562 (phénotype érytbro-mégacaryocytaire), déséquilibrant le ratio GatallGata2 existant, 

induit un phénotype beaucoup plus mégacaryocytaire (Ikonomi et al. 2000). Donc si une 

expression élevée de Gata2 est nécessaire pour la mégacaryopoïèse, cette même 

expression élevée peut bloquer l'érythropoïèse. Par contre, Gatal est exprimé dans les 

mégacaryocytes (Martin et al. 1990). Dans des cellules myéloïdes 416B, qui peuvent se 

différencier in vivo en mégacaryocytes et granulocytes, une surexpression de Gata2 

entraîne une différenciation mégacaryocytaire corrélée avec une augmentation de 

l'expression de Gatal (Visvader et al. 1993). 

En conclusion, le taux relatif d'expression à la fois de Gatal et de Gata2 à différentes 

étapes de l'hématopoïèse est critique pour la régulation précise de la différenciation en 

différentes lignées (Ikonomi et al. 2000). 
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Il est donc important de bien valider le taux d'expression de Gatal et Gata2 dans les 

leucémies induites par le rétrovirus Graffi. Le niveau d'expression de Gata2 dans les 

leucémies érythroïdes atteste du blocage de ces cellules à un stade encore précoce. 

Le proto-oncogène Kit est un récepteur tyrosine kinase. Kit a été découvert comme 

l'oncogène responsable des activités transformantes du virus du sarcome félin Hardy

Zuckerman IV (Ashman et al. 1999). 

L'activation de Kit par son ligand (stem cel! factor) augmente la survie des 

progéniteurs mégacaryoblastiques et joue un rôle dans la mégacaryopoièse (Antonchuk et 

al. 2004, Zeuner et al. 2007). Il semble que l'activation de Kit soit impliquée dans les 

stades précoces de la mégacaryopoïèse et peu ou pas impliquée dans les stades tardifs 

(pas d'effet sur la polyploïdisation ni sur la thrombopoïèse), mais Kit aurait également un 

effet sur l'agrégation plaquettaire (Avraham et al. 1999). Les actions de Kit sur les 

progéniteurs mégacaryocytaires se feraient par l'activation du ligand de Kit présent sous 

forme liée à la surface des cellules stromales de la moelle osseuse et l'effet sur 

l'agrégation plaquettaire se ferait par les formes solubles du ligand de Kit (Avraham et al. 

1999). Beaucoup de signaux vont être envoyés dans la cellule par l'activation du 

récepteur Kit. Certaines molécules sont connues pour interagir avec les récepteurs 

tyrosine kinase. Il peut s'agir des PB kinases, des phospholipases C-gamma, des kinases 

de la familles Src ou des protéines activant les GTPases (Avraham et al. 1999). Kit est 

également impliq\1é dans de nombreux autres cancers et des inhibiteurs de c-Kit ont été 

développés mais ces thérapies entraînent comme effets secondaires une thrombopénie 

sévère (Lengyel et a1.2007, Zeuner et al. 2007). Il serait très intéressant d'élucider 

précisément les voies de signalisation passant par Kit dans les leucémies 

mégacaryoblastiques induites par le rétrovirus Graffi en s'aidant premièrement des 

résultats des micropuces. Une comparaison avec les voies de signalisation impliquées 

dans les autres cancers pourraient permettre d'établir des stratégies différentes 1) pour 

traiter les leucémies mégacaryoblastiques 2) traiter les autres cancers Kit sans effets 

secondaires sur les plaquettes). 
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4.5.2.5. Gènes spécifiques des leucémies érythroïdes 

De la même façon que pour les leucémies mégacaryoblastiques, une analyse SAM a été 

réalisée pour identifier les gènes spécifiques des leucémies érythroïdes (section 4.5.2.5.1). 

Une seconde analyse a été également réalisée pour trouver les gènes spécifiques des 

leucémies El, E2 et E3 et également Mk3 (section 4.5.2.5.2), car certaines 

caractéristiques érythroïdes de Mk3 ont été identifiées par l'établissement du profil 

général des leucémies (section 4.4.3). 

Les résultats des micropuces pour cette partie ont été comparés à une autre étude 

réalisée en 2003 avec des micropuces Affymetrix par l'équipe de M.J. Weiss (Welch et al. 

2004). Cette étude concluante a été effectuée en comparant le transcriptome d'une lignée 

cellulaire érythroblastique à différentes étapes de la différenciation. Cette lignée cellulaire, 

G lE, provient de cellules souches embryolUlaires murines délétées pour Gata1 donc 

bloquées dans la différenciation érythroïde. Lors de la réexpression de Gata! dans ces 

cellules, le processus de différenciation se remet à fonctiolUler, de façon plus homogène 

que par l'ajout de facteurs externes, et mime ainsi remarquablement ce qui peut se passer 

in vivo chez la souris. De plus, la micropuce Affymetrix utilisée dans l'étude de Welch et 

al. 2004 (Mouse Genome 430A 2.0) contient les mêmes probes que celles utilisées dans 

cette présente étude (Mouse Genome 430.2), ce qui permet de comparer les données. 

Cependant plus ancielUle, Mouse Genome 430A 2.0 contient seulement 1I3 des probes 

présents sur la micropuce Mouse Genome 430.2, notre étude étant donc plus complète. 11 

existe une corrélation évidente entre les résultats de l'équipe de M.J. Weiss et ceux de 

notre étude: les gènes dont l'expression augmente durant la différenciation (étude de 

Welch et al. 2004) tendent à être sous-exprimés dans les leucémies par rapport au 

contrôle (notre étude), et inversement, les gènes dont l'expression diminue avec la 

différenciation tendent à être surexprimés par rapport au contrôle (des exemples de cette 

corrélation sont visibles sur les tableaux: aux: appendices G et H). Ceci montre que les 

leucémies érythroïdes induites par le rétrovirus Graffi sont dans un état plus irrunature 

que le contrôle érythroïde. Ceci est tout à fait probable. Le contrôle érythroïde provient 

des cellules Ter1!9+ de la moelle osseuse qui reflète tous les stades de maturation. Ainsi 

les oncogènes ou plus globalement les gènes impliqués dans les étapes précoces de la 

différenciation se trouvent certainement dans la fraction des gènes surexprimés par 

rapport au contrôle. Inversement, les gènes sous-exprimés par rapport au contrôle sont 
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certainement des gènes reliés à la fonction de la cellule mature ou aux étapes tardives de 

la différenciation. 

4.5.2.5.1. Gènes surexprimés dans El E2 E3 

A l'issue de l'analyse SAM, 2635 probesets ont passé les critères d'une valeur p 

inférieure à 0,01 et un FDR inférieur à 0,20 pour les gènes spécifiques de El, E2, E3. Le 

tableau correspondant (appendice G) montre les résultats des 50 premiers probesets et est 

organisé de façon semblable aux tableaux précédents. Trois colonnes supplémentaires 

(EI-E, E2-C, E3-C) indiquent les ratios d'expression des probese/s entre les leucémies El, 

E2, E3 et le contrôle érythroïde. Une autre colonne 'GlEdb' indique les résultats de 

Welch et al. 2004: Une flèche montante indique que l'expression du gène a augmenté 

significativement au cours de la différenciation, une flèche descendante indique une 

diminution au cours de la différenciation, une flèche horizontale indique qu'il n'y a eu 

aucun changement. Dans cette colonne, les cases avec un 'moins' correspondent aux 

probes absentes dans l'analyse de Welch et al. 2004. 

Les 50 premiers probese/s correspondent à 43 gènes. Neuf gènes sont connus en 

relation avec la lignée érythroïde (érythrocytes, érythroblastes ou leucémies érythroïde. 

Parmi ces 43 gènes, 13 sont sous-exprimés dans les leucémies par rapport au contrôle, 

23 sont surexprimés, et 7 ne montrent pas de changement significatif. 

4.5.2.5.1.1 Gènes sous-exprimés par rapport au contrôle 

Parmi ces 13 gènes, 8 gènes sont connus dans la lignée érythrocytaire et 3 sur 13 

augmentent significativement au cours de la différenciation d'après l'équipe de M.J. 

Weiss (GIEdb): AbcblO, Slc38a5, Ankl. 

Deux grandes classes fonctionnelles divisent ses 13 gènes, l'une impliquée dans le 

métabolisme (transporteurs et biosynthèse du hème) et l'autre est structurelle 

(cytosquelette). 
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Gènes impliqués dans le métabolisme: 

Parmi eux, Abcb 10 (transporteur mitochondrial, rangs 1, 20, 28), Abcb6 (transporteur 

mitochondrial de porphyrine, rang 26, Krishnamurthy et al. 2006) et Cpox (rangs 10, 34, 

tableau 4.7) sont impliqués dans la synthèse du hème. Leur expression est connue pour 

augmenter avec la différenciation. AbcblO est régulé par Gatal (Shirihai et al. 2000). 

S1c38a5 (rang Il, transporteur d'acides aminés) n'est pas connu en relation avec la lignée 

érythrocytaire mais est augmenté significativement lors de la différenciation de G 1E. 

Abcg4 (rang 19) est un transporteur de la famille white, hypothétiquement impliqué dans 

le transport du cholestérol. Pkd212 (rang 42) est un canal cationique. Plusieurs de ces 

transporteurs appartiennent à la sous-famille de résistance multiple aux substances 

exogènes (multi-drug resistance). 

Gènes structurels: 

Les gènes structurels sont Epb4.2 (rangs 4, 36, composant du cytosquelette), Tmodl 

(rang 8, régulation des filaments d'actine), Ankl (rang 24, lien entre les protéines 

membranaires et le cytosquelette), Spnbl (rang 30, liaison à l'actine). Spnbl est un gène 

candidat pour être impliqué dans un désordre génétique, la sphérocytose (forme anormale 

des globules rouges), l'anémie hémolytique la plus fréquente dans la population 

caucasienne (Peters et al. 2004). Epb4.2 est connu pour être régulé par le complexe 

multimérique Sel, E47, Gata1, Lmo2 et Ldbl (Xu et a1. 2003). 

Dapk2 (rang 31) est un gène qui ne peut pas être inclus dans les 2 classes précédentes. 

Son rôle connu serait celui d'un suppresseur de tumeur, mais il intervient également dans 

la maturation des neutrophiles et il aurait un rôle dans l'érythropoïèse tardive 

(Wojchowski et al. 2006). 

4.5.2.5.1.2 Gènes sans changement par rapport au contrôle 

Ces 7 gènes sont Xtrp3s1 (rang 3, non connu), Btbd4 (rang 15, domaine en doigt de 

zinc), Asb-1 (rang 18, non connu), AtpvOa1 (rang 24, non connu), DNAja4 (rangs 37, 47, 

chaperone), Pon2 (rang 45, anti-oxydant), 1700047117Rik (rang 50). 
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Aucun de ces gènes n'est encore connu en relation avec la lignée érythrocytaire, ils 

sont majoritairement peu connus. Un seul de ces gènes, Pool, est présent dans l'analyse 

avec GlE et il ne montre pas non plus de changement significatif par rapport à la 

différenciation. 

On peut penser que ces gènes qui ne semblent pas changer d'expression au cours de la 

différenciation ne ressortent pas dans les autres analyses de profiling qui comparent 

différents états de différenciation. L'originalité de notre étude vient du fait que nous 

comparons les différents types de leucémie entre eux et non uniquement par rapport au 

contrôle, ce qui fait ressortir la signature spécifique de chaque lignée. 

Il serait intéressant d'étudier la fonction de ces gènes puisqu'elle est en général 

inconnue. Asb-I a peut-être une fonction reliée à l'hématopoïèse. Asbl est similaire à 

Asb2 qui est régulé positivement lors de la différenciation de la lignée myéloïde ill...-60 

(Guibal et al. 2002). 

4.5.2.5.1.2 Gènes surexprimés par rapport au contrôle 

Parmi les gènes surexprimés par rapport au contrôle, Rabgefl (rangs 6, 25) et Cda 

(rang 7) ont été sélectionnés pour être validés en RT-PCR (description à la section 

4.5.2.5.3). 

Parmi les 23 gènes, peu de gènes ont des fonctions connues et 1 seul (Mdb2, rang 35) 

est connu en relation avec la lignée érythrocytaire. 

Quatre gènes pourraient être liés à l'état cancéreux des cellules. Il s'agit de Ntn4 (rang 

2), Ttcl (rangs 17,21), Rps6kb2 (rang, 43), et Pvtl (rang 44). 

Ntn4: est impliqué dans la guidance axonale et la migration cellulaire, son rôle serait 

aussi relié à l'angiogenèse (néo-vascularisation) (Wilson et al. 2006). 

Ttc1: interagit avec Ras et active les voies de signalisation passant par la protéine Ga 

(Marty et al. 2003). 

Rps6kb2: est activé par la voie de signalisation de l'IL3 (mTor, Pi-3Kinase) et cela 

confere un avantage prolifératif aux cellules (Cruz et al. 2005). 

Pvtl: est impliqué dans des translocations chromosomiques de lymphomes de Burkitt et 

de leucémie AML. Il est situé sur le même locus que Mye, directement en aval et est 
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connu pour activer Myc chez la souris (Lennon et al. 2007). Même si ce gène est encore 

relativement peu étudié, il pourrait être impliqué dans la cancérisation et il serait 

intéressant d'étudier de façon plus approfondie son rôle oncogénique, notamment dans les 

leucémies érythroïdes. 4 probesets sont présents dans cette analyse et donnent les mêmes 

résultats: une très forte spécificité et un très fort ratio par rapport au contrôle. 

D'après la description de leurs fonctions, 4 autres gènes peuvent susciter de l'intérêt. Il 

s'agit de Resp2 (rang 33), Mbd2 (rang 35), Lefty (rang 23), ou Zfp324 (rang 9). 

Resp2 se lie à Rai et servirait à transmettre des signaux d'activation ainsi qu'à 

permettre l'endocytose de récepteur de croissance (tyrosine kinase) (Ikeda et al. 1998). 

Mbd2 est impliqué dans la méthylation de l'ADN. II permet la méthylation d'une 

chaîne de globine embryonnaire dans les érythroblastes pour réprimer ce gène lors du 

développement (Kransdorf et al. 2006). 

Lefty appartient à la famille des cytokines TGFp et Zfp324 contient les domaines en 

doigt de zinc spécifiques des facteurs de transcription. 

D'autres gènes surexprimés dans ce tableau mais non cités dans cette section sont 

également intéressants car leur fonction n'est pas connue. 

Hemtl (hematopoietic cel! transcript J ou Gml) est situé au-delà des 50 premiers 

probesets et mérite cependant d'être cité car il a une très grande spécificité érythroïde 

ainsi qu'un ratio -leucémies versus contrôle- des plus élevé (tableau 4.13). 

Tableau 4.13: Hemtl 

~ 
Herotl 

Une étude a trouvé un transcrit alternatif spécifique de la lignée érythroïde 

(érythroblastes) mais cette fonction n'a pas encore été étudiée en détail (Xue et al. 1999). 
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4.5.2.5.2. Gènes surexprimés dans El E2 E3 et Mlû 

A l'issue de l'analyse SAM, 1795 probesets ont passé les critères d'une valeur p 

inférieure à 0,01 et un FDR inférieur à 0,20 pour les gènes spécifiques de El, E2, E3 et 

Mlû. Le tableau correspondant (appendice H) montre les résultats des 50 premiers 

probesets.Ce tableau (appendice H) montre de bons exemples de concordance entre notre 

étude et les résultats de Welch et al. (2004). Sept gènes (Gypa, Snca, SIc4a1, Alas2, Ferr, 

Specc1, Transcribed locus) montrent une surexpression au cours de la différenciation 

(Gldb) et sont sous-exprimés dans les leucémies par rapport au contrôle. Inversement, 3 

gènes (Gpla, Hsd3bl, Srxnl) montrent une surexpression dans les leucémies par rapport 

au contrôle et sont réprimés lors de la différenciation (Gldb). 

Les gènes Snca, Ltbp2, Gata1, Slamfl, Btbdl4a ont été choisis pour être validés par 

RT-PCR (section 4.5.2.5.3). 

Comme précédemment, les gènes peuvent être divisés en 3 classes: gènes sous

exprimés par rapport au contrôle, gènes sans changement significatif, gènes surexprimés. 

4.5.2.5.2.1 Gènes sous-exprimés par rapport au contrôle 

Parmi ces gènes sous-exprimés par rapport au contrôle, 4 sont déjà connus en relation 

avec la lignée érythrocytaire: Gypa (Glycophorin A, rangs 6,10, tableau 4.4), Alas2 (rang 

14, synthèse du hème, tableau 4.7), Hbb-bl (rang 15, chaîne ~ d'hémoglobine, tableau 

4.7), Trim10 (facteur de transcription, tableau 4.5), Fech (ferrochélatase, rang 42, 

synthèse du hème, tableau 4.7) et SIc4al (rangs Il, 18). 

Slc4al (CD233) est bien connu pour coder pour une protéine localisée à la surface des 

érythrocytes. Cette protéine est impliquée dans le transport du COz, et elle interagit 

également avec GYPA. Des mutations dans le gène sont impliquées dans la sphérocytose 

héréditaire comme Spnb1. 

L'homologue du gène Specc1 (rang44), HCMOGT, fait partie d'une translocation 

chromosomique impliquant PDGFRB dans une leucémie myélomonocytique juvénile 

(Morerio et al. 2004). 

Les autres gènes n'ont pas de fonction connue et méritent d'être étudiés. 
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4.5.2.5.2.2 Gènes sans changement par rapport au contrôle 

Parmi ces gènes, Eraf (rang 17), Gatal (rang, 15) et Cd59a (rangs 28, 39, section 

4.5.2.2) sont connus en relation avec la lignée érythrocytaire. L'absence de changement 

d'expression de Gatal se comprend par un haut niveau d'expression dans les leucémies et 

les contrôles, en accord avec l'importance de ce gène dans la lignée érythrocytaire. 

Eraf a comme rôle de stabiliser les chaînes libres (l d'hémoglobine lors de 

l'érythropoïèse. Ce gène est régulé par Gatalet est lié à des maladies hémolytiques (~

thalassémie) (Kihm et al., 2002). 

Smox (rang 13, polyamine oxidase) est une cible thérapeutique, car elle intervient dans 

le métabolisme des polyamines qui sont souvent impliquées dans la prolifération 

cellulaire et dérégulées dans les cancers. Les thérapies ciblent la suppression de la 

biosynthèse des polyamines tout en favorisant le catabolisme de ces molécules car cela 

produit des molécules de H20 2 cytotoxiques pour les cellules, donc capable de détruire les 

cellules tumorales (Wang et al. 2006). 

4.5.2.5.2.3 Gènes surexprimés par rapport au contrôle 

Parmi les gènes surexprimés par rapport au contrôle, Ltbp2, Slamfl, Btbd 14a ont été 

sélectionnés pour être validés par RT-PCR (section 4.5.2.5.3). Six gènes codent pour des 

protéines avec une fonction dans la structure des cellules: 5 gènes sont impliqués dans le 

cytosquelette et un gène code pour une fibre de collagène. II s'agit de: 

Cdc42ep5 (rang 2): régulation de la formation des structures d'actine F 

Gas211 (rang 4): protéine associée à l'actine 

Parvb (rang 5): protéine associée à l'actine, au niveau des points d'adhésion, régule la 

dynamique du cytosquelette, la mobilité, la survie (Sepwveda and Wu, 2006). 

Tns (rang 37): protéine associée à l'actine, points d'adhésion, migration cellulaire 

Daaml (rang 46): cytosquelette d'actine, polarité cellulaire, adhésion cellulaire, mobilité 

Col5a (rang): fibre de collagène 
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Ainsi ces gènes impliqués dans la régulation de la forme et de la dynamique du 

cytosque1ette complètent ceux déjà identifiés pour les gènes spécifiques de El, E2 et E3 

(section 4.5.2.5.I.I, sous-exprimés par rapport au contrôle). La forme du cytosquelette 

apparaît essentielle à la fonction de transporteurs de gaz des globules. Mais on peut 

penser également que certains des gènes identifiés ici (par exemple Parvb et Daam 1) 

surexprimés par rapport au contrôle pourraient également refléter l'état cancéreux et 

permettre aux érythroblastes cancéreux de migrer et d'envahir l'organisme. Deux gènes 

semblent impliqués dans la signalisation, Rap2b (rang 43) et Mobld 1a (rang 50). 

En conclusion sur l'analyse des gènes spécifiques des échantillons érythroïdes, 2 

classes fonctionnelles sont rencontrées majoritairement lors de cette analyse: 1) fonction 

dans le métabolisme des globules rouges (transporteurs de métabolites, anti-oxydants et 

biosynthèse du hème); 2) forme et dynamique du cytosquelette. Cela reflète l'unicité 

fonctionnelle des globules rouges dans le transport des gaz de l'organisme. Cette 

observation semble plus homogène et plus simple comparée aux fonctions 

mégacaryocytaires et plaquettaires. La fonction du globule rouge se fait par une bonne 

fixation des molécules de gaz sur l'hémoglobine. La forme des globules rouge est 

importante pour cette fixation ainsi que pour le transport rapide dans les vaisseaux 

sanguins et capillaires fins des bronches. Le globule rouge doit lutter contre différents 

stress oxydatifs. La régulation de sa fonction se fait principalement par régulation du 

nombre de globules rouges et donc par une augmentation de l'érythropoïèse (stimulation 

par l'érythropoïétine). 

Les leucémies érythroïdes sont associées à une mauvaise réponse aux traitements 

thérapeutiques. Se peut-il que la présence de nombreux transporteurs ABC de classe 

MDRlTAP puissent jouer un rôle dans cette faible efficacité des traitements? (voir 

également implication de Cda, section 4.5.2.5.3). 

Par rapport aux leucémies mégacaryocytaires, moins d'oncogènes ont été révélés dans 

l'analyse. Ainsi à ce moment de l'analyse, les gènes majeurs connus apparement 

impliqués dans les leucémies érythroïdes peuvent être Gatal, Fogl, F1iI, NF-E2, Scl, 

Lm02 (tableau 4.5) qui sont spécifiques des leucémies érythroïdes et mégacaryoblastiques. 

Fli-l et Nfe2 sont des cibles d'intégrations du rétrovirus de Friend et sont les premiers 

intervenants dans le déclenchement des leucémies érythroïdes induites par ce rétrovirus. 

Quelques échantillons de nos tumeurs ont été testés pour le réarrangement de Fli-l dans 

les leucémies érythroïdes induites par le rétrovirus Graffi et un réarrangement a été 
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identifié dans 50% des cas (discussion chapitre II). Il serait intéressant de tester le 

réarrangement de Fli-l dans El, car elle est la seule à surexprimer ce gène (tableau 4.5). 

Il ressort de cette analyse que beaucoup de gènes ont une fonction associée inconnue et 

que qu'il serait donc intéressant de pouvoir élucider leur fonction. 

4.5.2.5.3. Gènes sélectionnés pour les tests de RT-PCR 

De même que pour les leucémies mégacaryoblastiques, des gènes spécifiques des 

leucémies érythroïdes ont été sélectionnés pour être testés en RT-PCR. Il s'agit de Snca, 

Ltbp2, Gatal, Btbd 14a, Cda et Rabgefl. Le tableau 4.14 ci-dessous présente les résultats 

des micropuces (SAM et ratios) pour les différents probesets associés à ces gènes. 
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'" 4.20 1 10,2 <0,001 0,02 19 
4.20 2 10.2 <0,001 0,02 19 
4.20 3 3.5 0,007 0.13 1505 
4.20 4 3,3 0.009 0.14 1730 
4.20 1 15 <0.001 0.01 3 
4.20 1 10.6 <0.001 0.02 16 
4.20 1 9.5 <0.001 0.02 25 
4.20 2 8.3 <0.001 0.02 52 
4.20 3 7.8 <0.001 0,03 71 
4.20 4 3.6 0.005 0.12 1354 
4.20 1 9.9 <0.001 0,02 21 
4.20 2 9,5 <0,001 0,02 24 
4.20 3 8,9 <0.001 0.02 40 
4.18 1 25.0 <0.001 0.01 7 
4.18 1 25.0 <0.001 0.01 6 
4.18 2 18.1 <0.001 0.01 25 . 
4.18 3 15.7 <0.001 0.01 57 

4.5.2.5.3.1 Snca (Synuclein. alpha) 

Snca est localisé sur le chromosome 6 chez la souris. Les protéines murines et 

humaines partagent 95% d'homologie. Snca est très connu pour son implication dans la 

maladie de Parkinson: une association entre des mutations de Snca et cette maladie a été 

établie (Bonini et al. 2005). De plus, la protéine codée par Snca s'accumule de façon 

anormale dans les corps de Lewy dans le cerveau des patients atteints de cette maladie 

(Bonini et al. 2005). La localisation de Snca dans le cerveau est pré-synaptique et une 

étude montre une association de Snca avec une molécule chaperonne qui jouerait un rôle 

dans le repliement des protéines SNARE qui régulent le trafic vésiculaire au niveau de la 
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synapse (Bonini et al. 2005). Cependant, la fonction nonnale de Snca dans le cerveau ne 

semble pas encore élucidée. Très récemment, en juin 2007, une étude décrit pour la 

première fois l'expression de Snca dans les érythrocytes et érythroblastes (Nakai et al. 

2007). Cependant, sa fonction dans la lignée érythroïde est encore complètement 

inconnue. Les résultats des micropuces confinnent l'étude de Nakai et al., et le modèle 

Graffi peut donc être utilisé pour tenter d'élucider la fonction de la protéine codée par 

Snca 

4.5.2.5.3.2.Ltbp2 (latent transfonning growth factor beta binding protein 2) 

Ltbp2 est situé sur le chromosome 12 chez la souris et les protéines murine et humaine 

partagent 80% d'homologie.I1 existe 4 protéines LTBP, nommées de LTBPI à LTBP4. 

Les protéines LTBP se complexent avec les molécules sécrétées de TGF~ afin de 

l'inactiver jusqu'au lieu où TGFI3 doit exercer son action (Oklu et al. 2000). TGF~ est 

une cytokine qui a de nombreux effets, notamment capable d'inhiber ou d'activer la 

prolifération cellulaire. Il était alors important de connaître l'expression des différents 

isofonnes de Tgfl3 et de Ltbp dans les leucémies érythroïdes induites par le rétrovirus 

murin Graffi (tableau 4.15). 

D'après le tableau 4.15 ci-dessus, l'isofonne Tgtb 1 est celui qui est exprimé 

spécifiquement dans les 3 leucémies érythroïdes et Mk3, de façon identique à Ltbp2. On 

peut donc émettre l'hypothèse que Ltbp2 interagit directement avec Tgtbl dans les 

leucémies érythroïdes induites par le rétrovirus Graffi. Certaines études ont effectivement 

montré une co-ordination dans l'expression d'un isofonne Ltbp et d'un isofonne Tgtb 

précis, notamment de Ltbp 1 et Tgtb 1 dans les cellules HEL (Oklu et al. 2000) mais 

aucune étude n'a encore montré d'interaction de Ltbp2 avec un isofonne de Tgfl3. Les 
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protéines LlBP auraient un rôle indépendant de Tgtb (Oklu et al. 2000). Ainsi la protéine 

LTBP2 pourrait jouer le rôle d'une protéine fibrillaire impliquée dans l'adhésion 

cellulaire (Vehvilainen et al. 2003). 

4.5.2.5.3.3. Btbdl4a (BlBIPOZ domain containing l4A) 

Le gène est situé sur le chromosome 2 chez la souris et les protéines humaine et murine 

partagent 56% d'homologie. De nombreux E.S.Ts correspondent à ce gène mais sa 

jonction n'a jamais été étudiée chez la souris. En revanche, son homologue humain 

BlBDl4A (NACl) est plus connu et semble avoir plusieurs propriétés d'Un oncogène. 

BTBDl4A a été découvert pour la première fois dans le cerveau de rats auxquels on avait 

administré de la cocaïne (Korut1a et al. 2002). Son rôle potentiellement oncogénique a 

d'abord été suggéré par la présence du domaine BlB/POZ qui est commun à de 

nombreux oncogènes impliqués notamment dans les néoplasies hématopoïétiques comme 

Blc6 par exemple (Nakayama et al. 2006). 

Des études ont alors révélé la surexpression de BTBD14A dans différents types de 

cancer, comme ceux de l'ovaire et du sein. Globalement, il a été trouvé que BTBDl4A 

influence la prolifération cellulaire, la survie des cellules et il semblerait également 

impliqué dans l'induction des tumeurs dans un modèle de cancer de l'ovaire et dans des 

souris nude (Nakayama et al. 2006). Il n'a pas encore été observé dans les leucémies 

érythroïdes, murine ou humaine. Il est donc intéressant de valider son profil érythroïde 

par RT-PCR et de poursuivre son étude fonctionnelle dans ce type spécifique de leucémie. 

4.5.2.5.3.4. Slamfl (signaling lvrnphocytic activation molecule familv member 1) 

Le gène est situé sur le chromosome 1 chez la souris et les protéines humaine et murine 

partagent 60% d'homologie. Slamfl (CdI50) code pour un récepteur membranaire de la 

superfamille des immunoglobulines. Il est classiquement associé aux cellules T et B 

activées, mais une étude approfondie chez l'Humain montre qu'il est aussi présent sur les 

cellules T et B non activées, les monocytes et les cellules dendritiques (Romero et al. 

2004). Par contre, il n'a pas été détecté sur les érythrocytes humains non leucémiques 

(Romero et al. 2004). Les résultats des micropuces montrent une présence de Slarnfl dans 
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tous les échantillons (résultats MAS5.0 non montrés) mais une très forte surexpression de 

Slamfl dans les leucémies érythroïdes induites par le rétrovirus Graffi et ceci pour les 3 

probesets disponibles pour ce gène. Il est donc très peu probable que cela soit un faux

positif. Il serait certainement intéressant de voir si Slamfi est également surexprimé dans 

d'autres modèles de leucémies érythroïdes. Une étude récente a montré pour la première 

fois que CD 150 était aussi exprimée sur les cellules souches hématopoïétiques et non sur 

les cellules progénitrices pluripotentes et que cette expression pourrait permettre de bien 

séparer et trier ces 2 populations (Kiel et al. 2005). 

Les voies de signalisation et donc les effets passant par l'activation du récepteur 

membranaire SLAMF l, dans les cellules leucémiques induites par le rétrovirus Graffi, 

sont sans aucun doute très différents de ce qui se passe au niveau lymphocytaire. En effet, 

des études montrent par exemple que les voies de signalisation et les effets de Slamfi 

sont différents dans les cellules lymphoïdes par rapport aux cellules dendritiques ou 

monocytaires. Ainsi, dans les lymphocytes T, SLAMFl agit avec une protéine nommée 

SAP codée par le gène Sh2dla (Romero et al. 2004). D'après le résultat des micropuces, 

Sh2d1a est effectivement surexprimé spécifiquement et uniquement dans les leucémies de 

type T (tableau 4.16). 

Dans les cellules présentatrices d'antigènes (monocytes et cellules dendritiques), 

SLAMF1 semblerait interagir avec une autre protéine EAT-2 (Sh2db1,2) (Romero et 

al.2004). Aucun probeset Affymetrix ne correspondant à ce gène, il n'est donc pas 

possible de vérifier une potentielle expression de ce gène dans les leucémies érythroïdes. 

Il serait important de connaître quels avantages donnent la surexpression de Slamfl 

aux cellules leucémiques érythroïdes ainsi que d'établir les voies de signalisation reliées à 

ce récepteur. 
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4.5.2.5.3.5. Cda CCytidine deaminase) 

Le gène est situé sur le chromosome 4 chez la souris et les protéines muTine et humaine 

partagent 81 % d'bornologie. La protéine codée par ce gène est responsable de la 

résistance de certaines cellules aux traitements de chimiothérapie par des composés 

comme la cytarabine, la gencitabine ou ara-C (Ge et al. 2005). Ces agents thérapeutiques 

sont normalement transformés en métabolites actifs (analogues de nucléosides) dans la 

cellule et vont bloquer la synthèse d'ADN. La CDA va les transformer en métabolites 

inactifs qui ne peuvent plus bloquer la synthèse d'ADN. 

Il est particulièrement important de s'intéresser à l'expression de ce gène dans les 

leucémies induites par le rétrovirus Graffi. D'une part, Cda est fortement exprimé dans 

les leucémies érythroïdes induites par le rétrovirus Graffi. D'autre part, des études 

montrent une corrélation entre les leucémies mégacaryoblastiques (AMKL) des patients 

atteints du syndrome de Down et une plus faible expression de Cda. En effet, il est connu 

depuis de nombreuses années que les patients atteints du syndrome de Down et d'une 

leucémie mégacaryoblastique répondaient mieux au traitement alors que les patients non 

atteints du syndrome de Down et souffrant du même type de leucémie avaient de très 

faibles chances de guérison (Hitzler 2005). Cela semble être corrélé à une moins forte 

expression de Cda et une moins forte activité de la protéine dans les leucémies AMKL 

des patients souffrant du syndrome de Down (Ge et al. 2005). Gatal est muté uniquement 

dans les leucémies AMKL des patients souffrant du syndrome de Down (Hitzler 2005). 

Une étude suggère alors également fortement une corrélation entre Gatal et Cda: Gatal 

sauvage stimulerait l'expression de Cda (Ge et al. 2005). Ainsi il est important d'observer 

précisément l'expression de Cda dans les leucémies Mk induites par le rétrovirus Graffi et 

de vérifier également s'il existe une corrélation entre l'expression de Gatal et Cda 

globalement dans tous les échantillons leucémiques. D'après les résultats des micropuces, 

l'expression de Cda ne semble pas corrélée à celle de Gatal mais une validation RT-PCR 

sur d'autres échantillons est nécessaire. Il serait très intéressant de connaître les facteurs 

de transcription qui régulent l'expression de Cda car cela peut être très important pour 

améliorer la sensibilité aux thérapies des leucémies érythroïdes et mégacaryoblastiques 

hwnaines qui sont associées à de très faibles chances de guérison. 
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4.S.2.S.3.6. Rabgefl (RAB guanine nucleotide exchange factor (GEF) 1) 

Le gène est situé sur le chromosome S chez la souris et les protéines souris et humaines 

partagent 9S% d'homologie.Les protéines 'GEF' (guanine nucleotide exchange factor) 

ont comme rôle d'activer les protéines de la famille RAS. Les protéines RAB font partie 

de la famille RAS et elles sont impliquées dans le contrôle du trafic vésiculaire à 

l'intérieur des cellules. Rabgefl (Rabex-S) interagit avec les protéines de la sous-famille 

RABS qui incluent RABS, RAB21 et RAB22 (Mattera et a. 2006). La sous-famille RabS 

semble impliquée dans la fusion des vésicules avec les endosomes. 

Le résultat des micropuces montrent que, parmi les gènes de la sous-famille RabS, 

Rab22a est celui qui est spécifiquement exprimé dans les leucémies érythroïdes induites 

par le rétrovirus Graffi (tableau 4.17). 

On peut donc émettre l'hypothèse que Rabgefl active spécifiquement Rab22a dans les 

leucémies érythroïdes induites par le rétrovirus Graffi. Rab22 localise avec les endosomes 

ainsi qu'avec le trans-Golgi et son rôle probable serait de réguler le transport entre le 

trans-Golgi et les endosomes. Il est connu que Rabgefl est exprimé dans les cellules 

mastocytaires où il joue sur la dégranulation. Il semble être régulé par ubiquitination 

(Mattera et al. 2006). Ni Rabgefl ni Rab22a n'ont encore été rapportés spécifiques de la 

lignée érythroïde et/ou des leucémies érythroïdes et il serait donc intéressant de 

poursuivre l'étude fonctionnelle des protéines codées par ces 2 gènes. 



203 

4.5.2.6. Gènes spécifiques des leucémies érythroïdes et 
mégacaryocytaires 

La dernière analyse concernant les leucémies non-lymphoïdes présentée dans ce 

chapitre est celle correspondant aux gènes spécifiques des échantiUons érythroïdes et 

mégacaryoblastiques. 2077 probesets ont passé les critères de l'analyse SAM et le tableau 

correspondant (appendice 1) en présente les 50 premiers. Les 50 premiers probesets 

codent 32 gènes. 

Deux gènes (Trfr2, Tall) sont déjà connus en relation avec la lignée érythro- et 

mégacaryocytaire.Tall (rang 6) n'est autre que Sel (tableau 4.5). Trf2 (rangs 1 et 2) 

ressemble à Trfl, récepteur 1 de la transferrine (CD71), impliqué dans le transport du fer 

à l'intérieur de la cellule. La distribution tissulaire de TFR2 est différente de celle de 

TRFI suggérant un rôle unique. L'expression de Trf2 diminue durant la différenciation 

érythroïde (Trinder et al. 2003), ce qui est en accord avec le résultat des micropuces avec 

une surexpression de ce gène par rapport au contrôle érythroïde. L'expression a aussi été 

détectée sur les plaquettes humaines bien que son rôle n'ait pas été étudié (Hannuksela et 

al. 2003). 

Sept gènes sont associés à la lignée érythrocytaire: 

Sox6 (rangs 5, 14, 26, 46): facteur de transcription impliqué dans l'érythropoïèse 

(survie des cellules érythroïdes, prolifération, différenciation tenninale, régulation du 

gène de la globine, Cohen-Barak et al. 2007). 

Spnal (rangs 10, Il): spectrine, composant majeur du squelette des globules rouges. 

Des mutations du gène peuvent conduire à la sphérocytose. 

Aq9 (rangs Il,43): augmente avec la différenciation érythroïde, pennet l'ingestion de 

glycérol par les globules rouges (Liu et al. 2007). 

Rhag (rang 12): protéine membranaire à la surface des globules rouges (Rhésus). 

Podxl (rang 13): sa fonction n'est pas très connue, l'érythropoïétine peut induire son 

expression dans les cellules de la moelle osseuse (Sathyanarayana et al. 2007). Son 

expression est aussi corrélée à l'agressivité de certains cancerS. 

NtSc3 (rang 17): sa présence dans les érythrocytes est connue. Une mutation de ce gène 

peut entraîner une anémie hémolytique. 
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Dyrk3 (rang 28): sa présence dans les érythrocytes est connue mais sa fonction n'a pas 

été étudiée (Zhang et al. 2005). 

Trois gènes sont connus dans la lignée mégacaryocytaire. 

Rab38 (rangs 19, 48): est connu pour réguler les granules denses plaquettaires et il est 

aussi associé au syndrome hémorragique de Hennanslà-Pudlak (Di Pietro and Dell 

Angelica, 2005). 

Gp5 (rang 16): CD42d forme le facteur de Willebrand avec d'autres glycoprotéines 

plaquettaires (récepteur au fibrinogène). 

Rab27b (rang 27): a un rôle dans la sécrétion des plaquettes (Tolmachova et al. 2007). 

Certains autres gènes de ce tableau n'ont pas de fonction connue et il serait pourtant 

intéressant de les étudier. 

Quatre gènes qui ne sont pas reliés à la lignée érythrocytaire ou mégacaryocytaire 

méritent d'être étudiés. II s'agit de Ptpnl2 (protéine tyrosine phosphatase, mobilité, 

oncogenèse), Alox5 (augmenté dans les cancers, synthèse des leucotriènes), Ptger 

(récepteur couplé aux protéines G) et Aldhlal. Ce dernier est particulièrement intéressant. 

II se trouve au rang 3 du tableau. II est surexprimé avec la même intensité dans les 

écbantillons E et Mk et sous-exprimé de façon égale dans les autres échantillons. Ce gène 

code pour la seconde enzyme de l'oxydation de l'alcool et permet la conversion du rétinol 

en acide rétinoïque (agissant sur la protéine RARa). II a été récemment identifié que ce 

gène est exprimé par les cellules souches hématopoïétiques et il est maintenant un 

marqueur de ces cellules souches. La protéine codée est reconnue maintenant comme un 

régulateur clé de la différenciation des cellules souches (Chute et al. 2006). 

Au-delà des 50 premiers probesets, l'oncogène Pim-l apparaît spécifique des 

leucémies érythroïdes et mégacaryoblastiques et le ratio leucémies érythroïdes versus 

contrôle ne montre pas de changement significatif (non montré). Pim-l est une sérine / 

thréonine Iànase cytoplasmique souvent dérégulée dans les leucémies. Son rôle normal 

dans l'érytbropoïèse (Chioccbetti et al. 2005) et la mégacaryopoïèse (Kim et al. 2002) 

reste flou. 

Les gènes présentés dans ce tableau représentent les gènes communs aux leucémies 

érythroïdes et mégacaryoblastiques induites par le rétrovirus Graffi. II est impossible de 

conclure que ces gènes sont normalement exprimés dans les lignées, érythroide ou 
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mégacaryocytaire, non leucémiques. Ce tableau traduit certainement la promiscuité 

existante entre la lignée érythrocytaire et mégacaryocytaire qui provoque J'apparition de 

caractères biphénotypiques lors de la cancérisation à partir d'un progéniteur érythroïde, 

mégacaryocytaire ou bipotent. Plusieurs exemples (notamment El et Mk3, et chapitre fi) 

ont permis de voir le caractère souvent biphénotypique des leucémies érythroïdes et 

mégacaryocytaires induites par Je rétrovirus Graffi. Ce phénomène cependant semble 

aussi observé chez l'humain, les lignées cellulaires obtenues à partir de ces 2 types de 

leucémies (AM6 ou AML7) montrent souvent des caractères biphénotypiques. Les gènes 

identifiés dans ce tableau n'en sont pas moins intéressants à étudier. 

4.5.3. Analyse ciblée sur les leucémies lymphoïdes 

Cette section présente l'analyse des résultats des micropuces ciblée sur l'analyse des 

leucémies lymphoïdes. Les résultats pour les leucémies T sont présentés en premier, 

suivis de l'analyse des résultats pour les leucémies B, des résultats pour les gènes 

communs des leucémies T et B et quelques exemples de gènes sélectionnés pour être 

validés par RT-PCR. 

4.5.3.1 Les leucémies T 

4.5.3.1.1. Rappel des caractéristiques des leucémies T 

Les leucémies T induites par le rétrovirus Graffi sont très hétérogènes. Suivant les 

marqueurs phénotypiques utilisés, 3 groupes se distinguent: CD4+CDS+, CD4+CDS- et 

CD4-CDS+. Les phénotypes CD4+CDS+ et CD4+CDS- sont les plus fréquents. 

L'hétérogénéité ne repose pas seulement sur les marqueurs CD4 et CDS. Par exemple, on 

observe des leucémies réarrangées pour les récepteurs des cellules T et des cellules B et 

d'autres non réarrangées (chapitre II). 

Un autre élément caractérisant les leucémies T induites par le rétrovirus Graffi est que 

2 populations co-existent souvent dans l'organisme des souris souffrant de ce type de 

leucémies: une population CD4+CDS+ et CD4+CDS-, ou une population CD4+CDS+ et 

CD4TDS+. On ne retrouve jamais la co-existence des phénotypes CD4+CDS- et CD4
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CD8+. On peut penser que dans les 2 populations co-existantes, le phénotype CD4+CD8+ 

est le plus immature. 

Afin de réaliser les micropuces, une leucémie de chaque type a été choisie: Tl 

(CD4+CDS+), 1'2 (CD4-CDS+), T3 (CD4+CDS-). Chacune des populations leucémiques 

était unique dans l'organisme des souris dont elles provenaient. Ces 3 phénotypes ont été 

choisis intentionnellement parce qu'ils sont distincts. Ainsi cela augmente la potentialité 

que les gènes communs entre les 3 types de leucémies T représentent de façon plus 

absolue ce type de leucémie, et cela permet également de mieux trouver les gènes 

spécifiques des autres types de leucémies. 

Le contrôle (CT) est constitué de cellules du thymus triées avec CD4+ et CDS;. Il s'agit 

très majoritairement de cellules CD4+CDS+ (97%) avec une petite population de 

CD4+CDS et CD4-CDS+. On peut s'attendre à ce que le contrôle ait plus de similitudes 

avec la leucémie Tl portant le même phénotype. 

4.5.3.1.2. Vérification des phénotypes de Tl, T2, T3 

Le tableau ci-dessous (tableau 4.IS) présente l'expression des marqueurs CD3, CD4 et 

CDS par les échantillons leucémiques. 

Tableau 4.18: Phénotypes des leucémies T 

Comme on peut le voir sur le tableau, le gène Cd4 est bien surexprimé de façon 

spécifique par Tl, T3 et CT. CdS est exprimé spécifiquement par Tl, 1'2 et CT. On peut 

voir aussi que les thymocytes (CT) montrent une expression plus forte des marqueurs par 

rapport aux échantillons leucémiques. 
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Les analyses des micropuces permettent également d'identifier d'autres marqueurs 

spécifiques (CD: Cluster of Differentiation) sur-exprimés dans TI, 1'2 et T3. Il s'agit de 

Cd6, Cd2, Cd5, Cd160, Cd28 et Cd96 (appendice A). Ils sont tous connus pour être 

exprimés à la surface des lymphocytes T (Wang et al. 1992, Starling et al. 1996, Wakkacb 

et al. 200 l, Bour-Jordan et Blueston 2002, Raman 2002, Tsujimura et al. 2006). Parmi 

ces différents marqueurs, Cd6 et Cd28 sont les plus spécifiques des leucémies T induites 

par le rétrovirus Graffi. 

Cd160, surexprimé dans les 3 leucémies T, est intéressant car il est normalement peu 

exprimé par les cellules T normales. En effet, Cdl60 est seulement exprimé par les 

cellules T yo et une sous-classe de cellules CD4TD8+ chez l'humain et la souris 

(Tsujimura et al. 2006). Effectivement, il n'est pas exprimé par les thymocytes doubJe

positifs (contrôle CT). En revanche, il est exprimé dans les 3 types de leucémies. Il serait 

intéressant d'étudier son expression dans un échantillonnage plus grand de leucémies T et 

notamment de leucémies T humaines. 

4.5.3.1.3. Gènes surexprimés dans les leucémies T 

A l'issue de l'analyse SAM, 1472 probesets ont passé les critères d'une valeur p 

inférieure à 0,01 et une valeur de FDR inférieure à 0,20. 

Le tableau 27 (p. 302-3) montre les 50 premiers probesets. Ils correspondent à 35 gènes. 

Parmi ces 35 gènes, 22 codent pour des protéines dont le rôle dans les lymphocytes Test 

connu. Il s'agit majoritairement pour ces 35 gènes de récepteurs membranaires ou de 

protéines impliquées dans la transmission du signal. Plus précisément, on retrouve tous 

les composants du complexe TCR/CD3 qui reconnaît les antigènes et transmet le signal 

d'activation à l'intérieur de la cellule (chaînes cr et p du TCR et chaînes p, 1>, y, c, ç de 

CD3). La voie de signalisation du TCR est illustrée sur la figure 4.12 et les gènes cités ci

dessus sont encadrés en rouge. Zap70 et Lck codent aussi pour 2 protéines très 

importantes pour la transmission de signaux des cellules T (figure 4.12). Elles se 

retrouvent au rang 460 pour Lck, et 129 et 1470 pour Zap70 des gènes spé<:ifiques des 

leucémies T (non montré). Ceci signifie que des résultats significatifs peuvent être 

trouvés même dans les rangs inférieurs de la liste issue de l'analyse SAM et donc que le 

critère de sélection prenant une valeur p inférieure à 0,01 semble être adéquat. 
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Tcn, Tcrim, GataJ, Itk, que l'on retrouve dans les rangs 1,3, 10 et Il respectivement 

de l'analyse SAM, ont également un rôle relié à l'activation du TCR (Oosterwegel et al. 

1991, Kirchgessner et al. 2001, Grasis et al. 203, Hemandez-Hoyos et al. 2003). 
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Figure 4.12: Gènes impliqués dans la voie de signalisation du TeR (récepteur des 
cellules T). Les gènes encadrés en rouges sont spécifiquement surexprimés dans les 
leucémies T induites par le rétrovirus Graffi. 

Une autre donnée importante est la comparaison de chaque leucémie T avec le contrôle 

(CT) (appendice J, colonnes 'Tl-C', 'TI-C', 'T3-C'). Dans les 50 premiers probesets, 7 

gènes sont surexprimés par rapport au contrôle dans les 3 conditions (Tcrg-7, 

1700017B05Rik, Glakl, 2010lü0012Rik, Pomcl, Mphos9, 1500009L16Rik) et 7 gènes sont 

sous-exprimés dans toutes les conditions (Tcn, CD3z, CamK4, Thyl, E430004N04Rik, 
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Cd6, Tnfrsfl). Les autres gènes ne présentent pas de variations significatives par rapport 

au contrôle. 

Le contrôle T (les thymocytes) sont dans un état immature. Le fait que l'expression des 

gènes caractéristiques de la lignée T (cités plus haut), soient sous-exprimés dans les 

leucémies par rapport au contrôle laisse supposer que les leucémies sont tout de même 

dans un état plus immature que le contrôle. Le contrôle idéal devrait en fait être constitué 

de 2 échantillons, un échantillon de cellules contrôles immatures et d'un échantillon de 

cellules contrôles matures afin de bien interpréter les résultats des ratios leucémie versus 

contrôle. On peut supposer que les oncogènes se trouvent majoritairement dans les gènes 

surexprimés dans les leucémies par rapport au contrôle. Cependant, on ne peut négliger 

que certains gènes qui bloquent la différenciation et qui sont normalement exprimés dans 

les cellules immatures se trouvent certainement dans la fraction inchangée du ratio 

leucémie versus contrôle 

Parmi les gènes spécifiques des leucémies T et surexprimés par rapport au contrôle, 

voici l'exemple de 5 gènes qui suscitent de l'intérêt et dont l'étude de fonction pourrait 

certainement apporter de nouvelles connaissances concernant la lignée T ou le processus 

de leucémogenèse de la lignée T. Ces gènes sélectionnés sont situés majoritairement au

delà des 50 premiers probesets. En effet, au-delà des 50 premiers probesets, les résultats 

des ratios sont encore très convaincants et beaucoup de gènes ne sont pas connus en 

relation avec la lignée T. 

Mphos9 fM-phase phosphoprotein 9): semble impliqué dans le cycle cellulaire 

(Matsumoto-Taniura et al. 1996). 4 probesets sur 4 sont présents dans le tableau 

(rangs 47,50,69,82) et peu de choses sont connues globalement sur ce gène. 

JosdJ (Josephin domain contain 3): 7 probesets sont présents dans la liste (rangs 78, 

110, 134, 167, 181, 418, 433). Extrêmement peu de choses sont connues sur la 

fonction de la protéine correspondante. Une vérification doit se faire sur l'existence 

d'un homologue chez l'humain. 

Naplll (nucleosome assembly protein l-like 1): 8 probesets sont dans la liste 

(rangs 130, 173, 227, 607, 623, 648, 942), la protéine correspondante est peu connue 

et présente 98% homologie avec l'humain. La famille des NAP (nuclesome assembly 

protein) semble être impliquée dans la régulation de l'expression génique. 
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Gsptl (Gl to S phase transition 1): la protéine est peu connue mais probablement 

impliquée dans la régulation du cycle cellulaire et de la croissance cellulaire, et 

présente 87% homologie avec l'humain. Les 2 probesets sont aux rangs 154 et 701. 

En fait, beaucoup de gènes suscitent de l'intérêt et on peut encore citer Tmem20, 

TmedS, Fibulinl, Rgs3, Thynl, RAB33A, Bxdcl, Ankrd26. De plus, d'autres gènes qui 

sont spécifiques des T sans qu'il y ait une surexpression par rapport au contrôle peuvent 

aussi être d'un grand intérêt comme par exemple Morc (zinc fmger, cycle cellulaire, peu 

connu), Eif3s6 (Int6, site d'intégration du virus MMTV, facteur de transcription) et 

latrophilinl (activité de récepteur, transmission de signal, récepteur couplé aux protéines 

G). 

Certains gènes ont été sélectionnés pour être validés par RT-PCR et leurs caractéristiques 

sont présentées dans la section 4.5.3.3. 

4.5.3.1.4. Différences entre Tl, TI, TI 

Les 3 leucémies T sont hétérogènes et il est nécessaire d'étudier leurs différences. Les 

probesets montrant des variations significatives entre ces 3 leucémies ont été sélectionnés. 

Les probesets ont été classés selon les valeurs décroissantes de l'écart-type et les 3000 

premiers probesets ont été sélectionnés. 

Une analyse SOM ainsi qu'un cluster hiérarchique ont alors été effectués incluant 

également le contrôle (figure 4.13 A). Ces résultats montrent que Tl (CD4+CD8) et TI 

(CD4TD8+) se ressemblent alors que T3 (CD4+CD8-) est plus distant. CT (CD4+CD8+) 

est plus proche de Tl et TI, mettant TI encore plus en retrait. La figure 4.13.B illustre 

une analyse SOM effectuée avec les 3 leucémies T. Cette analyse montre les gènes 

spécifiques de chaque leucémie par rapport aux autres (Tl, TI, T3) et les gènes communs 

entre Tl et T2 et TI et T3. Ces résultats n'auraient pas pu être prédits par le phénotype 

des leucémies. 

Le fait que la leucémie T3 soit si différente de Tl, TI et CT nécessite qu'une analyse 

additionnelle prenant en compte Tl et TI seulement soit réalisée. Cela va permettre 

d'approfondir la signature moléculaire de Tl et TI. Le tableau correspondant (appendice 

K) montre le résultat de cette analyse pour les 50 premiers probesets. Une analyse SAM 



211 

n'ayant pas pu être effectuée (le minimum d'échantillons dans un groupe étant 3), les 

probesets ont été ordonnés par rapport aux ratios d'expression. 

Parmi ces 50 premiers probesets présentés, beaucoup sont déjà connus en relation avec 

la lignée T. Ils attestent de l'état immature des leucémies TI et TI. 

Parmi ceux-là, un gène n'est pas encore relié ni à la lignée T ni aux leucémies T et il 

serait très intéressant de l'étudier. Il s'agit de Hdgfrp3 (rangs 16,25,46). Il semble être 

un oncogène potentiel parce que la famille des Hdgf (Hepatoma derived growth factor) a 

des caractéristiques mitogéniques. Ce sont des protéines nucléaires capables de lier la 

chromatine. Il a été choisi pour être validé par RT-PCR. 

A B 

CT+T1+T2
 

Figure 4.13: Différences entre Tl, TI et T3.(A) C/uster hiérarchique réalisé avec Tl, 
T2, T3 et CT. (B) Analyse SOM réalisée avec Tl, T2 et T3. La couleur rouge correspond 
à une surexpression et une couleur verte à une sous-expression par rapport à la moyenne 
des leucémies. 
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Beaucoup de résultats intéressants se trouvent aussi au-delà des 50 premiers probesets 

(gènes non connus en relation avec la lignée T). On peut citer par exemple Elav4 (liaison 

aux acides nucléiques, régulation de la différenciation neuronale) et Heyl (facteur de 

transcription, liaison à l'ADN) qui pourraient aussi être très vraisemblablement des 

oncogènes impliqués dans la leucémogenèse de la lignée T (non montré). En conclusion, 

cette analyse additionnelle apporte de nombreuses données intéressantes qu'il est 

nécessaire de valider sur un plus grand nombre d'échantillons. 

4.5.3.2. Les leucémies B 

Les leucémies B induites par le rétrovirus Graffi sont assez hétérogènes similairement 

aux leucémies T. Leur phénotype commun est CDI9"'B220+ mais elles peuvent être 

B20010w, Sca-l +01>-. De plus, elles peuvent posséder un réarrangement du BCR ou non et 

certaines montrent même un réarrangement du TCR (chapitre II). Afin de réaliser les 

micropuces, 3 leucémies ont été choisies (B l, B2, B3). Elles sont toutes CD19+B220+ 

mais B3 est également positive pour Sca-l. Le contrôle (CB) correspond aux cellules B 

spléniques. Les 3 leucémies ainsi que le contrôle ont été triées avec CDI9. 

4.5.3.2.1. Vérification des phénotypes 

Le tableau 4.19 présenté ci-dessous permet de vérifier les phénotypes. 

Tableau 4.19: Vérification des phénotypes des leucémies B 
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Ainsi, l'analyse des micropuces confinne que les 3 leucémies sont CD 19+, Blet B2 

sont également B220+ et B3 B2201ow
• B3 est la seule à exprimer Sca-l. Sca-I est exprùné 

par les progéniteurs hématopoïétiques mais, dans le cas de la lignée B, il est en fait un 

marqueur des cellules B matures (pflugh et al. 2002). De ce fait, on peut voir que le 

contrôle B exprime Sca-I de manière abondante. On peut alors penser que B3, 

phénotypiquement différente de Blet B2 est peut-être dans un état plus différencié que 

les 2 autres leucémies. La plus grande similitude entre BI et B2 est visible sur le cluster 

hiérarchique global (figure 4.6.C). Cependant l'analyse en composantes principales 

(figure 4.5A) montre que les leucémies B sont tout de même plus proches entre elles que 

les leucémies T. 

Il est à remarquer dans le tableau ci-dessus, que Ptprc (B220), Cd 19 et Ly6a (Sca-I) 

sont aussi exprimés dans d'autres échantillons bien que plus faiblement alors que cela 

n'avait pas été détecté par l'analyse de cytométrie en flux. Il se peut que l'ARNm soit 

exprimé mais que les protéines ne soient pas à la surface (restent cytoplasmiques ou pas 

dans une forme active). Il faut noter pour Ptprc, qu'il existe des cellules T non 

conventionnelles extra-thymiques CD3+yoCD4-cD8-B220+ dans des souris déficientes ou 

atteintes de malaria (Bakir et al. 2006). Ces résultats peuvent également être interprétées 

comme dus à la transfonnation leucémique qui conduit souvent à l'expression de 

marqueurs aberrants notamment pour les échantillons Ml<. 

D'autres antigènes de surface sont exprimés par les échantillons leucémiques B. Il 

s'agit notamment de Cd22, Cd36, Cd37, Cd38, Cd52, CdS3, Cd79a et b, Cd244 (voir 

appendice A). Tous ces antigènes exceptés Cd244 (spécifiques des cellules NK) sont 

connus pour être exprimés par les cellules B (Rutella et al 1999, Erickson et al. 1996, 

Schwartz-Albiez et al 1988, Oliver et al. 1997, Kubota et al 1990, Olweus et al 1993, 

Nakajima et Colonna, 2000). Cd36 est un marqueur spécifique des leucémies B car il 

n'est pas exprimé par les cellules B normales humaines et peu par les cellules B nonnales 

murines (Rutella et al. 1999). Son expression est même associée à de faibles chances de 

guérison (Rutella et al. 1999). Concernant Cd244, il serait intéressant de vérifier son 

expression dans d'autres échantillons de leucémies murines et humaines car en cas de 

positivité, il pourrait constituer un nouveau marqueur de leucémies B. 
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4.5.3.2.2. Gènes surexprimés par les leucémies B 

Une analyse SAM a été effectuée sur Je même principe que décrit précédemment afin 

d'identifier les gènes spécifiques des leucémies B. 1636 probesets ont passé le critère 

d'une valeur p inférieure à 0,01 et un FDR inférieur 0,20. Le tableau correspondant 

(appendice L) présente les 50 premiers probesets. À ces valeurs d'expression ont été 

ajoutées les valeurs du ratio de chaque leucémie B versus le contrôle ('B l-C', 'B2-C', 

'B3-C'). Comme le contrôle correspond à des cellules B spléniques matures, les 

leucémies sont donc très probablement dans un état plus indifférencié que le contrôle. 

Ainsi les gènes surexprimés par rapport au contrôle comprennent les oncogènes potentiels 

ainsi que les marqueurs spécifiques des progéniteurs B. 

Les 50 premiers probesets correspondent à 36 gènes. Parmi ceux-là, de nombreux 

gènes sont déjà connus et attestent du stade pro-B tardif des cellules leucémiques. Ainsi 

on retrouve les gènes Vpreb, IglII (lambda 5), les gènes codant pour la chaîne lourde des 

immunoglobulines (Ighg, Igh6) ainsi que Cd79a et b, qui ensemble forment le pre-BCR 

(LeBien 2000). Les gènes EbfI, Il7R, BstI, Foxpl, Enpep, E2A (Tcfe2a), E2.2 (Tcf4), 

témoignent aussi du stade pro-B. Lors du développement des cellules B, la formation du 

pre-BCR va déclencher plusieurs évènements qui vont être: 1) la suppression de 

l'expression de Rag-l et Rag-2; 2) la prolifération des pro-B; 3) la réexpression de Rag-l 

et Rag-2 permettant l'initiation du réarrangement de la chaille lourde. 

D'autres gènes vont attester de J'état cancéreux des échantillons avec un grand nombre 

de gènes impliqués dans le cycle cellulaire et qui sont surexprimés par rapport au contrôle: 

par exemple l'oncogène Myb, les cyclines A2, BI, B2, ainsi que Cdcal, a2, aS, aS (ceU 

division cycle associated genes) (non montré). 
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Le tableau ci-dessous (tableau 4:20) montre l'exemple de 17 gènes intéressants de par
 

leur patron d'expression et leurs fonctions.
 

Tableau 4.20: Exemple de gènes d'intérêts pour les leucémies B:.
 
,l!J ,l!J 

c ,l!J'0 '" .. ..:a '0 
C c :l 

Q ..c'" (j '0 Q .... .. ... ...
:l ..,c ... Co Q ..,..C .. ,l!J.. :l ~ ..::1 '0 ."'0 ::1..... ..c 

:3 ..'" ::; Oi ~e Q'0... Q ... C < ':" 
Q C Co ... en Co ~ 
1 Pcmtdl 7 21,66,68,75,83,97,339 19 <0,001 0,01 métbyl-transférase, enzyme de réparation
 

2 Spredl 6 322,355~7~799~~1 7,2 <0,001 0,04 inbibition de la voie RaslRafMapK
 
3 C430010P07Rik 5 132,136,139,539,1358 9,8 <0,001 0,02 rôle inconnu
 
4 Elovl6 5 30,33,91,105,1079 17 <0,001 0,01 élone;atiou des acides e;ras
 
5 Gfra2 4 15,19,296,357 20 <0,001 0,01 réceoleur neuronal, IT:tnsmission du sie;oal
 

6 Gfral 4 150,263,1151 9,4 <0,001 0,02 réceoteur neuroual, transmissiou du sie;nal
 
7 Dvrk2 4 135, 192,198,277 9,8 <0,001 0,02 transmission du sÏ2nal, croissance
 

8 Ehd2 4 138,144,237,1256 9,7 <0,001 0,02 endocytose, s~nalisation
 

9 Rrm2b 4 347,465,555,626 7 <0,001 0,04 réplication, réparation de l'ADN
 

10 Ndta 2 16,26 20 <0,001 0,01 sÏl!llalisation, aoontose
 
11 Serpinfi 2 18,51 19 <0,001 0,01 anti-an2Ïlll!.enèse
 

12 RapeefS 2 35,42 16 <0,001 0,01 développement, sÏl!llalisation
 

13 Gpm6a 2 38,41 15 <0,001 0,01 développement neuroual, sÏl!Dalisation
 

14 Csrp2 1 9 23 <0,001 0,01 dévelppement, différeuciation cellulaire
 

15 Amtl2 1 13 22 <0,001 0,01 facteur de trauscription sÏl!llalisation
 
16 Gtsel 1 53 14 <0,001 0,01 Icvke cellulaire, apoptose
 

17 Ckap2 1 1404 4,1 0,007 0,14 cvke cellulaire, auoptose
 

'" 

Ces gènes ne sont pas encore connus en relation avec la lignée B. Ils montrent tous une 

surexpression par rapport au contrôle. Leur fonction semble en général reliée au 

processus du cancer (signalisation, cycle cellulaire, apoptose, angiogenèse). Les premiers 

gènes listés dans le tableau (de 1 à 9) sont représentés par 4 probesets et plus, excluant le 

fait qu'il puisse s'agir de faux-positifs. 

Parmi eux, seul Elovl6 (gène candidat 4) ne semble pas avoir une fonction oncogénique. 

En effet la protéine correspondante semble agir dans l'élongation des chaînes d'acides 

gras (Moon et al.2001). Cependant cette protéine est très peu connue, et le patron 

d'expression indique une spécificité certaine pour les leucémies B induites par le 

rétrovirus Graffi, cela mérite une investigation grâce à d'autres modèles. 

Le gène candidat 3, C430010P07Rik, est représenté par 5 probesets, et est surexprimé 

d'un facteur en log2 de 3 par rapport au contrôle. Il s'agit d'une opportunité de révéler la 

fonction de ce gène encore inconnu qui a un rôle certain dans la lignée B que ce soit dans 

le développement normal ou cancéreux. Gfral et 2 (gènes candidats 5 et 6) sont 
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intéressants car ils codent pour un récepteur membranaire (Jing et al. 1997) qui 

potentiellement pourrait devenir un nouveau marqueur de surface ainsi que la cible de 

thérapie avec des anticorps bloquants. 

Les autres candidats (Pcmtd l, Spred l, Dyrk2, Ehd2, Rnn2b) semblent de par 

l'annotation fonctionnelle avoir très probablement un rôle oncogénique (OeVry et al. ) 

Un bon nombre de ces candidats est situé au-delà des 50 premiers probesets, montrant 

que les résultats sont également pertinents au-delà de ce qui est montré dans ce chapitre. 

4.5.3.2.3. Gènes communs aux les leucémies T et B 

Un dernier a"pect de l'analyse des leucémies lymphoïdes est la possibilité d'identifier 

les gènes spécifiques des leucémies T et B versus les autres types de leucémies et les 

gènes communément surexprimés dans les leucémies T et B par rapport à leur contrôle 

respectif. 2503 probesets ont passé le critère d'une valeur p inférieure à 0,01 et un FOR 

inférieur à 0,20. Les 100 premiers probesets correspondent à 81 gènes. Parmi ceux-là, 

40% sont surexprimés par rapport aux contrôles T et B, 49% sont surexprimés dans les 

leucémies B versus le contrôle B seulement et 1J% sont sous-exprimés à la fois dans les 

leucémies B et T par rapport à leurs contrôles. Le pourcentage (49%) de gènes qui 

difIerent entre les leucémies Tet B s'explique par le fait que le contrôle T est immature 

(thymocytes) alors que le contrôle B (cellules B spléniques) est mature. Le tableau 

correspondant (appendice M) montre les 50 premiers probesets. 

Le tableau ci-dessous montre l'exemple de 6 gènes intéressants. 

Tableau 4 21' Exemples de gèoes spécifiques des leucémies T et B 

li 
li" ~ 

~ "fi e 0 
Q Co ... ...... 
~ 

" 
~ 

" Co 0.. " ~ 'l' .,~ "" ~ 

u 

~ "" ~ "" Oi" .,"" 8 8 Q 

" 
Cl< 

.
U 

.. ·· 0 0 ~ Q ~ t- ~ · Q Q E ~ ... di ...l ...l 
Etv5 3 27, 113. 196 9,9'" <0,001 <0.01 '"' + developoement, régulation de la transcription 

Edaradd 3 46,69,468 8,7 <0.001 <0,01 , +-. ~ fonction inconnue 
Dtl 6 135,145,1335,1584,219 6,6 <0,001 <0.01 + f oncogéne, développement 

Jakmipl 4 4,26,71,239 12,7 <0.001 <0,01 - +- - t- signalisation 
Abliml 2 16,32 10.9 <0,001 <0.01 +- +- signalisation 
Rala 2 35,966 9,6 <0,001 <0,01 +- +- -1 , signalisation 

.: leucémies T- contrôle, ••: lencémies B-contrôle, ···:spécifiQues des leucémies T..... : spécifiQues des leucémies B 
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Trois d'entre eux sont surexprimés à la fois dans les leucémies et par rapport aux 

contrôles (EtvS, Edaradd, Dt!) et 3 sont surexprimés dans les leucémies mais pas par 

rapport aux contrôles. EtvS (Erro) est un facteur de transcription Ets et son expression 

dans les leucémies T n'est pas connue (gène sélectionné pour validation RT-PCR, section 

4.5.3.3). Dtt est un oncogène connu notamment dans le cancer du foie (Pan et al. 2006) 

mais il n'a pas été encore rapporté dans les leucémies. Jakpmipl est une tyrosine kinase 

de la famille Jak (gène sélectionné pour validation RT-PCR, section 4.S.3.3). La protéine 

codée par Ablim 1 répond à un signal en agissant sur les protéines du cytosquelette et est 

impliquée dans la morphogenèse et la différenciation (Roof et al. 1997). Rala est une 

protéine G similaire à Ras qui voyage entre le cytoplasme et le noyau pour transmettre un 

signal. Son rôle oncogénique est connu (Lim et al. 200S). Aucun lien avec les 

lymphocytes n'avait encore été réalisée. MycN et Cdk6 sont les 2 gènes les plus 

augmentés dans les deux types de leucémies par rapport à leurs contrôles respectifs 

(moyenne de S,21 et 3,9S) mais ne sont pas spécifiques des leucémies T et B (non 

montré). Finalement certains marqueurs exprimés par les leucémies T et B sont CdS, Cd2, 

Cd26, Cd38 ainsi que le récepteur à l'IL7. 

4.5.3.3. Gènes sélectionnés pour validation par RT-PCR 

Certains gènes spécifiques des T et des T+B ont été sélectionnés pour être validés par 

RT-PCR. Il s'agit de 4 gènes spécifiques des leucémies T (Fblnl, Bmp7, Rgs3, Hdgfrp3) 

et 2 gènes spécifiques des leucémies T et B (EtvS, Jakmipl). Le résumé des 

caractéristiques de ces gènes est présenté ici. 

4.S.3.3.1. Fblnl (Fibulin 1) 

La fibuline 1 est localisée sur le chromosome 1S chez la souris et la protéine 

correspondante partage 72,S % d'homologie avec la protéine humaine. La fibuline 1 est 

une protéine extracellulaire multifonctionnelle. Elle interagit avec les protéines de la 

matrice extracellulaire étant alors responsable de l'adhésion cellulaire. Elle est donc 

exprimée par les membranes basales de la plupart des tissus (Roark et al. 1995). Elle est 

impliquée dans le développement cardiaque, dans la signalisation impliquant des facteurs 
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de croissance (Perbal et al. 1999). De nombreuses études montrent aussi une relation avec 

les néoplasies humaines, surtout les cancers du sein et de l'ovaire (Greene et al 2003). 

Son expression dans ces types de cancer semble être liée à de plus grandes probabilités de 

guérison et cette protéine semble avoir un effet négatif sur la croissance tumorale (Qing et 

al. 1997). 

Une publication montre que l'expression de Fblnl par les cellules stromales de la 

moelle osseuse est régulée par les glucocorticoïdes. De plus, la fibuline 1 se lie à la 

fibronectine, qui est connue pour réguler la prolifération et la différenciation des cellules 

souches et progéniteurs hématopoïétiques (Gu et al. 2001). Aucune infonnation ne 

semble exister quant à l'expression très abondante de Fblnl dans les leucémies de type T 

ou les lymphocytes T. Il serait donc intéressant de voir queUes caractéristiques sont 

apportées aux cellules par son expression abondante. On peut penser à des différences 

dans la migration, l'adhérence, la prolifération régulée par des signaux externes. Une 

autre hypothèse peut être une sensibilité différente à la thérapie. En effet, une étude 

montre que l'agent anti-cancéreux doxorubicine augmente l'expression de fibuline 1 qui à 

son tour est responsable de la résistance des cellules à cet agent thérapeutique (Pupa et al. 

2007). 

4.5.3.3.1.2. Bmp7 (bone morphogenetic protein 7) 

Les valeurs d'expression en font un gène très spécifique à la lignée T et fortement 

surexprimé par rapport au contrôle. Deux probesets (rangs 83 et 98) sont présents. 

Le gène Bmp7 est localisé sur le chromosome 2 chez la souris et la protéine comporte 

97% d'homologie avec la protéine humaine. Les protéines BMP (Bone morphogenetic 

proteins) sont des cytokines qui appartiennent à la superfamille TGF~. Les BMPs 

peuvent contrôler de nombreux processus cellulaires, incluant la prolifération, la 

différenciation et l'apoptose (Hogan, RL, 1996). Les différents gènes de la famille BMP, 

et notamment Bmp7, ont été trouvé exprimés dans différents cancers: cancers de la 

prostate et du sein, mélanomes (Rothammer et al. 2005, Doak et al., 2007, Alarmo et al. 

2007). Cependant, Bmp7 n'a pas encore été associé avec la leucémie ou la lignée T. 

Une étude montre que Bmp7 est régulé par le facteur Lm04 dans des cellules de cancer 

du sein (Wang et al. 2007). On peut voir, d'après les résultats des micropuces, que Lm04 

est effectivement plus fortement exprimé dans les leucémies lymphoïdes avec notamment 
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une très forte expression dans Tl (tableau 4.22). Ainsi, il serait intéressant d'étudier si 

Lm04 interagit avec le promoteur de Bmp7 dans les leucémies T induites par le rétrovirus 

Graffi et dans d'autres modèles plus généraux. 

Mkl Mk2 Mk3 
Lmo4 -0,56 0,47 -0,08 
Lmo4 -0,14 0,20 -0,54 

4.5.3.3.3. Rgs3 (regulator ofG-protein signaling 3) 

Rgs3 est situé sur le chromosome 4 de la souris et la protéine présente 82% 

d'homologie avec la protéine humaine. Les protéines RGS jouent un rôle important dans 

les voies de signalisation des récepteurs couplés aux protéines G. Elles servent de 

protéines activatrices GTPases pour les protéines G (elles accélèrent l'hydrolyse du GTP). 

Elles sont donc impliquées dans de nombreuses voies de signalisation. Les RGS sont 

hautement régulées, faisant d'elles des régulateurs des voies de signalisation dans 

lesquelles elles sont impliquées. Les RGS semblent être très spécifiques d'un récepteur et 

d'une protéine G donnés. En général, beaucoup de traitements pharmaceutiques ciblent 

les récepteurs couplés aux protéines G. Une thérapie ciblée sur les RGS est prometteuse 

pour cibler de façon plus fine les voies de signalisation impliquée (Riddle et al. 2005). 11 

existe de nombreux transcrits alternatifs à Rgs3. Il serait intéressant d'élucider le transcrit 

surexprimé dans les leucémies T induites par le rétrovirus Graffi, bien que beaucoup 

d'informations sont déjà fournies par les 3 probesets d'Affymetrix. 11 serait très 

intéressant d'essayer de déterminer la voie de signalisation ciblée par Rgs3 dans les 

leucémies T induites par le rétrovirus Graffi et d'élucider en premier lieu quel est le 

récepteur en amont de la voie de signalisation. 

4.5.3.3.4. Hdgfrp3 (hepatoma-derived growth factor, related 
protein 3) 

Ce gène est localisé sur le chromosome 7 chez la souris et la protéine présente 98% 

d'homologie avec la protéine humaine. 
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Hdgfrp3 appartient à la famille des Hdgf (Hepatoma derived growth factor) qui 

comprend 6 membres. Hdgf, le premier membre à avoir été découvert, montre des 

propriétés mitogéniques sur des cellules hépatiques, des fibroblastes, des cellules de 

muscles lisses et cellules endothéliales (Izumoto et al. 1997). Ce sont des protéines 

nucléaires capables de lier la chromatine. Hdgfrp3 semble avoir une localisation 

prédominante dans le cerveau (Abouzied et al. 2004). Sa fonction n'a pas encore été 

reliée aux leucémies ou à la lignée T. Il est intéressant de voir qu'i! semble restreint à 2 

phénotypes précis, CD4+CD8+ et CD4-CD8+ d'après le résultat des micropuces. 

4.S.3.3.S. EtvS (ets variant gene S) 

EtvS est situé sur le chromosome 16 chez la souris et présente 9S% d'homologie avec 

l'humain. 

Il est un membre de la famille Ets qui sont des facteurs de transcription hélice-boucle

hélice. La famille Ets est particulièrement impliquée dans le système hématopoïétique et 

par exemple Fli-l et Pu.l sont des facteurs Ets. EtvS est exprimé dans les lymphocytes 

Thl CD4+ et l'expression est plus élevée lorsque les lymphocytes Thl sont activés 

(Cousins et al. 2002). Dans ces cellules, il semble co-opérer avec Stat4 pour réguler 

l'expression d'interférons (Ouyang et aI.1999). Une étude a aussi trouvé une très forte 

surexpression de ETVS dans les leucémies humaines de type B (Korz et al. 2002). Il 

semble être la cible de la voie de signalisation passant par Ras/Raf-IIMAPK mais les 

gènes cibles d'EtvS ne sont pas identifiés (Korz et al. 2002). Il semble avoir les propriétés 

requises pour être un oncogène dans les leucémies de type B. Ainsi il serait intéressant 

d'étudier plus en détail les voies de signalisation et les gènes cibles de ce gène dans les 

leucémies B induites par le rétrovirus Graffi. Les résultats des micropuces suggèrent qu'il 

pourrait aussi être impliqué dans les leucémies de type T. Il existe plusieurs transcrits 

alternatifs de EtvS, et il serait intéressant de vérifier si le gène est présent sous des 

transcrits différents dans les leucémies de type B et T, ce qui semble être suggéré par les 

résultats des micropuces. 
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4.5.3.3.6. Jakmipl Ganus kinase and microtubule interacting 
protein 1) 

Jakmip 1 est situé sur le chromosome 5 et les protéines, murine et humaine, partagent 

60% d'homologie. 

Jakmipl a d'abord été trouvé dans le cerveau où la protéine est capable d'interagir avec 

le récepteur GABAb et avec des ARNs (Couve et al. 2004). Il a aussi été démontré que 

Jakmipl est capable d'interagir avec les Janus kinases et les microtubules. Les Janus 

kinases sont souvent impliquées dans les voies de signalisation des cellules 

hématopoïétiques. En fait, Jakmip 1 a été trouvé dans un test double-hybride visant à 

trouver les partenaires d'interaction de la janus kinase Tyk2 dans la lignée cellulaire 

lymphoïde Jurkat (Steindler et al. 2004). Elle est aussi exprimée dans la lignée cellulaire 

humaine de lignée B, Daudi (Steindler et al. 2004). L'association de Jakmipl avec les 

microtubules fait penser à un rôle dans le réarrangement du cytosquelette, et peut-être un 

rôle dans la sécrétion de cytokines (Steindler et al. 2004). Il serait donc intéressant de 

poursuivre l'étude de Jakmipl en utilisant le modèle Graffi. D'après le résultat des 

micropuces, la janus kinase Tyk2 n'est pas spécifique des leucémies T mais donne un 

signal 'présent' dans ces échantillons. 

4.6 Résultats partie IV: Validation par RT-PCR 

4.6.1 Stratégie générale 

Certains gènes ont été sélectionnés afin d'être validés par RT-PCR sur des échantillons 

différents de ceux envoyés pour l'analyse par micropuces. Deux buts ont été associés à 

cela. Le premier a été de tester le concept. Si, malgré l'hétérogénéité des tumeurs induites 

par le rétrovirus Graffi, les résultats des micropuces sont valides sur d'autres échantillons, 

cela signifie que le 'modèle Graffi' est robuste. Si les résultats des micropuces ne sont pas 

dus au hasard, ils ont donc une plus grande probabilité d'être valides dans d'autres 
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modèles murins et humains. Le deuxième but est d'établir un lien entre les résultats des 

micropuces et les protocoles plus traditionnels de biologie: déterminer à partir de quel 

seuil la PCR en temps réel est nécessaire (la méthode des micropuces étant capable de 

détecter des variations d'expression très faibles). Cela permet également de connaître 

l'abondance réelle des transcrits. De plus, il s'agit d'une première étape pour l'étude 

approfondie de la fonction des gènes sélectionnés. 

4.6.2. Matériel et méthodes 

Les ARN totaux utilisés ont été obtenus de façon identique aux échantillons envoyés 

aux micropuces. Le tableau 4.23 montre les phénotypes des cellules leucémiques testés en 

RT-PCR. 

Tableau 4 23· phénotypes des échantillons utilisés en RT-peR. . 
<0 '<t 
N M
 

1/1
~ ~ Q)
 
-ra -Ill Q. U
 

'<t Z' Q)0).... N > Q)0 III 1/1c:~ ~ c: 'C
.Q) 1/1 III 

'Gl CD ::l 
~èJ Cl 'C ... 0

1;: 1;: Q. .... 0 1/1 

- - 1 T#I T CDS+CD4- 3oti-CDS thymus NFS 

- - 2 T#2 T CD4+CDS+ aoti-CD4,CDS thymus NFS 

- - 3 T#3 T CDS+CD4- anti-CDS thymus NFS 

1 T#I 4 T#4 T CDS+CD4- aoti-CDS rate NFS 

2 T#2 5 T#5 T CD4+CDS- aoti-CD4 thymus BALB/e 

3 T#3 6 T#6 T CD4+CDS- aotÎ-CD4 rate BALBle 

4 B#1 7 B#1 B B220+Sca-I+CDllblow anti-B220 l!:anl!:lioos NFS 

5 B#2 S B#2 B B220+CDl9+ aoti-B220 l!:anl!:lioos NFS 

6 B#3 9 8#3 B B220+CDI9+ aoti-CDl9 l!:aol!:lioos NFS 

7 M - - M CDllb+ aoti-CDllb rate NFS 

S E#I 10 E#I E TerIl9+CD71+ aoti-Ter119 rate NFS 

9 E#2 Il E#2 E TerIl9+CD71+ aoti-Ter1l9 rate NFS 

10 E#3 12 E#3 E Ter1191owCD71+ élection nél!:ati\l rate FVB/n 

Il Mk#1 13 Mk#1 Mk CD41+eKit anti-CD41 rate NFS 

12 Mk#2 14 Mk#2 Mk CD41+eKit anti-CD41,cKi rate NFS 

13 Mk#3 15 Mk#3 Mk CD41+eKit anti-CD41 rate FVB/o 

14 Mk#4 - Mk#4 Mk CD41+cKit 3oti-CD41 rate NFS 
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Pour chaque échantillon, la réaction de transcription inverse a été effectuée à partir de 

100ng d'ARN total dans un volume de 20Jll. (Omniscript, Qiagen, Mississauga, Canada) 

et à partir d'un oligo-dT. La synthèse du second brin ainsi que la réaction PCR ont été 

effectuées à partir de 1/IOème de la réaction de RT, dans un volume final de 25Jll, selon 

des conditions standards (Kit PCR, Qiagen, Mississauga, Canada). IIl80ème du volume de 

RT a été pris pour le contrôle interne ~-actine. Le programme PCR appliqué a été le 

suivant: 95"C 5min 1 fois, 95°C 45s, 57°C (TM-3°C) 45s, 72°C 45s, répétés 25, 27, 29 ou 

32 fois selon les conditions, 72°C 10min 1 fois. 

Les échantillons ont été migrés sur un gel d'agarose 2% coloré au bromure d'éthidium 

et le gel a été scanné pour quantification des bandes (Molecular Dynamics 

Phosphorimager). 

Les conditions de RT-PCR avaient été testées et optimisées au préalable à l'aide de 3 

gènes (Gatal, 2, et 3) sur plusieurs échantillons leucémiques non triés. Les conditions 

'quantitatives' se situaient dans une fourchette comprise entre 24 et 30 cycles en partant 

de 100ng d'ARN et en prenant V. de la réaction RT pour la PCR. Partant de 100ng 

d'ARN et de 1/10 de la réaction de RT, on peut estimer que la fourchette correspondant 

aux conditions quantitatives doit être comprise entre 26 et 32 cycles pour des gènes avec 

un nombre de copies similaires aux gènes testés. 

Les régions géniques à amplifier ont été déterminées en observant les régions couvertes 

par les probes Affymetrix correspondant aux gènes amplifiés. En général les probes 

Aff)tmetrix sont situées dans le 5'UTR des gènes mais certains sont également situés dans 

les exons codants. Une paire d'amorce a été choisie dans le 5'UTR et une autre dans la 

région codante. La région amplifiée, d'une taille de 250 à 350 paires de base, englobe les 

régions couvertes par les probes Affymetrix. Pour chaque gène testé, la paire d'amorces 

amplifiant dans le 5'UTR et celle dans les exons codants ont donné le même résultat. Les 

résultats montrés proviennent le plus souvent de régions amplifiées dans le 5'UTR 
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4.6.3. Résultats des expériences de RT-PCR 

4.6.3.1 Validation de gènes spécifiques des leucémies non-lymphoïdes 

4.6.3 .1.1. Validation des gènes dans plusieurs échantillons 
leucémiques 

Treize gènes ont été choisis. Le tableau 4.24 en présente la liste. 

T bl a eau 424: Gè h -d es sélectionnésnes non- ympl 01 

1 Gulpl Mk 
2 Fkbp9 Mk 
3 Gucy1a3 Mk 
4 Ncn B,M,Mk 
5 Kit Mk(B3,M) 
6 Gata2 E+Mk 
7 Gatal E+Mk3 
8 Snca E+Mk3 
9 Slamfl E+Mk3 
10 Ltpb2 E 
Il Cda E 
12 Btbd14a E 
13 Rab2en E 

Ces gènes ont été présentés dans les sections 4.5.2.4.5 et 4.5.2.5.3. Une intégration 

rétrovirale a été trouvée à proximité de Gata2 et Kit, ce qui a suscité un intérêt 

supplémentaire pour valider leurs niveaux d'expression (voir ultérieurement section 4.7). 

Les résultats des expériences de RT-PCR pour ces gènes sont présentés de la figure 

4.14 à la figure 4.26. Chaque figure est organisée de façon semblable, avec en haut les 

résultats des rnicropuces et en bas le résultat des expériences de RT-PCR effectuées sur 

des échantillons différents de ceux des micropuces. Ces échantillons sont numérotés de 1 

à 13 ou de 1 à 14 et les phénotypes correspondant sont listés sur le tableau 4.23 (colonnes 

1 et 2). Ces échantillons sont nommés T# 1 à T#3, B# 1 à B#3, etc.. , pour les différencier 

des échantillons envoyés pour l'analyse des micropuces, identifiés Tl à n, BI à B3, 

etc... 

Pour chaque gène, 29 et 32 cycles de PCR ont été testés, chacune des conditions en 

duplicata. Le contrôle interne ~-actine a été testé à 25 et 29 cycles également en duplicata. 
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Pour les gènes, les 2 exemplaires du duplicata sont montrés sur les figures pour chaque 

cycle alors que seulement un exemplaire est montré pour l'actine. L'histogramme 

présente les résultats de la quantification faite en calculant le ratio des valeurs d'intensité 

de chaque bande par rapport à l'actine. Chaque barre de l'histogramme représente la 

moyenne des ratios de 29 et 32 cycles et l'écart-type est calculé entre les 4 expériences. 

L'écart-type nous donne une estimation des variations expérimentaJes mais est 

légèrement biaisé (exagéré) car il y a forcément des variations entre les expériences de 29 

et 32 cycles. 

Globalement les expériences de RT-PCR confirment très bien les résultats des 

micropuces. Malgré l'existence de variations expérimentaJes et l'hétérogénéité des 

tumeurs, les tendances sont toujours en accord avec les résultats des micropuces. Panni 

les échantillons, le numéro 7 (M) donne des résultats constamment faibles pour le 

contrôle interne ~-actine. Cela est probablement dû à une moins bonne qualité de 

l'échantillon et les résultats correspondant ne peuvent donc pas être interprétés. 

Les premières figures (figures 4.14 à 4.16) montrent les gènes spécifiques des 

leucémies mégacaryoblastiques, Gulpl, Fkbp9 et Gucyla3. Les résultats des RT-PCRs 

pour ces gènes confirment les résultats des micropuces. 

D'après les résultats des RT-PCRs, Gulpl montre une très forte expression dans les 3 

leucémies mégacaryoblastiques (échantillons II à 13) mais également dans E#3 

(échantillon 10) et à moindre degré dans 2 leucémies B (échantillons 4 et 6) (figure 4.14). 

La quantification montre que Fkbp9 est exprimé le plus fortement dans Mk#1 

(échantillon Il) (figure 4.15). Il est également plus fortement exprimé que la moyenne 

dans M.k#3, Mk#4 (échantillons 13, 14), et également dans E#3 (échantillon 10). 
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Figure 4.14 : Gulpl 
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Figure 4.14: Résultats de RT-PCR pour Gulpl. (A) Résultats des micropuces (a) ratios 
d'expression. Les ratios> à 0,585 sont colorés en rouge et ceux < à -0,585 en vert (b) 
résultats de MAS5.0. (calf), P: présent (orange), M: médium, A: absent (vert). (B) et (C) 
RT-PCRs. Echantillons 1-3:leucémies T, 4-6: leucémies B, 7: leucémie M, 8-10: 
leucémies E, 11-13: leucémies Mk. (B) Histogramme correspondant à la quantification 
par rapport à ~-actine. Code couleur: rose:T, bleu: B, violet: M, orange: E, jaune: Mk. (C) 
Visualisation des bandes de RT-PCR (a) 29 cycles, (b) 32 cycles. 
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Figure 4.15: Résultats de RT-PCR pour Fkbp9. (A) Résultats des nùcropuces (a) ratios 
d'expression. Les ratios> à 0,585 sont colorés en rouge et ceux < à -0,585 en vert (b) 
résultats de MAS5.0. (call), P: présent (orange), M: médium, A: absent (vert). (B) et (C) 
RT-PCRs. Echantillons 1-3:leucémies T, 4-6: leucémies B, 7: leucénùe M, 8-10: 
leucémies E, 11-14: leucémies Mk. (B) Histogramme de la quantification par rapport à p
actine. (C) Visualisation des bandes de RT-PCR (a) 29 cycles (b) 32 cycles. 

Gucyla3 a un profil très clair. Il est fortement surexprimé dans les 3 leucémies Mk 

(échantillons II à 13) par rapport aux autres échantillons (figure 4.16) et également un 

peu moins fortement dans E#3 (échantillon 10). Une expression (faible) dans les 

échantillons 4 (B#I) et 6 (B#3) fait que Gucyla3 a globalement un profil très semblable à 

celui de Gulpl. 

Ncf2 est un gène communément surexprimé dans les leucémies de type B, M et Mk 

d'après les résultats des micropuces (figure 4.17 A). Les résultats de RT-PCR montrent 

effectivement une forte expression dans les 3 leucémies B (échantillons 4, 5, 6). Ils 

montrent également une expression supérieure aux autres échantillons dans les 3 

leucémies Mks (échantillons II à 13), bien qu'à un degré plus faible que pour les 

leucémies B (figure 4.17 B et C). 

Les résultats des RT-PCRs sur Kit concordent également bien avec les résultats des 

micropuces (figure 4.18). Ce gène est fortement surexprimé dans les 3 leucémies Mk par 

rapport aux autres échantillons (figure 4.18 B et C). Avec la paire d'amorces utilisées, 

située dans le 5'UTR du gène, deux fragments de tailles différentes sont amplifiés. Le 

fragment le plus petit est celui de la taille attendue et c'est celui qui a été quantifié (pointé 

par des flèches sur la figure 4.18). De façon intéressante, le fragment le plus grand 

(marqué par des astérisques) apparaît le plus fortement dans les échantillons lymphoïdes 

mais aussi érythroides et n'est pas amplifié dans les leucémies de type 

mégacaryoblastique. 

Le gène Gata2 est spécifique des leucémies érythroïdes et mégacaryoblastiques, avec 

une surexpression plus forte dans les échantillons Mk d'après les résultats des micropuces 

(figure 4.19 A). Ceci est confmné exactement par les expériences de RT-PCR (figure 

4.19 B etC). 
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Figure 4.16: Résultats de RT-PCR pour Gucyla3. (A) Résultats des micropuces (a) 
ratios d'expression. Les ratios> à 0,585 sont colorés en rouge et ceux < à -0,585 en vert 
(b) résultats de MAS5.0. (call), P: présent (orange), M: médiwn, A: absent (vert). (B) et 
(C) RT-PCRs. Echantillons }-3:leucémies T, 4-6: leucémies B, 7: leucémie M, 8-10: 
leucémies E, 11-13: leucémies Mk. (B) Histogramme de la quantification par rapport à ~
actine. (C) Visualisation des bandes de RT-PCR (a) 29 cycles (b) 32 cycles. 

Figure 4.17: Résultats de RT-PCR pour Ncfl. (A) Résultats des micropuces (a) ratios 
d'expression. Les ratios> à 0,585 sont colorés en rouge et ceux < à -0,585 en vert (b) 
résultats de MAS5.0. (call), P: présent (orange), M: médium, A: absent (vert). (B) et (C): 
RT-PCRs. Echantillons }-3:leucémies T, 4-6: leucémies B, 7: leucémie M, 8-10: 
leucémies E, 11-13: leucémies Mk. (B) Histogranune de la quantification par rapport à~
actine. (C) Visualisation des bandes de RT-PCR (a) 29 cycles (b) 32 cycles. 
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Le gène Gatal est le plus spécifique aux leucémies érythroïdes d'après les résultats des 

micropuces (en accord avec la littérature) et est exprimé à des degrés variables dans les 

leucémies Mks. Les résultats de RT-PCR montrent une forte spécificité de Gatal dans les 

leucémies E et MIes, à des niveaux comparables cependant. II est à noter que, pour ce 

gène, aucun fragment n'est amplifié à 29 ou 32 cycles pour les leucémies de type B 

(échantillons 4 à 6) confirmant les signaux 'absents' et 'medium' de MAS5.0 pour BI, 

B2 et B3 (= ils ne seraient pas exprimés dans les cellules) (figure 4.20. A, b). Au 

contraire, Tl, TI et T3, bien que montrant une sous-expression par rapport à la moyenne, 

ont un signal MAS 5.0 'présent' (= ils sont exprimés dans les cellules) (figure 4.20.A.b). 

Ainsi des amplifications par RT-PCR sont visibles dans les 3 échantillons, T#l, T#2 et 

T#3 (de 1 à 3), confirmant précisément les données des micropuces (figure 4.20 B et C). 

Les 3 prochains gènes, Snca, Slamfl et Ltbp2 sont spécifiquement surexprimés dans 

les leucémies érythroïdes et également dans Mid d'après les résultats des micropuces. 

Les expériences de RT-PCR confirment leur spécificité pour les leucémies érythroïdes 

testées (figures 4.21, 4.22, 4.23). Ltbp2 montrant le profil le plus clair. E#3 (échantillon 

10) montre la plus forte expression pour Ltbp2, E#l (échantillon 8) est le plus fort à la 

fois pour Snca et Slamfl. Slamfl a une expression plus forte dans les leucémies 

mégacaryoblastiques par rapport aux 2 autres gènes. 

Les 3 derniers gènes testés, Cela, Btbd14a et Rabgefl ont montré un profil 

exclusivement érythroïde d'après le résultat des micropuces (figures 4.24,4.25,426). Les 

RT-PCR confirment très bien les profils érythroïdes de Cda et Btbd14a. 

Cda (figure 4.24) montre le profil le plus clair panni les 13 gènes testés pour les 

leucémies non-lymphoïdes. À 29 cycles, aucun fragment n'est amplifié dans les 

échantillons non érythroïdes, et l'expression est très forte dans les échantillons 

érythroïdes (échantillons 8, 9, 10). À 32 cycles, on voit une faible expression dans les 

leucémies mégacaryoblastiques (échantillons Il à 13). 
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Figure 4.18 : Kit 

A a 

b 

B 

, " 
10 JI 1J- - " C * -... - .

a * - - - --.
- setine -

1 , . ,. JI 

- - - - - 1J• __ " -0&.*- - - b

* - --~ ..--- - -, ---.
._ .., Betine---.-_-- .---

Figure 4.19 : Gata2 

B .~ , 
6 l, 

.L .1 
1 T rti 

2 ,1 -11=
..1.

- - -j

~ - - ~ 
o rfJ ~ ~ p:j .+. 1 r -

3 4 5 6 8 9 10 11 12 13 

C - 1. JI 12 1J-- --- .
a .- --".-',-'  , Betine 

• $- - 8 ? 10 JI " 1J--  - -- -- .. .. -b - -- - .~ -

~. setine 

Figure 4.18: Résultats de RT-PCR pour Kit. (A) Résultats des micropuces (a) ratios 
d'expression. Les ratios> à 0,585 sont colorés en rouge et ceux < à -0,585 en vert (b) 
résultats de MAS5.0. (cal!), P: présent (orange), M: médium, A: absent (vert). (B) et (C) 
RT-PCRs. Echantillons 1-3:leucémies T, 4-6: leucémies B, 7: leucémie M, 8-10: 
leucémies E, 11-13: leucémies Mie (B) Histogramme correspondant à la quantification 
par rapport à ~-aetine.. (C) Visualisation des bandes de RT-PCR (a) 29 cycles (b) 32 
cycles. 
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Figure 4.19: Résultats de RT-PCR pour Gata2. (A) Résultats des micropuces (a) ratios 
d'expression. Les ratios> à 0,585 sont colorés en rouge et ceux < à -0,585 en vert (b) 
résultats de MAS5.0 (calI) P: présent (orange), M: médium, A: absent (vert). (B) et (C): 
RT-PCRs. Echantillons 1-3:leucémies T, 4-6: leucémies B, 7: leucémie M, 8-10: 
leucémies E, 11-13: leucémies Mk. (B) Histogramme de quantification par rapport à ~ 

actine. (C) Visualisation des bandes de RT-PCR (a) 29 cycles (b) 32 cycles. 

Les résultats de Btbdl4a confirment également parfaitement les résultats des 

micropuces (figure 4.25). Premièrement la spécificité érythroïde est confirmée. 

Deuxièmement, bien que la différence soit faible, il semble que l'expression dans les 

échantillons mégacaryocytaires est intermédiaire entre les échantillons lymphoïdes et 

érythroïdes. Cela est également visible dans les résultats des micropuces (figure 4.25.A). 

On peut voir des ratios fortement négatifs pour les leucémies T, B et M alors que les 

valeurs sont plus proches de 0 pour les Mks. 

Rabgef1, bien que surexprimé spécifiquement dans les leucémies érythroïdes (figure 

4.26.A a), a un signal MAS5.0 'présent' dans tous les échantillons (figure 4.26 A b). Cela 

suggère qu'i! est présent de façon relativement abondante dans les autres types cellulaires. 

Ceci a eu pour conséquence une amplification assez forte dans tous les échantillons testés 

par RT-PCR à 29 et 32 cycles (figure 4.26 C). La quantification et le calcul des ratios font 

tout de même ressortir une spécificité érythroïde pour ce gène (figure 4.26 B). On voit 

également une amplification dans les échantillons mégacaryoblastiques à un degré 

inférieur. Ceci correspond très bien aux résultats des micropuces et équivaut au cas de 

Btbdl4a. Un test supplémentaire a été effectué à 25 cycles pour Rabgef1 avec 

l'hypothèse que la spécificité érythroïde peut ainsi ressortir d'une façon plus évidente 

(figure 4.26 D et E). Cela a donné effectivement de très bons résu.ltats puisque E#l et E#2 

(échantillons 8 et 9) montrent des amplifications fortes alors que des fragments de très 

faible intensité ont été amplifiés dans les autres échantillons (figure 4.26 E). Les résultats 

à 25 cycles restent en accord avec ceux obtenus pour les cycles 29 et 32 mais les 

différences sont plus importantes (figure 4.26 D). 

En conclusion, les tests de RT-PCR sur les gènes spécifiques des leucémies non

lymphoïdes confirment bien les résultats des micropuces. On peut remarquer que 

l'échantillon 10 (E#3) semble porter certaines caractéristiques mégacaryoblastiques 

(expression de Fkbp9, Gulpl, Gucyla3). Quelques échantillons lymphoïdes expriment 

également assez fortement certains gènes non-lymphoïdes mais toujours à un degré 
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inférieur aux échantillons non-lymphoïdes. Il existe cependant des variations 

expérimentales assez grande et un passage en PCR en temps réel améliorerait 

certainement les résultats. 

Figure 4.20: Gatal 
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Figure 4.21 : Snca 
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Figure 4.20: Résultats de RT-PCR pour Gatal. (A) Résultats des micropuces (a) ratios 
d'expression. Les ratios> à 0,585 sont colorés en rouge et ceux < à -0,585 en vert (b) 
résultats de MAS5.0 (call), P: présent (orange), M: médium, A: absent (vert). (B) et (C) 
RT-PCRs. Echantillons 1-3:leucémies T, 4-6: leucémies B, 7: leucémie M, 8-10: 
leucémies E, 11-13: leucémies Mie (B) Histogramme de quantification par rapport à ~
actine. (C) Visualisation des bandes de RT-PCR (a) 29 cycles (b) 32 cycles. 
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Figure 4.21: Résultats de RT-PCR pour Snca. (A) Résultats des micropuces (a) ratios 
d'expression. Les ratios > à 0,585 sont colorés en rouge et ceux < à -0,585 en vert (b) 
résultats de MAS5.0 (call), P: présent (orange), M: médium, A: absent (vert). (B) et (C) 
RT-PCRs. Echantillons 1-3:leucémies T, 4-6: leucémies B, 7: leucémie M, 8-10: 
leucémies E, 11-14: leucémies Mk. (B) Histogramme de quantification par rapport à ~
actine. (C)Visualisation des bandes de RT-PCR (a) 29 cycles (b) 32 cycles. 

Les résultats prouvent encore une fois la proximité des leucémies érythroïdes et 

mégacaryoblastiques par rapport aux leucémies lymphoïdes. Dans beaucoup d'exemples, 

certains gènes ont une spécificité érythroïde claire et ont une expression 

mégacaryocytaire intermédiaire entre les échantillons érythroïdes et lymphoïdes (Snca, 

Ltbp2, Slamfl, Btbd14a, Rabgefl). Cela est également vrai dans le sens inverse avec une 

expression des gènes mégacaryocytaires dans E#3 et dans le cas de Gata2, une expression 

très forte pour les Mks et seulement légèrement inférieure pour les échantillons 

érythroïdes. 

4.6.3.1.2. Expression des gènes dans la lignée myéloïde non
leucémique 

Les gènes sélectionnés ont également été testés sur des échantillons provenant de 

cellules de souris saines. Le but était de savoir si ces gènes étaient exprimés dans les 

cellules non-leucémiques de la lignée myéloïde (non-lymphoïde) et d'obtenir, dans un cas 

positif, une estimation de l'abondance de ces gènes. Deux essais de RT-PCR ont été 

effectués (figures 4.27 et 4.28). La figure 4.27 montre les résultats pour les gènes 

spécifiques des leucémies mégacaryoblastiques alors que la figure 4.28 est ciblée sur les 

gènes spécifiques des leucémies érythroïdes. Pour ces 2 tests, 3 échantillons non

leucémiques ont été introduits dans les essais. Il s'agit du contrôle érythroïde (CE) 

constitué d'érythroblastes TerlI9+, du contrôle myéloïde constitué de progéniteurs 

myéloïdes CDlIb+Gr1+, ces cellules étant issues de la moelle osseuse de 12 souris saines, 

ainsi que d'une population non déterminée CD41 + se trouvant dans la rate de ces souris 

saines (appelée CMk: contrôle mégacaryocytaire, pour simplifier les explications). Le 

contrôle érythroïde est l'équivalent de l'échantillon envoyé pour l'analyse par micropuces. 

La population CD41 + issue de la rate n'est malheureusement pas caractérisée par 

cytométrie en flux. Comme les cellules leucémiques mégacaryoblastiques ont été triées 

par CD41 à partir de la rate, un contrôle de tri a été fait dans les mêmes conditions à partir 

de la rate de souris saines. Il a résulté du tri l'obtention d'une population cellulaire bien 
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défmie qui ne colocalise pas tout à fait avec les lymphocytes, de taille pourtant 

comparable (figure 4.27.H a et b). Elle ne colocalise pas non plus avec les érythrocytes. II 

ne peut pas s'agir de plaquettes, les cellules triées étant de taille trop grande et contenant 

une grande quantité d'ARN. Par comparaison, elles sont plus petites que les cellules 

mégacaryoblastiques triées à partir des rates leucémiques. 

Figure 4.22: Slamfl
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Figure 4.22: Résultats de RT-PCR pour Slamn. (A) Résultats des micropuces (a) 
ratios d'expression. Les ratios> à 0,585 sont colorés en rouge et ceux < à -0,585 en vert, 
(b) résultats de MAS5.0 (calf), P: présent (orange), M: médium, A: absent (vert). (B) et 
(C) RT-PCRs. Echantillons l-3:leucémies T, 4-6: leucémies B, 7: leucémie M, 8-10: 
leucémies E, 11-14: leucémies Mk. (B) Histogramme de quantification par rapport à ~
actine. (C) Visualisation des bandes de RT-PCR (a) 29 cycles (b) 32 cycles. 

Figure 4.23: Résultats de RT-PCR pour Ltpb2. (A) Résultats des micropuces (a) ratios 
d'expression. Les ratios> à 0,585 sont colorés en rouge et ceux < à -0,585 en vert (b) 
résultats de MAS5.0 (calf), P: présent (orange), M: médium, A: absent (vert). (B) et (C) 
RT-PCRs. Echantillons 1-3:leucémies T, 4-6: leucémies B, 7: leucémie M, 8-10: 
leucémies E, 11-13: leucémies Mk. (B) Histogramme de quantification par rapport à ~
actine. (C) Visualisation des bandes de RT-PCR (a) 29 cycles, (b) 32 cycles. 

Pour simplifier, cette population est appelée échantillon CMk (contrôle 

mégacaryocytaire) mais rien ne prouve qu'il s'agisse de mégacaryoblastes. Dans une rate 

normale non triée, 18% des cellules sont positives pour CD41 dont 4% sont CD41+x.it+ 

(figure 4.27. H c). Cette population nécéssite d'être caractérisée plus en détail. 

Pour la figure 4.27, les échantillons testés par RT-PCR ont été: 3 échantillons de 

leucémies mégacaryoblastiques, 2 échantillons pour la population CD41 + (CMk), un 

échantillon pour le contrôle myéloïde CM, une leucémie érythroïde et un échantillon pour 

le contrôle érythroïde CE (figure 4.27 A-F). L'attention doit être portée sur la 

comparaison de l'expression des gènes dans les échantillons des leucémies 

mégacaryoblastiques (échantillons 1 à 3) par rapport aux échantillons CMk (échantillons 

4 et 5), et CM (échantillon 6). On peut observer qu'une amplification est détectée dans les 

échantillons CMks et CM (échantillons 4, 5,6) pour tous les gènes testés à l'exception de 

Gulpl. Les résultats de la comparaison sont résumés sur un histogramme (figure 4.27 G). 

Ainsi, les gènes qui montrent une plus forte expression dans les cellules non leucémiques 

de la lignée myéloïde (CM, CMK, CE) sont Kit et Ncf2 alors qu'aucune expression n'est 

détectée pour Gulpl. Les autres gènes, Gucy1a3, Fkbp9, et Gata2, ont un niveau 

d'expression intermédiaire. Tous les ratios sont égaux ou inférieurs à 1, suggérant de 

façon très approximative que ces gènes semblent exprimés moins fortement dans les 

échantillons non leucémiques par rapport aux 3 leucémies Mk testées (figure 4.27. G). 

De façon similaire, des tests de RT-PCR ont été effectués pour les gènes spécifiques 

des leucémies érythroïdes (figure 4.28). Les échantillons testés ont été: 3 échantillons de 

leucémies érythroïdes, 2 échantillons pour CE, un échantillon pour une leucémie 

érythroïde, un échantillon pour la population CD4l + (CMk) et un échantillon pour CM 
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(figure 4.28 A-F). De façon problématique, les échantillons CE ne montrent pas 

d'amplification visible pour le contrôle interne ~actine même si des amplifications sont 

observées pour certains gènes testés (C, D, E, F, échantillons 4 et 5). L'échantillon CE 

contient peu de cellules et est certainement de qualité inférieure. Le fait qu'il y ait une 

amplification pour les gènes et non pour ~-actine n'est pas illogique puisque les 

conditions de PCR diffèrent: 1110 de la réaction RT est utilisé pour la PCR pour les gènes 

alors que 1/180 est utilisé pour ~-aetine. La nonnalisation par rapport à ~-actine ne peut 

pas être effectuée. Cependant, les tests de la figure 4.28 ont été réalisés dans une même 

expérience utilisant les mêmes pools de réactions et les échantillons ont été migrés sur le 

même gel. Ainsi, il est possible de comparer les valeurs d'expression des échantillons CE 

entre eux sans calculer le ratio pour connaître de façon approximative quels gènes sont 

plus fortement exprimés par les érythroblastes non leucémiques. Les résultats sont 

présentés sur l'histogramme de la figure 4.28.G. Snca semble être le plus fortement 

exprimé dans les échantillons CE, suivi à un degré plus faible par Btbdl4a et Rabgefl. 

Ceci est très bien corrélé avec les résultats des micropuces. Ainsi on voit sur la figure 

4.28.H, les ratios d'expression de l'échantillon CE envoyé aux micropuces par rapport 

aux 3 leucémies érythroïdes El, E2, E3. Snca est fortement surexprimé dans le contrôle 

par rapport aux leucémies. Cda et Slamfl sont les gènes qui montrent l'expression la plus 

faible dans le contrôle et Btbdl4a, Rabgefl et Ltbp2 ont une expression intennédiaire 

mais inférieure par rapport aux échantillons leucémiques. Ainsi seul Ltbp2 n'est pas tout 

à fait corrélé avec le résultat des micropuces. La comparaison par rapport aux 

échantillons CMk et CM montre que c'est également l'expression de Snca qui est la plus 

forte, suivie de celles de Rabgefl, Btbdl4a, et Slamfl (figure 4.28). 
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En conclusion, on peut faire de façon approximative et non quantitative un résumé de 

l'expression des gènes dans chaque type d'échantillon testé. Le tableau 4.25 ci-dessous en 

présente les résultats. 

Tableau 425-.Résumé de l'expression des gènes noo-Iymphoïdes -
Mks Es CMk CM CE autres
 

Gucyla3 +++ - +- +- +- 
Fkbp9 +++ +- +- +- +- +-

Gulpl +++ +- - - - +
Gata2 +++ ++ + +- - +

Kit +++ +- ++ ++ +- +
 
Ncf2 +++ - ++ ++ - +
 

Ltbp2 +- +++ +- +- - +-

Cda - +++ - - - -

Snca + +++ ++ ++ ++ +
 

Btbd14a + +++ + + + 
Rabl?;efi + +++ + + + +
 
Slamfi + +++ - - - +
 

ordre décroissant de la force de l'expression: +++, ++, +, +-, +-,

autres= écbantillons leucémiques Iymphoides
 

Certains gènes, bien que spécifiques des leucémies mégacaryoblastiques ou érythroïdes 

selon les cas, ont aussi une expression assez forte dans les échantillons non-leucémiques 

ou dans les échantillons leucémiques non-lymphoïdes. Ces gènes plus ubiquitaires sont 

dans l'ordre décroissant: Snca, Rabgefl et Kit. Inversement, certains sont plus spécifiques 

et de l'état leucémique et des leucémies mégacaryoblastiques ou érythroïdes. Cda est de 

loin le plus spécifique avec une expression restreinte aux échantillons leucémiques 

érythroïdes, suivi par Slamfl, Gulp 1 et Gucy1a3. 

Ces analyses de RT-PCR permettent de caractériser un peu mieux la population 

splénique CD41+. L'expression des gènes semble corrélée à celle des échantillons CE et 

CM. De façon très intéressante, elle exprime très fortement Kit (alors que CE ne 

l' exprime pas). Cette population, si elle est CD41 ~t, serait-elle un progéniteur 

mégacaryoblastique? Les données peu nombreuses semblent indiquer que la 

mégacaryopoïèse s'effectue principalement dans la moelle osseuse chez la souris (Long 

and Wiliams 1982). Cependant, il est bien connu que la rate est, chez la souris, un organe 
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Figure 4.24 : Cda 
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Figure 4.24: Résultats de RT-PCR pour Cda. (A) Résultats des micropuces (a) ratios 
d'expression. Les ratios> à 0,585 sont colorés en rouge et ceux < à -0,585 en vert (b) 
résultats de MAS5.0 (call), P: présent (orange), M: médium, A: absent (vert). (B) et (C) 
RT-PCRs. Echantillons 1-3:leucémies T, 4-6: leucémies B, 7: leucémie M, 8-10: 
leucémies E, 11-13: leucémies Mk. (B) Histogramme de quantification par rapport à ~
actine. (C) Visualisation des bandes de RT-PCR (a) 29 cycles (b) 32 cycles. 

Figure 4.25: Résultats de RT-PCR pour Btbd14a. (A) Résultats des micropuces (a) 
ratios d'expression. Les ratios> à 0,585 sont colorés en rouge et ceux < à -0,585 en vert 
(b) résultats de MAS5.0 (call), P: présent (orange), M: médium, A: absent (vert). (B) et 
(C): RT-PCRs. Echantillons 1-3:1eucémies T, 4-6: leucémies B, 7: leucémie M, 8-10: 
leucémies E, 11-14 : leucémies Mk. (B) Histogramme de quantification par rapport à ~
actine. (C)Visualisation des bandes de RT-PCR (a) 29 cycles (b) 32 cycles. 
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hématopoïétique et est Dotamment le siège d'une érythropoïèse extra-médullaire. Comme 

les 2 lignées sont très proches, il ne serait pas illogique qu'un site secondaire de la 

mégacaryopoïèse se situe également dans la rate. Par exemple, une étude prouve que la 

rate est le site principal de la mégacaryopoïèse après la transplantation de cellules souches 

hématopoïétiques (Slayton et al. 2002). Cependant aucune preuve n'est apportée ici. La 

population splénique CD41 + reste indétenninée et une caractérisation approfondie en 

cytométrie de flux est nécessaire. 
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Figure 4.26 : Rabgefl 
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Figure 4.26: Résultats de RT-PCR pour Rabgefl. (A) Résultats des micropuces. (a) 
ratios d'expression. Les ratios> à 0,585 sont colorés en rouge et ceux < à -0,585 en vert 
(b) résultats de MAS5.0 (call), P: présent (orange), M: médium, A: absent (vert). (B) (C) 
(D) (E) RT-PCRs. Echantillons l-3:leucémies T, 4-6: leucémies B, 7: leucémie M, 8-10: 
leucémies E, 11-14: leucémies Mie (B) Histogramme de quantification par rapport à p
actine. (C) Visualisation des bandes de RT-PCR (a) 29 cycles (b) 32 cycles. (D) 
Histogrammne correspondant à la quantification de la RT-PCR à 25 cycles. 
(E)Visualisation des bandes de RT-PCR à 25 cycles. 
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Figure 4.27: Expression des gènes spécifiques des leucémies mégacaryoblastiques dans
 
des échantillons non leucémiques.
 
Échantillons là 3: leucémies mégacaryoblastiques Mk#l, Mk#2, Mk#3 ; échantillons 4,5:
 
CMks, cellules spléniques non leucémiques CD41 +; échantillon 6: CM, contrôle
 
myéloïde CDII b+Grl +; échantillon 7: leucémie érythroïde E#3; échantillon 8: CE,
 
contrôle érythroïde Teri 19+.
 
(A) à (F) Résultat des RT-PCRs. (A) Gucyla3 (B) Fkbp9 (C) Gulpl(D) Gata2 (E) Kit (F) 
Ncf2. (a)-(c) triplicata pour le gène testé (d) p-actine (e) histogramme de quantification 
par rapport à p-actine. (G) Histograrrune de quantification des échantillons CMk (barres 
grises) et CM (barres hachurées) versus la moyenne des échantillons Mks. (H) Analyse en 
cytométrie de flux des échantillons CMk après le tri (a) Scatter plot sur FSH, Fil, 
indiquant que 100% des cellules sont flurorescentes en Fil (CD41+) (b) Scatter plot sur 
FSH, SSH montrant la taille des cellules CD41+. La région R2 montre l'emplacement des 
lymphocytes (c) analyse d'une rate nonnale non triée avec les marqueurs spécifiques de 
CD41 et Kit. 
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Figure 4.28: Expression des gènes spécifiques des leucémies érythroïdes dans des
 
échantillons non leucémiques.
 
Échantillons 1 à 3: leucémies érythroïdes E# l, E#2, E#3 ; échantillons 4,5: CE = contrôle
 
érythroïde Teri 19+ ; échantillon 6: leucémie mégacaryocytaire Mk# 1; échantillon 7: CMk,
 
cellules spléniques non leucémiques CD41 +; échantillon 8: CM, contrôle myéloïde
 
CDllb+Grl+.
 
(A) à (F) Résultats des RT-PCRs (A) Ltbp2 (B) Cda; (C) Snca; (D) Btbd14a; (E) Rabgefl; 
(F) Slamfl. (a)-(c) triplicata pour le gène testé (d) ~-actine (e) histogramme de 
quantification par rapport à ~-actine. (G) Histogramme représentant les valeurs des 
échantillons CE (4 et 5) pour chaque gène testé (H) Résultats des micropuces montrant le 
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4.6.3.2. Validation de gènes spécifiques des leucémies Iympboïdes 

4.6.3 .2.1. Gènes spécifiques des T et des B 

Six gènes ont été testés et la liste est présentée sur le tableau 4.26. Quatre gènes sont 

spécifiques des leucémies T uniquement et 2 sont spécifiques à la fois des leucémies T et 

B. 

Tableau 4 26- Gènes Iymphoides sélectionnés 
1 Fblnl T 
2 Rgs3 T 
3 Bmp7 T 
4 Hdgfrp3 T1+T2 
5 EtvS T+B 
6 Jakmipl T+B 

Les résultats des expériences de RT-PCR pour ces gènes sont présentés de la figure 

4.29 à la figure 4.34. La description des échantillons utilisés est présentée sur le tableau 

4.23. Les RT-PCRs ont été effectuées une première fois à 25 cycles avec les échantillons 

de 4 à 15 (identiques à ceux utilisés pour les gènes spécifiques des leucémies non

lymphoïdes, excepté l'omission de l'échantillon M). Le nombre de cycles a été choisi par 

rapport aux résultats des RT-PCR précédentes, notamment avec le résultat pour Rabgefl 

qui était meilleur à 25 cycles (figure 4.26). Les résultats à 25 cycles étaient satisfaisants 

mais l'intensité globale était faible, un autre essai a alors été effectué à 2S cycles. De plus, 

3 échantillons supplémentaires de leucémies T ont été rajoutés. Ainsi les 3 phénotypes, 

CD4+CDS+, CD4+CDS- et CD4-CDS+ sont représentés dans les tests de RT-PCR. Les 

phénotypes des échantillons qui ont été envoyés pour l'analyse par micropuces étaient 

CD4+CDS+ pour Tl, CD4-CDS+ pour TI et CD4+CDS- pour n. Ainsi, les échantillons 

testés en RT-PCR T#I, T#3 et T#4 ont le même phénotype que TI, T#2 est l'équivalent 

de Tl et T#5 et T#6 sont l'équivalent de n. Il est à noter que T# 1 et T#2 proviennent 

d'une même leucémie qui contenait 2 populations, l'une CD4+CDS+ et l'autre CDS+CD4-. 

De façon similaire à la section précédente, les 6 figures sont organisées sur un même 

modèle. Les résultats des micropuces sont d'abord présentés (parties A des figures), suivi 

de l'histogramme de quantification des RT-PCRs (parties B des figures) et des résultats 

des gels d'agarose des RT-PCRs (parties C des figures). Les parties D des figures 
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représentent les résultats des micropuces des leucémies Tet/ou B par rapport à leur 

échantillon contrôle respectif. 

Figure 4.29 Fblnl (T) 
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A .. El U lU .... MU MU D 

-,).1 ...G,,$& -- T1-C 'n-c 'f3..C 

2 fi' II,lUU 2"i12 

b J ln 1M"i6J J.2IU 

H lJ ... l~ 

c J 9 JO Il 12 13 14 13... -a 
,.... -..,-.- -- .. ~ - - - - - actine 

9 10 Il Il IJ 1..& I~ 

b 
actine 

Figure 4.29: Résultats de la RT-PCR pour Fbln 1. (A) Résultats des micropuces. Les 
ratios supérieurs à 0,585 sont colorés en rouge et ceux inférieurs à -0,585 en vert. (B) et 
(C) RT-PCR. Echantillons 1-6:leucémies T, 7-9: leucémies B, 10-12: leucémies E, 13-15: 
leucémies Mk. (B) Histogramme de quantification par rapport à ~-actine. Les barres en 
couleur présentent les résultats à 28 cycles, les barres hachurées présentent les résultats à 
25 cycles. (C) Visualisation des bandes de RT-PCR (a) 28 cycles; (b) 25 cycles. (D) 
résultats des micropuces montrant le ratio du contrôle T par rapport à chaque leucémie T. 
En vert clair: ratio inférieur à 0,585; en orange: ratio supérieur à 0,585. 
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Figure 4.30: Résultats de la RT-PCR pour Bmp7. (A) Résultats des micropuces. Les 
ratios supérieurs à 0,585 sont colorés en rouge et ceux inférieurs à -0,585 en vert. (B) et 
(C) RT-PCR. Echantillons 1-6:1eucémies T, 7-9: leucémies B, 10-12: leucémies E, 13-15: 
leucémies MIe. (B) Histogramme de quantification par rapport à ~actine. Les barres en 
couleur présentent les résultats à 28 cycles, les barres hachurées présentent les résultats à 
25 cycles. (C) Visualisation des bandes de RT-PCR (a) 28 cycles; (b) 25 cycles. (D) 
résultats des micropuces montrant le ratio du contrôle T par rapport à chaque leucémie T. 
En vert clair: ratio inférieur à 0,585; en orange: ratio supérieur à 0,585. 

Pour les 6 gènes testés, les résultats des RT-PCRs confirment précisément les résultats 

des micropuces. 

Les 3 premiers gènes testés, Fblnl, Rgs3, Bmp7 (figures 4.29 à 4.31) sont spécifiques 

des 3 leucémies de type T d'après le résultat des micropuces et surexprimés par rapport 

au contrôle. 

Les résultats de RT-PCR montrent que Fbln 1 est fortement exprimé dans les 6 leucémies 

T testées et aucune amplification n'est détectée dans les autres échantillons (figure 4.29 B 

et C). 

Les résultats de RT-PCR et des micropuces sont également très bien corrélés pour Bmp7, 

avec une expression restreinte aux échantillons de type T (figure 4.30). Parmi les 

échantillons, on note cependant des variations, avec 2 échantillons CD4'CD8+ sur 3 

exprimant très faiblement le gène (échantillons T# 1 et T#4). Une amplification est 

détectée dans 2 leucémies de type érythroïde (échantillons Il et 12). 

Le gène Rgs3 confirme également son profil spécifique des leucémies T (figure 4.31). 

Son profil ressort mieux à 25 cycles (figure 4.31.b). Il existe des variations d'expression 

entre les échantillons T. Il apparaît plus ubiquitaire avec des amplifications, même faibles, 

détectées dans chaque échantillon à 28 cycles. Cette ubiquité était apparente sur les 

résultats de MAS 5.0 (non montrés). Un échantillon mégacaryocytaire (échantillon 15) 

montre une expression de Rgs3 plus élevée. 

Hdgfrp3 apparaît spécifique des leucémies Tl et TI (CD4+CD8+ et CD4'CD8+) d'après 

le résultat des micropuces (figure 4.32 A). Cette spécificité est conftrmée avec les tests 

des RT-PCRs. En effet une forte amplification est détectée dans les échantillons T#l à 

T#4 qui sont CD4+CD8+ et CD4TD8+ et aucune amplification n'est détectée dans les 

échantillons T#5 et T#6 qui sont CD4+CD8' comme T (figure 4.32 B et C). 
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Figure 4.31 RgsJ (f) 
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Figure 4.32 Hdgfrp3 (fI+TI) 
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Figure 4.31: Résultats de la RT-PCR pour Rgs3. (A) Résultats des micropuces. Les ratios 
supérieurs à 0,585 sont colorés en rouge et ceux inférieurs à -0,585 en vert. (B) et (C) RT
PCR. Echantillons 1-6:leucémies T, 7-9: leucémies B, 10-12: leucémies E, 13-15: 
leucémies Mk. (B): Histogramme de quantification par rapport à ~-actine. Les barres en 
couleur présentent les résultats à 28 cycles, les barres hachurées présentent les résultats à 
25 cycles. (C) Visualisation des bandes de RT-PCR (a) 28 cycles; (b) 25 cycles. (0) 
résultats des micropuces montrant le ratio du contrôle T par rapport à chaque leucémie T. 
En vert clair: ratio inférieur à 0,585; en orange: ratio supérieur à 0,585. 
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Figure 4.32: Résultats de la RT-PCR pour Hdgfrp3. (A) Résultats des micropuces. Les 
ratios supérieurs à 0,585 sont colorés en rouge et ceux inférieurs à -0,585 en vert. (B) et 
(C) RT-PCR. Echantillons 1-6:leucémies T, 7-9: leucémies B, 10-12: leucémies E, 13-15: 
leucémies Mk. (B) Histogramme de quantification par rapport à l3-actine. Les barres en 
couleur présentent les résultats à 28 cycles, les barres hachurées présentent les résultats à 
25 cycles. (C) Visualisation des bandes de RT-PCR (a) 28 cycles (b) 25 cycles. (D) 
résultats des micropuces montrant le ratio du contrôle T par rapport à chaque leucémie T. 
En vert clair: ratio inférieur à 0,585 ; en orange: ratio supérieur à 0,585. 

Les 2 gènes suivants, Etv5 et Jakmipl, sont spécifiques à la fois des leucémies de type 

T et B d'après les résultats des micropuces (figures 4.33 et 4.34). Etv5 est un peu plus 

fortement exprimé dans les leucémies B alors que Jakmipl l'est de façon équivalente 

dans les T et B, ceci toujours à partir des résultats des micropuces. Les RT-PCRs 

confmnent très bien ce profil avec des amplifications marquées dans les échantillons 

lymphoïdes pour Etv5 et Jakmip1. 

4.6.3.2.2. Validation de gènes spécifiques des leucémies B 

Cette partie a été effectuée par Cyndia Charfi au cours de sa maîtrise et est continuée 

au cours de son doctorat. La figure 4.35 montre l'exemple de 2 gènes spécifiques des 

leucémies B: Arntl2 (appendice L, rang13) et Gpm6a (appendice L, rang 38). Les 

résultats des RT-PCR montrent qu'ils sont bien surexprimés par rapport aux leucémies T 

et par rapport aux contrôles T et B. 

D'autres gènes spécifiques des leucémies B ont été testés et confirmés par Cyndia 

Charfi (travail de doctorat en cours). Il s'agit de: Bfsp2 (appendice L, rang 3), Fmn2 

(appendice L, rang 1), Gfra2 (appendice L, rang 15), et Gpm6b. 
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Figure 4.33 EtvS (T+B) 
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Figure 4.34 Jakmipl (T+B) 
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Figure 4.33: Résultats de la RT-PCR pour Etv5. (A) Résultats des micropuces. Les ratios 
supérieurs à 0,585 sont colorés en rouge et ceux inférieurs à -0,585 en vert. (B) et (C) RT
PCR. Echantillons 1-6:1eucémies T, 7-9: leucémies B, 10-12: leucémies E, 13-15: 
leucémies Mk. B: Histogramme de quantification par rapport à ~-actine. Les barres en 
couleur présentent les résultats à 28 cycles, les barres hachurées présentent les résultats à 
25 cycles, (C) Visualisation des bandes de RT-PCR (a) 28 cycles (b) 25 cycles. (D) 
résultats des micropuces montrant le ratio des contrôles par rapport à chaque leucémie 
lymphoïde, En vert clair: ratio inférieur à 0,585; en orange: ratio supérieur à 0,585. (a) 
leucémies et contrôle T (b) leucémies et contrôle B. 
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Figure 4.34: Résultats de la RT-PCR pour Jakmipl. (A). Résultats des micropuces. Les 
ratios supérieurs à 0,585 sont colorés en rouge et ceux inférieurs à -0,585 en vert. (B) et 
(C) RT-PCR. Echantillons l-6:leucémies T, 7-9: leucémies B, JO-12: leucémies E, 13-15: 
leucémies .Mk. (B): Histogramme de quantification par rapport à ~actine. Les barres en 
couleur présentent les résultats à 28 cycles, les barres hachurées présentent les résultats à 
25 cycles. (C) Visualisation des bandes de RT-PCR (a) 28 cycles; (b) 25 cycles. (D) 
résultats des micropuces montrant le ratio des contrôles par rapport à chaque leucémie 
lymphoïde. En vert clair: ratio inférieur à 0,585; en orange: ratio supérieur à 0,585. (a) 
leucémies et contrôle T; (b) leucémies et contrôle B. 

En conclusion, les gènes sélectionnés correspondant à chaque type de leucémie 

analysée ont été globalement confirmés par RT-PCR. Cela valide l'expérience dans le 

modèle Graffi et montre que l'hétérogénéité des tumeurs bien que réelle n'a pas freiné la 

possibilité d'obtenir les gènes les plus spécifiques de chaque type de leucémie. La 

diversité des leucémies induites par le rétrovirus Graffi peut être utilisée comme un 

avantage du modèle. Les perspectives seront notamment de confinner la spécificité de ces 

gènes dans d'autres modèles notamment chez l'humain (voir Discussion section 4.8). Les 

gènes sélectionnés présentent des variations d'expression très grandes entre les types de 

leucémies. Pour d'autres gènes d'intérêt présentant des variations plus faibles, un passage 

en PCR en temps réel est nécessaire. Les expériences de RT-PCR ont permis de faire la 

relation entre les valeurs d'expression des micropuces, provenant de calculs 

biostatistiques compliqués et l'abondance relative des transcrits dans les tissus testés de 

façon plus classique et plus palpable par RT-PCR. 
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Figure 4.35: RT-PCR pour de 2 gènes spécifiques des leucémies B, Arntl2 et Gpm6a 
(A) Résultats RMA des ratios entre les leucémies B et le contrôle CB. (B) Résultats RMA 
des différents échantillons. Rouge: surexprimé; Vert: sous-exprimé. (C) Résultats de 
NETAFFY. (D) Amplification RT-PCR. Histogrammes correspondent à la quantification 
par rapport à ~-actine et visualisation des bandes de RT-PCR (Cyndia Charfi). 
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4.7. Recherche de sites d'intégrations 

Cette partie sur la recherche des sites d'intégration complète la partie des micropuces 

en essayant d'identifier les gènes qui sont responsables de l'apparition des leucémies 

mégacaryoblastiques. Le rétrovirus murin Graffi déclenche la leucémie parce qu'il 

s'intègre à proximité de proto-oncogènes (chapitre l, section 1.2.4). Les sites d'insertion 

rétrovirale dans les 3 leucémies mégacaryoblastiques analysées par micropuces ont été 

recherchés. Ainsi ces résultats reliés à ceux du profil d'expression génique pourraient 

permettre d'avoir une vue d'ensemble sur le processus qui a conduit à l'apparition de ce 

type particulier de leucémies. 

4.7.1. Matériel et méthode 

La méthode consiste à amplifier la région génomique bordant l'intégration rétrovirale 

(figure 4.36) et à localiser ainsi le locus d'insertion grâce à des navigateurs informatiques 

du génome de Mus musculus (EMSEMBL: www.ensembl.org and UCSC: 

www.genome.ucsc.edu) 

La stratégie développée dans le cas du rétrovirus Graffi (projet de maîtrise de Diana 

Paulina Ospina Salazar, Laboratoire d'Éric Rassart) permet d'amplifier la région 

génomique bordant le côté 5' du rétrovirus. La technique de recherche des sites 

d'insertions a été utilisée telle que développée par Diana Paulina Ospina Salazar 

(adaptation de la technique d'Anton Berns). Le génome cellulaire est premièrement 

digéré par BarnHI, une enzyme qui coupe fréquemment dans le génome de la souris, qui 

coupe dans le génome du rétrovirus Graffi mais ne coupe pas dans le LTR (figure 4.36 B). 

Une splinkerette est attachée par ligation à chaque extrémité cohésive laissée par la 

digestion de BamlU. La splinkerette est une amorce double-brin, qui a la caractéristique 

de comporter une structure en épingle à cheveux et qui correspond à une séquence qui 

n'existe pas dans le génome de la souris (elle provient du génome du virus de 

l'encéphalite et de l'arthrite caprine (CAEV)) (figure 4.36 A). Le fragment à amplifier par 

PCR (indiqué 'fragment d'intérêt' sur la figure 4.36 B) comprend une splinkerette, une 

région d'ADN génomique flanqué d'un 5'LTR. L'ADN est alors digéré par CIal qui 

coupe dans le gène Pol ce qui va permettre d'éviter l'amplification par PCR du côté 3' du 

rétrovirus. Ensuite, une réaction PCR est réalisée grâce à une amorce correspondant à la 
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splinkerette et une autre placée dans la région U3 du virus Graffi. Seul le fragment 

d'intérêt est amplifié. Les fragments PCR sont alors clonés et séquencés et le 

positionnement sur le génome de Mus musculus est réalisé. 

A 
CATCCCCL\.A..AJ;A&GM:TAATUX ~r; GTCGC 1GÂ AfC.M;ACIG (;J1;.n:c;r 

RMn. cuv", HZ'1) AM.te~ (d:lpISJ) 

...--- Parûllulllllll!de ."P1îJ:Ilamà (CAEV, aJW!1l2lI) ..... 
5" CAl" «;CG en. AA.G AGGJ.LTAATMC AASt GTCCC T'GA. Al' GAJ;ACT GGT Gn:: CA.t ACI AJ;T cc .:r 
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Figure 4.36: Recherche de sites d'intégrations. (A) Représentation de la splinkerette 
utilisée avec ses amorces respectives. (figure prise du mémoire de maîtrise de 
Diana Paulina Ospina Salazar et de Mikkers et al, 2002) (B) Processus 
d'amplification des régions génomiques flanquées d'une intégration rétrovirale (figure 
adaptée de la proposition de recherche de maîtrise de Diana Paulina Ospina Salazar). 
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4.7.2. Résultats 

Onze intégrations dans la tumeur Mkl (Kit+CD4r), 5 intégrations dans la tumeur Mk2 

(KitCD4n et 10 intégrations dans la tumeur Mk3 (KitCD41+) ont été clonées et 

séquencées. Le nombre élevé d'intégrations clonées par tumeur atteste du caractère 

polyclonal des tumeurs induites par le rétrovirus Graffi. Cette polyclonalité avait déjà été 

remarquée par analyse Southem Blot d'ADN de rates tumorales avec hybridation de la 

sonde U3 de Graffi (non montré). Plus d'une dizaine de bandes pouvaient être observées 

sans qu'elles soient présentes dans les échantillons contrôles. Certains fragments clonés 

correspondaient à l'amplification d'une séquence génomique et d'un virus endogène. Ces 

fragments ont été enlevés de l'analyse. Les tableaux 4.27, 4.28, 4.29 montrent les 

intégrations clonées avec leur localisation génomique pour les tumeurs Mk l, Mk2 et Mk3 

respectivement. 

Tableau 4.27: Intégrations rétrovirales dans Mkl 
Cl> Cl> e 
Cl 

'" 
c 

,Cl> 
CIl 

Cl e ~ 

e 
.c 
U ~ènes en arnont* 

'" C 
<II 
~ ~ènes en aval* 

1 10 Grn817 (17kb), Lrrfipl(60kb) Rampl Ube2f (95kb), Sc1y (130kb) 
2 JG2 1112 (l88kb), 1190005F20Rik (23m Niban Edern3 (92kb), Q8K3Do( 199kb) 
3 4BI !m24Rik (133kb), 1700066J25Rik Dnaicl Cntfr (29kb), Dent3 (86kb) 
4 5E 1 Pd2fra (21Gkb), Gsb2 (382kb) - Kit (114kb), Kdr(472kb) 
5 6F3 Klrbl b (1 Okb),C1ee2b (l59kb) - Clee21 (50kb), Klrblf(208kb) 
6 6Gl GS21 (61kb), Hebpl (l30kb) - Pbp2( JO kb). DynltJ (50kb) 
7 IIB4 Pfnl (O.8kb), Rnfl67( 4kb) - Eoo3(1.7kb), Spa27 (8,2kb) 
8 IIB5 Rbotl (55kb), Rofl35(123kb) Rbbd13 Zfp207(GOkb). Psmdll( I05kb) 
9 15D3 Pvtl(21Ikb) Mve (463kb), - -
JO 15F2 Dbx2( 1OOkb), Nell2(225kb) - TmernI6f(36kb) 
Il 16B3 Hed (13kb), Slcl2a8(118kb) - MucJ3(12kb),ltgb5(48kb) 
~:en amont ou en aval par rapport a la locallsalIon chromosomique de !'lI1serllOn 
en rouge: inclus dans RTeGO 
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Tableau 4.28: Intégrations rétrovirales dans Mk2 

Il 
QI e 
0 
'" 

01 

= ,01 
~ 

0 
E .!! 
0.. '" c 

1 

: 
oC 
U gènes en amont* 01 

"0 gènes en aval* 
1 j 1 E4 Pfkb2(O,4kb), C4bp (54kb) - Yodl(O,8 kb). AA986890(1kb) 
2 6A3 Pot la(14kb), Grp37( 120kb) - -

3 8 El Irl'8(81kb), Cox4i1(149kb) - FOllna(269kb). Mtbfsd(280kb) 
4 12CI Hectdl( 120kb), EG544864(35kb) - HeatrSa( llkb)653040IN04Rik( 124kb) 
5 13D2.3 Pelo(46kb), Itga 1(33kb) - -

*:en amont ou en aval par rapport à la localIsation chromosomique de l'insertIOn 
en rouge: inclus dans RTCGD 

Tableau 4.29: Intégrations rétrovirales dans Mk3 

QI 01 
E =·010 

'" 0 .!! 
~ 

E ..0 '" 
oC =01 
U e:ènes en amont* "0 e:ènes en aval* 

1 1C5 Glrpl( 146kb), Spp2(230kb) - Arl14c( 161 kb), Sh3bp4(413kb) 
2 IF - - Ptprc(257kb), Atp6vle:3(466kb) 
3 2H3 Prkcbp 1(43kb), Eya2( 156kb) - Ncoa3 (65kb), SulU (146kb) 
4 5BI Rheb(23 kb), Cry02(83 kb) - l'rkae;2(20kb)1500035N22Rik( 144kb) 
5 602 Rpnl(16kb), EG434064(115kb) - GATA-2 (72kb), Dnajb8(100kb) 
6 7B4 Bax(21kb), Fltl(28kb) Dbdb Nucbl(4kb), Tulp2 (25kb) 
7 7F5 Ccndl( I07kb), Oraovl(l67kb) - Tpcn2( 167kb), Mnwrf(253kb) 
8 BAI Calm13(27kb) - Calm4(6kb)Calm5(22kb)Netl(53kb) 
9 14C3 Prmt5(20kb), Rem2(57kb) - DI4Ertd500e(4kb), Jub(31 kb) 
10 19A Ankrd13d( 18kb), Ssb3(32kb) Adrbkl Fbxl13( 15kb) 
*:en amont ou en aval par rapport à la localisation chromosomique de l'insertIOn 
en rouge: inclus dans RTCGD 

Ces tableaux présentent les gènes en amont et en aval des insertions. Certaines 

insertions ont eu lieu également dans des gènes. Certains gènes sont colorés en rouge (13 

gènes). Il s'agit de gènes dont une ou plusieurs intégrations rétrovirales (sites communs 

d'intégration ou non) ont été trouvées par d'autres modèles rétroviraux et qui sont 

répertoriées dans la base de données des intégrations rétrovirales, RTCGD (Retrovirus 

Tagged Cancer Gene Database, http://rtcgd.abcc.ncifcrf.gov/). Neuf de ces 13 gènes sont 

ceux situés de façon la plus proche de l'intégration rétrovirale. 

Le tableau suivant (tableau 4.30) montre les résultats des micropuces pour ces 13 gènes 

enregistrés dans RTCGD et proche d'une intégration rétrovirale dans les leucémies. Le 

tableau montre les résultats de RTCGD (nombre d'intégrations rétrovirales et sites 

communs d'intégration) également. 
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18 Cl8 

Mkl 6 + 
Mkl 3 
Mkl ? + 
Mkl 75 + 
Mkl 3 

Mk2 ? + 
Mk2 2 
Mk2 1 

Mk3 3 + 
Mk3 1 
Mk3 1 

Mk3 34 + 
2 

Parmi ces 13 gènes, certains sont associés à la signalisation cellulaire et à la 

prolifération (Myc, Ccndl, Foxf1a, Prkcbpl, Prkag2, Pfnl, Kit), alors que d'autres sont 

plus associés à la fonction hématopoïétique (lrf8, Itgal, Itgb5, Gata2, Kit). Ainsi on peut 

émettre l'hypothèse qu'ils peuvent se répartir selon les 2 groupes d'oncogènes: ceux 

impliqués dans la prolifération et la survie et l'autre dans l'immortalisation ou le blocage 

de la différenciation (chapitre l, section, 1.1.2.4). Ainsi, il est normal d'observer sur les 

résultats des micropuces que les gènes associés à la fonction hématopoïétique montrent 

des variations d'expressions significatives selon les leucémies alors que l'autre groupe en 

montre moins. Par exemple, on peut supposer que les expressions de Ccndl (Cyclin Dl) 

et Myc sont très fortes dans toutes les leucémies mais ne varient pas d'un type de 

leucémie à l'autre. Gata2 et Kit sont les 2 gènes qui montrent une spécificité pour les 

leucémies mégacaryoblastiques et vont être analysés un peu plus en détail ultérieurement. 

Les 2 gènes Rarnpl (receptor (calcitonin) activity modifying protein 1) et Adrbkl 

(adrenergic receptor kinase, beta 1) ont une intégration intronique du rétrovirus Graffi. Le 

rapport sur ces intégrations rétrovirales dans RTCGD indique également qu'elles sont 

toutes introniques, dans un cas altérant le cadre de lecture (Rampl) et dans l'autre cas 

conservant le cadre de lecture (Adrbkl). 

Pfnl (profilin 1) joue un rôle dans l'assemblage de l'actine, il est essentiel pour la 

survie cellulaire et la division lors du développement des souris et aurait également un 

rôle de suppresseur de tumeur (Witke et al, 2001, Susuki et al. 2006). 
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Foxf1 (forkhead box Fla) est un facteur de transcription, il est essentiel à la migration 

des cellules mésenchymateuses et il régule également l'expression de l'intégrine ~3 

(CD61) (Malin et al. 2007). 

Irf8 (Interferon regulatory factor 8) est un facteur de transcription et il est exprimé de 

façon prédominante dans les cellules hématopoïétiques. Il joue un rôle très important dans 

la différenciation myéloïde (granulocytes versus monocytes) et une absence de ce gène 

conduit au développement de leucémies chroniques et aiguës myéloïdes humaines 

(chapitre l, section 1.1.1.6.2.1.3). Il est également associé à un site commun d'intégration 

rétrovirale. Ce CIS aurait comme rôle d'activer l'expression de IRF8 et donc ce gène 

aurait un rôle différent dans la lignée myéloïde et lymphoïde (Ma et al. 2006). 

Une étude récente montre l'implication de Itgal (Integrin al) dans la différenciation 

mégacaryoblastique. Cette étude apporte la preuve de la méthylation et de la répression 

de ITGA 1 et du gène PELO situé dans un intron de ITGAI lors des étapes précoces de la 

différenciation des mégacaryocytes humains (Cheli et al. 2007). Ainsi on peut émettre 

l'hypothèse que l'intégration du rétrovirus Graffi proche de ce locus pourrait empêcher la 

répression de ces 2 gènes, ce qui conduit en un blocage de la différenciation des 

mégacaryocytes. Itga2 fait partie de ce locus et est située à 200kb de l'intégration. Les 

souris knock-out pour Itga2 ont un défaut spécifique des plaquettes avec une mauvaise 

fIxation aux fIbres de collagène (Holtkotter et al. 2002). Cela montre que tout ce locus 

semble impliqué dans des fonctions de la lignée mégacaryocytaire. 

Comme les tumeurs sont polyclonales, on peut penser que certaines intégrations 

(évènement déclenchant du processus de cancer) sont présentes dans toutes les sous

populations et que d'autre sont présentes chacune dans des sous populations et ont aidé au 

processus de leucémogenèse. Le clonage de ces sites n'apporte pas la preuve de leur 

implication dans le processus de leucémogenèse et d'autres expérimentations doivent être 

effectuées dans ce but. 

4.7.3. Vérification des sites d'intégrations SEI et 6D2 

Les sites d'intégrations au niveau des chromosomes 8El et 5D2 sont à proximité des 

gènes Kit et Gata2 respectivement. Quelques expériences ont été effectuées pour 

confirmer ces sites à cause de l'implication connue de ces gènes dans la lignée 
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mégacaryocytaire. Rappelons que Gata2 est fortement exprimé dans les mégacaryocytes 

et il est impliqué dans les étapes précoces de la mégacaryopoïèse (chapitre l, section 

1.1.1.6.2.2.2.4). Une mutation dans Gatal a été trouvée responsable de l'apparition des 

leucémies mégacaryoblastiques dans les individus souffrant du syndrome de Down 

(chapitre l, section 1.1.2.4.2.4) et donc l'implication de Gata2 dans le développement des 

leucémies mégacaryoblastiques n'est pas du tout improbable. IGt est également 

caractéristique des progéniteurs hématopoïétiques et est un marqueur spécifique des 

progéniteurs mégacaryocytaires. Il est aussi classifié comme oncogène. Il code pour un 

récepteur tyrosine kinase qui agit positivement sur la prolifération cellulaire. Il est aussi 

surexprimé dans d'autres cancers (notamment cancers du sein) et des inhibiteurs des 

tyrosines kinases comme l'imatinib qui ciblent Kit sont utilisés comme agents 

thérapeutiques (Lengyel et al. 2007). 

La figure 4.37 présente les loci d'intégrations pour 8El et 5D2 et montre que le virus 

Graffi est intégré en 5' des gènes Kit et Gata2 dans une orientation inverse (figure 4.37 

A). Cette figure montre également la vérification de l'existence des sites d'intégrations 

8EI et 5D2 dans Mkl et Mk3 respectivement (figure 4.37 B et C): afin de confirmer les 

sites d'intégrations, des PCRs ont été effectuées avec des oligonucléotides situés dans U3 

et GAG du rétrovirus et dans la séquence génomique flanquant l'intégration. Le gel a été 

transféré sur membrane et les fragments PCR ont été hybridés avec une sonde U3 

radioactive (figure 4.37 B). Des amplifications des intégrations correspondent bien à Mkl 

pour 8EI (Kit) et à Mk3 pour 5D2 (Gata2). Un essai PCR a été effectué pour détecter 

l'intégration au niveau du 8EI à partir d'ADN de cellules triées de Mkl envoyées aux 

micropuces (les autres expérimentations ayant été effectuées avec de l'ADN issus de la 

rate infiltrée non triée). Des fragments spécifiques et d'intensité supérieure aux essais sur 

la rate non triée ont été amplifiés (figure 4.37 C). Afm de savoir si les cellules triées ont 

également un patron polyclonal, un Southern Blot a été réalisé avec l'ADN de ces cellules 

triées et une hybridation avec U3 (figure 4.37 D). Six bandes sont visibles dont une 

d'intensité plus forte que les autres. Donc les cellules triées représentent bien une 

population polyclonale comportant une intégration proche de IGt. Il n'est pas possible par 

manque de matériel de continuer l'expérimentation pour savoir si l'intégration est 

majoritaire ou minoritaire dans ces populations. Pourtant, il est à noter que des techniques 

ont été développées pour répondre à ces questions: il s'agit par exemple de la PCR-LAM 

(Linear Mediated PCR) développée par l'équipe de Cristof von Kalle et qui nécessite très 
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peu de matériel au départ (50 à IOOng). Cette technique pennet non seulement d'amplifier 

les intégrations rétrovirales mais aussi de déterminer la c10nalité ou la polyclonalité d'une 

population, elle pennet de détecter le clone dominant par une technique de PCR 

compétitive et quantitative (Schmidt et al. 2003). La figure 4.37.E est un Southem Blot 

effectué sur l'ADN des cellules triées El, E2, et E3 et qui montre également la 

polyclonalité des populations érythroïdes leucémiques triées. Aucun essai n'a été effectué 

sur l'ADN de cellules triées de Mk2 et Mk3 par manque de matériel. 

Des essais de RT-PCR ont été effectués sur les ARN des cellules triées de Mkl, Mk2 et 

Mk:3 (échantillons envoyés aux micropuces) pour tester l'expression de Kit et Gata2 

(figure 4.38). Les conditions étaient telles que décrites précédemment (section 4.6.2). 

Comme attendu d'après les résultats des micropuces, il n'y a pas de différences 

significatives entre les échantillons Miel, Mk2 et Mk:3. Cependant l'expression dans les 

leucémies est beaucoup plus forte que dans celle de l'échantillon non leucémique CD41 +. 

Mais un passage en PCR en temps réel permettrait une conclusion plus sûre. 

Deux hypothèses peuvent expliquer le fait que l'expression n'est pas plus forte dans 

Mkl pour Kit et Mk3 pour Gata2: 1) les intégrations rétrovirales n'ont pas d'influence sur 

les gènes 2) les intégrations rétroviraJes ont le rôle de bloquer la répression de ces gènes 

mais non d'augmenter encore leur niveau d'expression. 

II n'est pas rare qu'un gène avec une intégration rétrovirale à proximité n'ait pas une 

expression plus forte dans les tumeurs réarrangées. Cela ne signifie pas forcément que 

l'intégration n'a pas d'utilité. Par exemple, dans les tumeurs induites par le virus Graffi, 

aucune variation entre les échantillons réarrangés ou non-réarrangés au locus de Myc n'a 

été détectée car cet oncogène est de toute façon très fortement exprimé dans tous les 

échantillons leucémiques (Denicourt et al,. 1999). 

Même si beaucoup de preuves doivent être apportées par différentes expérimentations 

sur l'incidence des intégrations, l'hypothèse 2 est tout à fait probable. Kit et Gata2 sont 

des gènes fortement exprimés dans les progéniteurs mégacaryocytaires et leur expression 

diminue avec la différenciation. Un blocage de la répression de ces gènes peut favoriser le 

processus de la leucémogenèse, agissant sur l'immortalisation et/ou la prolifération des 

cellules leucémiques mégacaryoblastiques. 
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Figure 4.37: Sites d'intégrations SEI (Kit) et 6D2 (Gata2). (A) Présentation des 2 loci 
d'intégration. (B) Hybridation avec U3 des PCRs vérifiant les intégrations de Graffi dans 
les sites SE 1 et 602. Partie du haut: 5E l, partie du bas: 602. Mk 1:2, 5, 8, II, 14, 17, 20, 
23,26,29,32,35; Mk2: 3, 6, 9,12,15,18,21,24,27,31,33,36;; Mk3: 1,4,7,10,13,16, 
19, 22, 25, 28, 31, 34.(C) amplification PCR de 5E1 dans les cellules triées de Mk1. (0) 
Southem blot (hybridation avec U3) des cellules triées de Mkl. (E) Southem blot 
(hybridation avec U3) des cellules triées de El, E2, E3). 
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Figure 4.38: RT-PCR de Kit et Gata2 dans Mkl, Mk2 et Mk3. 1:Mkl, 2:Mk2, 3: Mk3, 
4: cellules normales CD41+ (a) Gata2 (b) Kit, paire d'oligos 1; (c) Kit, paire d'oligos 2 (d) 
~-actine. (A) RT-PCR à 25 cycles. (B) Histogramme de quantification par rapport à ~
actine. (C) RT-PCR à 20 cycles.(D) Histogramme de quantification par rapport à ~-actine. 

En conclusion, aucune preuve directe de l'identification des premiers intervenants 

responsables des leucémies Mkl, Mk2 et Mk3 n'a été apportée. Cependant le résultat du 

clonage des sites d'intégrations montre des pistes très intéressantes. Des expérimentations 

avec quelques-uns des gènes identifiés dans cette section (Gata2, Kit 1rf8, ltagl) 

pourraient peut-être permettre de mieux comprendre les premières étapes de la 

leucémogenèse mégacaryoblastique, phénomène encore très peu élucidé. 
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4.8 Discussion et perspectives 

4.8.1. Résumé 

L'ensemble du travail présenté dans cette thèse repose sur l'utilisation du rétrovirus 

murin Graffi afin d'étudier le processus de leucémie. Les chapitres II et m relatent les 

expériences effectuées pour établir le modèle et le chapitre IV montre plus 

spécifiquement comment ce modèle a été utilisé afin de découvrir de nouveaux éléments 

concernant le phénomène de la leucémie. 

Le rétrovirus murin Graffi représente maintenant un modèle bien établi pour étudier les 

différents types de leucémie malgré la complexité apportée par le nombre élevé de 

leucémies mixtes ou biphénotypiques et la polyclonalité des tumeurs. 

Les résultats des micropuces ont apporté de nombreuses données grâce à la 

comparaison des différents types de leucémie entre eux. Aucune étude de profilage 

génique des leucémies n'a encore été publiée avec cette approche. 

La multitude de données obtenues grâce aux micropuces et les diverses orientations qui 

peuvent être prises dans l'analyse font qu'un grand travail analytique préliminaire a dû 

être effectué (présenté dans ce chapitre) avant que des directions précises de recherche 

puissent être entreprises. 

La caractérisation des gènes des leucémies lymphoïdes obtenus grâce aux micropuces 

est continuée par Cyndia Charfi en doctorat dans le laboratoire d'Eric Rassart, projet que 

l'étudiante a débuté en maîtrise. 

Le projet de caractérisation des leucémies érythroïdes et mégacaryoblastiques est 

également prometteur. La suite du projet consiste à étudier la fonction de certains gènes 

d'intérêt afm d'établir leurs rôles dans l'érythropoïèse, la mégacaryopoïèse ou dans le 

développement de la leucémie. Les orientations possibles à la suite de ce projet étant 

nombreuses et le travail n'étant pas encore publié à ce jour, certaines perspectives 

précises pour poursuivre le projet sur les leucémies érytbroïdes et mégacaryoblastiques 

vont être présentées ci-dessous. 
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4.8.2. Perspectives 

Le problème majeur provenant du design de l'expérience des micropuces est qu'il n'est 

pas possible à priori de savoir, parmi les gènes spécifiques d'un type de leucémie, 

lesquels sont liés à la pathologie et lesquels sont liés à une fonction des cellules 

différenciées et non leucémiques. Même s'il s'avère que la fonction de ces gènes n'est 

pas oncogénique mais liée aux fonctions normales des cellules, il est tout de même très 

intéressant de les étudier. Ceci est particulièrement vrai pour la lignée mégacaryocytaire 

car la mégacaryopoïèse et les mégacaryocytes restent encore très mystérieux. 

Un des points importants est de vérifier que ces gènes découverts grâce à un modèle 

murin remplissent un rôle comparable chez l'humain. En effet, la finalité du projet est 

d'apporter des éléments nouveaux pour mieux comprendre l'hématopoïèse et les 

leucémies humaines. Les gènes ont été sélectionnés au départ parce qu'ils ont une grande 

similarité avec leurs homologues humains. Il est cependant nécessaire de vérifier leur 

expression dans des échantillons leucémiques humains et de vérifier également qu'ils sont 

spécifiques du même type de leucémie. 

Les premiers gènes dont la fonction doit être étudiée sont ceux qui ont été sélectionnés 

et validés en RT-PCR (section 4.6.3.1). D'après les résultats de RT-PCR, si d'autres 

gènes doivent être validés, un passage en PCR en temps réel sur un échantillonnage égal 

ou plus grand que celui utilisé précédemment semble préférable. Il est à noter que si 

l'expression spécifique des gènes candidats par rapport aux leucémies érythroïdes ou 

mégacaryoblastiques est assez clairement établie, la validation de l'expression par rapport 

aux cellules non leucémiques reste encore à améliorer. De meilleurs échantillons 

érythroblastiques doivent être prélevés de nouveau à partir de la moelle osseuse de souris 

(érythroblastes Ter119+). Pour les mégacaryoblastes ou mégakaryocytes normaux, la 

population splénique CD41+ doit être mieux caractérisée (tester plus de marqueurs en 

cytométrie de flux). De plus, de récents protocoles ont été développés pour isoler des 

populations pures de mégacaryoblastes à partir de la moelle osseuse de souris. Cela 

implique un tri des cellules premièrement par sélection négative pour éliminer les cellules 

Lin+, suivie d'une sélection positive avec CD41 (Dumon et al. 2006, Nakom et al. 2003). 

L'équipe de Weissman a trouvé que la fraction CD9+CD41"'FcR1°c-kit+Sca-nL7K 

ThyJ.rLin- de la moelle osseuse donne principalement des mégacaryocytes et des 

plaquettes en culture (Nakom et al. 2003).De plus, l'injection de TPO à des souris permet 



263 

d'enrichir la moelle osseuse en mégacaryoblastes (Carow et al.2001). Afin de purifier 

correctement ces populations, la technologie avec aimant-billes de EasySep® utilisée 

pour le tri des cellules envoyées aux micropuces est probablement insuffisante. 

Un autre point important est l'identification précise du transcrit alternatif correspondant 

à la surexpression spécifique observée. En effet le type de micropuces utilisé est 

performant et les probes sont sélectionnés de façon à être bien spécifiques du gène en 

question. Cependant, des incertitudes peuvent apparaître si plusieurs transcrits alternatifs 

existent. Affymetrix a d'ailleurs développé de nouvelles puces permettant de mieux 

différencier les transcrits. Ainsi différentes RT-PCR ou des techniques de RACE (Rapid 

Amplification of cDNA Ends) peuvent être appliquées pour identifier les transcrits en 

question. Il est important que le transcrit impliqué cbez l'humain soit caractérisé. 

Pour de nombreux gènes, la fonction est déjà connue à des degrés variables et cette 

connaissance permet d'établir des stratégies différentes selon les gènes. 

Trois cas de figures générales peuvent être imaginés concernant la fonction des gènes 

sélectionnées: 1) ils peuvent avoir un rôle dans la prolifération, la survie des cellules. 2) 

ils peuvent avoir un rôle dans la différenciation. 3) leur rôle peut être associé à une 

fonction spécialisée des cellules matures. 

4.8.2.1 Implication potentielle du gène dans la prolifération, la 
migration ou la survie des cellules 

Cette étude permet de tester les capacités oncogéniques des gènes en question. 

Plusieurs essais ont été développés durant ces 20 dernières années pour caractériser les 

oncogènes. Il s'agit de tester les potentiels transformants et immortalisants des gènes, 

l'effet sur la migration, la survie, l'inhibition de contact et la croissance de cellules 

transfectées avec les gènes d'intérêt. 

4.8.2.1.1. Tests de transformation cellulaire 

Cet essai est effectué en co-transfectant le gène candidat avec Myc ou un gène Ras 

activé dans des fibroblastes embryonnaires murins. Si le gène a des propriétés 
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oncogéniques, des foyers de transfonnation vont apparaître attestant de l'acquisition de 

l'inhibition de contact et de la prolifération des cellules. 

Ce test est global et mesure plusieurs paramètres à la fois. Mais il est possible de 

tester individuellement l'effet de la transfection du gène sur la prolifération cellulaire 

(comptage des cellules ou mesure de l'incorporation de thynùdine radioactive ou de BrdU) 

ou sur l'apoptose (essai TUNEL ou analyses en cytométrie de flux). On peut également 

tester la capacité de migration des cellules transfectées sur de l'agar mou. 

4.8.2.1.2. Tests sur la mobilité des cellules 

Si l'hypothèse que le gène candidat puisse être impliqué dans la mobilité cellulaire 

(implication dans la régulation ou réorganisation du cytosquelette) semble probable et 

donc qu'il peut être impliqué dans le caractère invasif de la maladie, deux essais peuvent 

être réalisés: un essai de motilité avec la chambre de Boyden ou un essai d'invasion dans 

du Matrigel®. 

La chambre de Boyden est composée de 2 espaces séparés d'une membrane. Des 

agents chémo-attractifs sont placés dans la chambre du bas attirant les cellules qui vont 

alors franchir la membrane. La capacité migratoire des cellules transfectées va être 

comparée à celle de cellules non-transfectées (Overholtzer et al. 2006). L'essai d'invasion 

du Matrigel est basé sur le même principe, avec une observation du nombre de cellules 

qui ont migré dans les sphéroïdes du gel (Giordano et al. 2000, Overholtzer et al. 2006). 

4.8.2.2. Implication dans le processus de différenciation 

Si le gène candidat n'est pas directement impliqué dans la prolifération cellulaire, il 

peut être impliqué dans la différenciation. Son rôle peut se situer dans les étapes précoces 

ou tardives de la différenciation. Cet aspect est très important car les approches 

thérapeutiques qui pennettent la réactivation de la différenciation peuvent être très 

efficaces et peu toxiques. Connaître à quel moment est exprimé un gène lors de la 

différenciation peut également donner de grands indices sur sa fonction normale. 

Plusieurs lignées cellulaires de différentes origines hématopoïétiques sont disponibles 

commercialement qui peuvent se différencier par addition de facteurs externes. Par 

exemple la lignée murine érythroblastique MEL peut réactiver sa différenciation en 
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érythrocytes par ajout de DMSO dans le milieu de culture (Tsiftsoglou et al. 1985). Les 

lignées humaines K562 et HEL peuvent se différencier soit en suivant la différenciation 

érythroïde avec ajout de hémine (hemin) soit en suivant la différenciation 

mégacaryocytaire avec ajout de PMA (phorbol myristate acetate) (Huo et al. 2006). 

De plus, d'autres lignées cellulaires commerciales qu'il serait intéressant d'utiliser 

existent. On peut citer TF1, AP214, LAMA-84 pour les lignées érythroïdes et CMK, 

MegO l, et SET2 pour les lignées mégacaryoblastiques. Toutes ces lignées dérivent de 

patients humains. La première étape est donc de tester l'expression des gènes candidats 

dans ces lignées humaines avant de commencer les tests de différenciation. 

4.8.2.2.1 Expression des gènes candidats au niveau humain 

L'expression des gènes candidats se fait par RT-PCR sur les ARN des lignées 

cellulaires. Il est important de ne pas se limiter aux leucémies érythroblastiques et 

mégacaryoblastiques et de tester l'expression de ces gènes dans des lignées humaines T, 

B et myéloïde. Ceci permet de reproduire les conditions utilisées pour les micropuces et 

de voir si les gènes candidats sont spécifiques des types érythroïde ou 

mégacaryoblastique chez l'humain également. Les lignées lymphoïdes humaines 

disponibles peuvent être Jurkat pour les lymphomes T, Daudi et Raji pour les leucémies B, 

U937 pour la lignée myéloïde. 

Après cette expérience, il serait intéressant de pouvoir tester l'expression des gènes 

candidats sur des échantillons ARN de patients humains non passés en culture. Ces 

échantillons peuvent être acquis à partir de banques de tumeurs qui existent au Canada 

(www.ctrnet.ca) et notamment au Québec (La Banque de Cellules Leucémiques du 

Québec ). Cependant il faut noter que les échantillons mégacaryoblastiques sont rares et 

donc difficiles à obtenir. 

Il est aussi important d'étudier la corrélation entre la présence de molécules d'ARN et 

la production de protéines fonctionnelles. Ainsi, si des anticorps sont disponibles, il 

faudra faire des analyses Western-blot dans un premier temps pour vérifier la présence de 

la protéine. 

4.8.2.2.2. Tests de différenciation 
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Si les gènes endogènes sont exprimés dans les lignées cellulaires et échantillons. 

humains testés, il est intéressant d'étudier l'évolution de la courbe d'expression au cours 

de la différenciation. 

Si au contraire, les gènes candidats ne sont pas exprimés dans les lignées cellulaires ni 

dans les échantillons testés, on peut tout de même émettre l'hypothèse qu'ils sont 

impliqués dans des étapes plus tardives de la différenciation ou dans la fonction normale 

des cellules matures chez l'humain. 

Afin d'effectuer les tests de différenciation, les cellules sont mises en culture puis les 

agents de différenciation sont ajoutés au milieu de culture. En général quelques jours 

suffisent pour que la différenciation s'effectue. Il a été noté plus haut que K562 et HEL 

peuvent se différencier soit vers la lignée érythroïde (ajout d'hémine) soit vers la lignée 

mégacaryocytaire (ajout de PMA). Les lignées érythroïdes TF-l(Kitamura et al. 1989), 

AP-217 (Mossuz et al. 1997) et LAMA84 (Drexler et al. 2004) peuvent elles aussi 

continuer quelques étapes de différenciation en érythrocytes lors de l'ajout d'hémine. De 

même, les cellules MegOI (Deutsch et al. 2000), SET-2 (Uozumi et al. 2000), et CMK 

(obtenue d'un patient souffrant du syndrome de Down, Sato et al. 1989) peuvent aussi 

avancer dans la voie de différenciation mégacaryocytaire et même produire des plaquettes 

avec l'ajout de PMA. 

La différenciation des cellules peut être observée grâce au changement de morphologie 

des cellules: augmentation de la taille des cellules et noyau polylobé lors de la 

différenciation en mégacaryocyte et diminution de la taille pour la formation des globules 

rouges. La différenciation des globules rouges peut être également suivie par 

l'observation de la synthèse de l'hémoglobine. Des tests plus poussés peuvent être 

effectués comme l'analyse en cytométrie de flux avec différents marqueurs ou des 

colorations spécifiques (coloration à la benzidine pour les érythroblastes et chloroacetate 

pour les mégacaryocytes). 

Un pool de cellules doit être prélevé chaque jour du test de différenciation à des temps 

précis afin d'obtenir l'ARN nécessaire aux tests de RT-PCR. 

Il faut tout de même noter que les lignées cellulaires citées ci-dessus proviennent en 

général de patients souffrant de leucémie myéloïde chronique et dont une crise blastique 

(après une phase de rémission) a pris le phénotype AML6 (leucémie érythroïde) ou 

AML7 (leucémie mégacaryoblastique). Ainsi ces lignées peuvent porter de façon 
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concomitante des marqueurs de la lignée myéloïde, érythroïde et mégacaryocytaire. De 

plus, la différenciation induite par les agents est souvent incomplète. Cependant, les 

systèmes de lignées cellulaires offrent l'avantage de permettre de ne pas manquer de 

matériel et de pouvoir les manipuler (transfections, etc ...). 

Un test de différenciation plus proche de ce qui se passe in vivo est la différenciation à 

partir de progéniteurs issus de la moelle osseuse ou de cordons ombilicaux de donneurs 

sains. On peut ainsi produire des érythroblastes et des mégacaryoblastes à partir des 

cellules CD34+ humaines. La production de mégacaryocytes et de plaquettes à partir de 

sang de cordon ombilical riche en HSCs semble avoir été particulièrement optimisée ces 

dernières années. Cela consiste à obtenir la fraction cellulaire CD34+ et les mettre en 

culture avec des cellules stromales et un cocktail de cytokines (ligand de Flt-3, SCF, TPO) 

puis de les cultiver sans cellules stromales avec un ajout de ILl pour provoquer la 

différenciation en plaquettes (Matsunaga et al. 2006). 

4.8.2.2.3 Expressions endogène et exogène des gènes candidats 

Après les tests de différenciation, 2 cas de figure peuvent se présenter 

schématiquement: 1) le gène est exprimé fortement dans les progéniteurs ou lignées 

leucémiques et son expression diminue progressivement lors de l'induction de la 

différenciation; 2) l'expression du gène augmente progressivement lors de la 

différenciation. 

Dans le premier cas (qui correspond au cas de Gata2 ou Kit), cela signifie que le gène 

est impliqué dans le processus de différenciation et un blocage de la répression de ce gène 

peut participer au processus de leucémogenèse. Il est alors intéressant de voir si la 

repression de ce gène (ARN anti-sens) dans les lignées leucémiques peut faciliter le 

processus de différenciation. De façon contraire, il est possible de surexprimer le gène 

dans ces lignées et voir si cela empêche l'induction de la différenciation. Il est à noter que 

la transfection classique de lignée cellulaire est souvent peu efficace et il est préférable de 

recourir à des infections lentivirales ou adénovirales. 

Si les résultats montrent clairement que le gène candidat a une implication directe dans 

le blocage de la différenciation, il sera important de déterminer à quelle voie de 
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signalisation il est relié. En effet chaque gène de cette voie de signalisation peut être une 

cible potentielle pour la thérapie. 

4.8.2.3. Implication dans un processus spécialisé des cellules 
différenciées 

Si l'expression du gène augmente avec la différenciation, il est très probable que le 

gène candidat ait un rôle dans la fonction normale de l'hématopoièse. Il peut aussi être 

impliqué dans les étapes tardives de la différenciation comme la formation des plaquettes. 

Ainsi un knock-down de ce gène plutôt qu'une surexpression pourrait permettre de révéler 

la fonction normale du gène. En effet, la répression de ce gène peut conduire à la 

formation de cellules matures anormales ou non fonctionnelles. Le gène doit être réprimé 

tout au long du processus de différenciation (4 à 5 jours en moyenne). 

Si aucun phénotype n'est observable ou si l'expérience est techniquement impossible, 

des tests fonctionnels autres doivent être effectués et découlent de ce qui est connu sur le 

gène: domaines fonctionnels; localisation cellulaire, partenaires d'interaction et études 

déjà publiées. 

Ces études sont très importantes: la formation de plaquettes anormales conduit à un 

problème de coagulation et la formation de globules rouges conduit à l'asphyxie de 

l'organisme. Beaucoup de maladies du sang proviennent de la fonction anormale d'une 

protéine essentielle des plaquettes ou des globules rouges. Il est donc intéressant de voir 

si la fonction du gène étudié peut être relié à une maladie du sang existante. 

4.8.2.4. Études à long-tenue 

Si les tests de transformation et de différenciation montrent que la protéine codée par le 

gène candidat a un rôle oncogénique sans équivoque soit avec une fonction 

immortalisante soit avec une fonction proliférante, il faudra absolument étudier la 

capacité de transformation avec des méthodes in vivo. 

Il est possible de faire des transfections stables dans des cellules en culture. Si les 

cellules forment des foyers de transformations in vitro, il est possible de les injecter à des 
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souris immunodéficientes de façon sous-cutanée avec du Matrigel® et d'observer la 

croissance de la tumeur in vivo. 

De façon encore plus élaborée, il s'agit de créer des progéniteurs hématopoiétiques 

transgéniques. Les cellules vont être injectées à des souris immunodéficentes afin qu'elles 

repeuplent la moelle osseuse. L'apparition de symptômes leucémiques est alors observée. 

Ces expérimentations sont délicates et leur succès dépend de challenges techniques, 

elles sont cependant réalisées avec succès dans de nombreux laboratoires notamment pour 

prouver le rôle oncogénique des protéines de fusion issues des translocations 

chromosomiques (Stubbs et al., 2007). Leur succès dépend aussi de la puissance de 

l'oncogène. Ainsi, les expérimentations sont destinées à être effectuées seulement si le 

rôle puissant de l'oncogène ainsi que sa fonction ont été déterminés de façon approfondie 

in vitro. 

D'autre part, la preuve ultime qu'un gène candidat joue un rôle direct dans la 

différenciation est apportée par la génération de souris knock-out (knock-out complet ou 

conditionnel). De nombreux exemples des informations apportés par les knock-out ont été 

cités en chapitre l (section 1.1.1.6). 

4.8.2.5. Cas d'un suppresseur de tumeur 

Si le gène candidat a été sélectionné sur la base d'un suppresseur de tumeur 

(diminution significative de l'expression des gènes par rapport aux contrôles), la capacité 

du gène à réduire la prolifération cellulaire, à inhiber le cycle cellulaire ou à agir 

positivement sur l'apoptose va être étudiée. 

4.8.2.6. Etablissement de lignées cellulaires à partir du modèle Graffi 

Comme cela a déjà été évoqué dans la discussion du chapitre II, il serait très intéressant 

d'obtenir des lignées cellulaires à partir des cellules leucémiques érythroïdes et 
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mégacaryoblastiques induites par le rétrovirus Graffi. Le premier avantage est que cela 

permet de ne pas manquer de matériel et de faire différentes expérimentations, comme 

par exemple, arriver à faire repartir les cellules dans une voie de différenciation. 

Deuxièmement, cela permet d'éviter de travailler avec des populations polyclonales. 

4.8.2.7. Gènes sélectionnés 

Parmi les gènes à étudier, les gènes sélectionnés pour les leucémies érythroïde et 

mégacaryoblastique et confirmés en RT-PCR sont particulièrement intéressants. On peut 

orienter un peu les recherches grâce à ce qui est connu de leurs fonctions. 

De façon générale, on peut s'attendre à ce que Fkbp9, BtbdI4a et Cda soient plus 

fortement exprimés dans les phases précoces de la différenciation, comme également 

GataI, Gata2, Kit, On peut penser que l'expression de l'ARN et de la protéine 

correspondante de Gulpl, Ncf2 Ltbp2 augmente avec la différenciation car ils semblent 

plus associés à la fonction normale du gène alors que les gènes cités précédemment ont 

un profil fonctionnel plus oncogénique (excepté Cda). Il n'est pas possible, avant les 

résultats des tests, de savoir si Snca, Slamfl, Rabgefl ont un rôle oncogénique ou non. 

De façon plus détaillée pour les gènes mégacaryocytaires: il est important 1) d'étudier 

l'interaction possible de GuIpI avec Lprl, 2) de voir ['effet de la liaison à la rapamycine à 

Fkbp9 et tenter d'élucider la voie de 'signalisation en aval de ce gène, 3) d'étudier l'effet 

de la stimulation du NO sur GucyIa3 (et GucyIb3) ainsi que de tenter d'élucider la voie 

de signalisation en aval 4) de voir si la voie de signalisation de Gucyl a3 régule le 

fonctionnement de la NADPH oxydase. 

Les gènes Irf8 et Itgal identifiés et situés à proximité d'une intégration rétroviraJe 

méritent également d'être étudiés, avec une implication potentielle dans le blocage de la 

différenciation des leucémies. 

Il faut noter aussi qu'il serait intéressant de faire des tests afin de confirmer 

l'expression des gènes communs aux leucémies Mk, M et B dans les mégacaryocytes 

humains et les leucémies AMKL humaines. Il n'est pas possible de savoir si ces 

expressions sont seulement spécifiques aux leucémies mégacaryoblastiques induites par 

le virus Graffi et résulteraient peut-être de certaines intégrations rétrovirales. Mais de 
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façon intéressante, ces gènes semblent partager une fonction commune et n'ont pas 

encore été découverts dans les mégacaryocytes. 

Concernant les gènes érythroïdes, 1) il est impératif de commencer par vérifier 

l'expression de Slamfl sur les échantillons de leucémies AML6 humains car il n'est pas 

connu pour être exprimé par les érythrocytes normaux. Il pourrait alors servir de cible 

thérapeutique 2) il est important de vérifier l'expression de Cda non seulement dans les 

leucémies humaines érythroïdes mais aussi AMKL (non connue) car Cda est responsable 

d'une mauvaise réponse à la thérapie. Pour les autres gènes, il faudrait analyser les 

domaines fonctionnels des protéines pour trouver des directions de recherche précises. 

4.8.3. Conclusion 

Les perspectives concernant le projet du profilage génique des leucémies induites par le 

rétrovirus murin Graffi ont le potentiel de fournir un travail à temps plein pour plus d'une 

personne et peut certainement conduire à des résultats intéressants qui feront l'objet de 

publications. 

Seulement quelques gènes ont été validés par RT-PCR avec le but principal de valider 

l'expérience des micropuces. De nombreux gènes autres que ceux sélectionnés dans cette 

analyse, peuvent être un sujet d'étude. C'est pourquoi une attention particulière a été 

portée dans la rédaction du chapitre IV à montrer l'ensemble des données. L'ère post

génomique consiste à analyser la ou les fonctions des différents gènes codés par les 

génomes (annotation fonctionnelle du génome humain). L'avancement dans ce projet est 

observable en réanalysant les données des micropuces régulièrement. En effet, on 

s'aperçoit que des gènes avec une fonction inconnue quelques mois auparavant (gènes 

Riken) en ont subitement une bien définie quelques mois plus tard. Cependant, les 

protéines peuvent avoir des fonctions différentes selon le type cellulaire testé. 

Les analyses des résultats des micropuces peuvent s'orienter dans plusieurs autres 

directions. Cela peut être une analyse plus précise de certaines voies de signalisation 

(avec observation de la phosphorylation de protéines et utilisation d'inhibiteurs 

enzymatique). Cela peut être également une étude des promoteurs des gènes spécifiques 

des leucémies érythroïdes ou mégacaryoblastiques. Cette étude se fait en observant la 
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présence de sites consensus sur les régions promotrices de tous les gènes spécifiques et 

peut se faire de façon automatisée. 
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1448561 al 4,2 18,5 <0,001 <0,01 M MK 
1418262 al 4,3 16,0 <0,001 <0,01 M MK B 
1448213 al 5,4 14,1 <0,001 <0,01 M 
1418261 al 4,5 13,0 <0,001 <0,01 M MK B 
1439389 s a! 4,0 12,8 <0,001 <0,01 M 
1436100 al 4,9 12,2 <0,001 <0,01 

142S797 " al 3,6 12,2 <0,001 <0,01 M MK B 
1419114 "' 1,9 Il,1 <0,001 <0,0\ 

1423 21_111 2,8 Il,1 <0,001 <0,01 

1430373_" 3,1 10,5 <0,001 <0,01 

1420620 ••, 1,4 10,2 <D,DOl <0,01 

1452410. al 3,5 10,2 <D,DOl <0,01 

1'148611_a1 1,8 10,2 <0,001 <0,01 

1419493 ••, 3,6 10,1 <0,001 <0,01 

1419515_a! 2,9 10,1 <0,00\ <0,01 

1418747 ., 3,3 9,9 <0,001 <D,DI 

1435582 .1 5,4 9,6 <0,001 <D,DI 

1427)68 ,. al 3,7 9,5 <0,001 <0,01 

1428416 .1 2,0 9,4 <0,001 <D,DI 

1460131 al 2,8 9,3 <0,001 <D,DI B 
1435477 s al 5,0 9,2 <0,001 <D,DI M B 

1419494 • "' 2,7 9,1 <0,001 <D,DI 

1457239 '1 2,1 9,0 <D,DOl <0,01 . M MK B 
1435141_al 1,0 8,9 <D,DOl <0,01 

14H~9_", 2,0 8,7 <0,001 <D,DI 

1427304_'1 1,2 8,6 <0,001 <0,01 

1418194_", 4,2 8,4 <0,001 <0,01 

1416)18_", 5,1 8,3 <0,001 <D,DI 

1448547_" 1,5 8,3 <D,DOl <D,DI 

1425538 x " 3,9 8,2 <D,DOl <0,01 M l\ilK B 
1428156 a! 3,1 8,2 <D,DOl <0,01 

14)-124 • a! 2,5 8,1 <0,001 <0,01 

1450276 a. al 5,9 8,1 <D,DOl <D,Dl MK 
1456046 al 5,7 8,1 <D,DOl <0,01 M 
1451941 a_a! 4,2 8,0 <0,001 <0,01 M B 
1416926 ., 4,7 7,5 <D,DOl D,DI 

1421)75 • al 4,2 7,5 <D,DOl D,DI 

1423891_" 1,7 7,4 <D,DOl 0,01 

1435476..a." 2,5 7,4 <D,DOl 0,01 

1419589_01 5,3 7,4 <D,DOl D,DI MK 
1417630_x_" 3,3 7,3 <D,DOl 0,01 MK B 

1455331 '." 3,5 7,3 <0,001 0,01 B 
1444143.a! 1,2 7,3 <0,001 0,01 

1434839 '.a! 0,5 7,3 <0,001 0,01 

1426120.20 tU 2,5 7,2 <0,001 0,01 

1413768 al 3,2 7,1 <0,001 0,01 

1454895 " 1,8 7,1 <0,001 D,Dl 

145N74 al 2,2 7,1 <0,001 0,01 

1429831 al 5,2 7,0 <D,DOl 0,01 
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ues des Mk, M et B 

1. FACTEURS SÉCRÉTÉS 
Granules anti-DIÎCrobieos fooctions 
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101 Je.: ~ sc ca 1e sm ro eo SIS 
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Appendice G 

Gènes spécifiques de El, E2, E3 

1454165...a_al 2,8 39.3 <0.001 E 

1450511 al 2,2 33,4 <0,001 

1417111 ..• ' 5.3 32.8 <D,DOl 

1417337 al 5.1 29,4 <D,DOl E 

1435435 ,al 2,9 29.3 <0,001 

1419069 al 2,9 25.0 <0,001 

1417357 01 6.0 25,0 <0,001 

1411754_al 3.7 22,8 <0,001 E 

1437959 al 2.9 22,4 <0,00\ 

1411493.•" 3,4 22.1 <0.00\ E 

,\454611..01 6,5 21,7 <0,00\ E 

1416741 ..01 4,0 21.1 <0,001 ('01581 

1419168 31 2.3 19.4 <0,001 B,bd4 

1416075...31 1.2 19,3 <0,001 Sayl 

141780601 4.1 19.3 <0,00\ Popdc2 

1430631 01 2,8 19.1 <0,001 t\sbl 

14\6994_31 _ 1,0 19,1 <0,00\ Tici 

\451395 al 3,2 )8.9 <0,001 Ccdc92 

1414437 ' ..al 3,0 18.9 <0,001 Abcg4 

1416401 al 3.6 18.8 <0,001 AbcblO E 

1448537..31 0.9 18.7 <0,001 

1425227 a al 3.5 18,3 <0,001 

1417638_31 2.3 18.2 <0,001 

1415677..3_01 4,3 18,1 <0,001 E 

1419068 a' 2.6 18.1 <0,001 

1411514.3' 2,9 17.9 <0,00\ 

14516673' 1.3 17.7 <0,00\ 

1416403.31 3.9 17.7 <0,001 

1419063 .1 4.7 17.7 <0,00\ 

1450556 al 4.1 17,6 <0.001 E 

1451453_al 3,1 17,6 <0,001 E 

1439794 ., 3,9 17.6 <0,001 

1435389_.1 3.0 17,5 <0,001 

1412491 31 3.8 17.4 <0,001 E 

1417165_01 1.6 17,3 <0,001 E 

1417338 al 4,9 17.3 <0,001 E 

t418592 31 3.3 17.3 <0,001 

1456891 3' 3,7 17.3 <0,001 

141763631 2.6 17,1 <0,001 SIc6a9 

1438774 '_31 2,2 16,9 <0,00\ Pgm211 

1460358...'_3' 1,6 16,8 <0,001 Nudl12 

1449469_31 3,0 16,8 <0,001 Pkd212 

\411168 ._a, 0,.9 16.7 <0,001 Rp,6kb2 

1417140..3' 2.0 16.6 <0,001 1'\,.1 

1419019_'_31 0.9 16,5 <0,00) Pon2 

1413580..al 2.5 16,5 <0,001 

1418591_01 4.8 16.4 <0,00\ 

1414135_01 1.4 16,3 <0,00\ 

1451815_3_" 1,1 16,1 <0,001 

1460466_3' 1.4 16,1 <0,001 
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Appendice H 

Gènes spécifiques de El, E2, E3, Mk3 

1441054 al 2,2 29,3 <0,001 <0,01 

1418712_a. 5,3 15,7 <0,001 0,01 

1418061_a. 2,5 15,0 <0,001 0,01 

6,2 14,6 <0,001 0,01 

6,1 13,7 <0,001 0,02 

1413016 .l't. al 7.1 13.5 <0.001 0.02 
5,4 13,0 <0,001 0,02 

5,1 12,7 <0,001 0,02 

1454630 a' 4,9 12,4 <0,001 0,02 

1425643_81 5,9 Il,8 <0,001 0,02 E 
5,8 Il,6 <0,001 0,02 E 

5,1 Il,4 <0,001 0,02 

1424268_al 4,4 Il,1 <0,001 0,02 • Smox 

145 1675..•_al 6,5 Il,0 <0,001 0,02 Alas2 E 
5,3 10,8 <0,001 0,02 Hbb-bl E 

5,6 10,6 <0,001 0,02 (;3",1 E 

1422366 al 0.4 10.5 <0.001 0.02 Vlra9 

6,4 10,5 <0,001 0,02 Slc4aI E 

5,6 10,3 <0,001 0,02 Snc;I 

1449077_a1 6,6 10,1 <0,001 0,02 Eraf E 
1450206_31 0,2 10,0 <0,001 0,02 Die 1 

1425571 a' 4.4 JO,O <0,001 0.02 Slamf1 

1417516.•• 1,8 9,7 <0,001 0,02 Ddil3 E 

1425570_31 4,4 9,5 <0,001 0,02 

2,6 9,5 <0,001 0,02 
1442000__31 6,0 9,4 <0,001 0,02 

1448021_31 5,2 9,4 <0,001 0,02 E 
1418710 al 4,6 9,3 <0,001 0.02 E 
1429682 al 4,1 9,3 <0,001 0,02 

6,8 9,3 <0,001 0,02 

0,4 9,2 <0,001 0,02 

0,3 9,2 <0,001 0,02 

1434 1O9a. 4,1 9,2 <0,001 0,02 

2,0 9,2 <0,001 0,02 E 
1451680 al 3,2 9,1 <0,001 0,02  E 
1428391_al 2,3 9,1 <0,001 0,02 

2,5 9,1 <0,001 0,02 

1416740 al 6,4 9,0 <0,001 0,02 E 
5,3 9,0 <0,001 0,02 E 

1425569. a at 4.9 8.9 <0,001 0,02 

1419311 .•• 5,4 8,9 <0,001 0,02 E 
2,8 8,9 <0,001 0,02 E 

1439548 al 1,5 8,7 <0,001 0,02 

1428794 al 4,2 8,6 <0,001 0,02 E 
1418874 a al 1.0 8.6 <0.001 0,02 E 
14552'14__at 5,1 8,6 <0,001 0,02 

1,8 8,6 <0,001 0,02 
1439018 al 3,0 8.4 <0,001 0,03 

J419287._at 0,7 8,4 <0,001 0,03 

14551&4 al 2,1 8,4 <0.001 0,03 
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Appendice 1 

Gènes spécifiques de E et Mk 

"0 
.t:l 
8;;; 

1459994 x al 5,9 28,2 <0,001 <0,01 E Mk 
1425381 " "1 3,1 24,9 <0,001 <0,01 E Mk 

1416468_"1 8,2 23,8 <0,001 <0,01 

1450344 " "1 6,7 23,7 <0,001 <0,01 

1427677 " "' 4,8 21,6 <0,001 <0,01 E 
1449389 al 6,1 20,8 <0,001 <0,01 E Mk 
1418490_"1 4,1 20,1 <0,001 <0,01 

1417852 x .1 7,4 18,4 <0,001 <0,01 

1460259 s al 7,9 17,5 <0,001 <0,01 
1421277_.1 6,4 17,3 <0,001 <0,01 

1424011.1 5,3 16,7 <0,001 <0,01 

1419014 .1 6,6 15,6 <0,001 <0,01 

1448688 al 4,8 14,8 <0,001 <0,01 

3,8 14,8 <0,001 <0,01 

1421278 s .1 5,8 14,7 <0,001 <0,01 

1451867 x .1 5,0 14,4 <0,001 <0,01 

1435847 al 1,4 14,3 <0,001 <0,01 

4,9 14,1 <0,001 <0,0\ 

1417700 .1 5,9 13,3 <0,00\ 0,01 Mk 
1445546 .1 3,4 12,7 <0,00\ 0,01 

2,4 12,2 <0,001 0,01 

14~2817 al 6,0 12,1 <0,001 0,01 Mk 
1451050 al 2,8 12,0 <0,001 0,01 E 

1435885 S .1 3,6 Il,9 <0,001 0,01 
3,7 Il,7 <0,001 0,01 

1447655 x .1 3,9 Il,7 <0,001 0,01 E 
1452338 s al 4,5 Il,7 <0,001 0,01 

3,0 Il,6 <0,00 1 0,01 E 
1456475_s_al 4,1 1\,5 <0,001 0,01 

1451170 sai 1,9 Il,4 <0,001 0,01 

1425899 • al 3,9 Il,4 <0,001 0,0\ 

4,5 Il,3 <0,001 0,01 

1441%2 .1 4,5 Il,2 <0,001 0,01 

3,7 Il,1 <0,001 0,0\ 

4,2 Il,1 <0,00\ 0,0\ 

6,1 Il,1 <0,001 0,01 

1455105 .1 2,2 \1,1 <0,001 0,0\ 

1417704 • al 3,6 Il,1 <0,001 0,01 

3,9 \1,1 <0,001 0,01 

1439610 _al 5,2 10,8 <0,00\ 0,01 

1456059 .1 0,6 10,8 <0,00\ 0,01 

1434138 .1 \,0 10,5 <0,00\ 0,01 
1421605 a al 4,5 10,4 <0,00\ 0,01 E 
~430640 • al 4,2 10,3 <0,00\ 0,01 

1448124 al 3,2 10,0 <0,001 0,01 

1434918 .1 3,4 10,0 <0,001 0,01 E 
3,8 9,8 <0,001 0,01 

1439628 x at 4,7 9,8 <0,001 0,01 Mk 
\421937 .1 2,8 9,8 <0,001 0,0\ 

1 1450478_a al 1,8 9,8 <0,001 0,01 
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AppendiceJ 

,Gènes spécifiques de T, TI, T3 

1450461 al -5,8 -57,3 <0,001 <0,01 Tet7 T 
1426396 .at -5,7 -51,0 <0,001 <0,01 Cd3z T 
14275n at -4.8 -48,6 <0,001 <0,01 T 

1426167 a at -4,0 -43,0 <0,001 <0,01 T 
1452539 a ., -4,4 -41,0 <0,00\ <0,01 T 
1439843 at -6,3 -35,5 <0,001 <0,01 T 
1449393 m -7,1 -33,8 <0,001 <0,01 T 
1421828 Dl -7,6 -31,7 <0,001 <0,01 T 
1422105 al -4,4 -28,4 <0,001 <0,01 T 
14488 6 al -4,9 -26,3 <0,001 <0,01 T 
1433471 al -6,8 -16,2 <0,001 <0,01 T 

1452205 ;ot; at -9.1 -26,1 <0,001 <0,01 T 
1440782 AI -3,7 -25,0 <0,001 <0,01 T 
1419178 al -7,6 -24,6 <0,001 <0,01 T 

14261:;9 ,. ot -7,1 -2),6 <0,001 <0,01 T 
1441974 at -3,3 -22,5 <0,00\ <0,01 

1442045 at -2,9 -21,2 <0,001 <0,01 

1417171 al 1-5,8 -21,0 <0,001 <0,01 T 
1426772 , al 1-8,3 -19.9 <0,001 <0,01 T 
1448500 a al 1-1,8 -18,8 <0,001 <0,01 T 
1416869 at 1-1,8 -18,4 <0,001 <0,01 T 
1425226 ~ atl-7,6 -17,6 <0,001 <0,01 T 
1413 135 01 1-6,9 -17,4 <0,001 <0,01 

143971 al 1-4,7 -17,3 <0,001 <0,01 

1449105.1 -3,3 -17,3 <0.001 <0,01 

1417597 Dl -6,8 -17,0 <0,001 <0,01 

1437249 al 1-5,8 -16,8 <0,001 <0.01 

142S854 K at -7,5 -16,7 <0,001 <0,01 

14568 6 nt -4,0 -16,6 <0,001 <0,01 

1427608 0 .1 -7,3 -16,3 <0,001 <0,01 

1439595 al 1-5,1 -16,2 <0.001 <0,01 

1431322 m 1-1,0 -14,5 <0,001 <0,01 

1416505 01 1-3,3 -13,9 <0,001 <0,01 

1451910 a al -4,8 -13,6 <0,001 <0,01 

1429758 at -1,1 -13,5 <0,001 <0,01 

14H025_ nt l-s,7 -13,3 <0.001 <0,01 

1421941 at -2,0 -13,3 <0,001 <0,01 

1452389 at 1-6,1 -13,1 <0,001 <0,01 

1448582 at -0,8 -13,0 <0,001 <0,01 

143642] al -5,5 -13,0 <0,001 <0,01 

1442022 al -4,3 -12,6 <0,001 <0,01 

1417177 al -1,9 -12,5 <0,001 <0,01 

1443703 al -3,4 -11.9 <0,001 <0,01 

1420642 il al -0,7 -11,8 <0,001 <0,01 

1455858 , at -0,7 -11,5 <0,001 <0,01 

1435227 al -6,5 -11,2 <0,001 <0,01 

1449659 5 al -1,2 -10,9 <0,001 <0,01 

1452840 al -4,6 -10,4 <0,001 <O,OL 

1419113 at -:?3 -10,4 <0,001 <0,01 

1440915 al -1,1 -10,3 <0,001 <0,01 
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Tcf7 1/2 92 

Cd3z 1/4 86 

Tcrim 3 1/2 3 72 

Camk4 4 1/4 4 92 

Cd3z 5 2/4 85 

Camk4 rolein kioase 1 6 214 92 

Sh2d la 7 5 92 

Cd 3d 8 6 71 

Cd3e 9 7 64 

Gam3 10 8 98 

Tctï II 212 92 
Tcrb-Yl3 12 117 9 52 

Sca 1 13 1/4 10 64 

Cd3 14 Il 79 

Tcrb-Yl3 15 217 52 
16 12 

17 13 

18 1/3 14 96 
19 317 52 

IOr 1 20 1/2 15 66 

lor 1 21 2/2 66 
22 417 52 
?'_0 16 74 

eoe 24 1/3 17 85 
25 18 70 

26 1/3 19 72 
27 214 64 

28 517 52 

29 20 % 
30 21 59 

31 117 22 60 

32 23 ? 
33 24 94 

34 25 74 

35 26 

36 2/3 72 

37 3/4 92 
38 27 73 

39 28 98 

40 2/3 85 

41 3/3 85 

42 29 90 
43 3/3 30 72 

44 31 100 

45 32 83 

46 33 

47 1/4 34 82 

eoe 48 35 
49 36 

50 2/4 37 82 



Appendice K 

,Gènes spécifiques de Tl, TI 

~ 
1450545 a al T 

1427726 al 
1427655 a al 

1436115 al 
1449937 al 

1450521 a al T 
1449938 al 
1451673 al T 

1449757 )( al T 
1427802 a at T 
1452548 " al T 

1450680 al T 
1419028 al T 

1422189 " al T 
1425822 a al T 

1450924 al 
1439412 al T 
1444078 al T 
1442121 at 

1457656 s al 
1421760 al 
1415972 al 

1456700 x. al 
1420692 al 
1435977 al 
1425335 al 
1443772 al 2 
1452679 al 
1439897 al 
1418734 al T 
1454877 al 
1452209 al 

1421965 s al T 
1448943 al T 
1442489 al 

1428420 a al 
1418084 al 
1424567 al 
1440842 al 
1459219 al 
1435848 al 

1456028 x al T7 
1444620 al 
1447260 al 

1449682 s al 
1423252 at 
1419480 at T 
1459461 at 
1436398 al T 

1451418 a al 
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elle 3 3 

4 4 
5 1/2 5 
6 1/2 6 
7 2/2 

8 113 7 

9 212 
10 212 

Il 2/2 

12 8 
13 1/3 9 
14 10 
15 Il 
16 1/3 12 
17 2/3 
18 2J3 
19 3/3 

20 13 
21 14 
22 113 15 

2/3 
16 

2/3 
3/3 

22 
23 

112	 24 
25 
26 

2J2 



Appendice L 

Gènes spécifiques de BI, B2, B3 

1450063 al 3.2 54A <0001 0.01 

1422921 al 7,3 40.0 <0001 0,01 PB 
1434463 al 6,5 39,8 <0001 0,01 

1422416 1 a, 7,2 39.0 <0001 0,01 

1448649 al 9,1 32,1 <0001 0,01 

1420176 x al 7,7 29,7 <0001 0,01 

1458978 al 4,2 29,7 <0001 0.01 

1439789 al 5,8 25,4 <0001 0.01 
1420731 , .1 4,8 23,2 <0001 0,01 

1449869 al 

1441627 a' 
8A 
3,7 

22,4 

22,3 

<0001 

<0001 

0.01 

0.01 

PB 
PB 

1449454 al 6,4 22,2 <0001 0.01 PB 
1429688 al 3.2 22,0 <0001 0.01 

1454729 a' 5,1 21,1 <0001 0.01 

141.1007 0 .1 3,8 20,0 <0001 0,01 

1433720 ••1 4,5 19,7 <0001 0,01 

141630_ al 6,1 19A <0001 0,01 PB 
1453724 ••1 3,1 19,3 <0001 0,01 

1433716 x al 6,0 19,1 <0001 0,01 

1448188 DI 1,4 18,9 <0001 0,01 

1429430 al 2,8 18,5 <0001 0.01 

1448293 DI 6,5 18,4 <0001 0,01 PB 
).135361 DI 3,5 18,1 <0001 0,01 

1449453 al 6,2 18,1 <0001 0.01 PB 
1450988 al 4,2 17,9 <0001 0.01 

1436990 S .1 4,5 17,7 <0001 0.01 

146\)6)0 al 1,8 17.5 <0001 0.01 B 
1447885 X al 2,1 17,1 <0001 0.01 B 
1459348 01 4,8 16,8 <0001 0,01 PB 
1442656 al 2,7 16,5 <0001 0,01 

1436811 al 1,0 16,3 <0001 0,01 

1454746 al 2,1 16,1 <0001 0,01 

1445062 .1 3,5 15,9 <0001 0.01 
1441048 ., 0,9 15,8 <0001 0,01 

1455840 al 4,8 15,7 <0001 0,01 

1449550 .1 2,3 15,6 <0001 0,01 

1441977 .1 5,3 15,5 <0001 0,01 

1456741 s .1 4.2 15,3 <0001 0.01 

1452044 al 2,0 15,3 <0001 0.01 

1445641 al 3,1 15,0 <0001 0,01 

1426442 .1 3,0 14,8 <0001 0,01 

)455137 al 4.3 14,7 <0001 0,01 

1459740 s al lA 14,7 <0001 0,01 

1460224 al 2A 14,6 <0001 0,01 

1439820 .1 4,6 14,6 <0001 0.01 

1429061 0' 2,5 14,5 <0001 0,01 

1446669 a' 4,1 14A <0001 0.01 

1444031 .1 <0001 0.01 

1456844 al 2,2 14,3 <0001 0,01 

142191:! al 2,0 14,1 <0001 0,01 



Appendice L suite 



Appendice M 

Gènes spécifiques des Tet B 

1418497 al 

1418751 al [ 

1439036 a al L 
1433815 al 

1421299 a al L 
1416630 al L 

1440162 x al 

1450871 • al 
143>1957 al 

1439146 5 al L 
1437279 x al L 

1420659 al L 
1452850 5 al 

1459973 x al L 

1418925 al 
1453103 al 

1454734 al L 
1444051 al 17 
1423026 al 

1452712 al 
1434427 a al 
1425086 a al 
1454953 al 
1448508 nt 

1424995 al 62 

1441317 x al 
1428142 al L 

1425396 a al L 
1415943 al 

1427035 al 
1434902 al 
1454708 al 

1416140 a al 
1452%3 al 95 
1450870 al 
1434251 al 
1433492 al 

1418637 al 
1418100 al AC 

1·118453 a al 
1418201 al 

1418498 al 
1430 III a al 
1436036 al 
1430139 al L 
1437800 al 
1442648 al 

1437760 al 
1429461 al 
1448576 al L 



Appendice M suite 

:l " " 
"0 
..Q 

~ 
'Jl 

" " " " 

~ 
i=.. 
" 0 

".. 
" " ..Q 

" '" ~ .. 
.Si 

~ 
0 

"'1' 

'" :; 
-( 
'Jl 

1l 
ai.. 
'" '"~ 

~ 
..Q 

:: 
'" :l 
'" ~ 
'E 
0 

'" " 0 

~ 
:l 
" Il 

..Q 

:: 
'" 

:l 

"..... 
Il 
'".... 
'E 
0 

i 
~ 
0 
"0 
8 
0 

..Q 

~ 

=== == == ';l'; == "'= " " " " " "" " " " " " e ~" " " " " " " " ~:>!:2 
1=~ ~ii5 !l!lil :;<;i &l.:l :;:;:; 

F fl3 flbrobiasi orowth faclor 13 -5.7 -21.9 <0,001 <0,01 1/2 1 99 

Sil1 suppression inducing trallsmembrane adaptor 1 -4,2 -14,7 <0,001 <0.01 2 80 

Al lb! ATPase. Na+!K+ transportLnQ.. beta 1 01 'peptide -6.3 -14.3 <0.001 <0,01 1/4 3 97 

Jakml 1 janus kinase and microtubule i..nteracling protein 1 -2,8 -12,7 <0,001 <0.01 1/4 4 96 

Lefl 1 mphoid enhancer bindm faclor 1 -5.4 -12.7 <0.001 <0.01 1/4 5 98 

Idb3 inhibitor ofDNA binwng 3 -4,8 -12,5 <0,001 <0.01 6 6 97 
,,630043P hypothetical prorein A630043P06 -4.8 -12.2 <0.001 <0.01 7 7 

Bcal1 branched chain aminotfansferase l, cytosolic -4,3 -12,1 <0,001 <0.01 8 1/2 8 89 

Cdon Cell adheslOn molecule-relaled/down-regulaled by 01 -1,6 -12.1 <0,001 <0,01 9 9 86 

Lck 1 mphoc 'le rolein tyrosine kinase -6,2 -12.1 <0.001 <0,01 10 1/4 10 98 

Sdcl syndecan 1 -4,5 -11,9 <0,001 <0.01 Il 1/4 Il 89 

Slamf6 SLAMfamil member 6 -4.7 -11,9 <0,001 <0.01 I~ 1/3 11 46 

Bnosll breast cancer metastasis-suppressor )-like -0,8 -11,7 <0,001 <0,01 13 112 13 100 

D 4 di tid Ipe tidase 4 -1,8 -11.6 <0.001 <0.01 14 1/5 14 89 

Cels.1 cadherin EGF LAG seven~pass G-type receptor 1 -3,4 -11,4 <0,001 <0,01 15 15 82 

Ablim1 actin-bindino LLM proteio 1 -4.1 -10,9 <0.001 <0.01 16 1/2 16 96 

Lef! Iymphoid enhancer binding factor 1 -4,3 -10,9 <0,001 <0.01 17 214 98 

'00019003 RlIŒN cDNA 17000 19D03 ene -1,6 -10,7 <0,001 <0.01 18 17 81 

Rad51c Rad51 homolog c (S. cerevisiae) -2,0 -10,7 <0,001 <0.01 19 1/2 18 88 

Hm a3 helero eneous nuclear r1bonucleoprofein A3 -0,7 -10,7 <0,001 <0,01 20 1/3 19 100 

Rnfl57 Riog finger protein 157 -3,9 -10,6 <0,001 <0.01 21 1/3 20 96 

SlamfO SLAM l'am.1 member6 -5.4 -10.5 <0.001 <0.01 " 2/3 46 

Rnfl57 Ring linger protein 157 -2,4 -10,4 <0,001 <0.01 23 213 96 

T.af3i 2 TraD interaetm o rotein 2 -3.5 -10,4 <0,001 <0.01 14 ~I 87 

!30410PI6 -1,2 -10,4 <0,001 <0,01 25 ln 22 87 

Jakmlp1 rotem 1 -4.6 -ID.:! <0.001 <0.01 16 2/4 96 

Eh'~ -4,5 -9,9 <0,001 <0.01 27 113 23 96 

Lck -7,0 -9,8 <0,001 <0.01 28 214 98 

Sdcl -3,8 -9,8 <0,001 <0.01 29 214 89 

Slc39a 14 -1,5 -9,7 <0,001 <0.01 30 1/2 24 92 

Rnf!57 -3,3 -9.7 <0.001 <0.01 31 3/3 96 

Abliml -5,2 -9,6 <0,001 <0.01 32 212 96 

Dhx30 tide 30 -0.5 -9.6 <0.001 <0.01 33 1/3 15 99 
;30077C05 -2,3 -9,6 <0,001 <0,01 34 1/3 26 88 

Ra!a -9.6 <0.001 <0.01 35 1/2 27 100 

Cooll -0,4 -9,5 <0,001 <0.01 36 28 99 

E b4.112 -1,9 -9,5 <0.001 <0.01 37 1/3 19 91 

Elv3 ets variant gene 3 -2,1 -9,3 <0,001 <0.01 38 1/4 30 62 

l30009H04 RlKEN cDNA A030009H04 ene -2.1 -9.0 <0,001 <0.01 39 1/2 31 71 

Al lb! ATPase, Na+/K+ transportinS, beta 1 polypeptide -3,4 -8,9 <0,001 <0.01 40 214 97 

Plekh 2 leckstrm homolo~)' domain containin2. family G w -2.3 ·8,9 <0.001 <0,01 41 31 84 
F ,f13 fibroblast growth factor 13 -1,4 -8,8 <0,001 <0,01 42 212 99 

Bcatl branched chain amioolTansferase 1. cytosolic -2.4 -8,8 <0.001 <0.01 43 2/2 89 

Whscl Wolf-Hirschhom syndrome candidate 1 (human) -1,5 -8,7 <0,001 <0.01 44 1/2 33 98 

Hells helicase. Iym bOld s eciflc -1.4 -8.7 <0.001 <0.01 45 34 0 

Edaradd EDAR (ectodysplasin-A receplOr)-associated dealb d -3.9 -8,7 <0,001 <0,01 46 1/3 35 82 

)130054HO hypolhe11cal protem DI30054HOI -0.9 -8.5 <0.001 <0.01 47 36 54 

Galnt 12 UDP-N-acetyl-alpha-D-galacfosamme:polypeptide N -3.9 -8.5 <0,001 <0,01 48 37 89 

Ints2 iDt tor complex subunit 2 -0,9 -8,4 <0,001 <0.01 49 38 ? 
117. inlerleukin 7 reœptor -5,9 -8,4 <0,001 <0,01 50 1/2 39 69 


