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RESUME

La leucémie a tricholeucocytes (ou HCL pour Hairy Cell Leukemia) est un syndréme
lymphoprolifératif B rare du sujet a4gé, caractérisé par une infiltration médullaire et splénique
de cellules présentant des protrusions cytoplasmiques. Des thérapies de premiere ligne
efficaces existent contre ce cancer et I’intérét de la recherche biomédicale dans ce domaine
réside désormais dans le développement de nouvelles molécules actives contre les cellules
leucémiques réfractaires aux traitements de référence. Parmi les voies de signalisation
dérégulées dans I'HCL, celle des Rho-GTPases influe sur les phenoménes de croissance
cellulaire et d’organisation du cytosquelette d’actine, perturbés dans les tricholeucocytes. Les
travaux précedemment menés au laboratoire ont montré la sous-expression dans I’HCL d’une
Rho-GTPase atypique, RhoH, dont I’expression ectopique dans un mode¢le cellulaire d’HCL
atténue la progression tumorale. Afin de déterminer les cibles moléculaires de RhoH dans
cette leucémie, une étude transcriptomique a été réalisée et a montré la sous-expression du
marqueur de surface CD38 lorsque RhoH est surexprimée.

Plus qu’un marqueur de différenciation lymphocytaire, CD38 est une molécule a effets
pléiotropiques (a la fois récepteur, enzyme et protéine d’adhérence cellulaire), importante
dans le développement des lymphocytes B. CD38 a également été décrit comme un marqueur
délétere dans la leucémie lymphoide chronique et représente une cible thérapeutique dans le
my¢lome multiple. Bien qu’exprimé par un tiers des patients porteurs de ’HCL, son role dans
cette leucémie restait jusqu’alors inconnu.

Les travaux présentés dans cette thése décrivent, d’une part, 1’étude de la régulation du
géne CD38 par RhoH dans I’HCL, et d’autre part, I’impact de la protéine CD38 dans la
progression de cette leucémie. Des données préliminaires sur I’activit¢ de fragments de
promoteur du géne CD38 semblent indiquer un réle du facteur de transcription Smad1l dans la
régulation de ce gene par RhoH. Gréce a une technique de genome editing, nous avons produit
deux lignées cellulaires HCL knock out pour le gene CD38. Ces modeles nous ont permis de
déterminer que CD38 promeut la survie ainsi que ’adhésion a I’endothélium des cellules
HCL, et modifie également leurs propriétés migratoires in vitro. Nous avons également
observé que CD38 favorisait la progression tumorale dans un modéle murin de xénogreffe de
ces lignées cellulaires. Enfin, des données produites par nos collaborateurs ont montré que
CD38 est un marqueur de mauvais pronostic pour la rechute des patients atteints d’HCL et

qu’il constitue une cible thérapeutique potentielle pour les 30% de patients qui I’expriment.



Mimer I’effet de RhoH dans I’HCL a des fins thérapeutiques s’avererait délicat. Le
ciblage de CD38 semble donc une alternative de choix. En effet, la sous-expression de RhoH
dans I’HCL favorise 1’expression de cette protéine, dont 1’effet est délétere pour les patients
puisqu’elle participe a la progression de la leucémie. Les anticorps monoclonaux
thérapeutiques dirigés contre CD38 étant déja utilisés en clinique pour traiter d’autres
leucémies, ce travail ouvre la voie a I’extension de leur utilisation dans le traitement de I’HCL

réfractaire, pour les patients qui I’expriment.



ABSTRACT

Hairy Cell Leukemia (HCL) is a B-lymphoproliferative disorder of the elderly, which is
characterized by medullar and splenic homing of “hairy” cells bearing cytoplasmic
protrusions. Efficient first-line therapies against this cancer do exist and the real challenge in
biomedical research is now to develop new molecules targeting leukemic cells which are
resistant to these first-line treatments. Among some deregulated signaling pathways that have
been described in HCL, Rho-GTPases are noteworthy, mediating proliferation and
reorganization of actin cytoskeleton, being both disrupted in hairy cells. Former works from
our laboratory have shown the underexpression in HCL cells of an atypical Rho-GTPase
called RhoH, which reconstitution decreased malignant progression in both in vitro and in
vivo models of HCL. In order to determine the molecular targets of RhoH, a microarray study
was performed that showed underexpression of the cell surface marker CD38 while RhoH is
overexpressed.

Not only a differentiation marker of lymphocytes, CD38 is a pleiotropic molecule
(being at the same time a receptor, an enzyme and an adhesion protein), which is important in
B-cell development. It is also known as a bad prognosis marker in chronic lymphocytic
leukemia and a therapeutic target in multiple myeloma. Its role in Hairy Cell Leukemia has
not been studied yet, despite its expression in one third of HCL patients.

The work presented in this thesis deals with, on the one hand, the study of the regulation
of CD38 gene by RhoH in HCL, on the other hand, the impact of CD38 protein on HCL
progression. Preliminary data seem to indicate a potential role of Smadl transcription factor
in this mechanism of regulation of CD38 by RhoH. Thanks to genome editing technology, we
produced two HCL cell lines knock out for the CD38 gene. These models allowed us to prove
that CD38 enhances hairy cells survival and adhesion to endothelium, and modulates their
migratory features in vitro. We also showed that CD38 promotes disease progression in vivo
in an HCL xenograft mouse model. Finally, data from our collaborators indicated that CD38 is
a bad prognosis marker for HCL relapses and could be a potential therapeutic target.

Mimicking RhoH effects for therapeutic purposes would be somewhat tricky. Targeting
CD38 seems an interesting alternative, as RhoH underexpression favours CD38 expression,
which is deleterious for patients by enhancing malignant progression. As therapeutic
monoclonal antibodies targeting CD38 are already used in clinics to treat other leukemias, this
work brings the evidence of their potential usefulness against refractory HCL cases expressing

this marker.
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INTRODUCTION

[. La leucémie a tricholeucocytes

1. Les Caractéristiques de la pathologie

Décrite en 1958[1], la leucémie a tricholeucocytes (ou HCL pour Hairy Cell Leukemia)
est une hémopathie maligne B chronique. Elle représente 2% des leucémies et touche une
population moyennement agée avec une médiane a 50 ans. Elle présente une forte
prédisposition chez I’homme, avec une prévalence de 5 hommes pour 1 femme [2]. Cette
hémopathie maligne est caractérisée par une infiltration médullaire et splénique de cellules
lymphoides présentant des protrusions cytoplasmiques, leur donnant un aspect « chevelu ».
(cf. Figure 1).
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Figure 1 : Image au microscope a immersion d’un tricholeucocyte sur une lame d’échantillon sanguin.
On distingue tres nettement les protrusions cytoplasmiques. Tiré de Grever [3].

La maladie est tres souvent indolente pendant les stades précoces. Les patients
présentent le plus souvent au diagnostic une faiblesse générale et une fatigue accrue, de la
fievre, une douleur latérale correspondant a une splénomégalie importante, et sont
habituellement sans adénopathies périphériques. Ces symptdémes sont souvent accompagnés
d’une hépatomégalie, et plus rarement de saignements, d’une vasculite et de troubles
neurologiques et squelettiques. Le bilan hématologique révéle une pancytopénie avec une
monocytopénie caractéristique (favorisant la survenue d’infections récurrentes ou sévéres),

une anémie ainsi que, le plus souvent, une faible quantité de cellules néoplasiques circulantes
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[4]. L’analyse de 1’hémogramme permet 1’observation de ces cellules « chevelues ». Les
cellules leucémiques infiltrent principalement la moelle osseuse et la pulpe rouge de la rate.
La biopsie médullaire, nécessaire en cas d’échec de I’hémogramme, est ardue, car la moelle
osseuse des patients est tres fibreuse [5].

La question de I’origine cellulaire précise de cette maladie reste controversée. Trois
hypotheses se confrontent. La premiére est la plus probable, et défend une parenté des
tricholeucocytes avec des lymphocytes B pré-plasmatiques issus du centre germinatif du
ganglion. En effet, les cellules HCL présentent dans la plupart des cas des hypermutations
somatiques canoniques dans la région CDR (Complementary determining region) des genes
IGVH des chaines lourdes des immunoglobulines (1g) [6], [7]. En ce sens, les travaux de
Basso et al [8] ont montré un profil d’expression génique similaire entre les tricholeucocytes
et les lymphocytes B mémoires. Leur étude, menée par RNA microarrays, a montré une plus
forte proximité des cellules HCL avec les lymphocytes B mémoires qu’avec les cellules du
centre germinatif, ainsi qu’un profil d’expression bien distinct de celui de la LLC (Leucémie
Lymphoide Chronique), cependant elle aussi apparentée aux cellules B mémoires [9]. Outre
I’expression du CD27, les cellules de patients atteints de tricholeucocytose possédent un
profil d’expression de génes de prolifération, d’apoptose, d’activation et de métabolisme de
I’ ADN similaire a celui des lymphocytes B mémoires (cf. Figure 2).

Cependant, les tricholeucocytes présentent plus de mutations dans leur CDR que les
cellules de leucémie prolymphocytaire B (prégerminatives) mais moins que celles de
myélome multiple [10]. Il est donc difficile d’assurer avec certitude que la transformation
leucémique de ’HCL ait lieu aprés passage dans ce centre germinatif et non en son sein (cf.
Figure 2).

Une seconde hypothése proposant une origine histiocytaire a également été soulevée, du
fait de la capacité des tricholeucocytes a phagocyter des billes de latex [11]. Mais cette
proposition n’a pas été etayée par les données moléculaires [8] (cf. Figure 2).

Enfin, une étude récente montre que des précurseurs lymphoides présentant une
altération génétique prépondérante dans la pathologie (la mutation BRAF V600E, décrite plus
loin, p. 19) sont détectés chez les patients et sont capables d’induire une leucémie présentant
les caractéristiques de I’HCL dans un modéele murin. A I’inverse, 1’expression conditionnelle
en systeme Cre-lox du géne BRAF altéré dans des cellules B murines différenciées est
incapable de reconstituer ce phénotype leucémique [12]. Cette derniere hypothése argumente
donc en faveur d’une origine de la maladie des les précurseurs hématopoiétiques lymphoides
(cf. Figure 2).
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Figure 2 : Schéma explicatif de I'origine controversée de I’HCL. Les encadrés rouges indiquent les
différentes sources formulant une hypothése sur l'origine du développement de I'HCL. Lc:
Lymphocyte.

2. Les améliorations du diagnostic

Le diagnostic précis de cette maladie est le plus souvent délicat, car les symptémes
cliniques et les caractéristiques morphologiques des cellules favorisent la confusion avec
d’autres hémopathies malignes, tel le lymphome splénique de la zone marginale (SMZL) ou
le lymphome splénique de la pulpe rouge (SRPL) [13]. L’hémogramme, révélant les cellules
« chevelues », reste le premier élément de diagnostic. La coloration cytochimique d’intérét,
celle de I’acide phosphatase tartrate-résistante (TRAP), est positive. L’immunophénotype
constitue un outil incontournable dans la précision du diagnostic. En effet, outre le CD19, les
tricholeucocytes expriment fortement le CD20, le CD22 et le CD11c de méme que le CD103,
le CD25 et le CD123. De plus, I’expression de 1’annexine Al est spécifique de I’HCL [4].

Afin de déterminer de maniere formelle si un patient présente un statut HCL ou non, le
Score Royal Marsden est utilisé, correspondant a 1’expression des 4 principaux marqueurs de
surface typiques de I'HCL (CDl1c, CD25, CD103 et CD123). L’expression d’un de ces
marqueurs attribue un point, sinon zéro. L’obtention d’un score ¢levé (3 ou 4) permet de

classer le patient parmi les porteurs d’HCL [14].



Tiacci et al ont découvert (par whole-exome sequencing, confirmé par séquencage
Sanger) la présence de la mutation V600E du géne BRAF chez une large majorité de patients
HCL [15]. Ce géne code un proto-oncogene, activant de maniere exacerbée des voies de
signalisation cellulaire importantes dans le développement de la leucémie (que nous
détaillerons plus loin, p. 19). Cette mutation a été proposée comme un des évenements
d’initiation de la maladie et est absente dans les autres hémopathies malignes B. Cependant,
bien que les premiéres études décrivent BRAF comme muté dans 100% des cas d’HCL [15]—
[17], un nombre notable de publications a montré 1’absence de cette mutation jusque dans
21% des cas selon les études, et particulierement chez les patients en rechute [18]-[22].
L’universalité de la mutation BRAF V600E est donc a relativiser. Le génotypage n’est donc
pas une technique essentielle a la précision du diagnostic et est d’ailleurs peu utilisé en

clinigue.

3. Les formes variantes de PHCL

Une forme variante de la maladie représente 10 a 20% des cas d’HCL diagnostiqués. Sa
médiane d’age de 71 ans est plus élevée que celle de ’'HCL classique. Les cellules présentent
le méme aspect chevelu que pour I’HCL classique, mais sont plus petites. L’HCL variant
(HCLv) possede des caractéristiques cliniques tres proches de I’HCL classique, notamment la
splénomégalie mais les patients présentent une leucocytose plus importante et sans neutro- ou
monocytopénie. Dans ce cas, la moelle osseuse hypercellulaire est facilement aspirable par
ponction sternale. D’autre part, ’"HCLv présente un pronostic clinique plus sombre, avec une
médiane de survie de 9 ans et 15% de survie a 15 ans [23].

Les cellules HCLv présentent des singularités au niveau de 1’analyse en cytométrie en
flux. Elles partagent avec I’HCL classique 1’expression du CD19, du CD11c, du CD20, du
CD103, du CD22 mais n’expriment ni le CD25 ni ’annexine Al, rendant plus facile le
diagnostic différentiel. Le CD123 est rarement exprimé (9% des cas) [24]. La coloration
TRARP est tres faible. De plus, d’un point de vue moléculaire, les cellules HCLv ne présentent
jamais la mutation BRAFV600E [18]. Enfin, la réponse de cette forme variante aux
traitements de référence de I’HCL est bien moins bonne que pour la forme classique [24],
comme nous le verrons dans le paragraphe ci-aprés. L’ensemble de ces différences ont
conduit 1’Organisation Mondiale de la Santé a classer ’HCLv comme une entité propre,
indépendante de I’HCL classique. Nous ne I’aborderons donc pas d’avantage dans ce

manuscrit.



Il est a noter qu’une autre forme variante d’HCL a été décrite comme endémique au
Japon, ou les formes classique et variante d’HCL sont rares. Ce variant japonais (HCLjv) est
caractérise par une splénomégalie, une leucocytose et une moelle osseuse facilement aspirable
(semblable a I’HCLv). L’observation au microscope révele les mémes caractéristiques
morphologiques que les autres formes d’HCL. La coloration TRAP est négative. La
cytométrie en flux révele une expression du CD11c et du CD22 mais pas du CD25 (comme
dans ’HCLV), ni du CD103 (présent dans les 2 autres sous-types). Son évolution est indolente

a la maniére de I’HCL classique [25].

4. 1HCL : une leucémie facilement curable ?

Bien que la maladie ait une évolution clinique lente, les symptomes de I’HCL peuvent
amener a mettre en péril la vie du patient (forte cytopénie conduisant a la survenue de
maladies opportunistes) et nécessitent 1’administration d’un traitement. Sur les 30 derniéres
années, la prise en charge de I’HCL a beaucoup évolué, avec des résultats efficaces, améliorés
sans cesse par les découvertes issues de la recherche fondamentale sur les mécanismes

moléculaires de 1’établissement et de la progression de la maladie.

a. Les premiers traitements

Sans traitement, la médiane de survie était de 4 ans dans les annees 1960 [3]. Afin
d’augmenter le nombre de globules blancs et de plaquettes chez les patients dont la
pancytopénie devenait trop grave, la splénectomie était alors envisagée car les
tricholeucocytes infiltrent massivement la pulpe rouge de la rate. Cet organe constitue donc
une niche de développement de la maladie. Ce n’est qu’en 1984 qu’une chimiothérapie
efficace contre I’HCL a vu le jour, avec I’utilisation de I’interféron-a (IFN-a) [26]. Cette
molécule est une cytokine sécrétée en cas d’infection et stimulant le systéme immunitaire.
Cependant, la mort des tricholeucocytes n’est pas directement liée a 1’activation des cellules
NK (Natural Killers) et le réle immunoactivateur de I’IFN-a n’est donc pas responsable de
1’élimination des cellules, suggérant plutdt son réle direct [27]. Un mécanisme proposé suite a
une étude sur la lignée cellulaire HCL ESKOL est que I’'TFN-a diminuerait la sécrétion
autocrine de TNF-a par les tricholeucocytes, ce qui limiterait leur survie et leur prolifération.
Le traitement a I’IFN-a permettait d’atteindre 80% de réponse complete (RC) dans le sang,
mais pas dans la moelle osseuse [28]. Cette réponse a I’IFN-a chez les patients n’était donc

souvent que partielle et de courte durée (la rémission compléte est considérée comme atteinte



lorsque le taux d’hémoglobine chez les patients est redevenu supérieur a 12 g/L, que le
nombre de granulocytes est repassé au dessus du seuil de 1500/uL et celui des plaquettes de
100 000/pL) [3].

b. Les analogues de purines : la panacée ?

L’introduction des analogues de purines a lieu trés rapidement apres 1’utilisation de
I’interféron. Ces molécules sont des anti métabolites, c'est-a-dire des composeés dont la
structure mime les bases de ’ADN. Leur mode d’action consiste en leur incorporation a
I’ADN par ’ADN polymérase Il, introduisant des erreurs en serie lors de la réplication de
I’ADN et aboutissant a la mort de la cellule par apoptose due a cette accumulation de
mutations.

Le premier analogue de purines a é&tre introduit a été la pentostatine (ou
déoxycoformycine, cf. Figure 3). Elle a rapidement montré une efficacité redoutable sur les
tricholeucocytes, en induisant chez les patients 75 a 89% de RC [29]-[31]. Un autre analogue
de purine, la cladribine (2-chlorodéoxyadénosine, cf. Figure 3), a elle aussi montré une
efficacité remarquable, permettant d’atteindre 91% de RC [13], [32], [33]. L’étude
rétrospective la plus récente sur 16 ans a montré une efficacité équivalente des 2 molécules,
avec un taux de RC de 80% [34].

HQ NH,
N - N -

N

4 fm—a ¢
HO N N# HO N N/)\CI
O 0
OH OH H

Pentostatine Cladribine

Figure 3 : Structure chimique de la pentostatine et de la cladribine.

L’efficacité impressionnante de ces molécules a grandement facilité la prise en charge
de la maladie, et classe 'HCL parmi les leucémies les mieux traitées. Les analogues de
purines sont devenus la premiere ligne de traitement incontestée de I’HCL. Méme lors de
rechutes, la pentostatine et la cladribine restent efficaces dans la plupart des cas. Cependant,
une part notable (environ 20%) des patients sont intrinsequement réfractaires a ces composés.

Else et al ont montré que 48% des patients rechutaient, et qu’aprés une seconde ou troisiéme
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ligne de traitement, une proportion grandissante de patients devenait réfractaire aux analogues
de purines [34]. De plus, une partie des patients HCL arborant un répertoire de réarrangement
particulier de la chaine lourde des immunoglobulines (IGHV4-34) a montré également une

résistance accrue a ces molécules [35].

c. Maladie résiduelle et récidive de I’HCL : causes et mécanismes

potentiels de persistance.

La récidive dans I’HCL est due a la présence de cellules soit résistantes au traitement,
soit protégées dans des niches physiologiques leur permettant d’échapper aux
chimiothérapies.

Ces cellules dans 1’organisme du patient en RC constituent la maladie résiduelle (nous
utiliserons 1’abréviation MRD pour Minimal Residual Disease). La définition biologique de la
MRD est délicate ; son évaluation a été testée par cytométrie en flux, immunohistochimie et
PCR. Deés lors, la sensibilité de détection est différente et le taux de MRD présent chez les
patients en rémission compléte stable peut aller de 13 a 80%.

La question de I’intérét de chercher a éradiquer cette MRD s’est posée, car les patients
en RC avec une absence apparente de MRD ont une survie sans progression de la maladie
plus longue que les autres [36]. Cependant, tuer les derniéres cellules leucémiques nécessite le
maintien d’une chimiothérapie sur des individus dépourvus de symptdmes cliniques. Ceci
peut également se révéler risqué pour eux, par la survenue d’effets indésirables ou d’une
immunosuppression prolongée [3]. De plus, le maintien d’une chimiothérapie sur le long
terme est couteux avec un faible bénéfice thérapeutique. Enfin, le lien clair entre MRD et
rechute est encore sujet a controverse [36]. Ainsi, I’¢tude de Sigal et al montre que, 18 ans
apres le diagnostic, 10 patients suivis sur 19 présentent une MRD détectable sans rechute
hématologique **.

La localisation préférentielle des tricholeucocytes dans la moelle osseuse et dans la rate,
ainsi que la forte myélofibrose chez les patients, laissent penser a un rdle important du
microenvironnement tumoral dans le développement de ’HCL. Ce paradigme du réle du
microenvironnement dans la leucémogénese est de plus en plus pris en compte comme
potentielle source de nouvelles cibles thérapeutiques dans les hémopathies malignes B. En
effet, la moelle osseuse et la rate peuvent fournir des niches de développement de la maladie
en offrant un environnement propice a 1’émission de signaux de survie et de prolifération
cellulaire. De méme, ces niches protectrices permettraient aux cellules leucémiques

d’échapper aux traitements (moindre perfusion par le sang donc moindre accessibilité des
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cellules aux molécules de chimiothérapies, protection par des cellules accessoires...). Par
exemple, I’interaction entre les cellules de myélome multiple et les cellules stromales active
les voies NF-kB, Notch et Myc, favorisant la survie cellulaire et la résistance aux traitements
[37].

L’ensemble des mécanismes assurant la survie des cellules leucémiques dans leur niche
constitue ’EMDR (Environmental Mediated Drug Resistance). Dans le cas de I’HCL, les
interactions mises en jeu sont décrites dans la Figure 4, et font intervenir les intégrines, les
cytokines, les macromolécules de la matrice extracellulaire et les cellules du
microenvironnement médullaire. La moelle osseuse étant le principal site de présence du HA
(hyaluronate) et les cellules du stroma medullaire exprimant la FN (fibronectine), les
molécules d’adhérence cellulaire (CD44, CD49d/e) permettent aux cellules leucémiques de
rester ancrées préférentiellement dans la moélle [38]. De plus, I’interaction CD44-HA induit
la sécrétion autocrine de FN par les tricholeucocytes, favorisant d’autant plus la myélofibrose
[39]. Si le microenvironnement peut modifier le devenir des cellules leucémiques, 1’inverse
est également possible : ainsi, la présence de lymphocytes T possédant un répertoire restreint
de TCR (T Cell Receptor) suggere une expansion clonale de ces cellules induite par la
maladie [40]. Il est & noter que les cellules HCL expriment fortement le CXCR4 mais pas
d’autres récepteurs aux cytokines permettant une migration vers les ganglions lymphatiques
(tels le CXCRS5 et le CCR7) [41]. Ceci explique la faible tendance des cellules HCL a se loger
dans ces ganglions.

La moelle osseuse et la rate constituent donc des sites privilégiés pour le développement
d’une MRD dans I’HCL. Alors que les traitements aux analogues de purines détruisent la
majorité des cellules leucémiques dans le sang, les microenvironnements médullaire et
splénique sont des lieux d’interactions permettant a une faible fraction de cellules de résister
aux chimiothérapies et de persister dans ces niches. Ces cellules entretiendront une MRD,

augmentant le risque de rechutes [42].
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Figure 4 : Schéma synthétique du concept d’EMDR dans I’HCL. L’interaction des intégrines avec leur
ligand augmente I'adhérence des cellules leucémiques a leur niche. Le hyaluronate et la fibronectine
de la matrice extracellulaire augmente aussi cette adhérence par interaction avec le CD44 et le
CD49d/e, respectivement, et induit également la transduction de signaux cellulaires. Les cellules
stromales secretent du CXCL12, activant le CXCR4 et les lymphocytes T expriment le CD154, ligand du
CD40. Ces 2 interactions favorisent la survie et la prolifération des cellules leucémiques. HA:
hyaluronate, FN : fibronectine, Lc. T : lymphocytes T. Inspiré de Burger et al [42].

Dans ce contexte, 1’utilisation de molécules inhibitrices de I’interaction de CXCR4 avec
ses ligands (tel le plerixafor ou AMD3100) pourrait constituer une voie thérapeutique
susceptible d’aider a diminuer les interactions entre les tricholeucocytes et leur
microenvironnement, les rendant plus sensibles aux chimiothérapies. Une telle stratégie est
actuellement envisagée dans le traitement de la LLC. Cependant, de telles molécules peuvent
aussi agir sur les progéniteurs hématopoiétiques, ce qui pourrait aboutir a des effets

indésirables graves et une forte immunosuppression [42].

d. Nouvelles pistes thérapeutiques : |’avénement des thérapies

ciblées

Afin de prendre en charge les cas d’HCL réfractaires aux analogues de purines ou
d’allonger la RC sans nécessité de traitement, des recherches de nouvelles thérapies dans

I’HCL ont été menées ces dix derniéres années, et ont abouti a 1’émergence de thérapies
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ciblées, dues a une meilleure connaissance des caractéristiques moléculaires et biologiques de

la maladie.

i. Les anticorps monoclonaux

L’arrivée sur le marché des anticorps monoclonaux a permis d’améliorer
significativement la prise en charge des HCL réfractaires. Ces anticorps thérapeutiques ciblent
des molécules exprimées a la surface des cellules leucémiques, et induisent une réponse
immunitaire sous 3 formes : ADCC, CDC et ADPC.

L’ADCC (Antibody Dependent Cell mediated Cytotoxicity) augmente 1’action des
cellules de T'immunité a activité cytolytique (principalement les cellules NK et T
cytotoxiques, mais aussi les monocytes et les macrophages) par reconnaissance du fragment
Fc de I’anticorps li€ a sa cible. Il se produit alors une réponse cellulaire provoquant la lyse des
cellules malignes (libération de molécules de perforine, de granzyme et d’enzymes lytiques).

La CDC (Complement Dependent Cytotoxicity) consiste en I’opsonisation de la cellule
leucémique par les molécules du complément, qui reconnaissent le fragment Fc de 1’anticorps.
Ceci induit la cascade du complément aboutissant a la formation du complexe MAC
(Membrane Attack Complex) et a la lyse cellulaire.

L’ADCP (Antibody Dependent Cell Phagocytosis) nécessite aussi la reconnaissance du
fragment Fc de I’anticorps par les monocytes et macrophages. La cellule cible sera alors
détruite par phagocytose.

Par liaison sur les molécules réceptrices, ces anticorps monoclonaux peuvent également
induire une signalisation cellulaire dépendante du récepteur et induisant la mort des cellules
ciblées, sans I’intermédiaire du systéme immunitaire.

Le principal anticorps monoclonal utilisé dans le traitement de I’HCL est le Rituximab
(Rituxan®, MabThera®). C’est un anticorps chimérique humain/murin de type 1gG1 kappa
ciblant le CD20, qui est fortement exprimé a la surface des tricholeucocytes. Il a été utilisé
avec succes dans le traitement de la LLC [43]. Dans I’HCL, il a été utilisé en monothérapie de
premiére ligne avec des taux de réponse compléte allant de 20 a 80% selon les études. En
combinaison avec la cladribine, ce taux monte théoriqguement a 100%, soit Iégérement
supérieur a celui obtenu par les analogues de purines seuls [44]. Son intérét principal réside
dans le traitement de ’HCL réfractaire a ces molécules. Selon les études, la réponse complete
est atteinte pour ces patients dans 10 a 53% des cas [45]-[47]. De maniere intéressante,

certaines études ont méme décrit une éradication de la MRD par le Rituximab [44], [48].
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Une autre stratégie d’utilisation des anticorps en thérapie consiste en I’emploi
d’immunotoxines. Ces molécules sont une fusion entre un anticorps ciblant un marqueur
membranaire de la cellule leucémique et une toxine bactérienne ou végétale. L anticorps joue
plutot dans ce cas le role d’un vecteur qui va permettre de cibler le plus spécifiqguement
possible la cellule cancéreuse. Ici, le mode d’action de la thérapie ne s’appuie pas sur les
mécanismes de signalisation intrinséques de type ligand/récepteur, ni sur le recrutement des
cellules du systéeme immunitaire associé aux anticorps (ADCC, CDC, ADCP). Une fois lié¢ a
la membrane, I’anticorps est internalisé et libére la toxine qui va tuer la cellule par arrét de la
synthése protéique [2]. Les immunotoxines en cours d’évaluation clinique dans le traitement
de ’'HCL ciblent le CD25 et le CD22, fortement exprimés par les cellules HCL.

Le LMB-2 est un anti-CD25 couplé a I’endotoxine de Pseudomonas aeruginosa. Son
évaluation en essai clinique de phase | était prometteuse, mais la possibilité de perte
d’expression du CD25 a rapidement conduit a tourner les recherches vers les anticorps ciblant
le CD22 [49].

L’immunotoxine dont les effets sont les plus prometteurs est le Moxetumomab
Pasudotox (HA22). C’est un anticorps murin anti-CD22 couplé & la toxine de Pseudomonas
aeruginosa. Il s’agit en fait de I’anticorps BL22, déja testé en essai clinique dans le traitement
de ’HCL avec une réponse compléte sur ’HCL réfractaire entre 25% et 50% [50], modifié
par mutagénese afin de diminuer la dissociation du complexe anticorps/récepteur et
d’augmenter 1’internalisation. Il a montré un taux de RC de 46% chez des patients HCL
réfractaires. Aprés un suivi d’une médiane de 48 mois, les patients ayant atteint la RC ne
présentent pas de MRD. Cette molécule est actuellement en évaluation de phase IlI.
Cependant, on note des effets indésirables parfois graves chez les patients (immunogénicité et

syndrome hémolytique urémique) [2].

Ii. Les inhibiteurs de B-Raf V600E

La découverte par Tiacci et al de la mutation BRAF V600E dans une majorité de cas
d’HCL a ouvert une voie thérapeutique par I’inhibition de cette kinase (cf. p. 19). Le
vemurafenib (PLX4032) est un inhibiteur spécifique de cette forme mutée de la protéine B-
Raf, utilisé avec succes dans le mélanome métastatique [51]. Cette molécule entre en
compétition avec la poche a ATP de la kinase. Des etudes de cas menées dans I’HCL ont
montré son efficacité sur les formes réfractaires, ou la RC est alors atteinte [52]-[55]. Un
essai clinique de phase Il est actuellement en cours. Notons que I’étude clinique de phase 111

de Chapman et al dans le mélanome métastatique a montré des effets indésirables modérés a
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graves (asthénie, arthralgie, « rashs » cutanés induits par la photosensibilité) [51]. De plus,
Sari et al ont montré que certains patients développaient une résistance au vemurafenib, avec
seulement une réponse partielle atteinte et la survenue d’effets indésirables graves (arthralgie
de grade 3, toxicodermatose). Un autre inhibiteur de B-Raf muté V600E, le dabrafenib, a
également montré une activité chez les patients HCL réfractaires aux analogues de purines
[56].

La leucémie a tricholeucocytes est une hémopathie maligne pour laquelle les médecins
disposent d’une palette large et efficace de thérapies, en premiére ligne et également en cas de
rechute. Cependant, ces excellents résultats présentent des limites: de nombreux patients
rechutent avec les traitements conventionnels, mais également avec les nouvelles thérapies
[45] . De plus, des phénomeénes de résistance sont déja décrits, méme pour les nouvelles
molécules les plus efficaces [57]. Par ailleurs, des effets indésirables graves empéchent un
certain nombre de patients de pouvoir disposer de ces nouveaux traitements [2]. L’effort de
recherche doit donc étre maintenu pour trouver des voies thérapeutiques alternatives et

améliorer la qualité de vie des patients réfractaires.

Les recherches fondamentales menées sur ’HCL ont permis de mieux comprendre les
mécanismes moléculaires sous-jacents a cette pathologie, et constituent le socle des avancées
thérapeutiques accomplies ces dernieres années. Toutefois, de nombreuses questions sur la

physiopathologie et les facteurs pronostiques de cette leucémie restent a elucider.

[I. Dérégulation de la signalisation
cellulaire dans 'HCL

L’¢tude du profil d’expression génique des cellules HCL a permis d’observer des
dérégulations d’expression de geénes liés a leur morphologie (tels LSP1, GAS7...), leur
propri¢tés d’adhérence et de migration vers leurs niches médullaire et splénique (tels CCR7,
CXCR5, TIMP1, TIMP4, RECK...), ainsi qu’a la fibrose médullaire (IL3RA, FLT3...) [8].
Aucune translocation chromosomique récurrente ne semble avoir été détectée et le profil

génomique de la maladie est relativement stable [58]. L’enjeu est donc de déterminer les voies
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de signalisation dérégulées expliquant cette altération du profil d’expression génique. Les

modifications touchant certaines de ces voies ont été étudiées.

1. La voie Ras-Raf-MAPK

Cette voie de signalisation constitue une des 4 voies dites MAPK (Mitogen Activated
Protein Kinase). Les 4 membres sont 1) la voie p38, 2) la voie JNK 3) la voie Erk5/BMK
(pour Big MAP Kinase) et 4) la voie Raf-Mek-Erk. Leur schéma d’activation est identique :
un récepteur couplé aux protéines G (RCPG) ou un récepteur a tyrosine kinase (RTK), suite a
la fixation d’un ligand (cytokine, hormone, facteur de croissance...) active la protéine G
(grande ou petite). Celle-ci va entrainer une cascade de phosphorylation impliquant 3 niveaux
successifs de protéines : ’activation des MAP3K (MAP Kinase Kinase Kinase) directement
apreés la grande ou la petite protéine G, puis des MAP2K (MAP Kinase Kinase) et enfin des
MAPK (MAP Kinases) qui seront transloquées au noyau afin d’induire I’expression genique
[59] (cf. Figure 5).
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Figure 5: Les voies de signalisation dérégulées dans I'HCL et les potentielles nouvelles cibles
thérapeutiques. Les fleches montrant linhibition d’une protéine et le nom de [linhibiteur
correspondant sont indiqués en rouge. Les symboles « + » et « -» indiquent des effets activateurs ou
inhibiteurs d’une voie sur une autre. RCPG : récepteur couplé aux protéines G / RTK : récepteur a
tyrosine kinase /MEK : MAPK/Erk Kinase / Erk : Extracellular signal-Regulated Kinase / Btk : Bruton’s
Tyrosine Kinase / PLC : PhospholLipase C / DAG : DiAcylGlycérol / PKC : Protein Kinase C/ [P; : Inositol
3-Phosphate / NFAT : Nuclear Factor of Activated T cells / PI3K : Phosphatidyl inositol-3 Kinase /
mMTOR : mammalian Target of Rapamycin.

Dans la voie Ras-Raf-Mek-Erk, Ras constitue le premier maillon de la cascade des
MAPK, apres 1’activation du RCPG ou du RTK. C’est la protéine oncogene la plus mutée
dans les cancers (33% de mutations dans tous les cancers). Cette petite protéine G est activée
par la protéine GEF (Guanine Exchange Factor) Sos (Son of Sevenless) et la protéine
adaptatrice Grb2. La famille Ras comporte 3 membres : K-Ras (85% des cancers avec une
mutation somatique de Ras), N-Ras (15%) et H-Ras (1%) [60].

Ras recrute a la membrane et phosphoryle les MAP3K « Raf » qui sont au nhombre de
3: A-Raf, B-Raf et C-Raf. Ce sont des sérine-thréonine kinases dont I’activation est

dépendante de I’homo- ou I’hétérodimérisation des membres de cette famille.
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Raf active ensuite les protéines Mekl et Mek2 (MAPK/Extracellular signal kinase
Kinase), s’associant également en homo- ou hétérodimeres. Ce sont des MAP2K, capables
d’activer les protéines Erk (qui sont des MAPK) [61].

Erk est la protéine effectrice possédant le plus large spectre de substrats (au moins 180)
et pouvant notamment activer un large panel de facteurs de transcription (tels NF-xB, AP-1).
Ce pivot moléculaire est ainsi capable de promouvoir I’ensemble des fonctions cellulaires
fondamentales : notamment la survie, la prolifération, la différenciation, le métabolisme, la
sécrétion ... Erk est par ailleurs capable de s’autoréguler par une boucle négative, en
phosphorylant des composants de sa voie de signalisation tels Sos, B-Raf (sur le résidu T753,
ce qui réduit sa capacité de dimérisation), C-Raf (sur 5 résidus diminuant son activation), et
Mek1 (sur 6 résidus diminuant 1’activité de la protéine, et le résidu T292 qui diminue sa
dimérisation avec Mek2) [62].

Bien que la voie Ras ait €té montrée comme hyperactivée dans I’'HCL [63], le ciblage
thérapeutique de Ras (par les inhibiteurs de farnésyl-transférases notamment) n’a pas été
étudié dans cette pathologie. Celui de ses effecteurs I’a été de maniere plus complete et

semble étre une option intéressante dans I’HCL.

a. Les mutations de BRAF

Une avancée majeure de ces derniéres années dans la compréhension de la
physiopathologie de I’HCL a été la découverte de la mutation BRAF V600E (située dans
I’exon 15 du géne BRAF) chez une large majorité des patients [15]. Le géne BRAF est
généralement peu muté dans les leucémies, et I’absence de cette mutation dans d’autres
lymphomes et leucémies lymphoides B a été confirmée dans cette étude. Cette substitution
d’une valine par un acide glutamique dans la protéine B-Raf rend son activité kinase
constitutivement active, en modifiant la structure tertiaire de la protéine (perte d’inactivation
par une boucle riche en glycine) et en empéchant 1’interaction avec la protéine inhibitrice
Sprouty?2 [64], [65]. Dans la famille Raf, B-Raf est le membre possédant la plus forte affinité
avec Ras et la meilleure efficacité a phosphoryler Mek, son effecteur direct [66], [67].

Cette mutation a déja été associée a la cancerogénese, et est retrouvée dans environ 50%
des mélanomes métastatiques, 45% des carcinomes papillaires thyroidiens, 35% des
carcinomes micropapillaires séreux de 1’ovaire et 55% des cancers colorectaux [68]. Elle a été
tres étudiée dans le melanome, ou elle induit une activation de Mek et Erk, aboutissant
notamment a la surexpression de la voie des cyclines [69], a la diminution de la
phosphorylation de LKB1, inhibant I’activation de I’AMPK (AMP-activated protein Kinase)
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qui réprime la voie mTOR (mammalian Target of Rapamycin). Ce mécanisme induit la
synthése protéique en condition de stress métabolique et favorise ainsi la progression
tumorale [70]. B-Raf modifie également la signalisation des intégrines et les propriétés
invasives des cellules de mélanome (réduction de I’expression d’ICAM-1) [71].

La mutation V600E est associée a une augmentation de la survie et de la prolifération
des cellules HCL. L’inhibition de ce mutant par le vemurafénib a montré ex vivo une
diminution de I’activation de la voie MAPK, de I’expression de la cycline D1, de la présence
de villosités a la surface des cellules ainsi qu’une augmentation de 1’apoptose [72].

Notons que chez les patients ne portant pas la mutation V600E, des mutations
alternatives ont été trouvées dans I’exon 11. Il s’agit de la mutation F468C, se situant
également dans la boucle riche en glycine nécessaire a 1’inactivation de I’activité kinase de B-
Raf, et de la mutation D449E, qui pourrait modifier la conformation de la protéine et stabiliser
la forme active. La présence d’une mutation alternative (S602T) a été détectée dans I’exon 15,
sans que son impact sur d’éventuelles résistances aux inhibiteurs de B-Raf V600E n’ait été
déterminé [20].

Ces données fonctionnelles confirment les observations empiriques cliniques faites lors
de I'utilisation des inhibiteurs de B-Raf et prouvent 1’intérét du ciblage de cette protéine dans
la leucémie a tricholeucocytes. Les efforts en vue du développement de nouvelles molécules
thérapeutiques se concentrent sur cette protéine. Ainsi, la Simalikalactone E, un composé
polycyclique extrait de Quassia Amara et initialement utilisé dans le traitement de la malaria,
a montré une forte inhibition in vitro de B-raf et de la voie Mek/Erk sur des cellules
leucémiques de patients HCL, plus puissante que celle du vemurafenib (efficacité a des doses
de 1’ordre du nanomolaire pour la Simalikalactone et du micromolaire pour le vemurafenib)
[73].

b. L’axe Mek-Erk

Tiacci et al ont montré par immunohistochimie une hyperactivation de Erk dans une
large cohorte de patients HCL [74]. Ces kinases sont suractivées, d’une part a cause de la
mutation activatrice du gene BRAF (cf. paragraphe précédent) mais également par
I’intermédiaire d’une voie annexe ou la PKC (protéine kinase C) et la protéine Src
maintiennent un niveau élevé de Erk phosphorylé. Cette activation de Erk favorise la survie
des tricholeucocytes, et est abolie par I’inhibition pharmacologique de Mek1/2 et de la PKC.
Il est a noter que les voies p38 et JNK sont également activeées dans les tricholeucocytes, mais

que leur activation a un effet pro-apoptotique. La survie des cellules est donc dépendante de la
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balance entre ces voies, bien que 1’inhibition seule de voies p38 et INK ne soit pas suffisante
pour améliorer la survie des cellules HCL [75] (cf. Figure 5, p. 18).

Des mutations activatrices du géne MAP2K1 (codant Mekl) ont également été
détectées dans 50% des HCLv et IGVH4-34 positifs (cf. plus loin p. 23) [76]. Ces mutations
sont principalement situées dans une zone de 15 AA localisée dans la région d’autorégulation
négative de la protéine, et d’autres moins nombreuses sont localisées dans le domaine
catalytique. Une étude récente comportant 3 patients HCL « classiques » n’a révélé aucune
mutation de MAP2K1 [77]. Cependant, une étude a plus grande échelle serait nécessaire afin
de déterminer la prévalence réelle des mutations de ce géne dans la forme classique de ’'HCL.

L’utilisation d’inhibiteurs de ces kinases, tel le trametinib, s’est montrée efficace ex
vivo sur des cellules de patients HCL, en favorisant leur apoptose et la diminution des
villosités [72]. Le trametinib est un inhibiteur allostéristique non compétitif de la poche a
ATP de la kinase, empéchant la phosphorylation activatrice de Mek1/2 sur la sérine 217 par
B-Raf [78]. Il est & noter que son utilisation en combinaison du dabrafenib (inhibiteur de B-
Raf V600E) annihile I’effet protecteur du microenvironnement tumoral sur les cellules
leucémiques HCL traitées uniqguement au dabrafenib, comme le montrent des expériences de
co-cultures avec des cellules stromales [72]. Ceci suggere que le microenvironnement pourrait
permettrede contourner 1’inhibition de B-Raf, en activant la phosphorylation de Mek et Erk

par une voie alternative.

Par son rble de protéine effectrice directe de B-Raf et a cause des altérations de son
géne, Mek semble un candidat intéressant dans le développement de nouvelles thérapies
ciblées dans I’HCL. Son inhibition est efficace et nécessiterait une évaluation clinique.
L’inhibition de Erk est également envisageable mais a longtemps été considérée comme peu
intéressante dans I’optique ou Erk étant 1’effecteur connu de Mek, son inhibition n’aurait
apporté aucun bénéfice therapeutique supplémentaire. Cependant, la complexité des boucles
de rétrocontrdle sur la voie Ras-Raf-Mek-Erk et I’émergence de résistance aux inhibiteurs de
Raf et Mek ont remis la lumiére sur 1’utilité de cibler directement Erk. Le SCH772984, un
inhibiteur de la poche d’ATP ciblant spécifiquement Erk1/2, a montré une efficacité in vitro
et in vivo sur des cellules de mélanome résistantes a la fois aux inhibiteurs de B-Raf et de
Mek et entre actuellement en essais cliniques de phase 1 [79].

La description d’un patient HCL négatif pour les mutations de BRAF mais presentant
une hyperactivation de Erk renforce I'intérét de développer des stratégies thérapeutiques

alternatives au ciblage de la pierre angulaire qu’est B-Raf [20].
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2. La voie du BCR

a. Role du BCR

Les lymphocytes B sont des acteurs importants de I’immunité acquise. Ce sont des
cellules capables de répondre rapidement aux stimuli de leur environnement, afin de pouvoir
provoquer une réponse humorale efficace. Le BCR (B-Cell Receptor) joue un réle clef dans
I’ensemble des mécanismes complexes régissant cette réponse. Il est ainsi capable de jouer
sur la différenciation des cellules B naives, ainsi que sur leur prolifération et leur survie
nécessaires a la sélection et a I’expansion clonale, aboutissant a des lymphocytes B matures
fonctionnels et a 1’élimination des cellules B autoimmunes. Ces cellules différenciées
expriment différents répertoires de BCR, afin de pouvoir répondre de maniére spécifique a
I’antigéne, et provoquer la sécrétion d’immunoglobulines. Cette diversité de répertoires
résulte de la recombinaison des génes V, D et J pour les chaines lourdes (IgH) et des genes V
et J pour les chaines Iégeres (IgL) dans la moelle osseuse et de I’hypermutation somatique des
génes des immunoglobulines ayant lieu durant la selection clonale des lymphocytes B dans le
centre germinatif [80], [81].

L activation chronique du BCR pourrait fournir aux tricholeucocytes des signaux de
survie et de prolifération favorisant la progression tumorale, paradigme ayant déja été proposé
dans la LLC comme a l’origine du développement de la maladie [81]. De plus, le
microenvironnement médullaire est propice a la présence d’auto-antigenes et d’antigénes
microbiens (virus latents, bactéries commensales), stimulant le BCR et donc 1’expansion des

cellules leucémiques [42].

b. La signalisation du BCR

Le BCR est une immunoglobuline transmembranaire (mlg) associée aux sous-unités
hétérodimériques des molécules de signalisation CD79a (Iga) et CD79p (IgB). La spécificité
pour I’antigéne du complexe est déterminée par le statut mutationnel des régions variables des
chaines légéres (IgL) et lourdes (IgH) de la mlg. Suite a 1’activation du BCR par un antigéne,
la tyrosine kinase cytosolique Lyn est recrutée a la membrane et phosphoryle des résidus de
tyrosines sur les motifs ITAM (Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif) des Iga et
B. Ces motifs ITAMS activés servent de point d’amarrage a la protéine Syk, induisant son
changement de conformation. Cette association forme un signalosome permettant d’activer 3
voies de signalisation. La premiere est la voie Btk (protéine de la famille Tec)-PLCy2,

formant du DAG (di-acyl-glycérol) et de 1’IP3 (inositol-3-phosphate). Le DAG active ensuite
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la PKC et par conséquent la voie NF-xB. L’IP; quant a lui induit la voie calcique et le facteur
de transcription NFAT. La seconde signalisation est celle de PI3K/Akt, activant la
sérine/thréonine kinase mTOR. La derniere est la voie Ras/Raf/Mek/Erk. Dans le contexte de
I’HCL, ou cette derniere voie est déja hyperactivee et impliquée dans la progression tumorale,
il est particulierement intéressant de noter que I’engagement du BCR peut exacerber sa
stimulation. (cf. Figure 5, p 18).

L’activation de ces nombreuses voies par le BCR est associée a la proliferation, a la

survie et a la sécrétion de cytokines par les lymphocytes B normaux [80], [82].

c. Altérations de la voie du BCR et ciblage de sa signalisation dans
I’HCL

Les régions VDJ du BCR sont mutées dans la majorité des cas chez les patients atteints
d’HCL, avec une faible variation intraclonale, ce qui suggere qu’un type particulier
d’antigéne pourrait influencer 1’évolution de la maladie. Ainsi, les répertoires IGHV3-21,
IGHV3-30 et IGHV3-33 sont retrouvés pour les IgH et IGLJ3 exclusivement pour les IgL. Le
ratio /A est inversé (0,7 / 1). Cependant, des cas de tricholeucocytose avec un statut non muté
des genes IGHV ont été détectés de maniere minoritaire, et sont associés a un plus mauvais
pronostic (comme ceci a été montré dans la LLC) et a des résistances aux analogues de
purines [83]. De plus, un statut IGHV4-34 rare a été associé a une forte présence des cellules
leucémiques dans le sang, un taux de réponse aux traitements plus faible ainsi qu’un taux de
récidive plus élevé [35]. Le BCR semble donc un élément important dans la progression de
cette leucémie, et potentiellement une cible intéressante dans le développement de nouveaux
traitements.

Cependant, [’état des connaissances sur la signalisation du BCR dans la
tricholeucocytose est encore assez lacunaire. Sivina et al ont montré une activation de BtKk,
Akt et Erk dans des cellules de patients HCL. L’ibrutinib (PCI-32765) est un inhibiteur de
I’activité kinase de Btk se liant sur sa cystéine 481. Cette inhibition a conduit a une
diminution de 1’activation de la voie de signalisation du BCR ainsi que de la survie et de la
prolifération des cellules HCL. La sécrétion du CCL3 et CCL4 suite a I’engagement du BCR
est également inhibée [84]. L’ibrutinib est actuellement utilisé comme traitement de seconde
ligne dans la LLC [85], ouvrant la voie a une indication supplémentaire dans le traitement des
HCL réfractaires.

La présence de flux calciques anormalement élevés a également été détectée dans

I’HCL. Ils y sont plus forts dans les cellules de patients HCL que dans les lymphocytes B
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circulants ou activés, ou que dans les cellules issues de patients atteints de LLC ou de lignées
B lymphoides. Le traitement des cellules par I’IFN-a raméne les flux calciques a la normale,
suggerant que ce phénomene est lie a la survie cellulaire [86]. Cette observation est
intéressante, dans le sens ou des flux calciques augmentés favorisent la survie et la
prolifération cellulaire [87], I’activation de la voie Btk/PLCy2/IP; étant liée a la libération de

calcium. L’inhibition de la signalisation du BCR pourrait donc diminuer la survie cellulaire.

Ces données semblent indiquer que le ciblage moléculaire des protéines activées par la
stimulation du BCR constitue une option thérapeutique intéressante dans I’HCL afin
d’atténuer les signaux de survie et de prolifération des cellules leucémiques, mais également
de limiter leur interaction avec le microenvironnement, ou de diminuer 1’activation de 1’axe
Ras-Erk. Outre Btk, le blocage des autres effecteurs de cette voie du BCR meériterait d’étre
étudié dans I’HCL. Ainsi, les inhibiteurs de Syk, tel le fostamatinib (R788), ont montré une
forte activité antileucémique dans la LLC, en diminuant la survie des cellules induite par le
BCR ainsi que leur migration et la sécrétion de cytokines [88]. Le R788 est actuellement en
cours d’essai clinique. De méme, les inhibiteurs de PI3K4 peuvent étre envisagés, 1’isoforme
d étant la plus exprimée dans les cellules hématopoiétiques. L’idelalisib (CAL-101), premier
inhibiteur sélectif, a passé les essais cliniques de phase | dans le traitement de la LLC et des
lymphomes B non Hodgkiniens réfractaires [85], [89]. Cette molécule est capable d’inhiber la
voie PI3K-Akt-mTOR pour induire la mort des cellules et peut aussi atténuer les signaux du
microenvironnement [90], [91].

L’étude des voies MAPK et du BCR a permis de mettre en lumic¢re de potentielles
nouvelles cibles thérapeutiques dans I’HCL, dont certaines ont déja abouti a la conception de
molécules efficaces contre les tricholeucocytes (vemurafenib, trametinib, ibrutinib). D’autres
voies de signalisation sont également au stade d’¢tudes plus fondamentales dans cette

leucémie.
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3. Les Rho-GTPases

a. Caractéristigues et classification

Les Rho-GTPases font partie de la superfamille des petites GTPases ou petites
protéines G (30% d’homologie de séquence) et sont des effecteurs secondaires de diverses
voies de signalisation. Elles ont pour la plupart un faible poids moléculaire (190-250 acides
aminés) et ont une structure commune, formée d’une petite insertion Rho importante dans
I’activation des effecteurs secondaires ainsi que de deux extensions a leurs extrémités C-
terminale et N-terminale. Ces protéines sont capables de passer d’une forme inactive liée au
GDP a une forme active liée au GTP, modifiant la conformation des régions Switch | et Il et
permettant I’interaction avec leur effecteurs (cf. Figure 6). Agissant sur de nombreux
phénomeénes physiologiques, ces GTPases nécessitent un contrble rapide de leur activite,
notamment grace aux protéines GAP (GTPase Activating Proteins), GEF (Guanine
Nucleotide Exchange Factors) et GDI (GDP Dissociation Inhibitors) qui régulent la balance
entre les formes active et inactive (cf. Figure 7) [92]. Les Rho-GTPases possedent un
domaine de type CAAX pouvant étre isoprénylé (par un motif géranyl-géranyl le plus
souvent, ou farnésyl). Cette modification post-traductionnelle conduisant a leur recrutement a

la membrane est nécessaire a ’interaction avec leurs effecteurs.

} } f | acides aminés
50 100 150 200

-

- Boucle de liaison du phosphate < activité GTPase

: régions Switch < passage de la conformation active A inactive

: insert Rho <% caractéristique des Rho-GTPases

: site polybasique

Fixation i la membrane plasmique

H BN [ ]

: site de prénylation (motif CAAX)

Figure 6: Représentation schématique de la structure des Rho-GTPases. Remarque: Cette
représentation prend en compte toutes les régions décrites dans la famille des Rho-GTPases, mais
toutes les Rho-GTPases ne possedent pas I'ensemble des régions décrites ici, telles les RhoBTB et
Miro qui n’ont pas de motif de prénylation.
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Figure 7: Régulation des Rho-

GTPases dépendante du GTP. Les
GEF favorisent la fixation du GTP et
I'activation des Rho-GTPases. Les
GDI, en inhibant la dissociation du
GDP, maintiennent la protéine sous
forme inactive. Les GAP augmentent
I'activité GTPasique de la protéine,
déplagant I’équilibre réactionnel vers
la forme inactive. D’apres Mulloy et
al .

RhoGTPase

Inactive

Cette famille rassemble vingt-deux génes codant au moins vingt-trois protéines connues
a ce jour. Selon une classification récente, elles sont regroupées en huit sous-familles réparties
en 4 groupes selon leur proximité phylogénétique et leurs similitudes : le groupe | comprend
(1) la sous-famille RhoA (comportant également RhoB et RhoC), (2) la sous-famille Rnd
(Rnd1, Rnd2 et RhoE/Rnd3), principalement caractérisée par une faible activité GTPasique et
(3) la sous-famille de RhoD et RhoF (Rif). Le second groupe comporte (4) la sous-famille
Rac (avec Racl et son variant d’épissage Raclb, Rac2, Rac3 et RhoG) ; (5) la sous-famille
Cdc42, comprenant le variant d’épissage de Cdc42 : G25K, RhoQ (TC10) et RhoJ (TCL) ; (6)
la sous-famille RhoU (Wrch) et RhoV (Chp). Le troisieme groupe est uniquement formé de
(7) RhoH (TTF) et le quatriéme groupe de (8) la sous-famille RhoBTB (RhoBTB1,
RhoBTB2). RhoBTB3 ainsi que la sous-famille Miro, récemment décrite (Miro-1, Miro-2),
tout d’abord classées comme faisant partie des Rho-GTPases, sont ici considérées comme

deux catégories distinctes parmi les Ras-GTPases [93], [94] (cf. Figure 8).
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Figure 8: Arbre phylogénétique présentant les sous-familles de Rho-GTPases parmi d’autres
petites protéines G. Tiré de Boureux et al [94].

b. Fonctions physiologiques des Rho-GTPases dans les cellules

hématopoiétiques

Ces protéines agissent en tant qu’effecteurs essentiels dans la transduction des signaux
intracellulaires, et sont impliquées dans de nombreux phénoménes physiologiques. Racl et
Rac2, Cdc42 et RhoA figurent parmi les plus étudiées. Ce sont des facteurs de prolifération
(modulant la phase G1 du cycle cellulaire via Erk), capables d’activer NF-xB et de modifier la
réorganisation du cytosquelette d’actine [95]-[97]. Plus particulierement, ces Rho-GTPases

sont essentielles au développement des cellules hématologiques. Ainsi, Rac2, qui est
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spéecifiquement exprimée par les lignées hématopoiétiques, et Racl participent a 1’adhérence,
la migration, la survie et la prolifération des précurseurs hématopoiétiques (via la voie Erk
pour Racl et la voie Akt pour Rac2) et des neutrophiles [98]. A I’inverse, ’activité de Cdc42
est liée a I’apoptose des cellules souches hématopoiétiques (via 1’activation de la voie JNK) ;
des cellules Cdc42GAP” montrent une distribution focale et anormale de I’actine, conduisant
a un déficit d’adhérence et de migration [99]. Ce recoupement des roles entre Rho-GTPases,
telles Rac2 et Cdc42 dans I’adhérence et la migration des cellules souches hématopoiétiques,
suggere une régulation fine de ces protéines et des génes qui les codent afin de garantir le
développement ordonné de ces cellules, régulation pouvant étre transcriptionnelle ou
dépendante de la localisation subcellulaire [92].

Dans les lymphocytes B, Racl et Rac2 ne semblent pas nécessaires au développement
des précurseurs, mais sont cruciales pour leur différenciation et pour la prolifération et la
survie des lymphocytes B matures. Elles agissent comme effecteurs du BCR par la voie
PI3K/Akt et diminuent I’expression du récepteur de la cytokine BAFF et du facteur anti-
apoptotique Bcl-xL [100]. Il en va de méme pour Cdc42, importante pour la différenciation
des lymphocytes B matures, qui module les signaux du BCR (suractivation d’Akt mais
inhibition de Erk) mais n’agit pas sur la migration de ces cellules [101].

L’importance des Rho-GTPases dans la physiologie des cellules sanguines explique que
la dérégulation de leur expression soit impliquée dans de nombreuses hémopathies, telles
I’anémie de Fanconi, le syndrome de Wiskott-Aldrich, les leucémies myéloides chroniques et

aigues, la LLC, les lymphomes non Hodgkiniens et le myélome multiple [92].

c. Déréqulation des Rho-GTPases dans I’HCL

L’aspect chevelu des tricholeucocytes, caractéristique de la maladie, provient de la
formation de pics d’actine (filopodes) et de lamellipodes a la surface des cellules. Ces
structures cellulaires sont impliquées dans les phénoménes d’adhérence et de migration,
particuliérement perturbés dans I’HCL [102]. L’éventuelle perturbation de I’organisation du
cytosquelette dans cette pathologie semble dés lors cruciale. Les tricholeucocytes présentent
d’ailleurs une surexpression de Lspl, protéine se liant a I’actine et régulant sa polymérisation
[103].

Les Rho-GTPases étant importantes dans la régulation du cytosquelette régissant la
forme et la migration cellulaires, I’hypothése d’un role essentiel de ces protéines dans la
morphologie si spécifique des cellules HCL et dans leurs propriétés adhésives a été formulée.

Zhang et al ont montré une surexpression et une activation constitutive de RhoA, Racl et
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Cdc42 dans les tricholeucocytes, a la différence des cellules de LLC. Cette suractivation a été
associée a une augmentation de la croissance cellulaire et a la formation des structures
d’actine aberrantes. Si les trois Rho-GTPases « classiques » (RhoA, Racl et Cdc42) semblent
augmenter la présence des protrusions d’actine, seul le dominant négatif de Racl annihile
totalement la formation des lamellipodes, contrairement & ceux de RhoA et Cdc42 [104].
Chaigne-Delalande et al ont ensuite confirmé la suractivation de Racl et Cdc42 et leurs effets
sur la modification du cytosquelette dans I’HCL, ceci n’étant pas vérifié pour RhoA. Cette
différence pourrait provenir de I’origine des lignées cellulaires, celle de Zhang et al pouvant
étre un HCLjv (le variant japonais de I’HCL), tandis que celles étudiées par I’équipe frangaise
seraient dérivées d’HCL classique. Ces observations sont intéressantes et expliqueraient
d’ailleurs I’activité anti-leucémique de I’'IFN-a, par la répression de Racl et Cdc42 et une
surexpression de RhoA, qui serait plus en rapport avec un effet anti-tumorigene de RhoA

précédemment décrit dans ce type cellulaire [105].

D’autre part, la capacité des Rho-GTPases a interférer avec la voie Ras-Raf-Mek-Erk
est particulierement intéressante dans le contexte des mutations de BRAF et de 1’efficacité
thérapeutique de I’inhibition de cette voie dans I’HCL. En effet, dans les lymphocytes B,
Cdc42 antagonise I’activation du BCR et reduit la phosphorylation de Erk [101]. De plus, il a
été montré que Racl favorisait ’activation de Erk, en activant Pakl, dans des kératinocytes
[106]. Le réle de ces Rho-protéines dans la signalisation du BCR constitue donc un autre
levier pour moduler les signaux de cette voie dans un but thérapeutique. Ainsi, Racl, Rac2 et
Cdc42 promeuvent la phosphorylation d’ Akt lors de I’activation du BCR [100], [101].

Des molécules mimétiques ou antagonistes de I’action de ces petites GTPases peuvent
alors étre envisagées pour compléter ’arsenal thérapeutique dans le traitement de I’HCL
réfractaire. Il reste cependant beaucoup a découvrir dans ce domaine, notamment le
mécanisme d’action précis de ces protéines sur les voies de survie et de prolifération
cellulaire, ou encore leur domaine d’interaction avec les acteurs des voies MAPK et PISK/AKkt
dans I’HCL. Des inhibiteurs spécifiques des Rho-GTPases existent, tel le NSC-23766 pour
Racl ou le ML141 pour Cdc42, mais leur efficacité dans le domaine de I’oncologie n’a pour

I’heure été démontrée qu’en phase préclinique [107], [108].

Nous venons de dresser un panorama des voies de signalisation pouvant ouvrir a de

nouveaux champs thérapeutiques dans le traitement de I’HCL réfractaire. Bien que les
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inhibiteurs de la forme mutée de B-Raf et les inhibiteurs directs de la voie Ras-Raf-Mek-Erk
montrent une activité intéressante, des résistances a ces traitements ou des efficacités
seulement partielles ont déja été decelées [57]. L’inhibition d’autres voies de
signalisation(telles celles des Rho-GTPases ou du BCR) permettrait de cibler indirectement
cette voie majeure de la pathologie HCL pour outrepasser ces résistances, ou méme
représente a elle seule un intérét thérapeutique dans la maladie (effet sur la voie PI3K/Akt).
Ces voies de signalisation dérégulées dans I’HCL, ainsi que les thérapeutiques envisageables

les ciblant, sont rappelées ci-dessous (Figure 5) :
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Figure 5 (rappel) : Les voies de signalisation dérégulées dans I’'HCL et les potentielles nouvelles
cibles thérapeutiques. Les fleches montrant I'inhibition d’une protéine et le nom de l'inhibiteur
correspondant sont indiqués en rouge. Les symboles « + » et « -» indiquent des effets activateurs ou
inhibiteurs d’une voie sur une autre. RCPG : récepteur couplé aux protéines G / RTK : récepteur a
tyrosine kinase / MEK : MAPK/Erk Kinase / Erk : Extracellular signal-Regulated Kinase / Btk : Bruton’s
Tyrosine Kinase / PLC : PhosphoLipase C / DAG : DiAcylGlycérol / PKC : Protein Kinase C / IP; : Inositol
3-Phosphate / NFAT : Nuclear Factor of Activated T cells / PI3K : Phosphatidyl inositol-3 Kinase /
MTOR : mammalian Target of Rapamycin.
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Les travaux précédemment menés dans notre laboratoire avaient permis il y a vingt ans
la découverte d’un géne codant une nouvelle Rho-GTPase : la protéine RhoH [109]. L’équipe
du Dr Galiegue-Zouitina a identifié et poursuivi 1’étude de cette protéine, a la régulation
complexe et présentant des caracteristiques singulieres par rapport aux autres membres de la
famille Rho, et a démontré sa sous-expression dans la tricholeucocytose [110]. Cette équipe a
par ailleurs montre un effet onco-protecteur de RhoH dans I’HCL, dont la ré-expression dans
une lignée cellulaire HCL, JOK-1, a conduit a une diminution de la prolifération, de
I’adhérence homo- et hétérotypique, de la migration transendothéliale in vitro ainsi que du
développement de tumeurs induites in vivo chez la souris NOD/SCID. La surexpression de
RhoH dans ce modele est également associée a une répression de 1’activité du promoteur et de
I’expression du géne CD11c, codant pour une intégrine B2 importante dans le diagnostic et
surexprimée dans I’HCL [110].

4. La protéine RhoH

a. Une Rho-GTPase atypique

Le géne codant RhoH a été donc découvert en 1995, fusionné au géne LAZ3/BCL6 dans
une translocation entre les chromosomes 3 et 4, dans les lymphomes B non Hodgkiniens. Ceci
est a ’origine de la premiére dénomination de RhoH : TTF, pour Translocation Three Four
[109].

RhoH est une petite protéine G (191 acides aminés) qui possede la particularité de
n’étre exprimée que dans les lignées cellulaires hématopoiétiques (comme Rac2), avec une
expression trés marquée dans les lignees lymphoides [111], [112].

Le gene RHOH est localisé en position p13 du chromosome 4 dans le génome humain
[113]. 1l possede un seul exon codant (exon 7) contenant le cadre de lecture ouvert et présente
une grande complexité dans sa région 5’ génomique. Celle-Ci comporte aux moins six exons
non codants (1 a 6) et trois sites d’initiation de la transcription, le site majeur étant situé en
amont de I’exon 4 (cf. Figure 9), génerant de nombreux transcrits exprimés difféeremment
selon le type cellulaire étudié (ex : les lymphocytes T n’expriment que I’isoforme « 4-6-7 »
tandis que les lymphocytes B expriment trois isoformes) [112]. Cette diversité et spécificité
des transcrits suggerent une regulation transcriptionnelle et post-transcriptionnelle de RHOH

complexe et différente selon le type tissulaire.
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Figure 9 : Structure du géne RHOH. Exons 1 a 6 : exons non codants ; ORF (Open Reading Frame) :
cadre ouvert de lecture du géne RHOH ; P1, P2, P3: promoteurs du géene RHOH ; +1 : site majeur
d’initiation de la transcription ; : sites mineurs d’initiation de la transcription; PolyA : sites
potentiels de polyadénylation ; en noir: ancienne nomenclature [112]; bleu : nouvelle nomenclature
[114].

RhoH partage des caractéristiques structurales communes avec les autres membres de la
famille Rho, tels une séquence CKIF de prénylation et un site polybasique nécessaire a son
ancrage membranaire. Cependant, une autre particularité de RhoH réside dans sa structure. En
effet, elle peut également étre phosphorylée sur une région de type ITAM dont la séquence
correspond au motif consensus YXxA(X)sYXXA (Y : tyrosine, A: alanine, X: résidu
guelconque) [115]. De plus, elle posséde un insert Rho tronqué (7 acides aminés au lieu de
12) et une absence d’activité GTPasique intrinseque (comme les protéines de la famille Rnd)
due a une substitution de la Gly12 (dans la protéine Ras) en Serl13 pour RhoH dans la boucle
de fixation du phosphate et de la GIn61 (dans Ras) en Asp62 (dans RhoH) dans le domaine
Switch 11 [109]. Elle est donc présente sous forme constitutivement active, ceci lui conférant
des propriétés antagonistes des autres Rho-GTPases [111]. La régulation de son activité est
donc régie par d’autres mécanismes, comme la régulation transcriptionnelle ou post-
transcriptionnelle, le recrutement a la membrane par le motif de prénylation CKIF ou la

phosphorylation du motif ITAM-like nécessaire a la fixation a d’autres protéines [116].

b. Un role ambivalent

La liaison constitutive de RhoH avec le GTP a été suggérée comme créant un
antagonisme fonctionnel potentiel entre RhoH et d’autres GTPases. Ainsi, RhoH diminue
I’activation des voies p38 et NF-kB par régulation négative de Racl, RhoA et Cdc42 dans la
lignée cellulaire Jurkat [111]. De plus, dans les précurseurs hématopoiétiques, cette inhibition
de Rac par RhoH induit I’inhibition de la prolifération, de la survie et de la migration, suite a

leur stimulation par le SCF [117]. L’association a la membrane de Racl, nécessaire a son
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activité, est également inhibée par RhoH, modifiant I’organisation de 1’actine et donc le
chimiotactisme des précurseurs hématopoiétiques en réponse au SDFla [118]. Cette
compétition a la membrane cellulaire entre ces deux protéines fournit un second mécanisme
d’antagonisme de RhoH envers Racl. RhoH diminue également I’adhérence cellulaire due au
LFA-1 dans le modéle T Jurkat [119].

Cependant, le réle de RhoH ne se limite pas a une régulation négative des fonctions
physiologiques des cellules hématologiques. Son role d’effecteur positif a été démontré par
Gu et al, dans les premiéres étapes de la signalisation du TCR, par fixation sur ZAP70 grace
au motif ITAM, ceci entrainant I’induction du LAT signalosome, conduisant a Ia
différenciation des cellules T [115], [120]. RhoH est également impliquée dans la migration
des lymphocytes T induite par SDF1a [121]. Récemment, son interaction avec Syk a été mise
en évidence dans la voie de signalisation du BCR [122]. Toutefois, RhoH n’a pas été étudiée

de maniere plus exhaustive dans les lymphocytes B normaux.

c. Anomalies de RhoH dans les hémopathies malignes

Le rdéle de modulateur de signaux cellulaires de RhoH, interagissant avec des protéines
participant a des voies de transduction du signal importantes dans I’hématopoicse, suggere
que des aberrations de son expression pourraient étre liées au développement d’hémopathies
malignes.

Ainsi, un faible taux d’expression de RhoH serait associé a un mauvais pronostic dans
la LAM [123]. Outre la répression de son expression dans I’HCL dont nous avons parlé
précedemment, le géne RHOH est a I’inverse surexprimé dans la LLC avec une expression
qui semble corrélée a celle de la protéine ZAP-70, marqueur de mauvais pronostic dans cette
leucémie. Alors que la délétion de RHOH ne semble pas modifier significativement la
lymphopoiése normale chez la souris, elle diminue I’accumulation des cellules leucémiques
dans le sang, la rate et la moelle dans un modéle murin de LLC [124]. RhoH semble donc
associée a un mauvais pronostic dans cette leucémie.

Le gene RHOH est situé dans une zone d’instabilité génétique et les anomalies qu’il
présente ont été détectées dans les hémopathies B lymphoides. Outre la translocation
(3;4)(927;p13) entre RHOH et LAZ3/BCL6 dans les lymphomes non Hodgkiniens folliculaires
aboutissant a la dérégulation de I’expression des 2 génes par substitution de promoteurs [109],
[125], une translocation (4;14)(p13;032) a également été détectée dans un cas de myélome
multiple [125]. Le géne RHOH est le lieu d’hypermutations somatiques (HMS) aberrantes ,
dans les lymphomes B diffus a grandes cellules (46%) [126]. Cependant, ces HMS ne
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semblent pas impacter le pronostic des patients [126]. Elles se situent dans la partie 5’ du
géne, région décrite pour favoriser les translocations [125], [127]. Elles ont également été
détectées sur ce gene, a une fréquence moindre, dans d’autres lymphomes [128], [129].
Sachant que ces HMS ont principalement lieu dans des cellules du centre germinatif et que
I’origine germinative ou post-germinative de I’HCL est controversée, une recherche de ces
HMS sur le gene RHOH chez des patients HCL serait intéressante afin de peut-étre mieux

comprendre les mécanismes de répression de RHOH dans cette leucémie.

Par sa répression anormale et son réle limitant la progression tumorale, RhoH semble
une cible thérapeutique intéressante dans I’HCL. En effet, mimer son activité pourrait aboutir
a une stratégie thérapeutique innovante, en essayant de reproduire I’interaction de RhoH avec
ses effecteurs (tel Syk) ou en antagonisant 1’activité de Racl et/ou de Cdc42, connues pour
promouvoir le phénotype leucémique [104], [105]. De plus, la restriction de son expression
aux cellules hématopoiétiques constitue un avantage permettant d’éviter la survenue d’effets
secondaires liés a 1’activité physiologique de la protéine. Cependant, le design de tels

composes mimétiques s’avere ardu.

Afin de déterminer les cibles moléculaires de RhoH responsables de cette atténuation de
la progression tumorale de I’HCL et pouvant potentiellement servir de cibles alternatives,
notre équipe a réalisé une étude transcriptomique comparative entre la lignée cellulaire HCL
JOK-1 surexprimant RhoH (JOK-RhoH ou JOK-R) et la méme lignée cellulaire transfectée de
maniére stable avec le vecteur d’expression vide (JOK-Empty ou JOK-E). La modulation
d’expression génique la plus importante observée s’est révélée étre la répression du géne
CD38, d’un facteur 7.

[II. CD38: bien plus qu'un marqueur
de différenciation

Le choix de I’étude de la protéine CD38 ne se base pas uniquement sur sa régulation par
RhoH dans notre modele HCL. Elle possede des réles physiologiques multiples et influence

tout particulierement le développement des lymphocytes B.
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1. Le géne CD38

Le géne CD38, long de 70,6 kb, est situé en position 4p15 dans le génome humain,
comporte 8 exons et 98% de séquences introniques. L’exon 1 code la partie 5’UTR de
I’ARNm, les parties intracellulaire et transmembranaire de la protéine. Les exons 2 a 8 codent
la partie extracellulaire porteuse du site catalytique de 1’enzyme, des sites de glycosylation et
des sites de fixation au hyaluronate [130]. La partie 5° génomique ne comporte pas de boite
TATA, ni de motif CCAT. Un site majeur d’initiation de la transcription a été décrit et
plusieurs autres sites mineurs sont également présents [130]. La région 5° de ’ARNm
comporte une sequence « GC-rich » située avant le codon initiateur de la traduction. Le géne
CD38 semble également dépourvu d’un signal de polyadénylation classique. D un point de
vue phylogénétique, le gene CD38 posséde une forte homologie avec celui codant pour une
ADP-ribosyl-cyclase de I’ovotestis du mollusque marin Aplysia Californica. La séparation de
I’exon 4 du géne de la cyclase du mollusque en 2 exons dans le géne CD38 humain et la tres
forte homologie de séquence avec le géne murin BST1 suggerent une duplication du géne
avant la divergence phylogénétique entre humains et rongeurs [131]. Le premier intron du
gene CD38 est tres long (37 kb) et possede des éléments de régulation dans sa partie
proximale, ce qui suggére un réle actif de cet intron dans les phénoménes d’épissage alternatif

de ce geéne.

2. Régulation de I’expression du géne CD38

a. Reéqgulation transcriptionnelle

La régulation de ce géne a été étudiée dans des modeles hématopoiétiques, ainsi que

dans les cellules musculaires lisses des voies aériennes.

i. Dans les cellules musculaires lisses des voies aériennes

Dans ces cellules, il a été montré que le récepteur aux glucocorticoides et les facteurs de
transcription NF-xB et AP-1 (via sa sous-unité c-Jun) régulent directement le géne CD38, par
fixation sur des éléments cis présents dans la région 5’ du géne. Ces sites de fixation ont été
déterminés par des techniques d’EMSA (ElectroMobility Shift Assay) et de gene rapporteur
(cf. Figure 10, p. 37) [132]. Le TNF-a augmente 1’expression de CD38 via ces facteurs, et la
dexaméthasone abolit I’activation de NF-kB en augmentant 1’expression d’IkB [133]. De
plus, I’utilisation d’inhibiteurs pharmacologiques dans ces cellulesa révélé que NF-kB et AP-1
sont régulés par les voies p38 et INK, ce qui a été confirme par la transfection de dominants
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négatifs [134].

ii. Dans les cellules myéloides

Un ¢élément de réponse a I’acide rétinoique (RARE : Retinoic Acid Response Element) a
été étudié dans les cellules myéloides (lignée HL60). L’ATRA régule CD38 par le récepteur
nucléaire RAR-a [135]. Kishimoto et al ont déterminé la présence d’un élément RARE de
type DR-5 (Direct repeat, 2 motifs de liaison hexamériques séparés par 5 nucléotides) au tout
début de I’intron 1 du géne CD38, active par le dimere RAR-o/RXR-a [136]. Cependant, il
est a noter que deux mécanismes de régulation ont été décrits pour cet élément RARE : une
phase précoce dépendante de RAR-a et une phase retardée passant par PKCd qui active Creb.
L’ATRA induit les 2 évenements, alors que le tamibaroténe (Am80, agoniste synthétique de
RAR utilisé dans le traitement de la LAM3) induit uniquement la phase précoce [137]. Cette
régulation de Creb par ’ATRA via PKCd avait déja été démontrée dans un modéle

d’épithélium trachéo-bronchique [138] (cf. Figure 10, p. 37).

iii. Dans les lymphocytes B

La présence d’une « E-box » (site de fixation du facteur de transcription E2A) au début
de I’intron 1 du géne CD38 a également été décrite, dans une étude sur la LLC. Le SNP
16449182 C—G donnant naissance a un site de restriction Pvull se situe a I’intérieur de cette
« E-Box ». E2A joue un réle important dans la différenciation lymphocytaire B, et dans la
recombinaison et la transcription des genes des immunoglobulines. Il est plus exprimé dans
les cellules de LLC et un taux élevé d’E2A nucléaire y est corrélé a une forte expression de
surface du CD38. E2A se fixe sur la « E-box » de I’intron 1 du gene CD38 et son inhibition
(par RNA silencing) diminue I’expression de surface de CD38 [139]. Dans la méme
pathologie, en réponse a I’[FN-y, le facteur T-bet augmente 1’expression de CD38, en se
fixant sur 2 séquences consensus situées au début de I’intron 1, suggérant un role de la voie
IFN-y/JAK/STAT/T-bet dans la régulation de ce géne [140].

iv. Dans les lymphocytes T
Dans les lymphocytes T-régulateurs, 1’utilisation d’un mutant D910A, dépourvu
d’activité kinase, de la sous-unité p110o de la PI3 kinase a montré son rdle dans 1’activation
de I’expression de CD38 en réponse a I’ATRA [141].
D’autres sites putatifs ont été proposés suite a des études in silico, mais n’ont pas été
validés a ce jour (IRF-1, NF-IL6, TCF-a) [131] (cf. Figure 10, p. 37).
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b. Réqgulation post-transcriptionnelle

La regulation post-transcriptionnelle de ’expression du géne CD38 a été documentée
dans les cellules musculaires lisses des voies aériennes, ou 1’inhibition de la voie Erk par des
inhibiteurs pharmacologiques augmente la demi-vie des ARNm CD38 [134]. Dans ce méme
modele cellulaire, le microARN 140-3p (mirl40-3p) a été montré comme se liant a I’ARNm
CD38 et diminuant sa stabilité. Un autre indice du lien entre TNF-a et expression de CD38 est
I’inhibition de I’expression de ce miR par cette cytokine. De plus, des oligonucléotides
mimétiques du miR140-3p induisent une réduction de I’activation des voies p38 et NF-kB, et
donc indirectement de I’expression de CD38 (cf. paragraphe précédent) [142]. La méme
équipe a montré 2 ans plus tard I’interaction du microARN 708 (mir708) avec I’extrémité
3’UTR de ’ARNm CD38, avec le méme effet déstabilisateur, toujours en réponse au TNF-a.
Le mir708 diminue aussi les voies JNK et Akt (par activation des phosphatases MPK1 et
PTEN), inhibant également de maniére indirecte 1’expression de CD38 [143] (cf. Figure 10).
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Figure 10 : La régulation du gene CD38 [131], [132], [134], [136], [138, p. 80], [139], [140], [141, p.
3], [142], [143]" AP-1: Activator Protein 1 / NF-kB : Nuclear Factor of kappa-B / GRE : Glucocorticoid
Response Element / IRF-1 : Interferon Response Factor 1 / TCF-a : T-Cell Factor alpha / CREB : cAMP
response Element Binding protein / RARa : Retinoic Acid Receptor a / T-bet : T-cell Specific T-box
transcription factor / JNK: Jun N-terminal Kinase / PI3K: Phosphatidyl inositol-3 Kinase / Erk:
Extracellular signal-Regulated Kinase / RG : Récepteur aux glucocorticoides / JAK : Janus Activated
Kinase / STAT : Signal Transducers and Activators of Transcription / Akt : AKR T Cell Lymphoma / Am-
80 : Tamibaroténe.
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3. La protéine CD38

La protéine CD38 a été découverte en 1980 par Reinherz et al lors d’un criblage
d’anticorps afin de décrire la différenciation intrathymique [144]. Elle a d’abord ét¢ nommée
« T10 » en référence a I’anticorps ayant servi a sa détection et référencée comme un marqueur
d’activation lymphocytaire. Ce marqueur de surface a depuis été décrit comme exprimé par la
plupart des cellules hématologiques. Il est plus fortement exprimé par les cellules lymphoides
que myéloides, et plus par les lymphocytes B que par les lymphocytes T. Dans les cellules B,
il est exprimé par les précurseurs, puis son expression diminue lors de la différenciation
jusqu’a étre absente dans les lymphocytes B naifs. Aprés la rencontre avec ’antigéne, son
expression augmente de nouveau : elle est détectable dans les lymphocytes B mémoires et trés
forte dans les plasmocytes. Bien que plus faible hors de la sphere hématologique, cette
expression est presque ubiquitaire et est retrouvée notamment dans le cerveau, le pancreéas, les
muscles et les os [145].

La protéine CD38 est une glycoprotéine de type Il (ce qui signifie que son extrémité N-
terminale est orientée vers I’intérieur de la cellule). Elle est longue de 300 acides aminés et
posséde un poids moléculaire de 45 kDa. Sa structure comporte une petite queue
cytoplasmique (21 AA), une partie transmembranaire (23 AA) et une grande partie
extracellulaire (256 AA). La courte queue cytoplasmique de CD38 ne comporte qu’un
domaine de liaison au domaine SH2 de la protéine Lck [146]. Cependant, elle ne contient pas
de tyrosine phosphorylable, suggérant uniqguement un role de « docking » de CD38 pour Lck
et nécessitant donc I’intervention de co-récepteurs afin de transduire un signal. CD38 présente
4 sites de N-glycosylation. Ces motifs saccharidiques représentent 25% du poids moléculaire
de cette protéine, et modifient ses propriétés de multimérisation [147] (cf. Figure 11).
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La protéine CD38 a été principalement décrite comme une molécule de surface des

cellules animales. Cependant, elle est également exprimée dans le noyau des cellules

hématopoiétiques humaines, indépendamment d’une expression de surface [148], [149].

4. Une protéine a activité pléiotropique

Bien que tout d’abord décrite comme un marqueur de différenciation des cellules
hématopoiétiques, la protéine CD38 présente de nombreuses autres fonctions biologiques
dans ces cellules, mais également dans d’autres organes. C’est une molécule pléiotropique,

c'est-a-dire possédant des activités multiples et différentes selon le modele étudié.

a. Un récepteur de surface

La molécule CD38 participe a la transduction du signal. L’étude de son activité
réceptrice de surface et des voies de signalisation associées a été principalement réalisée dans
les cellules lymphocytaires.

Bien que possédant une «queue » cytoplasmique courte et quasiment dépourvue de

motifs de liaison a des protéines effectrices, CD38 est capable de moduler les signaux de
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récepteurs, tels que le BCR, le TCR, le complexe majeur d’histocompatibilité de classe Il
(CMH de classe 1I), le CXCR4 ou les tétraspanines (ex: le CD81) [131]. Ainsi, des
manipulations réalisées sur des monocytes purifiés a partir de sang humain ont montré une
augmentation des flux calciques et de la phosphorylation de c-Cbl, Hck et Fgr (protéines
communes & la signalisation du CMH de classe 2). Dans ces cellules, I’augmentation du CMH
de classe II diminue I’expression de CD38 [150].

Dans les cellules myéloides, I’activation de CD38 favorise le chimiotactisme et la
migration transendothéliale dendritique sous influence du CCL-21 ainsi qu’une protection
contre 1’apoptose induite par la privation en sérum, via une augmentation d’expression de
Bcl-2. CD38 promeut également la sécrétion d’IL-12 par ces cellules, favorisant la
différenciation de lymphocytes T naifs en lymphocytes « T-helper-1 » [151].

Dans les lymphocytes T, CD38 est impliqué dans la sécrétion de cytokines (IL-6, 1L-10,
IFN-y, GMCSF) [152]. Il active également la différenciation T par induction de la
prolifération des lymphocytes T2 et de I’apoptose des lymphocytes T1, dépendante d’une voie
de signalisation impliquant les tyrosines kinases Lyn, Fyn et Btk, ainsi que PI3K et Erk [153].
Dans la lignée cellulaire Jurkat, la voie CD3-{/Lck/ZAP-70/PLC-y1/PKC est activée par la
stimulation de CD38, prouvant une connexion avec la voie du TCR. La voie Lck/Shc/Raf-1/c-
Cbl//Erk1/2 y est également activée par CD38 (cf. Figure 12, p) [154]. Cette activation de la
voie Erk est particulierement intéressante au regard de son importance dans la leucémogénese
HCL (cf. p. 17 a 21).

L’activation de CD38 induit la phosphorylation des tyrosines du CD19, aboutissant a
une diminution de prolifération des progéniteurs B par I’intermédiaire des protéines kinases
Lyn et PI3K, cependant sans qu’il y ait interaction physique entre les 2 récepteurs. En effet, la
modulation de I’expression du CD19 ne modifie pas celle de CD38 [155]. Cette interaction
semble nécessiter la participation du CD81, car des expériences de co-immunoprécipitations
et d’immunofluorescence révelent la formation d’un complexe CD19-CD81-CD38 dans les
lymphocytes B murins [156, p. 81]. Cockayne et al montrent une déficience de la
signalisation du BCR dans des souris CD38 " [157]. De plus, ’absence des chaines IgGa et
IgGp dans la lignée de lymphome B murin A20 annihile la sécrétion d’IL-2 en réponse a la
stimulation de CD38, prouvant un lien entre le BCR et CD38. Cependant, des expériences de
co-immunoprécipitation ne montrent pas d’interaction physique entre ces 2 molécules,
argumentant en faveur d’une association CD38-BCR dans un complexe supramoléculaire

[158]. Etant donné le réle du BCR et de sa signalisation dans la pathologie HCL,
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I’imbrication de cette voie dans la signalisation de CD38 s’avére particuliérement

intéressante (cf. p. 22 a 24).

Dans les lymphocytes B, modele qui nous intéresse particulierement, les signaux
transduits sont tres différents selon le stade de différenciation lymphocytaire. Ainsi, la
stimulation de cellules B immatures murines et humaines par des anticorps anti-CD38 conduit
a leur apoptose et a une diminution de leur prolifération par I’intermédiaire de Syk, activant
PLC-y2 puis PI3K. La protéine C-cbl est également activée et s’associe a la PI3 kinase [159].
Il est a noter qu’aucune activation d’autres protéines adaptatrices, telles Fyn, Lyn ou Btk , ni
de Vav, ni de Ras-GAP, n’a été détectée, de méme pour les kinases Jak 1 et 2 [160], [161].
(cf. Figure 12, p). A I’inverse, dans les lymphocytes B matures murins, I’activation du CD38
inhibe I’apoptose et induit la prolifération cellulaire grace a la voie Btk/PC-PLC/PKC/ NF-xB
et/ou Btk/PLD/PKC/NF-kB mais indépendamment de la voie PLC-y2/IP; (la PLC-y2 est
phosphorylée mais pas sur des résidus activateurs, d’ou son absence d’activité dans ces
cellules). Cette activation de CD38 conduit a une augmentation de 1’expression de la cycline
D2 ce qui jouerait sur la prolifération cellulaire. Le recrutement partiel de Btk dans cette voie
suggere I’intervention d’autres kinases. Btk serait activée essentiellement par Lyn mais aussi
plus faiblement par Fyn [162], [163, p. s] (cf. Figure 12). De méme, I’activation de CD38
protége de I’apoptose des cellules isolées d’amygdales, qui sont des lymphocytes B issus du
centre germinatif. L ’apoptose y est inhibée par induction de I’expression de Bcl-2. Cependant,
CD38 ne semble pas modifier les propriétés prolifératives de ces cellules [164].

On observe I’implication de voies bien distinctes dans la signalisation induite par CD38
selon le type cellulaire. Seule la protéine C-cbl semble étre commune aux lymphocytes B et
T, et est également décrite comme phosphorylée dans la lignée myéloide HL-60 apreés
activation du CD38 [165].
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Figure 12: Voies de signalisation activées par CD38 et conséquences fonctionnelles dans les
lymphocytes.

b. Une ectoenzyme

Une seconde propriété préponderante de la protéine CD38 provient de son activité
enzymatique. En effet, la proximité phylogénétique avec I’enzyme soluble d’Aplysia
Californica la classe dans la famille des ADP-ribosyl-cyclases [166]. CD38 possede un site
catalytique enzymatique dans sa partie C-terminale extracellulaire, ce qui en fait une enzyme
ancrée a la membrane plasmique. Elle posséde pour substrats un ensemble de métabolites
dérivés du NAD. Son activité est triple et liée aux conditions de pH : en milieu neutre et
basique, c’est principalement une NAD glycohydrolase capable de produire de I’ADPR a
partir de NAD et une ADP-ribosyl cyclase et hydrolase catalysant la cyclisation ou
I’hydrolyse de I’ADPRc. En milieu acide, c’est une NADP glycohydrolase marginale,
formant du NAADP [167] (cf. Figure 13) .
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Figure 13 : Activité enzymatique du CD38. Les premieres étapes de réaction sont communes a tous
les métabolites : formation d’un complexe entre CD38 et NAD (ou NADP) et libération du noyau
nicotinamide. L'intermédiaire oxcarbenium (ADPR) est soit hydrolysé, soit cyclisé pour fournir les
métabolites terminaux, inducteurs de flux calciques [166], [167].

Ces métabolites sont des inducteurs de flux calciques intracellulaires, indépendamment
de I’IP3. L’ADPRCc active les canaux a ryanodine et libere les stocks de calcium du réticulum
endoplasmique ou sarcoplasmique [168]. Il active également les canaux calciques TRPM2 qui
permettent de mobiliser le calcium extracellulaire, de maniere 100 fois plus intense que
I’analogue non cyclique, I’ADPR [169]-[171]. Le NAADP stimule d’autres réserves de
calcium intracellulaire [172]. Le CD38 régule donc le pool extracellulaire de NAD, substrat
des ADP-rybosyl-transférases pouvant inhiber son activité enzymatique par rybosylation.

Par ailleurs, la N-glycosylation semble importante dans la cinétique de la réaction
enzymatique. En effet, la déglycosylation de CD38 par la PNGase-F entraine une diminution

de la vitesse de la réaction mais une augmentation de 1’affinité pour le substrat [173].

Une question intrigante s’est rapidement imposée a la communauté scientifique :
comment une enzyme, dont le site catalytique est extracellulaire, peut-elle moduler des flux
calciques intracellulaires, alors que les métabolites inducteurs de ces flux sont produits a
I’extérieur de la cellule et que les substrats de I’enzyme sont présents en abondance dans le
cytosol ? Une premiere hypothése a été celle d’un transport actif de ces metabolites par des
transporteurs annexes, mais 1’existence de tels transporteurs n’a pas été vérifiée [174]. Une

autre hypothése propose que la capacité de multimérisation de CD38 puisse former un pore
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permettant I’internalisation des produits enzymatiques apres leur synthése. En ce sens, CD38
est capable de se tétramériser a la membrane plasmique. Cette tétramérisation modifie son
activité enzymatique, mais la formation d’un tel pore n’a pas encore été prouvée [175], [176].
Une troisieme possibilité est le passage de la protéine CD38 d’une forme de type II a une
forme de type Ill, c'est-a-dire que la partie C-terminale porteuse du site catalytique passerait
du milieu extracellulaire a intracellulaire par retournement de la protéine, par un mécanisme
de «flip flop ». Gréace a des anticorps ciblant spécifiguement les parties Ct et Nt de CD38,
Zhao et al ont mis en évidence 1’existence d’une forme minoritaire de type Il (représentant
10 a 20% de la protéine de surface) dans des cellules sanguines purifiées de sujets sains. La
phosphorylation de 3 résidus de sérine dans la partie Nt pourrait causer un excés de charges
négatives a la membrane plasmique provoquant le « flip-flop » [177].

Outre la forme transmembranaire de CD38, des formes solubles et polymériques de
CD38 ont été décrites. Elles sont au nombre de 3 : p39 (monomérique), p78 (dimérique) et
p190 (tétramérique). L’assemblage de ces formes solubles n’a pas été décrit, mais la présence
d’une forme p39 tronquée de la partie membranaire de la protéine suggere un clivage
enzymatique ou un épissage alternatif. Or, les transcrits alternatifs CD38 décrits jusqu’alors
ne présentent pas de délétion de I’exon 1 codant pour la partie intracellulaire et
transmembranaire (mais uniquement de I’exon 3 [130]) ; le clivage de CD38 par la protéase
de Staphylococcus aureus produisant une forme de 39 kDa, I’hypothése d’un clivage
protéolytique est donc la plus probable. Cependant, la possibilité d’une association a la
membrane suivie d’un clivage protéolytique ou de la libération d’une forme monomérique qui
se polymérise sous forme soluble reste a étudier [178], [179]. Ces formes solubles sont
porteuses de ’activité enzymatique de CD38, activité plus faible pour p39 que pour la forme
transmembranaire p45 avec le méme rapport activité cyclase/activité hydrolase. La forme
p190 favorise beaucoup plus I’activité cyclase. Ces formes solubles pourraient entrer en

compétition avec la forme transmembranaire pour les substrats enzymatiques.

D’un point de vue fonctionnel dans les cellules hématologiques, la production de
métabolites inducteurs de flux calciques par le CD38 augmente la prolifération des
lymphocytes B spléniques murins [166]. La production d’ADPRc par CD38 dans les
neutrophiles et les cellules dendritiques modifie leurs propriétés migratoires. Ainsi, des souris
CD38-/- présentent une sensibilité accrue a I’infection par Staphylococcus pneumoniae et un
défaut de migration de leurs neutrophiles vers les sites infectieux [180]. CD38 favorise la

migration des monocytes en réponse aux cytokines inflammatoires, tels les ligands du
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CXCR4, le CCR1 et le CCR5 [181]. Dans les cellules dendritiques, il joue sur le méme
phénoméne en réponse a CXCL12, CCL19 et CCL21 [182]. De plus, dans certains
lymphocytes, I’IL-8 (Interleukine-8) stimule la production d’ADPRc¢ par le CD38 et conduit a
I’augmentation de la migration des cellules LAK (Lymphokine Activated Killers) [183].

Il est intéressant de noter une certaine indépendance entre eux des phénomeénes
impactés par les fonctions de CD38 : réceptrices d’une part, et enzymatiques d’autre part.
Ainsi, I’effet pro-apoptotique de la stimulation de CD38 dans les lymphocytes B immatures
semble indépendant de la production d’ADPRc [161]. La fonction réceptrice de CD38 semble
moduler des signaux liés a la mort et la prolifération des cellules tandis que sa fonction
enzymatique, par ’activation des flux calciques, agit plutot sur des phénomeénes de migration

cellulaire.

C. Une molecule d’adhérence

L’implication de CD38 dans les phénomeénes d’adhérence cellulaire a été découverte
plus tardivement que ses deux autres fonctions. L’incubation d’un anticorps anti-CD38 avec
des lymphocytes T a montré une diminution de I’adhérence de ces cellules a 1’endothélium
[184]. Cette molécule est responsable d’une interaction faible avec les cellules endothéliales,
a la maniére des sélectines. Deaglio et al ont démontré que le partenaire d’interaction de
CD38 était le CD31 (ou PECAM-1 pour Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule-1), un
membre de la famille des immunoglobulines. Cette protéine est un récepteur-ligand de 130
kDa, fortement exprimé a la surface des cellules endothéliales, mais également par les cellules
stromales. Outre ces mécanismes d’adhérence cellulaire, les interactions CD38-CD31 sont
capables d’induire la signalisation cellulaire par activation de CD38 (de la méme maniere que
des anticorps agonistes de CD38), d’activer des flux calciques et d’induire I’expression de
cytokines (IL-6, IFN-y, IL-10, GM-CSF, IL-2) par des lymphocytes T purifiés [185].

CD38 posséde 2 motifs de liaison au hyaluronate (HA), un glucosaminoglycane de la
matrice extracellulaire, particulierement présent dans la moelle osseuse (cf. Figure 14) [38],
[186]. Ces motifs, dont la séquence en acides aminés est [B(X7)B] ou B est un acide aminé
basique (lysine ou arginine) encadrant 7 acides aminés X non acides, ont une structure
analogue a ceux du CD44, une glycoprotéine de surface évoquée plus haut (p. 12) comme
étant exprimée par les tricholeucocytes et importante dans I’ancrage des cellules HCL a la
moelle osseuse, donc dans I’installation de la myélofibrose (cf. Figure 4, p. 13) [39]. Le

CDA44 possede 4 de ces motifs.
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Figure 14 : Structure du hyaluronate (HA). Le hyaluronate est un polymére d’acide glucuronique
(résidu de gauche) et de N-acétyl-glucosamine (résidu de droite).

5. CD38 hors de la sphére hématologique

CD38 étant une protéine exprimée de maniére ubiquitaire, son role dans de nombreuses

fonctions physiologiques a été étudié et s’est souvent révélé déterminant.

CD38 est impliqué dans la sécrétion de 1’ocytocine, hormone sécrétée durant
I’accouchement et provoquant les contractions utérines. Cette hormone est également associée
au développement du langage et du lien maternel et social. Ainsi, des souris CD38" ont
montré des déficiences dans leurs comportements maternel et d’interaction sociale dues a un
défaut de sécrétion d’ocytocine, et compensées par I’administration sous-cutanée d’ocytocine
ou I’expression ectopique de CD38 au niveau de I’hypothalamus [187]. Des lors, son
implication dans les troubles autistiques a fait 1’objet d’une attention particuliére. Ainsi, chez
des sujets humains, deux polymorphismes sur le géne CD38 (rs6449182 et rs3796863) ont été
associés a une modification de la réceptivité au partenaire et aux émotions positives [188]. De
plus, une délétion 4p15.32, aboutissant a un transcrit de fusion entre les genes BST1 et CD38,
a éte observée chez une enfant présentant des troubles autistiques plus séveres que sa sceur
jumelle qui, par mosaicisme, ne présente pas cette délétion [189]. Actuellement, des essais
cliniques sont en cours pour évaluer I’intérét d’utiliser des sprays nasaux d’ocytocine chez des

individus autistes afin d’évaluer I’amélioration de leurs performances cognitives.

L’axe CD38/ADPRc/canaux ryanodines a été propos¢ comme impliqué dans la voie
stimulatrice de sécrétion d’insuline. Ainsi, des souris KO pour le géne CD38 montrent une
intolérance au glucose, avec un niveau de glucose circulant plus élevé que les souris

« contrble ». Leurs cellules pancréatiques B des ilots de Langerhans montrent un déficit de
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production d’ADPRc et une libération sous-jacente de calcium intracellulaire, activant la
sécrétion d’insuline en réponse au glucose [190]. Il a été montré que I’auto-immunité contre
CD38 est impliquée dans I’inhibition de la sécrétion d’insuline dans le diabete insulino-
dépendant, en inhibant son activité enzymatique [191]. De méme, une mutation R140W,
inhibitrice de I’enzyme, a été découverte dans le géne CD38 chez des patients diabétiques
[192].

CD38 a également été étudié en infectiologie. Cette protéine est capable de diminuer la
capacité d’infection des lymphocytes T par le VIH (Virus d’Immunodéficience Humaine). En
effet, elle inhibe I’interaction entre la protéine de 1’enveloppe virale gpl20 et le CD4 des
lymphocytes T, conférant une protection accrue de ces cellules T4 contre la fusion des
membranes du virus et de la cellule hote. La zone d’interaction entre gp120 et CD38 a été
déterminée : il s’agit de la boucle V3 de gp120 [193]. La modélisation de cette boucle fournit
une nouvelle stratégie thérapeutique et constitue une base pour la création de nouvelles
molécules mimant cette interaction (tels des peptides bloguants), avec un effet potentiellement
anti-rétroviral [194]. Un autre effet protecteur de CD38 est la production de nicotinamide
dans I’environnement du lymphocyte T, lors de I’étape de cyclisation de I’ADPRc a partir du
NAD (cf. Figure 13, p. 43). Ceci produit un pool de nicotinamide, permettant de contrecarrer
la déplétion en nucléotides induite par la réplication du virus. L’apoptose des cellules T4 est
ainsi limitée, ce qui permet de retarder la phase d’immunodéficience des patients et la
survenue de maladies opportunistes. Un effet délétere de CD38 sur la pathologie est
cependant & déplorer : les lymphocytes T CD38" sont activés et donc fortement réplicatifs
pour le VIH. L’activation du CD4 par le CD38 favorise la migration des LcT infectés vers les

organes lymphoides secondaires et donc leur réplication et celle du virus [195].

La regulation du géne CD38 a été trés étudiée dans le modéle des cellules musculaires
lisses des voies aériennes (cf. p. 35) car la protéine CD38 contrdle I’homéostasie du calcium,
impliquée dans les phénomenes d’asthme. Les flux calciques intracellulaires sont nécessaires
a la contraction de ces cellules musculaires lisses et a la respiration, notamment via I’ADPRc
produit par CD38 qui active les canaux ryanodines du réticulum sarcoplasmique, libérant les
réserves de calcium [196]. Certaines cytokines inflammatoires, telles le TNF-o ou 1’TL-13,
favorisent 1’expression de CD38, augmentant ainsi le pool d’ADPRc et potentialisant les flux
calciques en réponse a des molécules de la réponse allergique, telle 1’histamine [197].

L’utilisation de glucocorticoides (ex : la dexaméthasone) permet de diminuer ce phénoméne
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allergique, notamment en diminuant 1’expression de CD38 via les récepteurs aux
glucocorticoides (GRE) [132].

L’ensemble de ce chapitre nous a montré¢ que CD38 est une protéine a 1’activité
multiple, étant a la fois un récepteur, une enzyme et une molécule d’adhérence. Elle joue un
role important dans de nombreuses fonctions biologiques, non seulement hématologiques
mais également dans la physiologie de nombreux autres organes. Son réle dans la biologie des
leucocytes, dans des phénomenes aussi importants que la survie, la prolifération, la
différenciation, la migration et 1’adhérence cellulaire laisse présager de son importance
capitale dans le développement des hémopathies malignes B. Ainsi, nous allons voir que son
expression et/ou sa dérégulation influent sur la leucémogénése. Nous nous intéresserons

surtout aux hémopathies malignes B lymphoides.

[V. CD38 dans les hémopathies
malignes :

L’expression large de CD38 dans les cellules hématologiques souleéve la question de son
étude sur un panel étendu d’hémopathies malignes. Par souci de clarté, nous nous
intéresserons uniquement aux pathologies ou il a été le plus étudié et pour lesquelles les

résultats des travaux sont les plus prometteurs.

1. CD38 dans la Leucémie Aigue Myéloide

Cette hémopathie se traduit par un envahissement de la moelle osseuse et du sang par
des cellules leucémiques appelées blastes, issues des précurseurs myéloides bloqués au cours
de leur différenciation. Cette pathologie est justement classée en 5 sous-types principaux dit
FAB (pour French American British) selon le stade de différenciation, de MO a M5, MO étant
le moins différencié et M5 le plus différencié [198].

CD38 a été assez peu étudié dans cette pathologie, ou il a été principalement utilisé
comme marqueur de la différenciation des blastes ; son expression, quasi-nulle au stade MO,
augmente au fur et a mesure de la classification FAB, suivant le méme pattern d’expression
que celui de la différenciation des cellules myéloides normales. L’absence d’expression de
CD38 étant un signe d’immaturité des blastes, Ce marqueur est d’ailleurs utilis¢é comme
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caractéristique de la population de cellules souches leucémiques, comme il 1’est pour les
cellules souches hématopoiétiques normales [199].

CD38 semble cependant exercer un réle plus important que celui de simple marqueur de
différenciation. En effet, son activation a montré I’induction de la prolifération des blastes et
inhibe leur différenciation, argumentant en faveur d’un role plutot délétere sur 1’évolution de
la leucémie [200], [201]. La balance entre les taux d’expression du CD38 et du CD31 par les
cellules leucémiques est impliquée dans 1’ancrage des blastes a la niche médullaire. En effet,
la présence d’un excés de CD31 a la surface des blastes augmente la migration
transendothéliale par interaction homotypique avec le CD31 des cellules endothéliales, alors
qu’un exces de CD38 favorise I’ancrage des cellules leucémiques dans la moelle osseuse par
interaction en son sein de CD38 avec le hyaluronate. Ainsi, les patients présentant une
expression accrue de CD31 par rapport a CD38 montrent une leucocytose sanguine plus

élevée [202].

2. CD38 dans le Myélome Multiple

Le myélome multiple (MM) est caractérise par une prolifération anarchique de cellules
monoclonales plasmocytaires, produisant massivement de 1’lgM. Cette parenté avec les
plasmocytes, cellules terminales de la lignée lymphocytaire B, explique la forte expression de
CD38 par les cellules de MM. Les traitements de référence combinant inhibiteurs du
protéasome [bortézomib (BOR) et plus récemment, carfilzomib (CAR)] avec des
immunomodulateurs [thalidomide, lenalidomide (LEN) et derniérement, pomalidomide
(POM)] se révelent relativement efficaces en premiére ligne, mais des rechutes fréquentes
dues a des formes réfractaires a ces molécules surviennent rapidement, avec une médiane de
survie de 9 mois pour les patients rechutant apres un traitement combinant lenalidomide et
bortezomib [203].

Trois anticorps monoclonaux thérapeutiques ciblant CD38 sont en cours d’essais

cliniques dans les formes réfractaires de la pathologie [204] :

1) le daratumumab est un anticorps humanisé développé par la société Genmab® et
commercialisé par Johnson & Johnson®. 11 est capable d’induire une forte réponse ADCC,
CDC et ADPC sur des lignees cellulaires ou des cellules isolées de patients de MM,
indépendamment du stroma médullaire [205], [206]. De maniére intéressante, une synergie

d’action a été observée lors d’études précliniques en association avec le Iénalidomide et le
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bortezomib [207]. Son développement clinique est le plus avancé, avec une évaluation seul ou
en combinaison avec des immunomodulateurs que sont le Iénalidomide et la dexaméthasone
(DEX). Chez les patients réfractaires ou en rechute, en monothérapie, les premiers résultats
des études de phases | et 1l montrent un maximum de 42% de réponses partielles, avec une
survie sans progression de 70% a 6 mois. En combinaison avec « LEN+DEX », les premiers
résultats indiquent 100% de patients répondeurs, dont une moitié avec une réponse excellente
[203]. L’étude de phase III cherchant a montrer le bénéfice thérapeutique de 1’ajout du
daratumumab a 1’association « LEN+DEX » chez les patients non traités est en cours de
recrutement (NCT02252172, http://clinicaltrials.gov).

2) le MORO03087, développé par de la société MorphoSys®, est un anticorps humain. 11
est actuellement en phase I/1l et testé en monothérapie ou en combinaison avec DEX ou
« LEN + DEX » ou « POM + DEX ». Ces essais cliniques sont actuellement a 1’étape de
recrutement des patients (NCT01421186).

3) le SAR650984, de la société Sanofi-Aventis®, est un anticorps humanisé capable
d’induire une réponse ADCC et CDC sur des lignées de MM. Son interaction avec CD38 est
¢galement capable d’induire directement I’apoptose sans intervention du systéme immunitaire
[208]. Son évaluation clinique, testée en phase | en monothérapie (NCT01084252), ou en
combinaison avec « LEN+DEX » (NCT01749969), ou « POM+DEX » (NCT02283775) ou

avec le carfezomib (NCT02332850) est également en cours de recrutement.

L’émergence d’un nouveau paradigme dans le MM renforce I’impact de CD38 sur le
microenvironnement tumoral. En tant que site de génération de la multitude de cellules
hématopoiétiques, la moelle osseuse est le lieu ou de nombreuses ectoenzymes (exprimées a
la surface de ces cellules) peuvent agir en réseau. CD38 a été proposé comme membre de la
chaine réactionnelle aboutissant a un enrichissement de cette niche medullaire en adénosine
(ADO). L’ADO y agirait comme un modulateur immunologique, favorisant la persistance des
cellules tumorales par promotion de la survie et de la prolifération des cellules leucémiques et

par immunosuppression au niveau du microenvironnement médullaire. [209] (cf. Figure 15).
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Figure 15: Production d’adénosine et effets sur le microenvironnement médullaire et la
progression tumorale. La niche médullaire fournirait un environnement hypoxique favorable a une
glycolyse accrue, augmentant la concentration locale en NAD. La proximité spatiale dans la niche
médullaire des cellules cancéreuses, des ostéoblastes et des ostéoclastes rend possible la mise en
place de la chaine de production d’adénosine (ADO). CD38 hydrolyse le NAD en ADPR, qui est ensuite
transformé en AMP par PC-1/CD203 (coupant la liaison phosphodiester), lui-méme déphosphorylé en
ADO par CD73. L’ADO diminuerait ensuite I'activation des cellules effectrices de I'immunité. Ainsi,
I’ADO et ses récepteurs modifient la balance entre les macrophages de type M1 anti-tumoraux et de
type M2 pro-tumoraux, en faveur de ces derniers. L'ADO permet également I'accumulation de
cellules MDSC (Myeloid-Derived Suppressor Cells ; cellules possédant des caractéristiques communes
aux macrophages M1 et M2 et qui facilitent la croissance des cellules tumorales ainsi que la
suppression de la surveillance immunitaire). L’activité des lymphocytes T effecteurs est elle aussi
diminuée par I’ADO, notamment par la promotion de I'activation des lymphocytes T régulateurs.
Enfin, I’ADO limite I'exocytose des granules des cellules NK et leur adhérence aux cellules tumorales,
diminuant ainsi la lyse par ces cellules. L'ADO est également capable de promouvoir la prolifération
et la survie des cellules cancéreuses par activation des récepteurs a adénosine (A1, A2A, A2B et A3).
Glc : Glucose, Lc : Lymphocytes, NK : Natural Killers. D’aprés Antonioli et al et Quarona et al [209],
[210].

La présence d’ADO dans le plasma médullaire de patients atteints de MM aurait été
détectée. Son reel impact sur le développement des cellules tumorales reste cependant a

prouver [210).

3. CD38 dans les lymphomes B

L’impact de CD38 sur le développement des lymphomes n’a jamais ét¢ formellement
étudié. Une étude a montré son expression dans environ 30% de lymphomes de la zone
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marginale et des lymphomes du manteau, ainsi qu’une expression dans 77% des lymphomes
folliculaires [211].

Les anticorps ciblant CD38 se sont révelés efficaces dans des modéles cellulaires de
lymphomes in vitro mais aussi in vivo. Le SAR650984 est ainsi capable d’induire I’apoptose
et une réponse ADCC, CDC et ADCP contre des lignées cellulaires CD38", de méme qu’une
amélioration de la survie des souris « xénogreffées » et une diminution de la taille des
tumeurs [208]. Le daratumumab induit une réponse CDC et ADCC, ainsi qu’une diminution de
la progression tumorale sur des xénogreffes de la lignée cellulaire CD38" Daudi [205], de
méme qu’une réponse ADCP sur un panel de lignées de lymphomes [206]. Notons que
I’induction d’apoptose médiée par la voie de signalisation du CD38 (et pas par les cellules de
I’immunité) n’a pas été étudiée pour le daratumumab. L’évaluation clinique de ces anticorps
dans les lymphomes B est en cours (NCT02413489 pour le daratumumab, en recrutement de
phase Il, et NCT01084252 pour le SAR650984, au méme stade des essais cliniques).

4. CD38 dans la Leucémie Lymphoide Chronique

a. Du marqueur a ’acteur

La leucémie lymphoide chronique est une hémopathie maligne caractérisée par une
expansion clonale de lymphocytes B matures et activés, probablement issus du centre
germinatif. Les cellules leucémiques expriment le CD19, le CD5 et le CD23 [81]. Son
évolution est tres hétérogene, certains patients pouvant ne jamais avoir besoin de traitement et
d’autres présentant des formes trés agressives et réfractaires aux traitements. Historiquement,
les scores de Rai et Binet permettent de classer des populations de patients a faible, moyen et
haut risques [212], [213]. Cependant, ces classifications restent trop vagues pour prédire la
progression de la maladie dans les stades de bas et moyen risques. Ces quinze derniéres
années ont vu émerger de nouveaux marqueurs pronostiques pour cette leucémie. Ainsi, un
statut non ou peu muté des génes IGVH est associé a un mauvais pronostic [214]. De méme, la
protéine ZAP-70, une tyrosine kinase normalement peu présente dans les lymphocytes B, est
exprimée dans la LLC. Dans ces cellules, elle facilite la transduction du signal issu du BCR et
son taux d’expression est corrélé a un phénotype plus agressif de la maladie [215]. Enfin,
CD38 est également connu dans cette leucémie pour étre un facteur de mauvais pronostic
[216], [217]. Son taux d’expression chez les patients est variable dans le temps, et peut atteindre
25% [218].
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En plus d’étre un marqueur prédictif d’un mauvais pronostic et associé¢ a un stade de
maturation avance des cellules de LLC, CD38 joue un r6le actif dans le développement de la
pathologie, et particuli¢crement dans D’entretien et I’amplification de signaux moléculaires
initiés par les interactions des cellules leucémiques avec le microenvironnement
ganglionnaire.

L’approche transcriptomique a montré que la fraction de cellules CD38" posséde une
signature d’augmentation des geénes de survie cellulaire (et notamment la surexpression du
VEGF et de la protéine anti-apoptotique Mecl-1) [219]. L’activation de CD38 par son
récepteur-ligand CD31 favorise la prolifération et la survie des cellules, en augmentant
notamment les taux de CD100, une sémaphorine connue pour promouvoir ces phénomeénes
dans la LLC. Cette activation est associée a une colocalisation du complexe CD19/BCR avec
CD38, lui suggérant un rdle de corécepteur potentialisant 1’activation du BCR [220]. De plus,
’activation de CD38 par un anticorps agoniste conduit a la phosphorylation de ZAP-70, et les
populations de patients CD38"/ZAP-70" présentent des formes de la maladie encore plus

agressives [221].

CD38 contribue également a I’adhérence des cellules leucémiques a 1’endothélium
grace au CD31 [222]. L’interaction CD38/CD31 induit ainsi 1’activation de génes de survie
(tels P19, BAX, BCL-RAMBO, BIM, PUMA...) mais également de prolifération (voie du
BCR, MAP-kinases, TLR, mTOR...), de génes de migration (genes de réorganisation du
cytosquelette, de la migration transendothéliale) et d’ancrage (génes d’adhésion focale), ce
qui est particulierement intéressant & noter dans le contexte ou les cellules de 1’endothélium
du stroma médullaire expriment CD31, fournissant une niche de développement aux cellules
leucémiques [223]. L’expression de CD38 est en effet plus élevée dans la moelle osseuse et les
ganglions lymphatiques, riches en cellules endothéliales, qui sont des sites permissifs a la
multiplication de ces cellules [224]. De plus, cette protéine favorise la réponse a CXCL12 chez
des patients LLC et donc la migration de ces cellules in vitro en chambre de Boyden et vers

les niches médullaire et splénique, dans un modele murin NOD/SCID [221], [225].

Une étude récente a montré que I’activité enzymatique de CD38 était nécessaire a son
action dans la maladie. En effet, 1’utilisation d’un mutant de CD38 possédant une mutation
ponctuelle E226D inactivant le site catalytique de I’ectoenzyme dans la lignée cellulaire Mec-

1 conduit a une diminution des flux calciques, de la fixation au CD31 et 8 VCAM-1 (Vascular
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Cell Adhesion Molecule-1), de la réponse aux cytokines CCL19, CXCL12 et CXCL10, ainsi
qu’a une diminution de 1’agressivité de la leucémie in vivo [226].

Le concept de promotion de I’immunosuppression induite par I’adénosine au niveau du
microenvironnement tumoral, développé dans le paragraphe précédent sur le myélome
multiple, est également applicable dans la LLC. Les cellules stromales lymphatiques
expriment CD39, qui hydrolyse I’ATP en AMP, et les pro-lymphocytes du centre germinatif
expriment CD73. Ces 2 types cellulaires, en présence des cellules de LLC exprimant CD38,
permettrait a la chaine réactionnelle aboutissant a la synthése de I’ADO de fonctionner dans
les ganglions lymphatiques. L’ensemble contribuerait a un environnement immunosuppressif
favorable au développement des cellules leucémiques [209].

CD38 se présente donc comme une molécule pivot dans cette pathologie, a la fois
marqueur pronostique, récepteur induisant des signaux de survie et de prolifération et

molécule d’adhérence favorisant les interactions avec le microenvironnement.

b. Considérations thérapeutigues

Ce role de CD38 dans la LLC, fonctionnellement capital et définissant une sous-
population de cellules a haut potentiel leucémique a éradiquer, a logiquement soulevé la
question de son utilisation thérapeutique. La stratégie de ciblage par des anticorps se liant a
CD38 et induisant des mécanismes cytotoxiques ADCC, CDC et ADCP est la plus logique et
la plus évidente. Cependant, bloquer les mécanismes de transduction du signal ou I’interaction
de CD38 avec le microenvironnement pourrait également s’avérer efficace.

Le daratumumab a montré aussi son efficacité sur des cellules de LLC. De maniere
étonnante, le SAR650984 est pour I’heure le seul anticorps monoclonal thérapeutique en
cours d’essai clinique dans la LLC chez les patients CD38", actuellement en phase I/11 et a
I’étape de recrutement (NCT01084252) [204].

L’utilisation d’un inhibiteur enzymatique de CD38, la kuromanine (famille des
flavonoides), a montré une forte activité antileucémique dans un modeéle murin NSG, en
diminuant la greffe sanguine et I’infiltration médullaire, splénique, hépatique et rénale de la

lignée cellulaire Mec-1 [226].

La LLC possede des caractéristiques communes avec I’HCL. Ces deux leucémies
possedent des profils d’évolution clinique lente, avec des profils d’expression génique les
apparentant aux lymphocytes B mémoires [8], [9]. Elles montrent toutes deux peu d’altérations

chromosomiques ou de mutations ponctuelles récurrentes [58], [81]. Les signaux du
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microenvironnement, médullaire et splénique pour ’HCL, mais également glanglionnaire
pour la LLC, sont importants dans le maintien et la dissémination des cellules leucémiques
[42], [81]. Avec une limite de positivité fixée a 30%, environ un tiers des patients expriment
CD38 dans ces 2 hémopathies malignes [218], [227]. CD38 est connu pour gouverner les
phénoménes de prolifération dépendant du microenvironnement dans la LLC [222].
L’ensemble de ces similitudes renforcent I’intérét d’une étude du rdle pronostique et

fonctionnel de CD38 dans la tricholeucocytose.

Ce chapitre nous a montré que CD38 constitue une cible intéressante dans les
hémopathies malignes, avec des anticorps thérapeutiques ayant montré leur efficacité
préclinique dans le MM et les lymphomes B. Son intérét thérapeutique ne réside pas
uniquement dans le ciblage de sa forme transmembranaire : sa capacité a moduler la survie et
la prolifération cellulaire, son role de molécule d’adhérence capable d’influer sur les signaux
du microenvironnement, son implication dans la voie de production de ’ADO aboutissant a
une anergie du systeme immunitaire, ’ensemble de ces rdles en fait un acteur essentiel de la
progression tumorale. Ce role n’est cependant pas clairement prouvé dans ’HCL. En ajoutant
a ces effets potentiellement pro-tumoraux 1’imbrication de la voie de signalisation de CD38
avec celle du BCR, et la production de médiateurs inducteurs de flux calciques dans un
contexte ou ceux-ci sont anormalement élevés, 1’élucidation de 1’'impact de CD38 sur la

progression tumorale de I’HCL semble un enjeu scientifique et thérapeutique important.
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OBJECTIFS

L’HCL étant une leucémie contre laquelle les praticiens hospitaliers disposent de
traitements de premiere ligne efficaces, le principal intérét de la recherche biomédicale dans
ce domaine réside dans la prévention des rechutes de la maladie et dans le traitement des
formes d’HCL réfractaires a ces traitements de référence. Il est donc nécessaire de définir les
marqueurs potentiellement prédictifs de ces rechutes, et de découvrir de nouvelles cibles
thérapeutiques pour développer de nouvelles molécules efficaces contre ces formes
réfractaires.

Les travaux précédemment menées par les Docteurs Galiégue-Zouitina et Shelley ont
conduit a la découverte de la sous-expression de RhoH dans I’HCL, et de son implication
dans les phénoménes de croissance cellulaire, d’adhérence homo- et hétérotypique et de
migration transendothéliale. De plus, P’expression ectopique de RhoH dans le modéle
cellulaire HCL JOK-1 a montré une diminution de la taille des tumeurs lors de xénogreffes
dans un modele murin immunodéficient [110]. Afin de déterminer les cibles moléculaires de
RhoH responsables de cette diminution du phénotype leucémique, une étude transcriptomique
par microarrays, comparant les taux d’expression des ARNm dans la lignée JOK-R (pour
JOK-RhoH, exprimant de maniere stable le vecteur d’expression pMEP4-RHOH ) avec ceux
de la lignée JOK-E (pour JOK-Empty, exprimant de maniére stable ce méme vecteur
d’expression vide) a montré I’induction par RhoH d’une diminution de I’expression des

transcrits du géne CD38, d’un facteur 7.

Les objectifs de ce travail doctoral ont donc été :

1) de confirmer les données de transcriptome sur la diminution de 1’expression du géne CD38

dans le modéle JOK-E / JOK-R.

2) d’étudier la régulation transcriptionnelle et post-transcriptionnelle de CD38 par RhoH dans
ce méme modele, afin de mieux comprendre les mécanismes moléculaires modulés par cette

petite protéine G dans I’HCL et de découvrir de potentielles nouvelles cibles thérapeutiques.

3) d’élucider I’impact fonctionnel de la protéine CD38 sur le développement leucémique HCL
in vitro et in vivo, en étudiant son rdle dans divers phénomenes impliqués dans la progression

de la leucémie (proliferation, survie, adhérence cellulaire, migration transendothéliale).
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MATERIELS ET METHODES

[. Techniques de biologie cellulaire

1. Culture cellulaire

Les lignées cellulaires d’HCL (JOK-1, Eskol, EH, HC-1, Hair-M, Bonna-12, JOK-WT
et JOK-KO, HC-1 WT et HC-1 KO) utilisées pour cette étude sont cultivées dans du milieu
RPMI 1640 + Glutamax (Gibco®), complété par 10% de SVF décomplémenté, 100 U/mL de
Pénicilline et 100ug/mL de Streptomycine (Gibco). Les lignées cellulaires JOK-E et JOK-R
ont été obtenues par transfection stable d’un vecteur plasmidique pMEP4 (cf. Annexe 1.A)
permettant la surexpression de RhoH (pour la lignée JOK-R) ou par transfection du méme
vecteur vide (pour la lignée JOK-E). Ce vecteur portant une cassette de résistance a
I’hygromycine B pour la sélection des cellules transfectées, ces lignées sont cultivées dans le
milieu RPMI 1640 complet et en présence de 150 pg/mL d’hygromycine B (Invitrogen®).

La lignée d’endothélium microvasculaire HMEC-1 est cultivée dans du milieu Medium
131 (Gibco), complété par 5% de solution MVGS (Microvascular Growth Factor, Gibco),
100 U/mL de Pénicilline et 100 pg/mL de Streptomycine, sur support tapissé par de
I’ Attachement Factor (Gibco).

La lignée de stroma médullaire HS-5 est entretenue dans du milieu DMEM complété
par 10 % de SVF décomplémenté, 100 U/mL de Pénicilline et 100ug/mL de Streptomycine.
L’ensemble de la culture est réalisé dans une étuve a 37°C, sous une atmospheére a 5% de CO,
et 70 % d’humidité.

L’authentification de ces lignées cellulaires a été realiseée par analyse du caryotype (pour
JOK-1, EH/K, Eskol et Hair-M) et des profils STR (pour HC-1) (cf. Annexe 6).

2. Réactifs

L’inhibition de la synthése des ARN est effectuée grace a I’actinomycine D (Sigma
Aldrich®; 10 pug/mL). La prolifération des cellules a été mesurée aprés une incubation avec de
I'IgM (InVitrogen®, 20 ou 50 pg/mL) ou du LPS (Sigma Aldrich; 50 ou 100 ng/mL).
L’induction de I’apoptose a également été effectuée par I'IFN-oa (ROFERON-A®, Roche® ;
1000UI/mL) ou de TNF-a (Miltenyi Biotech®, Premium Grade ; 2 ng/mL). L’induction des
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flux calciques intracellulaires a été réalisée grace au NAD (Sigma Aldrich; 100 pM,
concentration finale) ou par la ionomycine (Sigma Aldrich ; 0,5 ng/mL).

3. Transfections

La transfection de ’ensemble des cellules utilisées dans nos études a été réalisée par
électroporation (Technique de Nucleofection® utilisant 1’électroporateur Amaxa 2D® de
Lonza Ltd®). Une quantité de 3 & 5 millions de cellules en phase exponentielle de croissance
est prélevée et centrifugée a 90 g, 10 min. Le surnageant est enlevé et les culots cellulaires
secs sont repris dans 100 pL de solution de transfection (solution C pour les lignées JOK-1,
JOK-E, JOK-R et EH ; solution L pour la lignée HC-1). La suspension cellulaire est ensuite
transférée dans un aliquot de 5 pg de plasmide en solution aqueuse (5 pL au maximum). Une
fois homogénéisée, la solution est transférée dans une cuvette a électroporation, puis soumise
a un choc électrique sur 1’¢électroporateur selon les programmes suivants : programme Z-1
pour JOK-1, A-30 pour HC-1. Les cellules sont ensuite reprises dans 5 mL de leur milieu

complet et mises a I’étuve.

4. Invalidation du géne CD38 par la technigue des Zinc

Finger Nucleases (ZFNSs)

Afin d’étudier le role de la protéine CD38 dans la progression tumorale de I’'HCL, nous
avons utilisé une technique de genome editing sur le gene CD38 mettant en jeu les ZFNs,
technologie commercialisée par la société Sigma-Aldrich. Nous avons utilisé le kit CompoZR
Knockout Zinc Finger Nuclease (CKOZFND5725).

Cette technique a eté employée sur les lignées cellulaires JOK-1 et HC-1 (exprimant
fortement la protéine CD38) et consiste dans un premier temps en la transfection de 2,5 pg
des 2 plasmides codant pour des ZFNs ciblant spécifiquement I’exon 1 du gene CD38 (cf.
Annexe 1.B). 72h aprés la transfection, une fois la cassure double brin induite par les ZFNs
sur le géne CD38 et la réparation non homologue effectuée, le mélange de cellules CD38" et
CD38 est trié grace a un trieur FACSAria® (Becton Dickinson). Le module d’autocloning
permet d’isoler des clones en plaque 96 puits, dans du milieu conditionné durant 24h
provenant de la culture de la lignée parentale, filtré sur membrane 40 um. Aprés vérification
au microscope de la présence d’une seule cellule par puits, les clones sont amplifiées. Chaque

clone CD38" et CD38 est ensuite validé par séquencage nucléotidique Sanger (société GATC

58



Biotech®, analyse grace au logiciel Chromas® version 1.43), Western blot et cytométrie en
flux. Les mélanges de clones formant les « pools » cellulaires JOK-WT et JOK-KO sont
réalisés en mélangeant 1.10° cellules de chacun des 6 clones CD38" et de chacun des 6 clones

CD38" sélectionnés.

5. Cytométrie en flux

500 000 cellules sont centrifugées a 180 rpm, 5 min afin d’éliminer le surnageant et
lavées par ImL de D-PBS (Gibco®). Le culot cellulaire est repris par 100 pL de D-PBS,
auxquels est ajouté I’anticorps d’intérét ou I’isotype correspondant, selon les proportions

définies dans le Tableau n°16 :

Anticorps (clone, fournisseur) Dilution Fluorochrome
Anti-CD38 (1B6, Miltenyi Biotech)
: i 1/100° FITC
Isotype IgG2a (Miltenyi Biotech)
Anti-CD19 (LT19, Miltenyi Biotech)
i _ 1/30° PE
Isotype IgG1 (Miltenyi Biotech)
Anti-CD31 (AC128, Miltenyi Biotech)
- 1/10° APC
Isotype 1gG1 (Miltenyi Biotech)
Anti-CD45 humain (30-F11, Biolegend®)
1/30° APC
Isotype IgG1k (Biolegend)
Anti-CD45 murin (HI50, Biolegend)
1/100° FITC
Isotype IgG1k (Biolegend)

Tableau n° 16: Récapitulatif des anticorps pour la cytométrie en flux. La concentration des anticorps
n’étant pas toujours donnée par le fournisseur, nous avons indiqué la dilution a utiliser.

Le meélange est incubé 20 min a 4°C, dans I’obscurité puis lavé au D-PBS. Les
échantillons sont analysés grace a un cytofluorimétre CyAn ADP (Beckman Coulter®).
L’analyse des données est réalisée grace au logiciel Summit 4.3 (Beckman Coulter). Les
anticorps utilisés sont dirigés contre des épitopes humains et produits chez la souris (sauf

I’anticorps anti-CD45 murin, qui est produit chez le rat).
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[I. Techniques de biologie
moléculaire

1. PCR

a. Extraction des ARN totaux

Des culots cellulaires de cing millions de cellules maximum sont obtenus aprés
centrifugation a 180 rpm, 5 min, et lavage au PBS (Gibco). Les cellules sont lysées et les
ARN totaux sont extraits selon le protocole du kit « High Pure RNA Extraction Kit » (Roche
Diagnostics®), comportant un traitement a la DNase I permettrant d’éliminer I’ADN
contaminant. 1ls sont élués dans 50 pL de tampon d’élution et dosés par spectrométrie UV
(Nanodrop 1000, Thermo Scientifique®). Ces ARN sont précipités par ajout de 1/10° de

volume d’acétate de sodium 3M et de 2,5 volumes d’éthanol absolu puis conservés a -80°C.

b. Synthese des ADN complémentaires (ADNCc)

La quantification des ARN par Q-RT-PCR nécessite la synthese d’ADNc par
rétrotranscription. 5 pg d’ARN sont centrifugés a 2000 g pendant 30 min. Les culots sont
repris dans 9 uL d’H,O stérile, auxquels est ajouté un mélange de 1 pL de dNTP (10 mM) et
2 pL d’un mélange d’oligonucléotides aléatoires (250 ng/pL), servant d’amorces a la reverse
transcriptase. Les oligonucléotides sont hybridés aux ARNm 5 min a 65°C. Un nouveau
mélange de 2 pL de DTT (0,1 M), 4 pL de tampon 5X First Strand (Invitrogen®), 1 pL
d’inhibiteur de ribonucléase et 1 pl. de M-MLV Reverse Transcriptase a 200 U/uL
(Invitrogen®) est ajouté. Les ARN sont rétrotranscrits par incubation 50 min a 37°C puis 15
min a 75°C. La réaction est arrétée sur glace. 80 puL d’eau stérile sont ajoutés aux ADNc pour
obtenir une concentration de 50 ng/pL. Les échantillons sont conserves a 4°C. Les ADNc non
nouvellement synthétisés et utilisés pour notre €tude proviennent de la banque d’ADNc de

notre laboratoire, ou les matrices sont conservées a -80°C.
c. gRT-PCR

i. Chimie Tagman
Nous utilisons pour mesurer les transcrits du gene CD38 la méthode de quantification
par chimie Tagman. L’analyse est effectuée en plaque 96 puits. Chaque puits comporte 10 pL.

d’Universal Tagman Master Mix (2X), 1 uL de Tagman CD38 Gene Expression Assay
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(Applied Biosystems®) contenant la sonde FAM-MGB spécifique du géne CD38 et les
amorces amplifiant ce géne, 4 pL d’ADNc (2 25 ng/uL) gsp 20 pL H,O stérile
« RNase/DNase free ». Les géenes de référence utilises sont, selon les cas, ABL ou GAPDH.
L’ARNm GAPDH est détecté de la méme maniére que I’ARNm CD38, grace au GAPDH
Gene Expression Assay. Pour la quantification d’ABL, chaque puits comporte 10 pL
d’Universal Tagman Master Mix (Applied Biosystems) contenant le tampon de réaction et la
Taq Polymérase, 0,6 pL de chaque amorce (a 10 uM, Annexe 2), 0,3 pL de sonde s’hydridant
spécifiquement sur ’ADNc ABL (& 20 uM, sonde MGB, fluorochrome FAM, séquence 6-
FAM-CCATTTTTGGTTTGGGCTTCACACCATT-MGB), 4 uL d’ADNc (25 ng/uL) gsp 20
uL H,O stérile « RNase/DNase free ». Chaque matrice est analysée en double sur chaque

plaque, avec 2 puits témoins ne contenant pas d’ADNc et 2 puits contenant une matrice
d’ADNc de référence, servant a normaliser les résultats d’une plaque a une autre. Chaque
matrice est analysée 3 fois. L’ADNCc de la lignée cellulaire HC-1, présentant un taux élevé de
transcrits CD38, est utilisé pour réaliser une droite d’étalonnage, par dilutions successives au
1/10°™ de 5 points. Pour chaque plaque, cette droite d’étalonnage est générée pour
I’expression du gene de référence et du géne cible et est utilisée pour déterminer 1’efficacité
de PCR (coefficient de détermination R? de la droite d’étalonnage de formule a x Ct + b).
L’expression des transcrits (ARNmq) est déterminée par 1’équation : ARNmqg = 1/10"[(Ct-
b)/a]. Les échantillons sont amplifiés durant 50 cycles sur un analyseur 7900HT Fast real
Time PCR system (Applied Biosystems). Les données sont analysées grace au logiciel SDS
2.4 (Applied Biosystems). Le Ct (cycle at threshold) correspond a la valeur de cycles a
laquelle le signal de la sonde sort du bruit de fond.

ii. Chimie SYBr Green
La quantification de I’expression du géne SMAD1 est réalisée par chimie SYBr Green.
Egalement réalisée en plaque 96 puits, chaque puits comporte 10 uL de Super Mix SYBr
Green (Applied Biosystems), 0,6 puL de chaque amorce (a 10 uM, Annexe 2), 4 uL. d’ADNc
(25 ng/uL) gsg 20 pL H,O stérile « RNase/DNase free ». L’analyse est réalisée de la méme
maniére sur le méme appareil et le méme logiciel. Pour vérifier la spécificité d’amplification
de la méthode, une courbe de dissociation est réalisée par décroissance thermique de 95°C a

60°C, afin d’observer la présence d’un pic unique prouvant la présence d’un seul ampligene.
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2. Clonage du promoteur du géne CD38

Afin de savoir si la surexpression du géne RHOH dans la lignée JOK-R agit
spécifiquement sur 1’expression transcriptionnelle de CD38, nous étudions I’activité du
promoteur de ce géne, par clonage dans un vecteur « rapporteur » : pGL4.14 [Luc2/Hygro]
(portant le géene de la luciférase de la luciole Photinus Pyralis, cf. Annexe 1.C) et transfection
dans les lignées JOK-E et JOK-R afin de mesurer I’activité luciférase.

A cette fin, nous avons cloné 4 fragments d’ADN de longueur différente dans ce
plasmide (cf. Figure 17). Pour les fragments S, M et L du promoteur du géne CD38, nous
avons choisi d’effectuer un sous-clonage, en vecteur pCR2.1-TOPO (cf. Annexe 1.D), des
produits de PCR obtenus a partir d’ADNg de lignées HCL, correspondant a ces fragments. Ce
sous-clonage permet le pré-criblage d’une banque de clones bactériens afin de déceler un
clone contenant le fragment correctement orienté dans ce plasmide et non muté, puis
d’amplifier ce plasmide en « maxi-prep » bactérienne afin d’obtenir une grande quantité du
fragment d’intérét, directement clonable de maniére dirigée dans le vecteur pGL4.14. Pour le
fragment RA, plus complexe a obtenir car nécessitant la jonction de fragments du géne CD38

non contigus, la technique de clonage InFusion (Clontech®) a été utilisée.

Intron 1 (37 kb)

3048 -1920 1306 ~ ~
L] Ll L] . s i
; - ¥ H * & '
PRt et S it @ & vgmﬂ - r&
Ll BT L e LA g o
' ” H ‘:-455 ' E HT H
! ; ! ' +56 ! 4
: i - { Fragment S (1,35 kb), ;
': , { Fragment M (2 kb) :
| : { Fragment L (3,1 kb) | '
100pb Fragment RA (2,4 kb)} i

Figure 17 : Schéma explicatif des différentes constructions du promoteur du géne CD38. Les fleéches
verticales descendantes indiquent des sites de fixation (potentiels ou avérés) de facteurs de
transcription. La fleche rouge identifiée « +1 » marque le site d’initiation de la transcription. Le
fragment RA est une fusion de la région [-465 a +911] avec la fin de I'intron 1 et le début de I'exon 2.
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a. Clonage dans le vecteur pCR2.1-TOPO

i. Amplification et purification des fragments d’ADN

Les fragments S, M et L sont amplifiés par PCR sur ADN génomique grace a des
couples d’amorces spécifiques (cf. Annexe 2, amorces sens : CD38S-S, CD38M-S et CD38L-
S et une amorce anti-sens commune : CD38-AS) (40 cycles). L’amplification est réalisée a
I’aide d’une Taq Polymérase High Fidelity (Life Technologies) diminuant le risque de
génération de mutations. Les amplicons sont purifiés grace au kit « «QUIA Quick PCR
product Purification » (QIAgen®), élués par 30 & 50 pL d’H,O puis dosés au
spectrophotométre d’absorption UV Nanodrop 1000 (Thermo Scientific).

Ii. Ligature des fragments d’ADN dans le vecteur pPCR2.1-TOPO
Les fragments d’ADN sont ligaturés dans le plasmide pCR2.1-TOPO gréace au Kit
« TOPO TA cloning » (Lifetechnologies). Le mélange de ligature est constitué d’1l pL
d’ampligéne et 1 pL de plasmide (a une concentration permettant de respecter un ratio d’une
mole de PCR2.1-TOPO pour trois moles d’ampligéne), 1 pL de solution saline (1,2 M NaCl,
0,06 M MgCl2, augmentant les rendements de ligature), et 3 uL d’eau stérile. Le tout est
incubé 5 min a TA et la ligature est arrétée sur glace.

iii. Transformation bactérienne

Suite a cette ligature, les plasmides sont introduits dans des bactéries TOPO 10 F’ (Life
technologies) par mise en contact de 100 pL de mélange bactérien (préalablement decongelé
sur glace) avec 2 pL de produit de ligature. Les bactéries sont incubées sur glace pendant 30
min, rendues compétentes par choc thermique (30 sec a 42°C) puis cultivées dans 250 uL de
milieu SOC 1 h a 37°C, sous agitation. 50 pL de milieu sont ensuite étalés sur boite de Petri
contenant du milieu LB/Agar auquel a été ajouté de 1’X-Gal (0,08 mg/mL), de I'IPTG (0,4
mM) et de I’ampicilline (50 pg/mL), afin de sélectionner les clones bactériens ayant intégré le
plasmide contenant le fragment d’ADN d’intérét, grace au test d’a-complémentation a la -

galactosidase. Les boites sont incubées une nuit a 37°C.
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iv. Vérification du sens d’insertion des fragments clonés et amplification du
plasmide

Le plasmide et le fragment d’ADN comportent des extrémités « franches », permettant

une insertion du fragment en sens ou en antisens : il est donc nécessaire de verifier le sens
d’insertion du fragment et sa taille, grace a une technique d’extraction rapide de I’ADN par
boiling. Chaque clone positif est inoculé dans 10 mL de milieu LB/Amp (0,08 mg/mL) et
incubé une nuit a 37°C sous agitation. 3 mL de milieu de culture sont ensuite centrifugés 3
min a 1600 g ; les culots bactériens sont lysés par 50 pL de lysosyme de poule (Sigma) a 10
mg/mL (préparé extemporanément) dans 300 pL de tampon de « boiling » (sucrose 0,8%,
Triton 0,5%, EDTA 50 mM, Tris 10 mM) mis & bouillir 1 min 30 sec a 95°C. Les débris
cellulaires sont éliminés par centrifugation, 10 min a 2000 g. L’ADN plasmidique du
surnageant est précipité par 60 pL d’AcONa a 2 M et 400 pL d’isopropanol, centrifugé 15
min & 2000 g, puis solubilisé dans 50 puL d’eau stérile. Le plasmide est ensuite digéré 1 h a
37°C par une enzyme de restriction spécifique pour chaque fragment (Pstl pour le fragment S,
Xbal pour le fragment M, BamH1 pour le fragment L), afin de générer des produits de
digestion dont la longueur nous renseigne sur le sens d’insertion (cf. Figure 18). Le mélange
réactionnel est constitué de 11 pL d’eau stérile, 2 pL de tampon 10X pour I’enzyme de
restriction, 1 uL d’enzyme, 1 pL de Rnase A et 5 puL de solution de plasmide a 1 pg/uL. Les

produits de digestion sont analysés par migration sur gel d’agarose a 1,5%.
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Figure 18 : Détermination du sens d’insertion du fragment S. L’introduction du fragment S induit la
présence d’un nouveau site de restriction Pst/ [A]. Si I'insert est en sens (S), un fragment de digestion
par 'enzyme Pstl de 490 pb est généré, s’il est en anti-sens (AS), le nouveau fragment a une taille de
1,1 kb. La distinction entre les clones S et AS est alors possible sur gel d’agarose [B]. Exemple de gel
d’agarose a 1,5%. X : clone comportant un plasmide n’ayant pas intégré le fragment d’ADN, le cadre
bleu indique les bandes de digestion correspondant a un clone avec fragment d’ADN orienté en
antisens (bande surnuméraire de 490 pb), le cadre vert indique les bandes de digestion
correspondant a un clone avec fragment d’ADN orienté en sens (bande attendue de 1,1 kb). Les
tailles des marqueurs de poids moléculaire (TM) sont exprimées en paires de bases (pb).

Une fois le sens d’insertion et la taille des fragments confirmés, les plasmides d’intérét
sont isolés a partir de ces mémes cultures grace au kit « Plasmid Purification Miniprep »
(Macherey Nagel®). La solution d’ADN plasmidique est dosée au spectrophotométre
d’absorption UV Nanodrop 1000.

V. Amplification du plasmide et isolement des fragments d’ADN
Afin d’obtenir de grandes quantités des plasmides contenant les fragments de promoteur
correctement orientés et non mutés, une transformation de bactéries Z-competent DH5«
(Zymo Research®) est réalisée, par incubation de 2,5 pL de plasmide purifié & 200 ng/uL avec

100 pL de bactéries pendant 5 min, puis un étalement sur boite de Petri LB/agar/Amp. Apres
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une nuit a 37°C, une miniculture est réalisée sur un des clones (8 h a 37°C sous agitation). 5
mL de cette culture sont ensuite inoculés dans 250 mL de LB/Amp afin de réaliser une
« maxiculture », incubée une nuit a 37°C sous agitation. L’ADN plasmidique est alors purifié
grace au kit « Nucleobond Xtra maxi » (Macherey Nagel). 10 pug de plasmide purifié sont
digérés par 50 U de Kpnl et 50 U d’EcoRV (Biolabs®), 1 h 30 min & 37°C. Les produits de
digestion sont résolus sur gel d’agarose a 1%. Le gel est placé sous lampe UV et les
« bandes » correspondant aux fragments d’ADN (1,4 kb et 2 kb) sont excisées a I’aide d’un
scalpel. L’ADN est alors purifié grace au kit « PCR and Gel Extraction Kit» (Macherey

Nagel ) puis dosé grace au spectrophotométre Nanodrop 1000.

b. Clonage des fragments de promoteur dans le vecteur pGL4.14
[Luc2/Hyagro]

i. Préparation du vecteur : linéarisation et déphosphorylation
10 pg de vecteur sont digérés 1 h 30 min & 37°C par 50 U de Kpnl et EcoRV (Biolabs®)
afin de le linéariser et de permettre un clonage dirigé des fragments d’ADN. Un second
traitement par la phosphatase alcaline (1 U/uL, Fermentas®) 1 h 30 min & 37°C permet
d’éviter le risque de religature du vecteur sur lui-méme, en le déphosphorylant. Le plasmide
est ensuite purifié par un traitement au phénol/chloroforme, puis précipité et repris dans un
volume adéquat de tampon TE 1X (Tris-EDTA).

ii. Ligature entre pGL4.14 et les fragments du promoteur du CD38

La ligature est réalisée en présence de T4 ADN ligase (1 U/uL, Lifetechnologies), en
respectant un ratio molaire pGL4.14/fragment d’ADN de 1/ 3. Ce mélange réactionnel, en
présence de 2 pL de tampon pour la T4 ADN ligase (Biolabs®), est incubé 1 h & température
ambiante ou 1 nuit a 4°C dans un volume final de 20 pL.

Les produits de ligature sont ensuite introduits dans des bactéries DH5a., les sens
d’insertion vérifiés aprés préparation rapide d’ADN par «boiling» et les plasmides
recombinants amplifiés et purifiés comme précédemment décrit. Nous obtenons ainsi les 3
plasmides recombinants d’intérét : pGL4-CD38S, pGL4-CD38M et pGL4-CD38L, contenant
les séquences promotrices du géene CD38, dont I’activité sera déterminée par mesure de

I’activité enzymatique de la luciférase.
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iii. Vérification par séquencage nucléotidique de I’absence de mutation dans
les fragments d’ADN insérés dans les plasmides recombinants

30 uL d’une solution a 30-100 ng/uL de chaque plasmide recombinant d’intérét sont
envoyes pour sequencage nucléotidique a la société allemande GATC Biotech. Le séquencage
est réalisé grace aux amorces M13-FP (5’-TGTAAAACGACGGCCAGT -3’) et M13-RP (5°-
CAGGAAACAGCTATGACC -3°), pour le plasmide pCR2.1-TOPO et les amorces pGL3S
(5’-AGTGCAGGTGCCAGAACATT -3’) et pGL3AS (5’-TCCATGGTGGCTTTACCAAC-
3’) pour le plasmide pGL4.14 [Luc2/Hygro]. Ces amorces encadrent le site multiple de
clonage de chaque plasmide. Les données de séquencage étant fiables sur 1000 paires de
bases, un séquencage utilisant I’amorce CD38S est nécessaire pour obtenir la séquence
compléte des clones « M » et « L ». On obtient ainsi la séquence des plasmides pGL4.14

[Luc2/Hygro]/CD38S, pGL4.14 [Luc2/Hygro]/CD38M et pGL4.14 [Luc2/Hygro]/CD38L.

c. Clonage du fragment CD38-RA

Afin d’étudier I’influence de 1’élément RARE (Retinoic Acid Response Element)
présent dans I’intron 1 du géne CD38, nous avons réalise une construction fusionnant une
partie de la région 5° génomique, avec I’exon 1 et le début de I’intron 1 avec la fin de I’intron
1 et le début de I’exon 2 du géne CD38. Cette construction a été nommée « Fragment RA »
(cf. Figure 17). En effet, afin de ne pas risquer de perdre le signal luciférase par épissage au
niveau du site donneur d’épissage de 1’exon 1 du géne CD38, il est nécessaire d’inclure le site
accepteur d’épissage de 1’exon 2. Cependant, I’intron 1 de CD38 mesurant 37 kb, il nous a
fallu exclure la majeure partie de cet intron, n’en gardant que ses 2 extrémités juxtaposées.
Nous avons procédé selon la stratégie décrite ci-dessous, utilisant la PCR « long-range » et la

méthode de fusion « InFusion® » (Clontech®) (cf. Figure 19).
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5RA-S SRA-AS 3RA-S 3RA-AS
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Template 5’ PCR2 Template 3’
Taille : 1376 pb Taille : 1011 pb

Fragment RA Taille : 2387 pb

[ pGL4.14 luc2/Hygro _>
‘ FUSION

[ pGL4.14 CD38RA )

Figure 19 : Schéma de la stratégie de clonage pour la construction CD38-RA. La PCR1 permet
d’amplifier les extrémités 5’ et 3’ du fragment RA, qui sont utilisées comme matrices pour la PCR2
générant le fragment RA. La réaction de fusion permet d’intégrer le fragment RA au plasmide
rapporteur pGL4.14 [Luc2/Hygro]. Les séquences d’une méme couleur sont complémentaires.

i. Amplification des fragments d’intérét

2 fragments d’ADN du géne CD38 sont amplifiés par PCR en utilisant les primers 5SRA-
S et 5RA-AS d’une part, 3RA-S et 3RA-AS d’autre part (cf. Annexe 2) et une Taq
polymérase de haute fidelité (cf. Figure 19, PCR1). Le premier fragment de 1376 pb inclut
I’extrémité 5’ génomique de la construction, I’exon 1 et le début de I’intron 1 du géne CD38
(« Template 5’ », cf. Figure 19). Le second de 1011 pb comporte la fin de I’intron 1 et le
début de I’exon 2 du géne CD38 (« Template 3’ »).

Ces produits de PCR sont ensuite purifiés par le kit « PCR and Gel Extraction Kit »
(Macherey Nagel).

ii. PCR «long-range »

Cette étape permet de fusionner les 2 produits de PCR précédents, par I’extrémité 3’ du
premier et I’extrémité 5 du second. En effet, les primers SRA-AS et 3RA-S possedent une
complémentarité qui permet, lors de 1’étape d’anncaling de la PCR «long-range »,
I’appariement des 2 fragments d’ADN sur ces extrémités complémentaires (cf. Figure 19).

Cette méthode de PCR utilise donc comme matrices les 2 produits de PCR purifiés lors de
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1’étape précédente (10 ng de chaque) et les amorces 5SRA-S et 3RA-AS, pendant 30 cycles (cf.
Annexe 2), toujours en utilisant une enzyme de haute fidélité, dans plusieurs mélanges
réactionnels, afin d’obtenir une grande quantité du fragment de fusion de 2387 pb (PCR2).
Afin d’¢liminer les reliquats de fragments servant de matrices, ce long produit de PCR est
déposé sur un gel d’agarose a 1% d’ou le fragment de 2387 pb est excisé et purifié a I’aide du
kit « PCR and Gel Extraction Kit» (Macherey Nagel). On obtient ainsi le fragment RA

purifié.

iii. Technique de clonage « InFusion® »

Cette méthode de clonage permet de fusionner des fragments d’ADN entre eux, pour
peu que ceux-ci posseédent a leurs extrémités une séquence de 15 nucléotides en commun.
Lenzyme de fusion du kit « In-Fusion HD Cloning kit » (Clontech®) réalise une ligature des
2 fragments d’intérét en conservant les 15 nucléotides communs. Pour notre construction,
nous avons donc désigné les amorces S5RA-S et 3RA-AS pour que leurs extrémités 5° (qui
correspondent donc aux extrémités 5° et 3° de notre fragment RA de 2387 pb) soient
complémentaires du site multiple de clonage du vecteur pGL4.14 [Luc2/Hygro] digéré par
I’enzyme de restriction Xhol (cf. Annexe 3 et Figure 19). La réaction de fusion est réalisée en
mélangeant 100 ng de fragment RA, 100 ng de vecteur pGL4.14 [Luc2/Hygro] préalablement
linéarisé par Xhol, 2 pL du réactif « 5X In-Fusion HD Enzyme Premix » (contenant 1’enzyme
de fusion et son tampon) gsp 10 pL d’eau ultra-pure. Le mélange est incubé 15 min & 50°C.
2,5 pL de ce mélange sont ensuite utilisés pour transformer des bactéries DH5a. Les clones
sont ensuite criblés par digestion enzymatique pour déterminer la présence du fragment
d’ADN correctement orienté dans le plasmide pGL4.14 [Luc2/Hygro]. Une fois ce clone
identifié, il est amplifié et le plasmide purifié et séquencé comme les autres constructions du
promoteur du géne CD38 (cf. p. 67). On obtient ainsi le plasmide pGL4.14
[Luc2/Hygro]/CD38RA.

d. Transfection transitoire des plasmides dans les lignées cellulaires
HCL

Afin d’évaluer I’activité des constructions de promoteur du gene CD38, 1 ug de
plasmide contrdle pRSV-BGal (vecteur d’expression de la B-galactosidase, Promega®, cf.
Annexe 1.F) et 3,5 ug de plasmide recombinant d’intérét sont ajoutés a la solution cellulaire

de transfection (cf. p. 58), qui est transférée dans une cuvette. La transfection est réalisée
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grice & I’électroporateur Amaxa (Lonza®) réglé sur le programme précédemment mis au
point. Apres transfection, les cellules sont reprises dans 1,5 mL de milieu RPMI complet et
incubées a 37°C. 16 h plus tard, des culots cellulaires destinés a I’extraction des protéines sont
réalisés apres centrifugation a 180 g, 5 min et lavage au D-PBS. Les culots sont conservés a -
80°C.

La surexpression transitoire de la protéine Smad1l est réaliseée par transfection de 5 g
de vecteur d’expression protéique pENTER (cf. Annexe 1.E) contenant ’ORF du géne
SMAD1, ou du méme vecteur vide (comme contrdle). La transfection est faite de la méme
maniére qu’au paragraphe précédent. 24 h ou 48 h aprés transfection, les cellules sont
collectées par centrifugation a 180 g, 5 min et lavage au D-PBS. Les culots sont conservés a -
80°C.

L’impact de I’expression de Smadl sur I’activité promotrice des constructions
plasmidiques du promoteur du géne CD38 est évalué par la transfection de 3 pg de plasmide
PENTER contenant I’ORF du géene SMAD1 ou du pENTER «vide », de 1,6 pug de plasmide
pGL4.14 [Luc2/Hygro]/CD38S et 0,25 pg de vecteur controle pRL-CMV (cf. Annexe 1.G).
16 h apres transfection, des culots cellulaires destinés a 1’extraction des protéines sont réalises

apres centrifugation a 180 g, 5 min et lavage au D-PBS. Les culots sont conservés a -80°C.

[II. Techniques de biochimie

1. Dosage de protéines

Les culots « secs » des différentes lignées cellulaires étudiées sont lysés en présence de
tampon M-PER (Pierce®) et d’un cocktail d’inhibiteurs de protéases et de phosphatases B et C
(Santa Cruz®). La concentration en protéines des lysats est déterminée par mesure de
I’absorbance a 562 nm grace au dosage BCA (Pierce), basé sur la réduction des ions Cu®* en
ions Cu™ en milieu alcalin. Les ions Cu” chélatent 2 molécules d’acide bicinchonique (BCA),
formant un complexe violet absorbant a 562 nm. Les valeurs d’absorbance sont ensuite
reportées sur une droite étalon (obtenue par des mesures realisees sur des solutions de

concentration croissante en serum albumine bovine).
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2. Western Blot

La separation des protéines est réalisée sur gel de polyacrylamide Bis-Tris 4-12%
(minigel « précoulé » Lifetechnologies) dans un tampon de migration MES (Invitrogen),
durant environ 1 h a 200 mV. Aprés séparation, les protéines sont transférées sur une
membrane de nylon grace au systeme de transfert sec « Iblot » (Lifetechnologies) durant 7
min. Les sites de fixation non spécifiques sont ensuite saturés 1 h 30 min a température
ambiante dans un tampon contenant 5% de lait écrémé (Santa Cruz), 100 mM NaCl, 10 mM
Tris, 0,2% Tween 20. Les anticorps primaires sont hybridés sur la membrane dans le méme
tampon de blocage (cf. Tableau n° 20 ci-dessous pour les concentrations en lait ou de BSA
correspondant a chaque anticorps primaire), pendant une nuit a 4°C. Le lendemain, la
membrane est lavée trois fois 10 min par du TBS-Tween 1%. L’hybridation de 1’anticorps
secondaire couplé a la HRP (dilution 1/5000°, Cell Signalling® pour toutes les espéces) est
faite 1 h a température ambiante, dans le méme tampon que pour I’anticorps primaire. Apres
trois lavages de 10 min au TBS-Tween 0,2%, nous utilisons la chimioluminescence et le
réactif « ECLPrime » (Amersham®) pour révéler les protéines d’intérét et le réactif « Western
Pico » (Pierce) pour les témoins de charge (anti-p-actine, anti-GAPDH ou anti-HSC70).
Apres 5 min d’incubation a température ambiante dans le noir, la révélation des bandes est
effectuée sur un scanner « LAS4000 » (GEHealthCare®). L’analyse des images est réalisée
grace au logiciel « MultiGauge » version 3.0 (Fuji®).

L’ensemble des anticorps primaires utilisés dans nos études est listé ci-dessous (cf.

Tableau n°20):
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% en protéine

) Mono- ou Anticorps o )
Cible velonal 2 dai Dilution | saturante dans | Fournisseur
olyclonal ? | secondaire
POy le tampon
CD38 mono Souris 1/250° Lait 5% BDPharmingen
HuR poly Lapin 1/1000° Lait 5% Millipore
TTP poly Lapin 1/1000° Lait 5% Millipore
AUF-1 poly Chévre 1/10000° Lait 5% Santa Cruz
Covalab
RhoH poly Lapin 1/500° Lait 5%
(Fait « maison »)
Smadl poly Chevre 1/750° Lait 5% R&D Systems
Phospho
Smadl poly Lapin 1/5000° BSA 5% Millipore
(Ser206)
Phospho
Smadl poly Lapin 1/500° BSA 5% Enogene
(Ser187)
Phospho
Smad1l poly Lapin 1/1000° BSA 5% Upstate
(Ser463-465)
GAPDH poly Lapin 1/1000° Lait 5% Santa Cruz
Lamine B poly Chévre 1/1000° Lait 5% Santa Cruz
HSC70 poly Chévre 1/5000° Lait 5% Santa Cruz
B-actine mono Souris 1/10000° Lait 5% Sigma Aldrich

Tableau n°20 : Récapitulatif des anticorps utilisés en Western Blot. La concentration des anticorps
n’étant pas toujours donnée par le fournisseur, nous avons indiqué la dilution a utiliser.

a. Fractionnement cellulaire

Afin d’étudier la localisation sub-cellulaire de différentes protéines, un fractionnement

cellulaire a été réalisé grace a différents kits commercialisés par la société Thermo Fisher

Scientific®. Le kit « NE-PER » a été utilisé pour produire les extraits nucléaires et

cytoplasmiques, le kit « MEM-PER » a été utilisé pour les extraits membranaires.
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Pour le kit « NE-PER », des culots cellulaires secs de 20.10° cellules sont resuspendus
dans 200 pL de tampon CER I, vortexés vigoureusement pendant 15 sec et incubés 10 min sur
glace. 11 pL de tampon CER Il sont ensuite ajoutés. Le mélange est vortexe 5 sec et incubé 1
min sur glace. Il est de nouveau vortexé 5 sec et centrifugé 5 min a 16 000 g. Le surnageant,
correspondant a la fraction cytoplasmique, est récupéré et conservé a -80°C. Le culot,
contenant les noyaux, est lavé par 50 puL de tampon CER I, centrifugé quelques sec a vitesse
maximum pour faire sédimenter les noyaux, puis le surnageant est éliminé. Cette opération est
réalisée 5 fois afin d’éliminer un maximum de contamination cytoplasmique de la fraction
nucléaire. Le culot est ensuite resuspendu dans 100 pL de tampon NER, vortexé
vigoureusement pendant 5 sec et incubé sur glace pendant 40 min en vortexant 15 sec toutes
les 10 min. Le mélange est ensuite centrifugé a 16 000 g pendant 10 min. Le surnageant,
constituant la fraction nucléaire, est récupéré et conservé a -80°C.

Pour le kit « MEM-PER », des culots cellulaires secs de 20.10° cellules sont
resuspendus dans 150 pL de réactif A, puis les solutions sont homogénéisées et incubées 10
min a température ambiante en vortexant toutes les 2 min. Les lysats sont conservés sur glace.
450 uL d’un mélange glacé réactif C / réactif B en proportion 2/ 1 sont ajoutés au lysat. Le
tout est incubé sur glace 30 min en vortexant toutes les 5 min, puis centrifugé 3 min a 10 000
g et a 4°C. Les surnageants sont transférés dans de nouveaux tubes et incubés 20 min a 37°C
au bain marie, puis centrifugés 2 min a 10 000 g pour séparer les fractions aqueuses et
organiques. La fraction hydrophile (celle du dessus) est enlevée précautionneusement a la
pipette, et la phase organique (inférieure) contenant les protéines membranaires est conservée.
Il est a noter que lors des dépdts sur le gel de Western Blot, ces phases organiques doivent
étre diluées entre 2 et 5 fois dans du réactif B dilué au %4 dans de I’eau ultrapure, afin d’éviter

une mauvaise migration due au solvant organique.

b. Extraction des protéines et mesure des activités luciférase et [3-

galactosidase par chimioluminescence

i. Contréle p-galactosidase
Les culots cellulaires « post-transfection » des constructions du promoteur de CD38 en
vecteur rapporteur de la luciférase et du plasmide contréle pRSV-BGal (cf. Annexe 1.F) sont
lysés dans 250 L du tampon de lyse (100 mM phosphate de potassium pH 7,8 ; 0,2% Triton
X-100) auquel est ajouté extemporanément 1/1000° de volume de DTT 1 M. Aprés 5 min

d’incubation a TA, les lysats sont centrifugés 5 min a 2000 rpm puis les surnageants sont
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récupéres. Les lysats sont répartis dans une plaque 96 puits: 50 puL pour la mesure de
I’activité luciférase et 25 pL pour I’activité B-Gal, chaque mesure étant réalisée en duplicat.
200 pL de substrat luminescent de la B-Gal (« f-Gal luminescent detection kit », Clontech)
sont ajoutes aux 25 pL de lysat et incubés 1 h a TA dans le noir. La luminescence (Ag-ca) est
mesurée sur un lecteur « Mithras LB940 » (Berthold®). Une solution de substrat de la
luciférase (25 mM Tris-phosphate, 8mM MgCl,, 1 mM DTT, 1% Triton X-100, 2 mM ATP,
0,5 mM luciférine) est injectée par ’appareil dans les 50 pL de lysat et 1’activité luciférase
(ALuc) est mesurée. Nous réalisons la moyenne des mesures des duplicats et 1’activité
luciférase relative (normalisée par 1’activité B-Gal pour chaque mesure) est calculée comme

suit :

Arue
Aruc =
Ap gal

L’activité promotrice de chaque construction est alors exprimée comme le rapport de

AlLucrel sur I’activité du vecteur vide.

ii. Controle Renilla Luciférase

Les culots cellulaires « post-transfection » des constructions du promoteur de CD38 en
vecteur rapporteur de la luciférase et du plasmide contrdle pRL-CMV (cf. Annexe 1.G) sont
extraits et analysés grace au kit « Dual-Luciferase Reporter Assay »® (Promega®), selon le
protocole du fournisseur. Ce systeme permet de réaliser la mesure d’une activité luciférase
« test » et d’une « contrOle » sur le méme prélévement de lysat de 1’échantillon, limitant ainsi
les variations dues aux manipulations. Ainsi, 20 puL de chaque échantillon (préalablement lysé
dans 100 pL de tampon de lyse PLB 1X) sont mélangés a 100 pL de solution LARII
contenant la luciférine. La luminescence est alors lue sur un luminometre « Spectramax i3 »
(Molecular Devices®). Cette luminescence correspond & I’activité « test » de la luciférase de
Photinus Pyralis (ArLuc), produite par les vecteurs rapporteurs d’intérét. 100 uL du réactif
« Stop&Glo » va éteindre 1’activité de la luciférase de Photinus pyralis (0,0004% d’activité
résiduelle) et activer celle de Renilla reniformis (produite par le plasmide contrble pRL-
CMV). Une seconde lecture au luminométre nous fournit ainsi 1’activité « controle » de la
luciférase de Renilla reniformis (ArLuc). Chaque échantillon est analysé en duplicat, dont les
moyennes nous fournissent les activités permettant de calculer ’activité luciférase relative (de

la méme maniére qu’au paragraphe précédent) selon la formule :
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Afc
Arvesl=
RLUC

[V. Techniques de biologie
fonctionnelle

a. Test d’adhérence lymphocytaire sur tapis cellulaire endothélial

Les cellules d’endothélium microvasulaire HMEC-1 sont comptées et ensemencées a 30 000
cellules par puits en plaque 96 puits, de maniere a former des tapis cellulaires confluents apreés
48 h de culture (la confluence des tapis HMEC-1 est Vérifiée aprés 48 h sur des puits témoins,
par technique de coloration au cristal violet). 16 h avant 1’ajout des lymphocytes pour le test
d’adhérence, les tapis cellulaires sont activés par une solution de milieu contenant 200 ng/mL
de LPS (Sigma Aldrich®). Les « pools » cellulaires HCL (JOK-WT, JOK-KO) sont incubés
30 min a 37°C dans leur milieu de culture en présence de 5 uM de BCECF-AM (Molecular
Probes®) et lavés 3 fois avec du tampon HBSS (Gibco). 100 000 cellules sont alors ajoutées
sur les tapis endothéliaux, les plaques 96 puits sont centrifugées a 400 g pendant 4 min et les
cellules leucémiques sont laissées & adhérer pendant 1 h a I’étuve de culture cellulaire a 37°C.
Les tapis cellulaires endothéliaux sont ensuite précautionneusement lavés 3 fois par 200 pL
de HBSS, afin d’enlever les cellules n’ayant pas adhéré de maniere spécifique. L’intensité de
fluorescence a 535 nm, émise par les cellules ayant adhéré, est mesurée sur un
spectrofluorimétre « Spectramax i3 » (Molecular Devices®). L’ensemble des données de
fluorescence est reporté sur une droite etalon, réalisée par mesure de I’intensité de
fluorescence sur des dilutions successives de chaque « pool » cellulaire, afin de fournir le
nombre de cellules ayant adhéré sur les tapis endothéliaux. Le nombre de cellules calculé pour

chaque expérience représente une moyenne d’observations de 6 puits par condition.

b. Test de migration lymphocytaire transendothéliale

Des cellules HMEC-1 ont été ensemencées dans des chambres de migration de type
« Transwells » de 6,5 mm de diamétre, possédant une membrane en polycarbonate avec des
pores de 5 UM (Corning®). L’ensemencement est réalisé de la méme maniére que celle décrite

au paragraphe précédent, afin de former des tapis cellulaires confluents apres 48 h. Les
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« Transwells » sont placés dans des plaques 24 puits, avec du Medium-131 complet (150 puL
au dessus, dans la chambre et 600 pL en dessous). Les tapis HMEC-1 sont activés ou non par
200 ng/mL de LPS dans le milieu pendant 16h puis lavés avec du milieu neuf. Les cellules
JOK-WT et JOK-KO sont comptées, centrifugées a 130 g 5 min et reprises dans du Medium-
131 complet a une concentration de 667 000 cellules/mL. 150 pL de suspension cellulaire
(correspondant a 150 000 cellules) sont ensuite déposeés sur les tapis endothéliaux. Les
cellules lymphoides sont alors laissées a sédimenter et adhérer sur I’endothélium pendant 8 h,
puis 200 ng/mL de LPS sont ajoutés dans le milieu sous les « Transwells », afin de favoriser
le chimiotactisme. Les plaques sont ensuite incubées pendant 16 h a I’étuve a 37°C, 5% de
CO,, puis les cellules ayant migré a travers les tapis endothéliaux sont comptées. Le nombre
de cellules ayant migré pour chaque expérience représente une moyenne d’observation de 3

« Transwells » par condition.

c. Mesure de I’apoptose

La proportion de cellules en apoptose pour les « pools » cellulaires JOK-WT, JOK-KO,
HC-1 WT et HC-1 KO est mesurée grace au kit « Annexin V/ IP » (Beckman Coulter). Les
cellules sont incubées pendant 24 h, 48 h ou 72 h dans du milieu RPMI complet, ou dépléte en
SVF, ou complété par 10% de DMSO, ou contenant 2 ng/mL de TNF-a, ou 1000 Ul/mL
d’IFN-a. Elles sont ensuite lavees par 1 mL de PBS glacé, puis centrifugées. Le reste des
manipulations est réalisé sur glace. Les cellules sont resuspendues dans 100 uL de Binding
Buffer 1X auxquels sont ajoutés 1 pL d’Annexine V-FITC et 5 uL d’IP, puis elles sont
incubées 15 min a ’obscurité. 400 uL de Binding Buffer sont ensuite ajoutés dans les tubes
qui sont analysés par un cytométre « CyAn ADP » (Becton Dickinson). Les données sont

analysées grace au logiciel Kaluza (Beckman Coulter).

d. Mesure de la prolifération cellulaire

Les tests de mesure des propriétés prolifératives des cellules JOK-WT, JOK-KO, HC-1
WT et HC-1 KO sont réalisées avec le kit « Clik-it® EdU » (Life Technologies®). Les cellules
sont préalablement incubées dans du milieu complet seul, ou complété par 50 pg/mL d’IgM
ou 200 ng/mL de LPS pendant 24 h ou 3 h. 500 000 cellules sont centrifugees, incubées
pendant 2 h dans du milieu complet avec 10 uM d’EdU puis lavées par 1 mL de PBS-BSA
1% et fixées 15 min par 100 pL de formaline. Elles sont ensuite de nouveau lavées au PBS-
BSA 1% et perméabilisées 15 min par 100 pL de Click-it Saponin-based Reagent. 400 pL du

mélange réactionnel de chimie « click », contenant de I’azide d’Alexa Fluor 647, sont ajoutés
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et le tout incubé 30 min a I’obscurité. Apres ringage au Saponin-based Reagent, les cellules
sont resuspendues dans 500 pL de ce méme tampon, auxquels sont ajoutés 1 pug de RNase A
et 4 ug d’IP, puis elles sont incubées pendant 45 min. Les échantillons sont ensuite analysés
sur un cytométre CyAn ADP, afin de générer des histogrammes biparamétriques présentant
les intensités de fluorescence de 1’Annexine V sur I'IP. Les cellules A*/IP* sont considérées
comme la fraction de cellules mortes par apoptose. Les données sont analysées grace au

logiciel Kaluza (Beckman Coulter).

e. Mesure de la croissance des cultures cellulaires

Les cellules JOK-WT, JOK-KO, HC-1 WT et HC-1 KO sont inoculées a 5.10°
celluless/mL dans du milieu complet. Toutes les 48 h, les cellules de chaque culture sont
comptées et réensemencées a 5.10° cellules/mL. La croissance des cellules est mesurée sur 8
jours. Le nombre de cellules calculé tous les 2 jours est corrigé par le facteur de dilution issu

des numérations précédentes afin d’obtenir la valeur cumulée du nombre de cellules.

f. Mesure des flux calciques intracellulaires

5.10° cellules/mL de chaque culture (JOK-WT, JOK-KO) sont incubées 30 min & 37°C
dans 5 mL de tampon HBSS sans calcium et sans SVF, complété par 7,5 uL d’Indo-1 a 1 mM
(Molecular Probes). Elles sont ensuite centrifugées et resuspendues dans 2,5 mL de tampon
HBSS. Une solution de NAD (ou le méme volume d’eau) est ajoutée a la suspension
cellulaire, a une concentration finale de 100 uM et les cellules sont ensuite analysées sur un
cytometre LSR Fortessa X20 (Becton Dickinson). Le ratio de I’intensité de fluorescence a 450
nm sur celle & 530 nm est mesuré, et I’ensemble des données représenté sur un diagramme
« dot-plot ». L’ajout de ionomycine a une concentration de 0,5 uM finale est utilisé comme

témoin positif d’induction des flux calciques.

V. Manipulations in vivo

a. Conditions d’élevage

Les souris utilisées pour nos études appartiennent a la lignée consanguine NOD.Cg-
Prkdc™® 1L2rg"™"'/SzJ (Jackson Laboratory®) et sont élevées a4 I’Animaleric Haute
Technologie de Lille (ex-1IFR114), en cages ventilées « Green Line » (Techniplast®), & raison

de 2 a 6 souris du méme sexe par cage afin de maintenir des interactions sociales. La litiere
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est composee de copeaux de peuplier, avec un enrichissement constitué d’un tube d’ouate
type Cocoon (Anibed®). Elles disposent d’eau stérile et de nourriture Rat & Souris n°l

Entretien (SDS Special Diet Services®) fournis ad libitum.

b. Mesure de la croissance des tumeurs induites in vivo

L’étude de I’impact de 1’expression de la protéine CD38 dans la progression tumorale
de ’HCL est réalisée par injection i) intrapéritonéale de 10.10° cellules ou ii) sous-cutanée de
5.10° cellules JOK-WT ou JOK-KO, & des souris agées de 6 & 8 semaines. Les cellules en
culture sont comptées, puis centrifugées a 90 g, 10 min et 10.10° ou 5.10° cellules sont
resuspendues dans 100 pL de milieu IMDM sans SVF. Suite a I’injection, la croissance des
tumeurs est suivie sur une série de souris afin de déterminer a quel moment les tumeurs
étaient en phase exponentielle de croissance. Elles le sont toujours a 4 semaines, période a
laquelle la taille des tumeurs nécessite le sacrifice des souris. Les tumeurs sont alors

disséquées, pesees puis mesurées grace a un pied-a-coulisse électronique. Le volume des

4mxLxlxe

tumeurs est calculé en mm? selon la formule d’une ellipse: V = ou « L »estla

longueur de la tumeur, « | » sa largeur, « e » son épaisseur.

VI. Analyses in silico

a. Recherche de sites de liaison de microARNS

La recherche de sites de liaisons potentiels de miRs a I’ARNm de CD38 a été réalisée
grace aux logiciels TargetScan® 6.2 et TarBase® (v7.0). TarBase est un logiciel de I'université
de Thessalie utilisant la base de données DIANA®, et référencant les publications citant les
interactions de miRs avec leur cible. La référence Ensembl ENS00000004468 de I’ARNm
CD38 a été utilisee pour la recherche. TargetScan est un logiciel du Whitehead Institute for
Biomedical Research utilisant un algorithme de prédiction de sites potentiels de liaison d’un
miR a un ARNm. Il classe les sites de liaison en sites conservés ou non conserveés, en utilisant
un score « context+ » [228] et une probabilité de ciblage Pct [229]. La séquence de I’ARNm
CD38 référencée NM_001775 par le NCBI a été utilisée et extraite de la base de données de
["University of California Santa Cruz (UCSC).
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b. Recherche de protéines tronquées potentiellement fonctionnelles

générées par genome editing

Lors de la validation des clones JOK-KO présentant une expression invalidée de CD38
apres action des ZFN, nous avons entré les séquences nucléotidiques nouvellement générées a
partir du codon ATG initiateur de ’ARNm CD38 dans le logiciel EXPASy, afin de les
convertir en acides aminés, et ce pour chaque clone KO-CD38. Cet outil en ligne a été
développé par le Swiss Institute of Bioinformatic. Les séquences peptidiques ainsi générées
ont ensuite été analysées grace au logiciel de criblage BLASTp afin de les comparer a la base

de données du NCBI, et de rechercher si des motifs fonctionnels avaient été créés.
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RESULTATS

[. Régulation du gene CD38 par la
protéine RhoH dans I'HCL

1. Validation des données du transcriptome sur la répression
du géne CD38 par RhoH

La premiere étape du projet a été de confirmer que les données de puces a ARN
montrant une répression des transcrits CD38 s’accompagnaient bien d’une diminution de
I’expression protéique pouvant avoir un potentiel impact fonctionnel.

A cette fin, de méme que pour 1’étude transcriptomique, nous avons utilisé la lignée
cellulaire HCL JOK-1 exprimant de manicre stable le vecteur d’expression protéique pMEP-4
contenant le cadre ouvert de lecture du géne RHOH (fusionné a un tag VSVG en 5°), que nous
nommerons JOK-R pour JOK-RhoH. Celle-ci a été comparée a la lignée cellulaire contréle
JOK-E (pour JOK-Empty), exprimant de maniere stable le méme vecteur pMEP4 non
recombiné.

Gréace a une sonde Tagman détectant 1’ensemble des transcrits CD38, nous avons
confirmé la diminution des taux d’ARNm CD38 dans la lignée cellulaire JOK-R (cf. Figure
21). Cette répression des transcrits est bien associée a une diminution de 1’expression de la
protéine totale (cf. Figure 22) ainsi que de la forme transmembranaire (cf. Figure 23),

responsable de phénoménes d’adhérence cellulaire et de transduction du signal.

1.5+

9 0 Figure 21 : Analyse en Q-RT PCR
= 8 1.0- -1 des taux d’expression des
O transcrits CD38 dans les lignées
E = JOK-E et JOK-R. L’expression du
o E géne CD38 a été normalisée par
A o celle du géne ABL (n=4, p <
S g 037 0,005).
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RhoH

CD38

Figure 22: Image représentative d’un
Western Blot utilisant des anticorps
humain anti-RhoH et anti-CD38 dans les
lignées cellulaires JOK-E et JOK-R. Un
anticorps anti-B-actine est utilisé comme
témoin de charge.
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Figure 23 : Analyse par cytométrie en flux de I’expression membranaire de CD38 dans les lignées
cellulaires JOK-E et JOK-R. Les histogrammes en gris correspondent a l'isotype et ceux en noir
correspondent a I'anticorps anti-CD38. Les chiffres au dessus des barres de régions indiquent les
pourcentages de positivité + écart-type. La fluorescence est indiquée en échelle logarithmique.

2. Régulation de D’activité promotrice du géne CD38 par

RhoH

a. Expression des transcrits CD38 et activité promotrice dans les

lignées cellulaires HCL
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L’expression des transcrits du géene RHOH est réprimée dans I’'HCL [110]. Afin de
savoir si une corrélation inverse entre I’expression des transcrits RHOH et CD38 existe, nous
avons mesuré les taux d’ARNm CD38 dans un panel de six lignées HCL, ainsi que de six
autres lignées B lymphoides et cing lignées T lymphoides (cf. Figure 24). Nous avons isolé
les ARNSs de la plupart des lignées cellulaires HCL et avons bénéficié de la banque d’ADNc
du laboratoire pour les lignées lymphoides B non HCL et T-lymphoides. Tous les ADNc ont
été preparés selon le méme protocole (cf. Mateériel et Méthodes p. 60). On observe une
hétérogénéité d’expression de CD38 dans les lignées HCL étudiées : quatre d’entre elles
présentent un niveau d’expression bas (EH/K, Hair-M, Bonna-12 et Eskol) et deux autres ont
un niveau plus élevé (JOK-1, HC-1). De méme, dans les lignées B-lymphoides non HCL,
cette expression est hétérogene : tres forte dans la lignée de lymphome B diffus a grandes
cellules (DLBCL) Val, faible ou nulle dans les lignées Reh (lymphoblaste) et Mec-1 (LLC)
respectivement, et notable dans 3 lignées de lymphome de Burkitt (Raji, Daudi et BL-2).
Dans les lignées T-lymphoides, le taux d’ARNm CD38 est faible (HSB2, CEM, Jurkat) voir
nul (Mo, 1301).
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Figure 24 : Comparaison de I’expression relative du géne CD38 entre les lignées HCL et d’autres
lignées lymphoides B non HCL et T. Les barres d’erreur représentent I'écart-type, un a deux ADNc
ont été mesurés pour chaque lignée, trois fois, en duplicat. L'expression du géne CD38 a été
normalisée par celle du geéne ABL. UA : unité arbitraire.
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b. Rationnel du choix des constructions de promoteur produites

Nous avons ensuite cherché a comprendre le mécanisme de régulation de I’expression
du géne CD38 par RhoH. La littérature, bien documentée sur la régulation transcriptionnelle
de CD38, (cf. Introduction p. 35 a 37) ainsi que la capacité de RhoH a interférer avec des
voies de signalisation impliquées dans la régulation de ce géne (telles p38 ou NF-xB, cf. p.
32), nous ont incité a privilégier dans un premier temps 1’étude de 1’activité promotrice du
gene CD38. Nous avons donc realisé des constructions de fragments de ce promoteur en
vecteur rapporteur de la luciférase pGL4.14 [Luc2/Hygro] (cf. Figure 25). Trois de ces
constructions comprennent la partie 5> génomique de CD38, possédant notamment des sites
de fixation pour les facteurs AP-1 et NF-xB modulant I’activité de ce géne [132]-[134]. Il
s’agit des constructions S, M et L (respectivement débutant aux nucléotides -1306, -1920 et -
3048, par rapport au site [+1] d’initiation de la transcription). Nous avons également réalisé
une 4°™ construction, le fragment RA, afin d’étudier I’influence des éléments de réponse
situés au début de I’intron 1 du géne CD38. La « E-Box » et I’élément RARE situés dans cette
région ont notamment été montrés comme ayant une influence sur I’expression du géne CD38
dans les cellules hématologiques [136], [139]. En étudiant I’activité de ces constructions et en
les comparant, nous souhaitions définir les zones de ce promoteur différemment actives dans
les lignées JOK-E et JOK-R afin d’affiner les séquences a investiguer, voire de déterminer

plus précisément le ou les facteurs de transcription a étudier.

Intron 1 (37 kb)

3048 1920 1306 - N - N\
: ¥ oM & : ‘{{:& I o s‘?@ & :
R : L O RS L \ :
L Ll B L gt .
T T T W 1] T
' I ' - 465 . L H
: : : - +56 | : — 4
: : ! | Fragment S (1,35 kb):
; | . { Fragment M (2 kb) .
k - { Fragment L (3,1 kb) ! '

100pb Fragment RA (2,4 kb)} : i

Figure 25 : Schéma explicatif des différentes constructions du promoteur du gene CD38. Les fleches
verticales descendantes indiquent des sites de fixation (potentiels ou avérés) de facteurs de
transcription. La fleche rouge identifiée « +1 » marque le site d’initiation de la transcription. Le
fragment RA est une fusion de la région -465 a +911 avec la fin de I'intron 1 et le début de I'exon 2.
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Afin de déterminer si nos constructions contenant les fragments de promoteur de CD38
encadraient bien une zone active du promoteur de CD38, nous avons mesuré 1’activité des
constructions S et M dans les lignées cellulaires HCL EH (présentant une expression faible de
CD38) et HC-1 (présentant une expression forte), nous servant de controles de la
fonctionnalité de ces constructions. Comme ’atteste la Figure 26, 1’activité promotrice de
CD38 est bien plus forte dans la lignée HC-1 que dans EH, et ce pour les 2 constructions. De
plus, on observe une activité légérement supérieure pour la construction S dans les 2 ligneées.
Ceci est en accord avec le taux d’expression des transcrits et prouve que ces constructions

sont bien fonctionnelles.

HC-1

|s
BM

0 50 100 150 200
Activité promotrice relative (promoteur / vecteur vide) en UA

Figure 26 : Activité promotrice relative obtenue pour les fragments S et M dans les lignées
cellulaires HC-1 et EH. 16 h apres co-transfection des plasmides rapporteurs et du vecteur contrdle
PRSV- B-Gal, les cellules sont centrifugées, lavées une fois au PBS et I'activité luciférase relative est
mesurée (cf. Matériel et Méthodes p. 73-74). Les barres d’erreur représentent I'écart-type. L’activité
luciférase relative du vecteur vide est fixée comme égale a 1. UA = Unité Arbitraire. (n=4).

C. Modulation de [D’expression de CD38 par des stimuli
extracellulaires dans le modéle JOK-E / JOK-R

Le TNF-a et ’ATRA figurent parmi les molécules capables de moduler I’expression de
CD38 [134], [136]. Afin d’étayer nos hypothéses, nous avons stimulé les lignées JOK-E et
JOK-R avec ces 2 molécules, afin d’essayer d’observer dans la lignée JOK-R une possible
diminution de la répression de I’expression de CD38. Alors que le TNF-a ne module pas les
taux d’ARNm CD38 (cf. Figure 27), la stimulation par 1 uM d’ATRA provoque
I’augmentation des transcrits CD38 et de I’expression de surface de la protéine, et semble

lever partiellement sa répression dans la lignee JOK-R, aprés 24 h et surtout 48 h (cf. Figure
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28 et 29). Ces observations argumentent en faveur d’un role de 1’élément RARE dans la
régulation de CD38 par RhoH.

0,6 -

0,4 -

Expression relative ARNI CD38

JOK-E | JOK-R | JOK-E | JOK-R | JOK-E | JOK-R | JOK-E | JOK-R

NS 5 ng/mL 10 ng/mL 50 ng/mL

Figure 27 : Expression des transcrits CD38 dans la lignée JOK-R relativement a la lignée JOK-E, apreés
stimulation au TNF-a. Des concentrations croissantes de TNF-a ou le méme volume de solvant (eau,
condition NS) sont ajoutés au milieu de culture. Les cellules sont incubées pendant 24 h. Elles sont
ensuite récupérées et analysées par Q-RT-PCR (cf. Matériel et Méthodes p. 61). Les barres
représentent I'expression relative de CD38 + I'écart-type. NS : Non Stimulé. (n=2).
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Expression relative ARNm CD38

JOK-E | JOK-R | JOK-E | JOK-R | JOK-E | JOK-R | JOK-E | JOK-R | JOK-E | JOK-R

T=0 NS 24h NS 48h ATRA 1uM 24h ATRA 1 uM 48h

Figure 28 : Expression des transcrits CD38 dans la lignée JOK-R relativement a la lignée JOK-E, apreés
stimulation a 'ATRA. 1uM d’ATRA ou le méme volume de solvant (EtOH, condition NS) sont ajoutés
au milieu de culture. Les cellules sont incubées pendant 24 h ou 48 h. Elles sont ensuite récupérées
et analysées par Q-RT-PCR (cf. Matériel et Méthodes p. 61). Les barres représentent |'expression
relative de CD38 + I'écart-type. NS : Non Stimulé. (n=3).
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Figure 29 : Analyse par cytométrie en flux de I’expression de surface de CD38, aprées stimulation
par ’ATRA. 1 uM d’ATRA ou le méme volume de solvant (EtOH) sont ajoutés au milieu de culture. Les
cellules sont incubées pendant 24 h ou 48 h, puis sont ensuite récupérées et analysées par
cytométrie en flux (cf. Matériel et Méthodes p. 59). Les histogrammes sont représentatifs de 3
expériences. La fluorescence est indiquée en échelle logarithmique.

d. Influence de RhoH sur ’activité promotrice du géne CD38

Nous avons ensuite voulu comparer D’activité promotrice relative de nos quatre
constructions dans le modéle JOK-E/JOK-R. Cependant, comme en témoigne la Figure 30,
pour chaque construction, 1’activité promotrice ne presente pas de différence significative
entre JOK-E et JOK-R.
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Figure 30 : Activité promotrice relative obtenue pour les fragments S, M, L et RA dans les lignées
cellulaires JOK-E et JOK-R. 16h aprés co-transfection des plasmides rapporteurs et du vecteur
contréle pRSV- B8-Gal, les cellules sont centrifugées, lavées une fois au PBS et I'activité luciférase
relative est mesurée (cf. Matériel et Méthodes p. 73-74). Les barres d’erreur représentent I'écart-
type. L'activité luciférase relative du vecteur vide est fixée comme égale a 1. UA = Unité Arbitraire ;
(n=4 ; Paired t-test : NS = non significatif).

L’activité la plus forte est toujours celle du fragment S, laissant penser a la présence
d’éléments essentiels a la transcription du géne CD38 dans ce fragment d’ADN, mais n’étant

pas regulés de maniere significative par RhoH.

D’autre part, on observe une activit¢ faible du fragment RA. Pour tester la
fonctionnalité de la construction RA, celle-ci a été transfectée dans les cellules JOK-E et
JOK-R puis une stimulation par I’ATRA a été réalisee pendant 24 h ou 48 h. L’activité
promotrice relative montre une réponse a la stimulation par ’ATRA, avec une activité
augmentée entre 2 et 3,5 fois par rapport au contrdle non stimulé par I’ATRA (cf. Figure 31).
Un probléme de conception de la construction plasmidique ne semble donc pas étre a 1’origine

de la faible activité du fragment RA dans le modéle JOK +/- RhoH.
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Figure 31 : Stimulation de I'activité promotrice du fragment RA par I’'ATRA dans le modéle JOK-
E/JOK-R. 16h apres co-transfection des plasmides rapporteurs et du vecteur contrble pRSV- 8-Gal, les
cellules sont stimulées ou non par 1 uM d’ATRA. Aprées 24 h ou 48 h, elles sont centrifugées, lavées
une fois au PBS et I'activité luciférase relative est mesurée (cf. Matériel et Méthodes p. 73-74). Pour
chaque condition, I'activité promotrice dans les cellules non stimulées correspondantes est fixée a 1.
Les barres représentent I'activité promotrice relative. NS = Non Stimulé, Basic = pGL4.14 vide, RA :
pGL4.14 RA, UA : unités arbitraire (n=1).

Devant cette impossibilité a trouver directement une zone du promoteur de CD38 dont
I’activité était modulée par RhoH, nous avons envisagé deux approches alternatives : la
premiére consistait & repartir des données du transcriptome afin de déceler une autre cible de
RhoH pouvant étre un partenaire intermédiaire dans la régulation du gene CD38, la seconde a

envisager une régulation post-transcriptionnelle des ARNm CD38 par RhoH.

3. Le facteur de transcription Smadl

a. Données transcriptomiques

Suite a ’impossibilité de déterminer quelle région du promoteur du gene CD38 était
impliquée dans la répression de son expression par RhoH, nous avons adopté une seconde
stratégie, d’ailleurs complémentaire de la premiére. Nous sommes repartis des données du
transcriptome afin d’observer si la forte répression de CD38 était accompagnée de la
modulation concomitante d’un facteur de transcription. Nous avons ainsi observé la
surexpression du géne SMAD1 d’un facteur 6,3 dans la lignée JOK-R. (La liste présentant
I’ensemble des geénes différemment régulés dans cette étude transcriptomique est présentée
dans I’Annexe 10).
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La famille des modulateurs transcriptionnels Smad comprend 8 membres chez
I’humain, répartis en 3 sous groupes : 1) les R-Smads (receptor regulated Smad) comprenant
Smad1/2/3/5/8 ; 2) les co-Smads (common partner Smad) tel Smad4 ; 3) les inhibitory Smads
comprenant Smad6é et 7. Les R-Smads sont actives par les récepteurs BMP (Bone
Morphogenic Proteins) de type | (dont les ligands sont les protéines BMP) pour Smad1,5 et 8
alors que Smad2 et Smad3 sont activés par les récepteurs BMP de type Il [dont les ligands
sont les molécules TGF (Transforming Growth Factor)]. Le facteur co-Smad4
s’hétérodimérise avec les R-Smad pour induire I’activité transcriptionnelle. Smad6 et Smad7
inhibent les signaux de la voie du TGF et provoquent la dégradation des R-Smads.

La structure de Smadl s’articule autour de 2 domaines : le domaine MH1 possédant le
site de liaison a I’ADN et le domaine MH2 servant a I’interaction avec ses partenaires
(récepteurs et co-Smad). Ce facteur de transcription agit sous forme de dimeére et est activé
par les protéines de la famille BMP via les récepteurs ALK1/2/3 et 6 [230]. De maniére
intéressante, le transcriptome nous indique que le géne BMP7 est également surexprimé d’un
facteur 4,3 dans la lignée JOK-R par rapport a la lignée JOK-E.

Smadl peut agir comme un activateur ou un répresseur transcriptionnel. C’est cette
action répressive qui nous intéressera particulierement. Ainsi, des expériences de géne
rapporteur ont montré que Smadl s’oppose a I’effet transactivateur de HodX10 dans la lignée
de fibroblaste murin NIH3T3. De plus, Smad] inhibe I’expression du géne IRX5 induite par
HoxB4 durant I’embryogénése du Xénope [231]. Le facteur Nkx3.2 recrute Smadl pour
exercer son pouvoir transrépresseur dans la lignée cellulaire COS-7 [232].

b. RhoH réprime [’expression de Smadl dans le modéle JOK-

E/JOK-R

Nous avons ensuite cherché a confirmer ces résultats transcriptomiques par Q-RT-PCR
et Western Blot. Ainsi, la lignée JOK-R présente bien un taux de transcrits SMADL1 plus élevé
que la lignée JOK-E (cf. Figure 32, A), corrélé a une augmentation du taux d’expression de la
protéine (cf. Figure 32, B). L’étude des formes phosphorylées de Smadl nous a montré que
cette protéine était activee sur le résidu Ser206 dans ce modele, mais pas sur les résidus
Ser463-465, ni Serl87 (cf. Figure 32.B).
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Figure 32 : A. Analyse en Q-RT-PCR des taux P-Smad1l
d’expression des transcrits SMAD1 dans les (S187)
lignées JOK-E et JOK-R. L'expression de SMAD1
est relative a celle du géne ABL (n=2). P-Smad1
B. Image représentative d’'un Western Blot
utilisant des anticorps dirigés contre les (5463-465)
formes humaines de RhoH, Smadl et ses
formes phosphorylées, dans les lignées B-actine
cellulaires JOK-E et JOK-R. Un anticorps anti--

actine est utilisé comme témoin de charge.

c. Recherche bioinformatiqgue de sites de fixation de Smadl sur le

promoteur du gene CD38

Le facteur de transcription Smadl se lie a I’ADN sur des ¢léments cis appelés SBE
(pour Smad Binding Elements). Ces SBE sont formés préférentiellement de multiméres du
motif GTCT (ayant la plus forte affinité pour les facteurs Smads) mais aussi des motifs GCAT
ou GCCG sur lesquels les R-Smads se lient plus faiblement [233], [234]. Des mutations dans
ces séquences diminuent leur potentiel modulateur de la transcription. Certaines séquences
plus spécifiques ont été decrites, tels les palindromes GCCGCC et GTCTAGAC qui peuvent
intrinséquement constituer des SBE [233], [235]. De méme, la séquence CAGACA constitue
un SBE au sein du promoteur du géne JUNB, les nucléotides AG et C (notés en rouge) étant
ceux qui interagissent directement avec les protéines Smad [234], [236], [237]. La
combinaison de ces différents motifs dans un promoteur augmente ’intensité de la réponse
aux membres des familles TGF et BMP.

Avant de nous intéresser a 1’étude d’une possible régulation de 1’activité du promoteur
de CD38 par Smad1l, nous avons recherché la présence de SBE dans ce promoteur (Figure
33), dans la séquence du fragment S.
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-1306

ébGAGCTGAACAATGAACacagggaggggaacaacacacactggggcctgttggg
gagagtggagggagggagageatcagaaagaatagctaaaacatgaggggcttaa
tacctaagcaatggattgataggtgcagcaaaccaccatggcacacatttaccta
tgtaacaactctgcacgtcctgtacatgtatcccagaacttaaaacaaaataaaa
aagataaaaaataaataaaacacacagtccaaaaagtcatcctlllltacagagc
tatgggtgatctgffi@licctgctactttccgaacttctgttctgtttecectcaac
cctctagcctaactacaattggectecttgetgectctggaacaggccaagagett
ttctgcctcagafi@Bt tgcacctgecatttcctetgecttgggaaatgtttgece
caagggagttgggtgacttgatcgctcacattacttagi@ictgcttgaatgtce
acagatgttctcttaataaagaagaggcaagaaaagccactttattatttattaa

[GatagagtgcagtattattactgtgtgcBctocttcaaacaca
ttccatggactataaaattggggctctgagcagctcctagagctggtagtaacaa
cttacatttactgggtgattaccatgtgccaggtattgtgctaaacacgttgtag
atattaactcacttaatcctcgtaacaatcccatgaagtaggtactgctactatc
ccggctttacatctgaagtacagagaggttaagtaacttgccccatgtcatccag
caagaactaaatttgaacccagagcttagccactgatgcctcttgagagaaggag
tEtaact tgafB8Bt taaaggtggt tgaccaggéatt tgtcagagttaag
aaagagaggtaggacatccttttccaggcagagggeattgtgtgcacacacgtat

agaagcaggcagcccaccctcatgctttccaggaagcaaatgtggctcaggtgta
aagtgcccggttgatgaagggagttagcggagggagtataaggatgtact ey
cccecttaggacacctgcagaggattaaggtggetgtttcteecctggaggtggag
tgggtgggtcactgcacaggagcctatagttgttgfi@tttaaactcttattgg
tgtaaccagccacggaactctgaggcaaggggttgggggtgggaagggaaacaga
gaaaaggcaagtgaaacagaaggggaggtgcagtttcagafickcagccagectcet
ctcttgctgcctagcctcctgccggCCTCATCTTCGCCCAG%

+56

Figure 33 : Recherche de sites SBE dans la partie 5’ génomique du géne CD38 (fragment S). EN

MAJUSCULES : séquence des primers encadrant la construction promotrice « S» / : motif
GTCT / En bleu : motif GCAT / En jaune : motif GCCG / [EINOBBE : motif CAGACA / :

nucléotide dégénéré / Encadré en rouge : nucléotide [+1].

La construction CD38-S, contenant la région proximale du promoteur du géne CD38 a
montré une forte activité et sa séquence présente de nombreux SBE potentiels, que ce soit des

tétraméres en série ou des motifs dégénérés de type CAGACA dont la fonctionnalité n’est pas
abolie (CAGACC et CAGACT). Cette richesse en SBE potentiels est en faveur de
I’hypothése d’une régulation possible de 1’expression de CD38 par Smadl.
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d. Expression transitoire de Smadl dans la lignée JOK-1 parentale

L’étude de I’impact de Smadl sur la régulation de 1’expression de CD38 a été réalisée
par transfection transitoire d’un vecteur d’expression protéique de Smad1 dans la lignée JOK-
1 parentale. Une analyse de I’expression des transcrits et de la protéine Smadl 24 h post-
transfection nous confirme 1’efficacité de 1’expression ectopique de Smadl (Figure 34, A. et
B.).

>

60000+ 2 5- C.

2.04

400004

20000+

Expression relative
des ARNm SMAD1

Expression relative
des ARNm CD38

Ctl Smadl Ctl Smadl

304

“. . | Smadl

| GAPDH

10+

Activité promotrice relative
(promoteur / vecteur) en UA

Ctl Smad1l

Ctl Smad1l

Figure 34 : A. Vérification par Q-RT-PCR des taux d’expression des transcrits SMAD1 dans la lignée
JOK-1 transfectée par un vecteur d’expression de Smad1. L'expression de SMAD1 est relative a celle
du gene ABL (n=2). B. Image représentative d’un Western Blot utilisant des anticorps dirigés contre
la protéine Smad1l humaine dans la lignée cellulaire JOK-1 transfectée par un vecteur d’expression
de Smad1. Un anticorps anti-GAPDH est utilisé comme contréle de charge. Dans les 2 cas, les cellules
sont transfectées par 5 pg de plasmide pENTER « vide » (condition Ctl) ou pENTER-Smad1. 24 h apreés
transfection, des culots cellulaires sont récupérés, lavés au PBS puis '’ARNm et les protéines sont
extraits pour l'analyse en Q-RT-PCR et en Western Blot. C. Analyse en Q-RT-PCR des taux
d’expression des transcrits CD38 dans la lignée JOK-1 surexprimant Smadl. Les cellules ont été
transfectées par 5 pg de plasmide pENTER « vide » (condition Ctl) ou pENTER-Smad1. 24 h apreés
transfection, des culots cellulaires sont récupérés, lavés au PBS puis '’ARNm est extrait et analysé par
Q-RT-PCR. L’expression de CD38 est relative a celle du géne ABL (n=4). D. Activité promotrice du
fragment S dans la lignée JOK-1 surexprimant Smad1. Les cellules sont co-transfectées par 3 ug de
plasmide pENTER «vide» (condition Ctl) ou pENTER-Smadl, 1,6 ug de plasmide pGL4.14
[Luc2/Hygro]/CD38-S et 0,25 pg de vecteur contréle pRL-CMV. 16 h aprés transfection, des culots
cellulaires sont récupérés, lavés au PBS et I'activité luciférase relative est mesurée (cf. Matériel et
Méthodes p. 73-74) (n=5 ; Paired t-test : p = 0,0083).
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La surexpression de Smadl dans cette lignée cellulaire induit-elle une répression de
I’expression des transcrits CD38 et de I’activité promotrice de ce géne? 24 h apres
transfection, les taux d’ARNm CD38 ne semblent pas étre modifiés par la surexpression de
Smad1 (cf. Figure 34, C.). Notons une déviation standard importante entre les expériences.
Cependant, le promoteur de CD38 (fragment S) montre une activité diminuée 16 h apres co-
transfection avec le vecteur d’expression de Smadl (cf. Figure 34, D.). Une expérience
similaire mais encore préliminaire réalisée avec le fragment M du promoteur de CD38

confirme cette tendance (diminution de ’activité promotrice de CD38 par Smad1l).

Ces données nous orientent donc vers un role probable de Smadl dans le mécanisme de
régulation de I’expression de CD38 par RhoH. Une investigation plus poussée serait

cependant nécessaire afin de confirmer cette hypothése.

4. Hypothése d’une régulation post-transcriptionnelle du
gene CD38 par RhoH

a. RhoH semble diminuer la stabilité des ARNm CD38

Les données de la littérature ont déja montré la possibilit¢ d’une régulation post-
transcriptionnelle du géne CD38, par la voie Erk ou par des microARNs qui modifient la
demi-vie de ses ARNm [134], [142], [143]. Afin de tester cette hypothese, nous avons realisé
une inhibition de la RNA polymerase Il grace a I’actinomycine D dans notre modele JOK-
E/JOK-R et mesuré les taux des ARNm CD38 par qRT-PCR, en utilisant le gene GAPDH
comme référence (géne ayant montré la plus forte stabilité parmi nos génes de référence). La
manipulation a été effectuée sur 96 h, les temps d’incubation courts (inférieurs a 12 h) n’ayant
montré aucune modification des quantités d’ARN CD38. Nous avons alors observé une
décroissance des ARNm plus rapide dans la lignée JOK-R par rapport a la lignée JOK-E (cf.
Figure 35).
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Figure 35 : Décroissance du taux des
200- o JOKE - JOKR ARNm CD38 par l’actinomycine D

dans le modele JOK-E/JOK-R
(expression relative a celle du gene

_§ o 1501 GAPDH). Les cellules sont incubées
o s 100- dans du milieu complet contenant 10
2 = pug/mL d’actinomycine D. Au temps
ﬁ % 50 indiqué, les cellules sont
R i centrifugées, lavées au PBS, et les

ARNs sont extraits et quantifiés. (cf.
Matériel et Méthodes p. 61). La
guantité d’ARNm a t=0 a été fixée a
100%. Chaque ADNCc a été mesuré au
moins 2 fois en duplicat (n=3, two-
way ANOVA : p < 0.001).

] 1 1 1
0 24H 48H 72H 96H

Cependant, dans cette expérience, le mode de quantification relative a 1’expression d’un
géne de référence induit un biais, car la transcription de ce gene est elle aussi interrompue par
I’action de D’actinomycine D et le taux de transcrits de ce géne de référence diminue
également au fur et a mesure du temps. Ainsi, dans la lignée JOK-E, nous avons 1’impression
d’une stagnation, voire d’une augmentation de la quantit¢ d’ARNm CD38, due a une
décroissance légérement plus rapide de la quantité d’ARNm GAPDH par rapport aux ARNm
CD38. Les transcrits GAPDH étant connus pour étre tres stables, on peut en conclure une
grande stabilité des ARNm CD38 dans la lignée JOK-1.

Afin de palier a ce probléeme de géne de référence, nous avons également réalisé une
quantification absolue des ARNm CD38 lors de ces expériences. Une quantité fixe de 100 ng
d’ADNc étant ajoutée a chaque réaction de qRT-PCR, et une courbe de calibration étant
générée pour chague plaque, la quantité absolue de transcrits CD38 peut étre déterminée.
Cette méthode semble confirmer les observations de la Figure 35, a savoir une stabilité
moindre des ARNm CD38 lorsque RhoH est surexprimée (cf. Figure 36). Cependant,
1’absence de normalisation par un gene de référence genére une forte déviation standard, nous

empéchant de conclure formellement sur un role de RhoH dans la stabilité des ARNm.
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200~ o+ JOK-E - JOK-R Figure 36 : Décroissance du taux des
ARNm CD38 par l’actinomycine D

dans le modéle JOK-E/JOK-R
(quantification absolue). Les cellules
sont incubées dans du milieu
complet contenant 10 pg/mL
d’actinomycine D. Au temps indiqué,
les cellules sont centrifugées, lavées
au PBS, et les ARNs sont extraits et
quantifiés. (cf. Matériel et Méthodes
T T T T I p. 61). La quantité d’ARNm a t=0 a
0 24H 48H 72H 96H été fixée a 100%. Chaque ADNCc a été
mesuré au moins 2 fois en duplicat
(n=3)
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La gRT-PCR ne constitue pas la méthode de choix pour mesurer la décroissance des
ARNmM, de par ces problémes de géne de réference. La visualisation des ARNm par Northern
Blot est la technique la plus adaptée pour observer ce phénomene. Nous nous sommes alors
attelés a mettre au point cette technique au laboratoire. La premiere étape a été de concevoir

une sonde oligonucléotidique biotinylée afin de détecter spécifiguement les ARNm CD38.

b. Technigue de « run-off »

L’intérét de la mise au point de cette sonde spécifique des transcrits CD38 était double.
En effet, a cette étape du projet, la question de savoir si la répression de I’expression de CD38
par RhoH était liée a un phénomene transcriptionnel ou post-transcriptionnel restait en
suspens. La quantit¢ d’ARNm d’un gene a un instant t est la résultante d’une balance entre
transcription du gene et stabilité des ARNm déja presents. Nous avions alors 1’intention
d’étudier la néobiosynthése des transcrits CD38 par une technique de transcription in vitro
appelée « run-off », dont le principe est expliqué dans la Figure 37 [238]. Cette technique a
pour but de détecter les copies d’ARNm spécifique nouvellement synthétisées, sur un temps
trés court, et donc de mesurer uniquement la transcription « instantanée », indépendamment
de la stabilité de I’ARNm. A cette fin, nous souhaitions entamer une collaboration avec le Pr
Philippe Gervois de la Faculté des Sciences Pharmaceutiques de Lille. Cependant, nos
ambitions ont été freinées devant I’impossibilité de générer une sonde capable de détecter

spécifiqguement les transcrits CD38.
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Figure 37 : Schéma explicatif de la technique de transcription « run-off ». Les noyaux des cellules
d’intérét sont extraits et incubés en présence de dUTP marqué (par un isotope radioactif ou de la
biotine) pendant un temps court (typiquement, 30 min a 37°C). Ce laps de temps permet de marquer
les ARNs néosynthétisés uniquement. Ceux-ci sont extraits et purifiés, puis incubés avec une sonde
spécifique des transcrits d'intérét (dans notre cas, ceux du géne CD38) ayant été immobilisée en
exces sur une membrane de nitrocellulose, par dot-blot. L’hybridation des ARNm sur la sonde CD38
fournit un signal dont I'intensité est proportionnelle a la quantité d’ARNm néosynthétisé.

Cet échec des la tentative de mise au point d’une sonde spécifique des transcrits CD38,
ainsi que les impératifs de temps et de moyens nous ont donc poussés a privilégier d’autres

aspects du projet.
Dans I’hypothése ou CD38 serait effectivement régulé de maniere post-

transcriptionnelle, nous avons exploré 2 voies caractéristiques de ce type de régulation : les

microARNS et les facteurs protéiques se fixant aux ARNm et modulant en trans leur stabilite.

c. Recherche bioinformatique de microARNSs ciblant CD38

La capacité des microARNs 140-3p et 708 a moduler la stabilité des ARNm CD38 a
déja été démontrée [142], [143]. Forts de cette constatation, nous nous sommes intéressés aux
microARNs pouvant cibler ’ARNm CD38 et potentiellement diminuer sa stabilité. Nous

disposions au laboratoire des résultats d’une étude de « microRNA array », menée par Sylvie
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Galiégue-Zouitina parallélement a 1’étude transcriptomique, comparant les lignées JOK-E et
JOK-R. Parmi les microARNs difféeremment exprimés entre ces 2 lignées :

- Les miR-140-3p et miR-708 montraient une expression faible et sans différence

significative.

- Les miR 15a, miR-1228 et miR-940 étaient significativement surexprimés dans la

lignee JOK-R.

- Les miR-125b, miR-155, miR-99a et miR-let7c étaient significativement sous-

exprimés dans la lignée JOK-R.

Ces données ont ensuite été croisées avec une étude in silico des séquences cibles de
miRs sur ’ARNm CD38. La recherche a été réalisée sur la séquence totale de I’ARNm CD38,
avec une attention particuliére apportée a son extrémité 3’-UTR. En effet, cette région des
ARNmM est le site de liaison privilégié des miRs sur leur cible. Le logiciel de prédiction
TargetScan® a été utilisé pour cette recherche. Malheureusement, les données de cette étude
computationnelle n’ont révélé que des sites de liaison faiblement conservés pour tous les
miRs retrouvés, avec des scores de prediction faibles. Les miR-140-3p et miR-708 ont été
prédits se fixer par cette analyse, mais eux aussi avec des sites de liaison peu conservés (cf.
Annexe 4). Cette librairie de sites de prédiction, méme peu conservés, a tout de méme été
croisée avec les données du microRNA array. Malheureusement, aucun miR commun aux
deux listes n’a été trouvé, ne permettant pas de dégager une cible intéressante pour une étude
plus poussée. Il en est de méme pour I’analyse effectuée avec le logiciel TarBase® (cf.

Annexe 5).

d. Recherche de sites potentiels de liaison de facteurs trans
stabilisant ou destabilisant ’ARNm CD38

La stabilité des ARNm est un phénoméne complexe, faisant intervenir des partenaires se
liant directement a leur structure comme les ARN non codants (tels les miRNAS) ou des
protéines se liant a I’ARN (ou RBPs pour RNA-binding proteins). Les interactions avec ces
RBPs conduisent pour une part a une modification de la cinétique des voies de dégradation
des ARNm, qui font intervenir des enzymes de désadénylation, de « decapping » et des
exonucléases. Ainsi, les RBPs peuvent accélérer ou freiner I’action de ces enzymes et se lient
a des éléments cis précis situés sur leur ARNm cible. Ces motifs sont des séquences riches en

adénine et uridine appelé AU-rich elements (ARES) ou en guanine et uridine appelé GU-rich
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elements (GRES), et se situent dans la région 3°'UTR des ARNm. Les AREs étant bien plus
documentés que les GRESs, nous avons axé notre étude sur ces sequences [239].

Ces AREs consistent en des séquences réepétées du pentamere AUUUA entourées de
séquences U riches ou parfois d’autres motifs U riches, tel un unique nonameére
UUAUUUAUU [239], [240]. Nous avons donc entrepris une étude de I’extrémité 3’UTR de
I’ARNm du géne CD38 afin de déterminer si de tels éléments y étaient présents, et pourraient
expliquer une différence de stabilité de I’ARNm CD38 entre les lignées JOK-E et JOK-R.

Cette recherche nous a permis de mettre en évidence la présence de 3 AREs putatifs a la
fin de cette extrémité 3°UTR, ainsi que la présence d’un nonamere « dégénéré » sur son
dernier nucléotide. Cette variation dans la séquence consensus entraine une diminution de
I’affinité pour les RBPs mais préserve la fonctionnalité du nonameére [240]. Des motifs de
fixation de la RBP HuR ont également été trouvés [241], [242] (cf. Figure 38).

CCUGAGGAUUCAUCUUGCACAUCUGAGAUCUGAGC CAGUCGEUGUEEUUGUTUUAGCUCCUU
GACUCCUBBUEEUUUAUGUCAUCAUACAUGACUCAGCAUACCUGCUGGUGCAGAGCUGRAGA
UUUUGGAGGGUCCUCCACAAUAAGGUCARUGCCAGAGACGGAAGCCUUTUUCCCCARAGUCT
UARAAAUAACUUAUAUCAUCAGCAUACCUUUAUUGUGAUCUAUCAAUAGUCAAGAAAAAUUAU
UGUAUAAGAUUAGAAUGAAAATTGUAUGUUAAGUUACUUCACUUTAAUTCUCAUGUGAUCCU
vuTAUGHE VA UUGGUAACAUCCUTUCUAUUGARARATUCACCACACCAAACCUCUC
UUAUUAGAACAGGCAAGUGAAGARAAAGUGAAUGCUCAAGUUTUUCAGARAGCAUUACAUUTC
CARAUGAAUGACCUUGUUGCAUGAUGUAUUUUUGUACCCUUCCUACAGAUAGUCARACCAUA
AACUUCAUGGUCAUGGGUCAUGUUGGUGARAAUUAUUCUGUAGGAUAUAAGCUACCCACGUA
CUUGGUGCUUUACCCCAACCCUUCCAACAGUGCUGUGAGGUUGGUATTATUTCAUUUUUUAG
AUGAGAARAUGGGAGCUCAGAGAGGUUAUAURBUUAA GUUGGUGCARARGUAAUUGCARGTU
UUGCCACCGARAGGAAUGGCAARACCACAAUUAUUUUUGAACCAACCURAUARGUUAC CCUA
AcuCcUACENUUAGUAUCAAGCUAGAGACUGAAUUUGAACUCARCUCUGUCCARCTUCCAARR
UUCAUGUGCUTUUUCCUUCUAGGCCUTTCAUACCARACUAAUAGUAGUTUATAUUCUCTUCC
AACAAAUGC

Figure 38 : Séquence de I'extrémité 3’UTR de ’ARNm CD38. En rouge : codon STOP ; surligné en

Vert : AREs putatifs ; SHEISNCHSIMMOUEE : nonamére AU-rich ; LN N : nucléotide

différent de la séquence consensus du nonamere ; en bleu : sites de fixation potentiels de la protéine
HuR ; surligné en bleu ciel : séquences cibles du miR-140-3-p. L'extrémité 3'UTR du gene CD38
comporte 844 nucléotides. Source : UCSC Genome Browser. [239]-[242]

Cette analyse nous fournit ainsi des éléments intéressants laissant penser a une
possible régulation de la stabilité de I’ARNm CD38 par des RBPs.
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e. Etude des facteurs trans AUF-1, HUR et TTP dans le modéle
JOK-E/JOK-R

Parmi les RBPs, trois protéines concentrent 1’essentiel des interactions connues avec les
AREs. La premiére, AUF-1/hnmPD (AU-rich Factor 1/ Heterogeneous Nuclear
RiboNucleoProtein D), présente 4 isoformes (p37, p40, p42 et p45). Sa fixation sur les ARES
modifie localement la structure de I’ARN et favorise sa dégradation. La seconde, TTP
(Tristretraproline), se fixe aux AREs et interagit avec la désadénylase Ccr4, les enzymes de
« decapping » et I’exonucléase Xrnl pour promouvoir la dégradation des ARNm. Au
contraire des deux derniéres, HUR/ELAVL-1 (Hu antigen R / Embryonic Lethal Abnormal
Vision Like-1) stabilise les ARNm en entrant en compétition pour la fixation sur les AREs
avec d’autres RBPs favorisant la dégradation de ces derniers [239].

Le mécanisme d’action de ces RBP dépend de leur niveau d’expression mais également
de leur répartition entre le noyau et le cytoplasme et de leur niveau de phosphorylation. Nous
avons donc entrepris d’étudier ces parameétres, en réalisant un fractionnement cellulaire sur les
lignées JOK-E et JOK-R et en mesurant les quantités de protéines AUF-1, TTP et HuR sur les
lysats totaux ainsi que sur les fractions nucléaires et cytoplasmiques.

Comme le montre la Figure 39, aucune différence significative au niveau de
I’expression totale ou de la balance nucléocytoplasmique de ces protéines n’est visible dans
les deux lignées. Il semble y avoir une légére augmentation de I’isoforme p37 de AUF-1 dans
les lysats totaux de la lignée JOK-R, mais qui n’est pas visible dans les fractions nucléaires et
cytoplasmiques (cf. Figure 39, A.). De méme, une quantité légéerement supérieure de TTP
dans les noyaux de la lignee JOK-R semble observée, mais une contamination par la fraction
cytoplasmique pourrait en étre 1’origine (cf. Figure 39, B). De plus, cette augmentation n’est

pas observable sur les réplicats biologiques de cette manipulation.
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Figure 39 :
A. Western blot

montrant I’expression
des isoformes de AUF-
1 sur les lysats totaux,
cytoplasmiques et
nucléaires des lignées
JOK-E et JOK-R.

B. Western blot
montrant I’expression
de TTP sur les lysats
totaux,
cytoplasmiques et
nucléaires des lignées
JOK-E et JOK-R.

C. Western blot
montrant I’expression
de HuR sur les lysats
totaux,
cytoplasmiques et
nucléaires des lignées
JOK-E et JOK-R.

Un anticorps anti-
lamine B est utilisé
comme témoin de la
pureté des fractions
nucléaires et un anti-
GAPDH pour la pureté
des fractions
cytoplasmiques. HSC-
70 est utilisé comme
témoin de charge.
(n=3)
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L’état de phosphorylation de ces RBPs est également importante dans leur mécanisme
d’action. Cependant, aucun anticorps commercial spécifique des différentes formes
phosphorylées de AUF-1, TTP et HuR n’existait au moment de notre étude. Nous avons donc
initié des expériences de co-immunoprécipitation (co-IP) de ces protéines sur des lysats de
cellules JOK-E et JOK-R, grace aux anticorps utilisés pour leur détection en Western Blot.
Ces anticorps ne présentaient pas de bandes parasites en Western blot, ce qui laissait présager
d’une immunoprécipitation spécifique. Cependant, ces co-IP se sont révélées aspécifiques,
comme [’attestait la multitude de bandes observée apres la coloration au nitrate d’argent d’un
gel « test » sur les échantillons obtenus aprés co-1P. Des mises au point supplémentaires sur le
protocole de co-IP étaient nécessaires. Les impératifs de temps ainsi que le développement

des autres axes du projet ne nous ont pas permis de poursuivre ces investigations.

[I. Impactde CD38 surla
progression tumorale de la leucémie
a tricholeucocytes

Nous avons pu observer I’importance de CD38 dans le développement des hémopathies
malignes, et particulierement celles de type B. Nous avons ainsi vu que CD38 est capable de
promouvoir la survie, la prolifération et les interactions avec I’environnement des cellules de
LLC, et qu’il favorise le développement d’une forme agressive de la maladie. L’intérét de son
ciblage par des anticorps thérapeutiques a recemment été prouve de par leur efficacite dans le
traitement du myélome multiple ; 1’évaluation de leur bénéfice thérapeutique dans d’autres
hémopathies malignes CD38 positives est en cours.

Bien que CD38 soit exprimé par 1/3 des patients souffrant d’HCL, son étude dans cette
pathologie n’a jamais été abordée, malgré son role dans des phénomeénes clefs de la
progression tumorale de I’HCL, tels la survie, la prolifération et I’interaction avec le micro-
environnement des cellules leucémiques.

Le second axe de ce travail doctoral a donc porté sur 1’étude de 1’impact de la protéine
CD38, favorisant potentiellement la progression de la tricholeucocytose. Nous souhaitions
moduler I’expression de cette protéine dans un modele cellulaire d’HCL et observer les effets

de cette modulation sur I’ensemble des phénomeénes cités au paragraphe précedent.
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1. Expression de CD38 dans les lignées cellulaires

lvmphoides B

Nous avons dans un premier temps étudié 1’expression de la protéine CD38 dans le
panel de lignées cellulaires HCL disponibles au laboratoire, afin de déterminer quel(s)
modele(s) pourrai(en)t étre utilisé(s) pour notre étude. Nous observons une expression
hétérogéne de CD38, cohérente avec 1’hétérogenéité d’expression chez les patients [227]. Les
lignees EH/K et Eskol présentent une expression faible, celle de Hair-M est intermédiaire
tandis que JOK-1 et HC-1 présentent une forte expression (cf. Figure 40). Ces résultats sont
en accord avec les données d’expression des ARNm (cf. Figure 24, p. 82). Afin d’inscrire ces
travaux dans la continuité des études précédemment réalisées au laboratoire, nous avons
utilisé la lignée JOK-1 pour nos expériences fonctionnelles, dans laquelle nous avons invalidé
I’expression de CD38. Nous avons realisé la méme invalidation dans la lignée HC-1 (qui
posséde le taux d’expression de CD38 le plus élevé) afin de chercher a confirmer les résultats

obtenus dans la lignée JOK-1.

EH/K Eskol Hair-M HC-1 JOK-1

o CD38

GAPDH

Figure 40 : Expression de la protéine CD38 totale dans les lignées cellulaires HCL. Un anticorps anti-
GAPDH est utilisé comme témoin de charge.
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2. Invalidation de CD38 dans les lignées cellulaires JOK-1 et
HC-1

a. Stratéqgies d’invalidation

La premiere technique que nous avons utilisée pour tenter d’invalider I’expression du
géne CD38 dans nos lignées HCL a été 1’utilisation de shRNA. Il s’agissait d’un ensemble de
4 shRNAs congus et produits par la société Origene®. Ceux-ci ont été transfectés dans nos
lignées selon notre protocole standard (cf. Matériel et Méthodes p. 58). Cependant, que ce
soit en transfection transitoire ou apres sélection des cellules ayant intégré le plasmide
d’expression du shRNA (sélection par la puromycine), de méme qu’en utilisant chaque
shRNA seul ou en association, I’invalidation s’est montrée inefficace. L’expression de surface
de CD38 n’était pas diminuée. Une analyse des séquences des shRNAs présents dans ces
plasmides commerciaux a révélé une mal-fagon de ces vecteurs, la structure nucléotidique ne
pouvant aboutir a la production d’un shRNA fonctionnel, et ce malgré le certificat de contrdle
des échantillons fourni par Origene. Suite a I’envoi d’un second lot de plasmides, conforme
cette fois-ci, I’invalidation ne s’est pas révélée plus efficace (données non montrées). Nous

avons donc été contraints d’adopter une stratégie d’invalidation alternative.

Nous avons alors entrepris de mettre au point la méthode innovante du « genome
editing » afin de réaliser un KO in cellulo du géne CD38 [243]. Cette technique présente
I’avantage de rompre totalement la structure du gene a invalider, aboutissant a 1’expression
nulle de la protéine (ou a des peptides sans activité), augmentant donc la capacité a observer
des différences lors des tests fonctionnels sur les cellules invalidées ou non. Elle est de plus
indépendante de 1’expression stable d’un transgene, et ne nécessite donc pas 1’intégration d’un
plasmide au génome, évitant ainsi des biais de modifications dans I’expression d’autres génes.
D’autre part, ceci permet d’éviter la perte ou la diminution d’expression de ce transgéne au
court du temps et donc limite les risques de « dérive » du modéle. L’explication détaillée du

principe de cette technique est décrite en Annexe 7.

b. Génération des lignées cellulaires JOK-1 et HC-1 KO pour
’expression de CD38

Nous avons utilisé la technique des ZFN (Zinc Finger Nucleases) grace au procédé

CompoZR Knockout Zinc Finger Nucleases®, commercialisé par la société Sigma-Aldrich (cf.
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Annexe 7 pour le principe d’action des ZFNs). L’obtention d’une cellule KO pour
I’expression de la protéine ciblée par les ZFN est un événement rare (environ 1%) et dépend
de la lignée cellulaire étudiée. Afin d’isoler des clones cellulaires potentiellement invalides,
nous avons utilisé 1’expression de surface de CD38 afin de trier par cytométrie en flux les
cellules CD38 positives (WT) et négatives (KO) et de générer un mélange de cellules enrichi
en clones (homo- et hétérozygotes) CD38". Les cellules restées CD38" aprés transfection par
les plasmides codant pour les ZFN sont conservées comme contrdle. Ces 2 catégories de
cellules ont été soumises a une dilution limite, afin de d’isoler des clones cellulaires CD38" et
CD38" (cf. Figure 41).

Transfection par les plasmides codant pour les ZFNs

4

Expression des ZFN et genome editing

4

Réparation NHEJ : generation d’un frameshift — 72h

4

Mélange de clones CD38-WT et CD38-KO

N

Tricellulaire des cellules CD38-WT Tri cellulaire des cellules CD38-KO

« ¢

Autoclone : génération des lignées clonales

.

Validation des clones CD38-WT et CD38-KO

Figure 41 : Schéma explicatif de la stratégie de génération des lignées cellulaires CD38-WT et CD38-
KO. Suite a la transfection des 2 plasmides codant pour les ZFNs, ces protéines sont exprimées
transitoirement et réalisent une coupure double brin dans I'exon 1 du gene CD38. Par mécanisme
NHEJ, un décalage du cadre de lecture ouvert (frameshift) de CD38 est induit dans certains clones
cellulaires, aboutissant a la génération d’'un mélange de clones CD38-WT et CD38-KO. Ces clones
CD38 « positifs » et « négatifs » sont ensuite séparés par tri cellulaire et cultivés en plagues 96-puits
pour générer des lignées cellulaires clonales qui seront validées, pour leur invalidation de
I’expression de CD38 ou leur expression de ce méme gene.
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c. Validation du KO du géne CD38 dans les clones cellulaires JOK-
1

Pour la lignée JOK-1, parmi les cellules KO-CD38 isolées apres tri, 15 clones ont pu
étre sélectionnés et amplifiés. La premiéere étape de la validation a consisté en la vérification
par séquengage Sanger de I’introduction d’une mutation « frameshift » dans la séquence du
géne CD38. Nous avons retenu les clones présentant un « frameshift » homozygote de CD38,
afin de s’assurer qu’aucune ré-expression de la protéine ne puisse étre induite (par exemple, a
partir d’un clone ayant une mutation hétérozygote). Parmi ces 15 clones JOK-KO, 6
présentaient cette configuration homozygote, observable par la présence d’un profil de pics

unique sur le chromatogramme d’électrophorése capillaire (cf. Figure 42).

GTCCGGGCACCACCAAGC GC TTTCCCGAG ACCGTCCTGGCGCGATGC G TCAAGTACACTG A

Clone
KO.2

Clone
KO
non
validé

Figure 42 : Exemple de chromatogrammes d’électrophorése capillaire d’'un clone sauvage (WT),
d’un clone JOK-KO homozygote (clone n°K0.2), et d’'un clone non validé. Le trait rouge indique le
début de la séquence mutée par rapport a la séquence sauvage du gene CD38. On observe sur le
dernier électrophorégramme une superposition de pics a partir de ce trait.
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L’analyse des chromatogrammes de ces clones KO homozygotes nous a permis de nous
assurer que le décalage du cadre de lecture n’était pas d’un nombre de nucléotides multiple de
3 pour chacun d’entre eux. Un frameshift de 3 nucléotides ou d’un multiple de 3 nucléotides
annulerait le décalage du cadre de lecture ouvert sur le géne, n’introduisant qu’une mutation
localisée et conservant le reste de la séquence de la protéine CD38 intacte. Ainsi, le clone
KO.1 présente une delétion de 77 nucléotides, le clone KO.2 une delétion de 41 nucléotides,
les clones KO.3 et KO.4 une insertion de 4 nucléotides, le clone KO.5 une délétion de 6
nucléotides et une insertion de 13 nucléotides et le clone KO.6 une délétion de 173

nucléotides (cf. Figure 43).

220 230 240 250 260 270 280 290 300 310
1 i i i i i 1 i i i
CD38WT CAGTGGAGCGGTCCGGGCACCACCAAGCGCTTTCCCGAGACCGTCCTGGCGCGATGCGTCAAGTACACTGAAATTCATCCTGAGATGAGGT

CD38 KO.1 CAGTG———— = ——m m — AGATGAGGT

CD38 KO.2 CAGTGGAGCGGTCCGGGCACCACCAAGCGL T T — e e e e e e e e e e e e e e e e e e TTCATCCTGAGATGAGGT

GGCG

CD38 KO.3 CAGTGGAGCGGTCCGGGCACCACCAAGCGCTTTCCCGAGACCGTCCTGGCGCGATGCGTCAAGTACACTGARATTCATCCTGAGATGAGGT

CD38KO.4 CAGTGGAGCGGTCCGGGCACCACCAAGCGCTTTCCCGAGACCGTCCTGGCGCGATGCGTCAAGTACACTGAAATTCATCCTGAGATGAGGT

ARGCACATTTCCC

CD38 KO.5 CAGTGGAGCGGTCCGGGCACCACCAAGCGCTTTCCCGAGACCGTC—— === GATGCGTCAAGTACACTGAAATTCATCCTGAGATGAGGT

CD38KO.6 CAGTGGAGCGG— == ——— — m e e e e e e e e

Figure 43 : Alignement des séquences des 6 clones JOK-KO avec la séquence sauvage du géne CD38
au niveau du point de cassure double brin. Les nucléotides en bleu sur la séquence CD38 indiquent
les sites de liaison des ZFN, les tirets rouges indiquent les nucléotides délétés, les séquences
encadrées en vert indiquent les nucléotides insérés. La numérotation des nucléotides se référe au
site [+1] de la transcription. Le codon ATG initiateur de la traduction est situé en position [+76].

De méme, les 6 clones WT-CD38 ont été séquencés et présentent une séquence native
non mutée du géne CD38.

Pour chacun des clones KO, la structure du géne CD38 est bien perturbée. Nous nous
sommes ensuite assurés que malgré la rupture de la séquence nucléotidique du géne, une
nouvelle protéine susceptible d’induire un biais dans notre étude n’était pas produite. En effet,
la cassure ayant lieu au sein de 1’exon 1, une proteine fusionnant les 49 premiers acides
aminés de CD38 a une nouvelle séquence créée aléatoirement jusqu’a un codon STOP

pourrait étre genérée. Notre analyse a confirmé la création de codons STOP précoces. Les
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nouvelles séquences en acides aminés produites ne présentent aucune homologie significative
avec d’autres protéines, et les domaines créés ne sont pas fonctionnels (cf. Figure 44). De
plus, la production de telles protéines tronquées est hautement improbable, car le mécanisme
NMD (Nonsense-Mediated mRNA Decay) devrait entrainer la dégradation de ces ARNm
erronés contenant de nombreux codons STOP aberrants. Ce mécanisme NMD participe a la
surveillance des ARNm présentant des codons de terminaison de la traduction précoces (ou
PTC pour Premature-Terminaison Codon), et diminue la synthése de telles protéines

tronquées en dégradant sélectivement ces ARNm [244].

CD38 WT

ADN : CAGTGGAGCGGTCCGGGCACCACCAAGCGCTTTCCCGAGACCGTCCTGGCGCGATGCGTCAAGTACACTGAAATTCATCCTGAGATGAGG
Poine .- Q W 8§ G P G T T KR F P E T VL A RC V K Y T E I HPEM R
CD38 KO.1 ‘ Délétion -77 Nucléotides ‘

ADN: CAGTGAGATGAGG
Protéine - Q STOP

€D38 KO.2 | Delétion :41 Nucléotides |

ADN - CAGTGGAGCGGTCCGGGCACCACCAAGCGCT%LTTCATCCTGAGATGAGG
Proténe . Q W & G P G T T K R F S § STOP

‘ Insertion : 4 Nucléotides
CD38 KO.3 and 4 .

1
ADN: CAGTGGAGCGGTCCGGGCACCACCAAGCGCTTTCCCGAGACCCTCCTGGCGGGCGCGATGCGTCAAGTACACTCGAAATTCATCCTGAGATGAGG
Protéine:Q W § G P G T T K R F P E T V L A G A M R Q V H STOP

CD33KO.5 Délétion - 6 Nuclolides Hmsemon 13 Nucléotides

Y
f 1

ADN - CAGTGGAGCGGTCCGGGCACCACCAAGCGCTTTCCCGAGACCGT I AAGCACATTTCCCCGATGCGTCAAGTACACTGAAATTCATCCT GAGAT
Poténe :Q W § G P G T T K R F P E T V K H I 5§ P M R Q ¥V HSTOPN S8 S STOP

CD33 KO.6 Délétion - 173 Nucléotides

ADN: CAGTGGAGCGG TGGCGGGTCAGCCGAGAGCCCGCCGGGTGGTGCTGAGTAGGGA
Protéine :Q W § G ¢ G S A E § P P G G A E STOP

Figure 44 : Recherche de protéines hypothétiques tronquées et potentiellement fonctionnelles
aprés genome editing dans les clones JOK-KO. Les séquences nucléotidiques obtenues ont été
converties en séquences d’acides aminés grace au logiciel ExPAsy. L’intégralité des nouvelles
séquences en AA « créées », seules ou juxtaposées a la séquence de 49 AA de CD38 située avant le
point de cassure, a été criblée grace au logiciel BLASTp. Aucun domaine fonctionnel n’a été détecté.
La premiere glutamine (Q) de chaque séquence présentée correspond a I’AA n°49.

L’analyse par Western Blot et cytométrie en flux des 6 clones JOK-KO a confirmé
I’absence d’expression de CD38 (cf Figure 45, A. et B.)
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Figure 45 : A. Expression de la protéine CD38 totale dans chacun des clones JOK-KO comparés au
mélange des 6 clones JOK-1 sauvages (WT). Un anticorps anti-GAPDH est utilisé comme témoin de
charge. B. Analyse par cytométrie en flux de I'expression de surface de CD38 dans chacun des
clones JOK-KO comparés au mélange des 6 clones JOK-1 sauvages (WT). en bleu : histogramme de
I'anticorps isotype, en rouge : histogramme de I'anticorps anti-CD38. La fluorescence est indiquée en
échelle logarithmique.

Nous sommes donc parvenus a produire un modele cellulaire HCL invalidé pour
I’expression de CD38 et enticrement validé. Afin de s’affranchir des biais diis aux différences
inter-clonales inhérentes au processus de génération des lignées, 1’ensemble des expériences
fonctionnelles qui suivront sur ce modéle JOK-WT / JOK-KO sera realise sur des cultures

constituées d’un mélange initial en proportion équivalente des 6 clones KO d’une part, et d’un
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méme mélange de 6 clones WT d’autre part.

d. Validation de ’absence d’effets « OFFE-Target »

Comme expliqué dans I’Annexe 7, les ZFNs sont concus afin de maximiser leur
spécificité d’action en évitant des coupures inappropriées sur des séquences d’ADN proches
de celle ciblée par les protéines a doigts de zinc. La sociétée Sigma Aldrich a ainsi congu les
ZFNs ciblant le géne CD38 pour qu’il n’existe pas moins de 8 différences (mismatches) entre
la sequence cible de CD38 et ces sequences proches (appelées OFF-Targets). Cette société
nous a fourni la liste des séquences OFF-Targets contenant le moins de mismatches. Afin de
valider totalement notre modele JOK-KO, nous avons analysé pour nos 6 clones JOK-KO les
4 séquences OFF-Targets présentant 8 ou 9 mismatches, par séquencage Sanger (cf. Annexe
9 pour leur localisation dans le génome humain et les séquences des amorces utilisées). Ainsi,
pour les 6 clones JOK-KO, aucune mutation par rapport aux clones JOK-WT n’a été décelée
au niveau de ces séquences OFF-Targets potentielles, prouvant la spécificité de I’action des
ZFNs et certifiant le lien de causalité entre 1’invalidation de CD38 et nos résultats d’études

fonctionnelles in vitro et in vivo.

e. Validation du KO du gene CD38 dans de potentiels clones

cellulaires HC-1

La méme technique de genome editing a été réalisée dans la lignée HC-1. Cependant,
nous avons rencontré des difficultés dans lors de 1’établissement, puis de la validation des
« clones » cellulaires HC-1-KO. En effet, cette lignée cellulaire présente la particularité
d’avoir une trés forte adhérence homotypique. Cette propension a adhérer a complique
I’isolement de cellules uniques, que ce soit par dilution limite ou méme avec le module
d’autocloning du trieur cellulaire FACSAria. Ainsi, il n’a pas été possible d’établir avec
certitude la présence d’une cellule générant un clone cellulaire unique dans les puits de
plaques 96-puits, par controle visuel aprés autocloning. De plus, cette lignée cellulaire croit
difficilement lorsqu’elle est isolée a I’état de clone. Nous n’avons ainsi pu obtenir que 3
lignées cellulaires potentiellement clonales (3 « clones »).

L’analyse par séquencage de ces 3 lignées cellulaires HC-1-KO dans la région du géne
CD38 ciblée par les ZFN nous a révelé une superposition de pics sur les profils
chromatographiques en électrophorese capillaire (cf. Figure 46). Ceci peut s’expliquer par :

- la présence de plusieurs clones invalidés dans le puits d’intérét
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- I’hétérozygotie du géne CD38

l!f!!;!}.’.,iul‘.ml.lxiimgxﬂl S,

Figure 46 : Exemple de chromatogramme d’électrophorése capillaire d’un potentiel clone HC-1-KO
(clone n°1). Le trait rouge indique le début de la séquence mutée par rapport a la séquence sauvage
du géne CD38. On observe une superposition de pics électrophorétiques a partir de ce nucléotide.

ACCACCAAGCGCTTTCCCGAG

= m——

Cependant, I’é¢tude des taux d’expression protéique par Western Blot et cytométrie en
flux dans ces 3 «clones » KO a montré une extinction totale de I’expression de CD38 (cf.
Figure 47, A. et B.). L’invalidation de CD38 est donc effective dans ces cellules, mais nous
ne pouvons écarter avec certitude la possibilité d’une nouvelle expression de la protéine au
cours de la culture, a partir d’un alléle du gene CD38 resté intact. Certaines des expériences
fonctionnelles réalisées sur la lignée JOK-KO seront réalisées sur ces cellules HC-1 KO.
L’expression de CD38 sera controlée par cytométrie en flux avant chaque expérience (de
méme que pour la lignée JOK-KO). Ces manipulations seront réalisées sur des cultures
formées d’un mélange dans les mémes proportions de ces 3 « clones » HC-1 KO, ainsi que
d’un mélange de 3 «clones» HC-1 WT. Nous devrons cependant garder a 1’esprit

I’imperfection de la validation de ce modele.

110



WT KO.1 KO.2 KO.3
CD38
GAPDH
B.
WT KO.1
1I[I‘ 1(|]= 165 1||:'l 1<|1z 163
KO.2 KO.3
:I.IIZF 1cI12 1(;* 1clr1 mlz 1&13

Figure 47 : A. Expression de la protéine CD38 totale dans les clones HC-1-KO comparés au mélange
de clones HC-1 sauvage (WT). Un anticorps anti-GAPDH est utilisé comme témoin de charge. B.
Analyse par cytométrie en flux de I’expression de surface de CD38 dans les clones HC-1-KO
comparés a la lignée HC-1 sauvage (WT). en bleu : histogramme de I'anticorps isotype, en rouge :
histogramme de I'anticorps anti-CD38. La fluorescence est indiquée en échelle logarithmique.

3. CD38 favorise la croissance des lignées cellulaires HCL in

Vitro

Nous avons tout d’abord cherché a savoir si CD38 ¢était capable de modifier la vitesse
de croissance des cultures cellulaires JOK-1 et HC-1 in vitro. Une cinétique effectuée sur 8
jours a montré une réduction significative de la croissance cellulaire de 21%, 32% et 36% aux
jours 4, 6 et 8, respectivement, dans la lignée « JOK-KO » comparée a la lignée « JOK-WT »
(cf. Figure 48, A.). La méme manipulation montre une différence de croissance entre les
lignées HC-1-WT et HC-1-KO plus faible, atteignant presque la significativité uniquement au
jour 8 avec une moyenne de 24% de cellules en moins pour la «lignée » HC-1-KO (cf.
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Figure 48, B.).

A.

Jour 0

Figure 48 : A. Cinétique de croissance
Jour2 des cellules JOK-KO comparée aux
cellules JOK-WT. Au jour O, les cellules
Jour 4 WT et KO sont inoculées en nombre
égal dans le milieu de culture et
Jour 6 comptées tous les 2 jours (cf. Matériel
et Méthodes p. 77). Les barres
Jour 8 représentent le pourcentage relatif de
- - - . ' cellules JOK-KO / JOK-WT a un temps

20 40 60 80 100 donné + I'écart-type. Les différences
Pourcentage relatif de cellules JOK-KO /JOK-WT sont significatives pour les jours 4, 6 et
8 (n=3; Paired t-test: p = 0,0257;

0,0342 et 0,0036, respectivement).

B. Cinétique de croissance des
cultures in vitro des cellules HC-1-KO
comparée aux cellules HC-1-WT. Au
jour 0, les cellules WT et KO sont
inoculées en nombre égal dans le
milieu de culture et comptées tous les
2 jours. Les barres représentent le
pourcentage relatif de cellules HC-1 KO
/ HC-1 WT a un temps donné + I'écart-
type. (n=3; Paired t-test: p = 0,2034;
0,1536 et 0,0620, respectivement).

Jour 0

Jour 2

Jour 4

Jour 6

Jour 8

T T T T T 1
20 40 60 20 100 120

Pourcentage relatif de
cellules HC-1-KO /HC-1-WT

4. CD38 ne modifie pas la prolifération des cellules HCL in

Vitro

La croissance cellulaire est une balance entre la capacité des cellules a proliférer et a
survivre dans le milieu. CD38 a été décrit comme favorisant la prolifération des cellules B
lymphoides matures, et I’inhibant chez les précurseurs B lymphoides [160], [162], [163],
[167]. Nous avons donc étudié les propriétés prolifératives des cellules JOK-1 et HC-1
invalidées ou non pour I’expression de CD38, grace a I’incorporation de I’EAU. Nous
n’observons aucune différence dans le nombre de cellules JOK-WT ou JOK-KO proliférantes
(environ 60%) (cf. Figure 49).
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Figure 49 : Prolifération in vitro des cellules
JOK-KO comparée a celle des cellules JOK-
WT. Le pourcentage de cellules en phase S
du cycle cellulaire est déterminé par
I'incorporation de I'EdU (cf. Matériel et
Méthodes p. 76). Les barres représentent
le pourcentage de cellules en phase S *
I'écart-type. (n=3 ; Paired t-test : p= 0,157).

60+ e —

40 4
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20

Pourcentage de cellules

JOK-WT JOK-KO

Une expérience identique précédée d’une stimulation par 200 ng/mL de LPS
(LipoPolySaccharide) ou par 50 pg/mL d’IgM, afin de stimuler la prolifération des cellules
par induction des voies de signalisation du BCR, n’a pas non plus montré de différence entre

les lignées JOK-WT et JOK-KO (données non montrées).

5. CD38 favorise la survie des cellules HCL

CD38 a egalement été décrit comme favorisant 1’apoptose des lymphocytes B
immatures et la survie des lymphocytes B matures [160], [162], [163], [167]. Nous avons
donc étudié son influence sur la mort cellulaire dans nos modeéles cellulaires KO pour ce géne.
Ainsi, ’expression de CD38 favorise la survie des cellules JOK-1 en culture, des 48 h et de
maniére significative aprés 72 h (cf. Figure 50, A.). De plus, ces observations sont confirmées
dans le modele HC-1-WT/HC-1-KO, ou I’expression de CD38 augmente significativement la
proportion de cellules A+/IP+ a 72 h (cf. Figure 50, B.).
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Apres induction de 1’apoptose par I’IFN-a ou le TNF- o, nous n’avons observé aucune

différence de survie cellulaire entre les conditions WT et KO (données non montreées).

6. CD38 ne modifie pas les flux calciques intracellulaires

dans les cellules HCL

CD38 étant une ectoenzyme synthétisant des métabolites inducteurs de flux calciques,
nous avons donc étudié si la modulation de son expression pouvait étre associee a une
perturbation des flux calciques intracellulaires dans I’HCL. Cette hypothese nous semblait
intéressante dans le contexte de cette pathologie ou ces flux calciques sont exacerbés, ce qui
favorise la survie des cellules [86]. Nous avons ainsi mesuré les taux de calcium par
cytométrie en flux grace au marqueur fluorescent ratiométrique Indo-1. Les cellules JOK-WT
et JOK-KO présentent un niveau basal de flux calciques sensiblement le méme (cf. Figure
51). L’ajout de NAD (substrat de CD38) dans le milieu n’a pas modifié I’intensité des flux
calciques dans les 2 « lignées » cellulaires, sur des temps d’incubation courts (cf. Figure 52)

ou longs allant jusqu’a 4 h (données non montrées). Les cellules répondent cependant a
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I’induction des flux calciques, comme I’atteste la forte augmentation de ces flux par 1’ajout de
ionomycine dans le milieu (cf. Figure 59). Ces expériences ont été renouvelées dans le

modeéle HC-1 WT / HC-1 KO, avec des résultats identiques (données non montrées).
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Figure 52 : Induction des flux calciques intracellulaires dans les « lignées » JOK-WT et JOK-KO. Les
cellules préalablement incubées avec I'Indo-1 sont analysées au cytometre pendant 3 min pour
établir la ligne de base. 100 uM de NAD sont ensuite ajoutés au milieu et I'acquisition est poursuivie
pendant 10 min. Afin de vérifier la sensibilité des cellules a I'induction de flux calcique, de la
ionomycine (0,5 uM finale) est ajoutée au méme mélange de cellules comme témoin positif. Les
fleches noires indiquent I'ajout d’un réactif. Le temps n’est pas indiqué en secondes mais selon une
unité arbitraire propre au logiciel d’analyse.
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7. CD38 favorise I’adhérence a I’endothélium in vitro

Par ses interactions avec son récepteur-ligand CD31, la protéine CD38 a été décrite
comme une molécule d’adhérence aux cellules endothéliales, exprimant CD31 a leur surface.
Son implication dans 1’adhérence a I’endothélium des lymphocytes T et des cellules de LLC a
été prouvée précédemment [222], [245]. De plus, la surexpression de RhoH dans la lignée
JOK-1 a conduit a une diminution des capacités adhésives des cellules qui pourrait étre due en
partie a la répression de CD38 induite dans ces conditions [110].

Nous avons donc voulu déterminer si CD38 pouvait jouer un role dans I’adhérence des
tricholeucocytes a 1’endothélium, phénoméne essentiel a la dissémination des cellules
leucémiques dans 1’organisme. Les cellules JOK-WT et JOK-KO ont été mises en contact de
tapis cellulaires confluents de la lignée d’endothélium microvasculaire HMEC-1, activée ou
non par le LPS. Nous avons ainsi observé une diminution de I’adhérence hétérotypique de
34% sur les tapis cellulaires endothéliaux HMEC-1 non activés et de 39% sur les tapis

cellulaires HMEC-1 activés, lorsque 1’expression de CD38 est annihilée (cf. Figure 53).

Figure 53 : Adhérence a I'endothélium
des cellules JOK-WT et JOK-KO. Apres
avoir incorporé la fluorescence par
T incubation avec le BCECF-AM, les
cellules sont mises en contact de tapis
1 cellulaires endothéliaux HMEC-1 a
5= confluence, pendant une heure a I'étuve
en plaque 96 puits. Les puits sont lavés
et la fluorescence a 535 nm est mesurée
(cf. Matériel et Méthodes p. 75). Les
barres représentent la moyenne du
nombre de cellules ayant adhéré a ces

Nombre de cellules
adhérentes (x1000)

JOK-WT Jok-ko JOk-WT JOK-Ko tapis endothéliaux * I'écart-type. (n=4;
HMEC-1 HMEC-1 Paired t-test : p = 0,0332 et 0,0126 pour
Non Activée Activée les cellules non activées et activées,

respectivement). Données produites
avec la collaboration de Sylvie Galiegue-
Zouitina.

L’adhérence au stroma médullaire pouvant étre une cause de la forte propension des
cellules HCL a rester ancrées a leur niche meédullaire, pouvant potentiellement y entretenir
une MRD (cf. Introduction p.11 a 13), la question de I’éventuelle implication de CD38 dans
I’adhérence aux cellules stromales médullaires semble également étre d’un intérét majeur.
Nous avons donc réiteré les expériences precédentes sur des tapis cellulaires de la lignée de
stroma meédullaire humain HS-5. Bien que I’adhérence des cellules JOK-1 aux tapis de

cellules stromales soit supérieure (en valeur absolue) a celle observée sur tapis cellulaires
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endothéliaux, CD38 ne semble pas modifier de maniére significative 1’adhérence des cellules
de notre modéle JOK-1 +/- CD38 au stroma medullaire in vitro (cf. Figure 54). Ceci pourrait
s’expliquer par une expression de CD31 nulle dans la lignée HS-5 alors que la lignée HMEC-

1 ’exprime de maniere notable (cf. Figure 55).

20+

Figure 54: Adhérence au stroma
medullaire des cellules JOK-WT et JOK-
KO. Les cellules sont mises en contact
de tapis de cellules stromales HS-5
T confluents, pendant une heure a I'étuve

en plaque 96 puits. Les puits sont lavés
et la fluorescence a 535 nm est mesurée
(cf Matériel et Méthodes p. 75). Les
barres représentent la moyenne du
nombre de cellules ayant adhéré =
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Figure 55 : Analyse par cytométrie en flux de I'expression de surface de CD31 dans les lignées
cellulaires HMEC-1 et HS-5. en bleu : histogramme de I'anticorps isotype, en rouge : histogramme de
I'anticorps anti-CD31. La fluorescence est indiquée en échelle logarithmique.

8. CD38 module la migration transendothéliale in vitro

Si I’adhérence des cellules a I’endothélium constitue la premiére étape nécessaire a la
dissémination des cellules leucémiques dans la circulation sanguine, la seconde étape cruciale
est ’extravasation des cellules a travers la paroi de cellules endothéliales. Nous avons voulu
évaluer I’impact de CD38 sur cette migration transendothéliale dans notre modele JOK-
WT/JOK-KO. En effet, la reconstitution de I’expression de RhoH dans la lignée JOK-1 a
conduit a une diminution du potentiel de migration trans-endothéliale de ces cellules [110].

Les cellules JOK-WT et JOK-KO ont été mises en contact avec des tapis cellulaires
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endothéliaux HMEC-1 générés en chambre de migration (« Transwells »), puis laissées
adhérer pendant 8h et ensuite migrer durant 16h vers le compartiment inférieur des chambres,
avant numeération des cellules ayant migré a travers les tapis endothéliaux. Nous avons alors
observé que les cellules JOK-WT migraient moins a travers les tapis endothéliaux que les

cellules JOK-KO (cf. Figure 56).

Figure 56 : Migration

transendothéliale des cellules JOK-WT
20 - et JOK-KO. Les cellules sont mises en
contact de tapis de cellules
endothéliales HMEC-1 confluents
activés ou non par le LPS, puis incubées
a 37°C pendant 8 h (adhérence) et
ensuite pendant 16 h (migration). Les
cellules sont comptées dans les
chambres migratoires (compartiments
inférieurs) (cf. Matériel et Méthodes p.
75-76). Les barres représentent la
moyenne du nombre de cellules ayant
migré a travers les tapis cellulaires
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HMEC-1 HMEC-1 Paired t-test : p = 0,0011 et 0,0108
Non Activée Activée pour les cellules HMEC-1 non activées

et activées, respectivement). Données
produites avec la collaboration de
Sylvie Galiegue-Zouitina.

9. CD38 favorise la progression tumorale in vivo

Les résultats précédents nous ont montré que CD38 est capable de promouvoir la
croissance des cellules leucémiques HCL, en augmentant leur résistance a 1’apoptose, et
favorise leur adhérence a 1’endothélium in vitro. Ces résultats suggerent un réle potentiel de
CD38 dans la progression de la pathologie in vivo. Nous avons donc poursuivi notre étude en
réalisant des xénogreffes de cellules JOK-WT et JOK-KO dans un modéle murin
immunodéficient NSG (NOD-SCID Gamma). Les premiéeres expériences ont été réalisées par
injection intrapéritonéale des cellules et montraient une tendance au développement de
tumeurs de taille plus faible dans la cavité péritonéale lors de 1’injection des cellules JOK-KO
que celles obtenues lors de I’injection des cellules JOK-WT (cf. Figure 57, A.). Cependant,
ces résultats n’aboutissaient pas a une différence significative entre les deux conditions. Ceci
pouvait étre di a la mauvaise encapsulation des tumeurs, aboutissant a une délimitation
difficile de celles-ci lors des dissections; d’autre part nous avons parfois constaté un
développement de plusieurs tumeurs adjacentes et difficilement séparables des organes (cf.
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Figure 57, B.). Tout ceci a abouti finalement a un biais et a une disparité dans 1’analyse

pondérale de ces tumeurs.
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Figure 57 : Développement de tumeurs in vivo suite a des xénogreffes par injection
intrapéritonéale des cellules JOK-WT et JOK-KO chez la souris NSG. Les injections intrapéritonéales
de 10.10° cellules ont été réalisées chez des souris males et femelles agées de 6 a 8 semaines. Aprés
4 semaines, les souris ont été sacrifiées et les tumeurs disséquées et pesées. A. Diagramme des
poids des tumeurs. Chaque tumeur est représentée par un carré (6 souris « WT » et 7 souris « KO »).
Les lignes horizontales en pointillés représentent la moyenne des mesures et les barres verticales
représentent I'écart-type. (Unpaired t-test : p = 0.0734). B : Exemples de photographies de tumeurs.
On remarque les formes irrégulieres mal encapsulées ou plusieurs tumeurs issues d’une seule
injection témoignant d’un défaut d’encapsulation. Données produites avec la collaboration de Soizic
Guihard.

Afin de résoudre ce probléeme de dispersion des résultats nous empéchant de conclure,
nous avons réalisé des injections sous-cutanées des cellules JOK-WT ou JOK-KO dans le
méme modele murin. Les tumeurs issues des cellules JOK-WT ont alors également montré
une taille et un poids supérieurs a celles issues des cellules JOK-KO (cf. Figure 58, A.). Leur
différence de croissance des tumeurs est ici significative, certainement du fait d’une meilleure
encapsulation de ces tumeurs sous la peau, celles-ci présentant ainsi une forme ellipsoide plus

réguliere (cf. Figure 58, B.).
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Figure 58 : Développement de tumeurs in vivo suite a des xénogreffes par injection sous cutanée
des cellules JOK-WT et JOK-KO chez la souris NSG. Les injections sous-cutanées de 5.10° cellules ont
été réalisées chez des souris males et femelles agées de 6 a 8 semaines. Aprés 4 semaines, les souris
sont sacrifiées et les tumeurs sont disséquées et pesées. A. Diagramme des volumes et poids des
tumeurs. Chaque tumeur est représentée par un carré (8 souris « WT » et 7 souris « KO »). Les lignes
horizontales en pointillés représentent la moyenne des mesures et les barres verticales représentent
I'écart-type. (Unpaired t-test: p = 0.0525 et p = 0.0273 pour les volumes et les poids,
respectivement). B. Exemples de photographies de tumeurs. Les tumeurs sont ici monolobées et de
forme plus réguliere. Données produites avec la collaboration de Soizic Guihard.

Les cellules de certaines tumeurs ont été analysées par cytométrie en flux apres leur
dissection, afin de confirmer I’absence de cellules murines pouvant biaiser nos résultats. Elles
ont été marquées par des anticorps anti-CD45 humain et murin (afin de faire la distinction
entre les cellules tumorales humaines et les cellules de la souris hote), et également par un
anticorps anti-CD19 humain. La proportion de cellules humaines au sein des tumeurs a
toujours été supérieure a 98% dans nos échantillons, prouvant I’absence de contamination de

nos prélévements.
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES

La leucémie a tricholeucocytes est une hémopathie maligne pour laquelle I’arsenal
thérapeutique de premiere ligne est particulierement efficace. En effet, ’utilisation des
analogues de purines (pentostatine et cladribine) dés le début des années 1990 a révolutionné
le traitement de cette leucémie, en atteignant des taux de rémission complete de 1’ordre de
95%. Cet état de fait place ’HCL parmi les cancers les mieux traités, mais en fait également
un modele intéressant pour étudier un mécanisme biologique encore méconnu : la récidive. En
effet, malgré ’efficacité des traitements par analogue de purines, une fraction importante des
patients rechutera (48% des patients contracteront une récidive dont I’incidence augmentera
avec le temps) [34]. La recherche se concentre désormais sur la mise au point de thérapies
ciblées (inhibiteurs de BRAF V600E, de Mekl, de Btk, anticorps monoclonaux ciblant le
CD20...) visant a éradiquer les derniéres cellules leucémiques ou a traiter les patientS
réfractaires aux traitements de référence [2]. Cependant, des patients montrent déja des
résistances pour ces thérapies innovantes et 1’effort de recherche de nouvelles thérapies doit

étre maintenu [57].

Ce travail doctoral visait a mieux comprendre le réle fonctionnel de la protéine RhoH,
sous-exprimée dans I’HCL et contrecarrant la progression de cette leucémie [110]. Pour se
faire, nous nous sommes intéressés a une protéine réprimée par RhoH dans la
tricholeucocytose, CD38, dont nous avons étudié la régulation par RhoH ainsi que son impact
fonctionnel sur le développement de la leucémie.

La protéine CD38 est déja connue pour étre un acteur clef du développement
lymphocytaire B. A la fois un récepteur de surface, une ectoenzyme et une molécule
d’adhérence, elle participe aux phénoméenes d’apoptose et d’arrét de prolifération des
précurseurs B nécessaires a leur sélection et leur différenciation ainsi qu’a la survie et la
prolifération des lymphocytes B matures, permettant leur expansion clonale lors de la réponse
a I’antigéne [159], [162], [163]. CD38 est également important pour la migration de ces
cellules B [180]-[182]. De plus, son implication dans la progression de la LLC ainsi que
I’activité thérapeutique des anticorps monoclonaux le ciblant dans le traitement du myelome
multiple suggérent la question de son role dans d’autres leucémies des lymphocytes B
différenciés. Ce role prépondérant dans la lymphopoiese et la leucémogénése B en font un

objet d’étude intéressant dans I’HCL, car inexploré dans cette leucémie B.
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1. Etude de la régulation de I’expression du géne CD38 par
RhoH

L’étude de la régulation transcriptionnelle du géne CD38 a été peu décrite dans les
lymphocytes B. Seules quelques équipes se sont intéressées aux éléments cis présents au
début de I’intron 1 de ce geéne. Cependant, les nombreux sites de fixation de facteurs de
transcription de la partie 5’ génomique proximale du géne CD38, démontrés comme actifs
dans d’autres mod¢les, n’ont jamais été étudiés dans ces cellules. Ce manque de connaissance
sur la régulation de I’expression d’une protéine essentielle au développement des
lymphocytes B ajoute de I’intérét a nos travaux, du point de vue de la recherche
fondamentale.

De plus, I’étude des mécanismes de régulation de CD38 par RhoH visait a étendre la
liste des effets de cette petite protéine G dans I’HCL, afin de dégager de nouvelles cibles

thérapeutiques potentielles liées a ses effets onco-protecteurs.

La premiére partie de notre travail a consist¢ en 1’étude de ces mécanismes de
régulation. Nous avons confirmé les données transcriptomiques montrant cette répression de
CD38 par RhoH au niveau des ARNm et de la protéine CD38. L’étude de 1’activité promotrice
du gene CD38 dans notre modéle JOK-E/JOK-R n’a pas révélé de différence significative
selon la surexpression ou non de RhoH. Cependant, dans ce modéle, une stimulation par
I’ ATRA augmente 1’expression de CD38, contrecarrant ainsi sa répression par RhoH. L”ATRA
permet donc de lever partiellement 1’inhibition de 1’expression de CD38 par RhoH, cette
expression atteignant son niveau « maximal » dans la lignée JOK-R. Le récepteur nucléaire
RAR-a ne semble donc pas activé de maniere constitutive dans la lignée JOK-1 mais son
action sur ’activité promotrice de CD38 est indépendante de RhoH. Nos expériences ont
cependant montré une forte activité de la construction S dans notre modéle d’HCL et mis en
évidence que la présence des éléments de régulation du début de I’intron 1 (dont 1’élément
RARE) n’était pas suffisante a I’induction d’une activité promotrice significative. Ceci laisse
présager la présence d’une région promotrice activatrice minimale dans les 1300 premiers

nucléotides de la partie 5° génomique du géne CD38.

En paralléle de notre hypothése initiale d’une régulation transcriptionnelle de CD38 par
RhoH, nous avons envisagé 1’implication de phénomenes post-transcriptionnels, cette

hypothese étant plausible d’apres les données de la littérature [142], [143] et apres Vérification
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de la présence d’éléments cis dans la partie 3’UTR de I’ARNm CD38. La stabilité des ARNm
CD38 semble étre diminuée par la protéine RhoH, cependant ceci reste a discuter : en effet,
I’étude de la stabilité des ARNm par g-RT-PCR n’est pas la meilleure méthode et nos résultats
manguaient de puissance statistique. De plus, nous n’avons pas réussi a déterminer si ’action
d’un miR ou d’une protéine se liant aux ARNm CD38 pouvait étre a 1’origine de ce

phénomeéne.

Un effort supplémentaire devrait étre fait afin de réaliser la mise au point de la
technique de run-off et de trancher sur la question d’une régulation transcriptionnelle ou post-
transcriptionnelle de CD38 par RhoH dans ce modéle d’HCL. La possibilité d’une
intervention de phénomenes « a longue distance » dus a la liaison de facteurs de transcription
sur ’ADN peut également étre envisagée. Ces mécanismes «a longue distance » (Long
Range Interactions) ont licu lorsque la fixation d’un facteur de transcription sur I’ADN induit
un réarrangement de la structure de la chromatine et un repliement de I’ADN par interaction
avec une autre protéine de remodelage de la chromatine, rapprochant des zones du génome
normalement trés eloignées. Ainsi, Smadl ou d’autres facteurs de transcription modulés par
RhoH (selon les données du transcriptome) tels Sox4 pourraient participer a ces phénomeénes
« a longue distance ». De plus, TAF2 (géne codant une protéine du complexe de la RNA pol
I1) serait réprimé d’un facteur 1,63 par RhoH d’aprés les données du transcriptome, et les
membres de la famille TAF sont impliqués dans ces Long Range Interactions [246]. Dans ce
cas de figure, la transfection transitoire de nos constructions plasmidiques du promoteur de
CD38 ne peut pas nous permettre de détecter ces interactions, car I’ADN exogéne n’est pas
intégré a la chromatine. Pour pouvoir les étudier, une transfection stable de ces constructions
plasmidiques serait necessaire, ainsi que 1’utilisation de nouvelles techniques [PCR

conformationnelle 3C (Chromosome Conformation Capture)...] [247].

L’analyse des données du transcriptome nous a conduit a considérer la surexpression du
gene SMADL1 dans la lignée JOK-R, concomittante a la répression du géne CD38, les deux
phénomenes étant du méme ordre de grandeur. Une analyse bioinformatique a montré la
présence de SBE sur le promoteur de CD38, renforgant la possibilité d’une régulation de
I’expression de CD38 par RhoH via la protéine Smadl. La surexpression de Smadl par
transfection transitoire dans la lignée JOK-1 n’a pas induit de modulation des taux
d’expression des ARNm CD38, or une diminution notable de I’activité de son promoteur a été

observée. Cette absence de lien entre activité promotrice et taux de transcrits pourrait étre due
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a la transfection transitoire, 1’expression de Smad1 étant induite fortement, mais sur un temps
tres court. On a ainsi une perte de la majorité des plasmides transfectés 48 h apres
transfection. Cette forte induction d’expression du facteur Smadl pourrait permettre
d’observer des phénoménes précoces dans la transcription (telle la fixation de Smad1l suivie
d’une variation de production de la luciférase) mais pas des phénomeénes plus tardifs (comme
la diminution des transcrits CD38 totaux, résultant d’un équilibre entre néobiosynthése et
dégradation des ARNm). Cette hypothése est d’ailleurs confortée par la grande stabilité des
ARNm CD38, pouvant masquer les effets de la répression de la transcription : suite a la
surexpression transitoire de Smadl, le taux d’ARNm CD38 resterait ainsi inchangé pendant
une longue période de temps.

L’étude de la fixation effective de Smadl in cellulo sur les SBE potentiels du promoteur
de CD38 par ChIP (Chromatin ImmunoPrecipitation) nous permettrait d’avancer sur cette
question. De plus, la transfection stable du vecteur d’expression de Smadl dans la lignée
JOK-1 conduirait a une expression continue dans le temps permettant peut-étre de visualiser

la diminution des transcrits CD38.
Nos résultats restent cependant lacunaires et une étude plus approfondie de ce

mécanisme de régulation serait nécessaire. Elle pourrait aboutir a la découverte de nouvelles

cibles thérapeutiques d’intérét dans I’HCL.

2. CD38 favorise la progression tumorale de PHCL

La seconde partie de notre étude visait a étudier I’impact fonctionnel de la protéine
CD38 dans I’HCL. Cette ¢tude s’inscrit dans le cadre plus large de la compréhension des
effets de RhoH dans cette pathologie. RhoH est sous-exprimée dans cette leucemie, et la
reconstitution de son expression dans le modele cellulaire JOK-1 a conduit a une diminution
de la croissance cellulaire, des propriétés adhésives et migratoires in vitro ainsi qu’a une
diminution de la progression tumorale in vivo. La forte diminution d’expression de CD38

induite par RhoH nous a donc laissé penser a un réle actif de CD38 dans la pathologie.

Nous avons tout d’abord observé une hétérogénéité d’expression de CD38 dans un
panel de lignées cellulaires HCL. Cette hétérogénéité est en accord avec le taux d’expression
observé par une étude suédoise [227] et tout réecemment par nos collaborateurs, la proportion
de patients HCL exprimant CD38 étant de 1’ordre de 1/3 dans une série de 43 patients HCL
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(données produites par le Pr Xavier Troussard) [248].

Nous avons par la suite produit des modeéles cellulaires HCL KO pour 1’expression du
gene CD38 grace a une technique de genome editing et validés pour cette délétion. Cet outil
nous a tout d’abord permis de montrer que CD38 gouvernait la croissance cellulaire. En
comparant ces données a celles obtenues suite a la surexpression de RhoH dans ces mémes
cellules [110], on remarque dans 1’étude de 2008 une différence de croissance plus marquee
entre cellules surexprimant RhoH (JOK-R) ou non (JOK-E) qu’entre cellules JOK-1 KO pour
CD38 et cellules sauvages (WT) dans nore étude. On peut en déduire que CD38 participe au
phénoméne de diminution de croissance induit par RhoH, mais que d’autres protéines
modulées par celle-ci sont certainement impliquées. Ainsi, 1’observation des données du
transcriptome nous montre que certains genes liés a la prolifération ou a 1’apoptose sont
modulés par RhoH, ce qui pourrait expliquer cette différence de croissance (cf. Annexe 10).
Par exemple, concernant les phénomeénes de prolifération, le géne GAS7, codant une protéine
favorisant un arrét du cycle cellulaire [249], est surexprimé d’un facteur 5,4 dans la lignée
JOK-R. Smad1l a quant a lui été décrit comme régulateur négatif de la prolifération cellulaire
neuronale [250]. De plus, le géne codant le régulateur transcriptionnel Meis1 est réprimé d’un
facteur 1,6 dans la lignée JOK-R. Cette protéine est connue pour promouvoir la prolifération
des cellules de LAM, en potentialisant 1’effet leucémogéne du facteur de transcription HoxA9
[251]. Le géne CSF1R, codant le récepteur au CSF (macrophage Colony-Stimulating Factor)
est lui aussi réprimé, d’un facteur 3. Ce récepteur favorise la multiplication des cellules
myéloides et de cancer du sein [252], [253]. Concernant les voies d’apoptose, le géne HRK,
codant I’activateur d’apoptose Harakiri [254], est lui surexprimé d’un facteur 2,1. Enfin, celui
codant la protéine BMF (Bcl-2 Modifying Factor) est surexprimé d’un facteur 1,5. BMF, en
s’associant avec le facteur anti-apoptotique Bcl-2, I’inactive et induit I’apoptose [255].

CD38 promeut la survie des cellules leucémiques HCL mais pas leur prolifération. Cette
observation est cohérente au vu du réle de CD38 dans les lymphocytes B matures. L’absence
de modulation des propriétés prolifératives selon la présence ou non de CD38 pourrait
s’expliquer par I’induction de voies de signalisation particulieres dans le contexte de 'HCL.
Nous avons tenté d’éclaircir ce point par 1’étude des voies de signalisation liées aux
corécepteurs de CD38 (BCR) et aux voies d’apoptose (caspases, apoptose mitochondriale,
récepteurs RIP...). Cependant, la faible différence d’apoptose observée ne nous a pas permis
de voir de différences au niveau des expressions des protéines de ces différentes voies (étude

par Western Blot, données non montrées). Une induction de ces voies de signalisation par
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stimulation de CD38 grace au CD31 ou un anticorps agoniste serait nécessaire.

La voie calcique semble importante dans le développement de I’HCL, car les flux
calciques participent a la survie des cellules HCL [86]. Cependant, dans notre modele,
I’invalidation de CD38 ne modifie pas ces flux calciques. L’impact de CD38 sur la survie
cellulaire semblerait donc plus 1ié a son activité réceptrice qu’a son role d’ectoenzyme. Ceci
est en rapport avec les données de la littérature présentant cette activité réceptrice comme
plutbt liée aux phénomenes de survie et de prolifération, tandis que I’activité NAD-
glycohydrolase influe plus généralement sur les phénomeénes de migration des cellules [167].
Il serait cependant intéressant de mesurer si une modification de production du principal
métabolite inducteur de flux calciques, I’ADPRc est observable lorsque CD38 est absent.
Nous avions pour projet de mettre au point un tel test enzymatique au laboratoire, d’apres les
travaux de Graeff et al [256]. Nous aurions pu ainsi déterminer si 1’absence de variation des
flux calciques dans le modéle JOK-KO / JOK-WT était due a une expression basale

insuffisante de CD38 ou a une absence d’activité enzymatique de CD38 dans ce mode¢le.

Nous avons montré que CD38 favorisait 1’adhérence de la lignée cellulaire JOK-1 a
I’endothélium. Cependant, ici encore, la variation de ces propriétés d’adhérence est plus faible
lors du KO de CD38 que lorsque RhoH est surexprimée dans I’HCL [110]. La répression de
CD38 n’explique donc que partiellement la diminution d’adhérence a 1I’endothélium induite
par RhoH. Ainsi, le transcriptome montre la modulation de génes de molécules d’adhérence.
Par exemple, le géne NRXN3 codant la Neurexine-3, une protéine de surface participant a
I’adhérence des cellules neuronales [257], est réprimée d’un facteur 4. De méme,
I’expression du géne codant I’intégrine B7 est diminuée d’un facteur 2,1 dans la lignée JOK-
R. L’ensemble de ces génes constituent autant de cibles de RhoH pouvant participer a ce
phénomeéne de perte d’adhérence cellulaire.

CD38 ne semble pas impacter I’adhérence aux cellules stromales mais ceci peut étre
expliqué par 1’absence d’expression de CD31 par la lignée HS-5, ce dernier étant le principal
partenaire d’interaction des cellules stromales avec CD38 [222]. Nos expériences ont montré
une plus forte adhérence (d’un facteur 2) des cellules HCL aux cellules stromales qu’aux
cellules endothéliales. Cet etat de fait est particulierement intéressant a observer dans I’HCL,
ou les cellules restent ancrées a la niche médullaire protectrice qui prodigue un environnement
favorable a leur persistance et au maintien d’'une MRD aprés traitement. Etudier I’impact des

interactions CD38/CD31 entre les cellules HCL et stromales, en renouvelant nos expériences
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avec une lignée HS-5 présentant une expression ectopique de CD31 ou en utilisant d’autres
cellules stromales exprimant CD31, se révélerait d’une grande utilité dans la compréhension

de ces mécanismes de résistance liés au microenvironnement médullaire.

Nos expériences de migration transendothéliale ont montré que CD38 diminuait la
propension des cellules JOK-1 a migrer & travers I’endothélium microvasculaire. Cette
observation peut sembler contradictoire avec les résultats observes aprés la surexpression de
RhoH qui diminue cette capacité migratoire dans ce modele [110]. Dans le cancer, les
phénoménes d’adhérence et de migration sont liés dans un contexte dynamique et
chronologique afin de permettre la migration des cellules nécessaire & la métastase. Les
molécules jouant sur 1’un et I’autre de ces deux phénomenes sont différentes et 1’adhérence
provoque des interactions d’intégrines favorisant I’expression d’autres protéines qui sont,
elles, impliquées dans la migration. Ainsi, certaines intégrines, les sélectines (P- et E-
sélectines) et des membres de la super famille des immunoglobulines participent aux
phénomeénes d’adhérence tandis que d’autres intégrines (CD49d/e) et les métalloprotéases
sont impliquées directement dans les phénomenes de migration [258]-[260]. Or CD38 est
connu pour étre une molécule d’adhérence, établissant des interactions de type sélectine, mais
n’est pas une intégrine facilitant a elle seule la migration. Il est alors logique que 1’étude de la
migration transendothéliale menée dans un contexte ou seul CD38 est modulé conduise,
quand il est exprimé, a favoriser la rétention des cellules sur le tapis endothélial. Ceci aboutit
finalement a une diminution du nombre de cellules ayant migré. Dans le cas de la
surexpression de RhoH, la répression de CD38 participe a la diminution de 1’adhérence a
I’endothélium, et la répression d’autres intégrines étant réprimées par RhoH (tel le CD11c
[63], [110]) atténue la migration transendothéliale.

Notons que Gallay et al ont démontré, dans la LAM, qu’un excés de CD38 favorise
I’ancrage a la moelle osseuse alors que I’excés de CD31 favorise la migration
transendothéliale [202]. CD38 a eté decrit comme capable d’augmenter 1’expression de
métalloprotéases et la réponse aux cytokines et in fine, de favoriser la migration des
leucocytes, par induction de sa signalisation apres interaction avec CD31 [225], [261]. Des
interactions in vitro sur des temps longs (5 jours) entre des cellules de LLC CD38" et des
fibroblastes murins CD31" activent une signature génétique favorisant la migration [223].
Dans nos expériences dans I’HCL, les temps d’incubation (16 h) utilisés sont peut-étretrop
courts pour permettre I’induction suffisante de I’expression de ces génes et, a forciori, des

protéines nécessaires a la migration transendothéliale. Ceci pourrait expliquer 1’effet plutét
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antagoniste de CD38 sur les phénoménes migratoires observés dans nos conditions

expérimentales.

CD38 étant capable de se lier au hyraluronate (HA), étudier son réle dans la propension
des cellules HCL a adhérer a la niche médullaire serait également d’un grand intérét. En effet,
la moelle osseuse est particulierement riche en HA [38]. L’expression de CD38 chez certains
patients pourrait ainsi favoriser 1’ancrage des cellules leucémiques a cette niche medullaire et
donc ’EMDR. Afin d’étudier ce phénomene, des expériences d’adhérence cellulaire in vitro,
utilisant nos modéles KO CD38 et des matrices contenant du HA (ex : Glycosyl®, développé
par la société ESI Bio®), pourraient étre envisagées.

CD38 est un acteur important dans le développement d’une autre hémopathie maligne B
ayant des caractéristiques communes avec I’HCL: la LLC. En effet, ces deux leucémies
montrent une prolifération de lymphocytes B a un stade de différenciation avancé. Elles
peuvent toutes les deux avoir une évolution passant d’indolente a agressive. Elles possédent
toutes les deux des profils d’expression génique les apparentant aux lymphocytes B mémoires
[8], [9]. Elles partagent également des similitudes vis-a-vis de CD38. Environ 1/3 des patients
de ces deux pathologies expriment CD38 (la limite de positivité étant fixée a 30% de cellules
CD38%) [218], [227], [248]. Cette protéine participe a la survie et a I’adhérence a
I’endothélium des cellules de ces deux leucémies [219], [220], [223], [245].

Cependant, les effets de CD38 dans la LLC sur les interactions des cellules tumorales
leucémiques avec le microenvironnement tumoral peuvent-ils étre raisonnablement extrapolés
a ’HCL ? L’étude de ce role de CD38 sur le microenvironnement des cellules HCL mérite-t-il
d’étre investigué ? Tout porte a croire que ce serait le cas. Ce sujet serait d’un intérét majeur
dans la compréhension des mécanismes de persistance des cellules HCL, tant la question du
role du microenvironnement montrent des similitudes avec la LLC, pour laquelle la
communauteé scientifique partage actuellement un engouement.

En effet, CD38 agit de maniére synergique avec d’autres molécules réceptrices
participant a la migration et au « nichage » des cellules dans des sites permissifs préférentiels.
Ainsi, CD38 favorise la migration des cellules de LLC induite par le CXCL12 en augmentant
la phosphorylation de Erk1/2 lorsque le CXCR4 est stimulé par le CXCL12 [225]. Ce
phénomeéne pourrait étre important dans les mécanismes d’EMDR dans I’HCL, ou les
interactions CXCL12-CXCR4 sont prépondérantes (cf. Figure 4). L’axe CD38/PC-
1/CD73/ADO présente egalement un intérét particulier dans le contexte de ’'HCL, ou I’ADO
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pourrait induire une immunosuppression permettant aux cellules responsables d’une maladie
résiduelle de subsister (cf. Figure 15) [210]. L’ADO est également capable d’induire la
fibrose de la moelle osseuse, caractéristique importante de I’HCL et favorisant la rétention des
cellules a la niche médullaire [209]. CD38 semble donc un acteur important dans les
interactions des cellules leucémiques avec leur microenvironnement. De plus, les cellules de
LLC circulantes présentent une résistance a 1’apoptose a laquelle CD38 participe, mais ne
proliferent pas en réponse a sa stimulation, alors que les cellules présentes dans les niches
ganglionnaires proliférent mais ne résistent pas a 1’apoptose lorsque CD38 est activé [248].
Ces dernieres observations pourraient permettre d’ailleurs d’expliquer nos résultats de
protection vis a vis de 1’apoptose et d’absence d’induction de la prolifération, car CD38 est ici
étudié sur des cultures cellulaires en suspension. L’utilisation de notre modele KO dans des
systtmes de culture 3D mimant le microenvironnement pourrait fournir un début
d’explication. De méme, I’impact réel de CD38 sur 1’ancrage des cellules HCL a la niche
médullaire pourrait étre étudié in vivo par injection intraveineuse des cellules JOK-WT et
JOK-KO chez la souris NSG. Le role de CD38 dans la rétention des cellules HCL au sein de
la moelle osseuse ou leur migration vers la circulation sanguine pourrait étre également étudié

apres injection intratibiale de notre modeéle cellulaire d’HCL dans le méme systeme murin.
Nous avons ainsi démontré que CD38 a un role actif dans la progression de I’'HCL, et
que son ciblage direct ou celui des composants de sa signalisation cellulaire pourrait présenter

un intérét thérapeutique dans le traitement de patients CD38" développant un HCL réfractaire.

3. CD38 : un marqueur de mauvais pronostic et une cible

thérapeutique dans PHCL

Malgré une évolution lente de la maladie et des outils thérapeutiques efficaces dans la
majorité des cas [29]-[33], une part notable des patients HCL récidivera a long terme a cause
du maintien d’'une MRD. Un des vrais défis actuels est de pouvoir gérer cette MRD, soit en
I’éradiquant, soit en maintenant les cellules HCL résiduelles dans un état latent et en
prolongeant la RC. La maniére de traiter cette MRD est complexe. En effet, tenter d’éliminer
les derniéres cellules HCL demanderait de maintenir une chimiothérapie prolongée. Outre les
problémes de codt de ces traitements prolongés, le maintien des traitements pourrait s’avérer
délétere pour le patient en favorisant la survenue d’effets secondaires hématologiques et en

maintenant les derniers clones HCL sous une pression de sélection, risquant de faire émerger
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une forme réfractaire de la maladie par accumulation d’aberrations moléculaires. Le
traitement des formes réfractaires de la maladie constitue également un enjeu majeur.

La solution semble résider dans 1’utilisation de nouvelles thérapies. L’avénement des
thérapies ciblées, tels les inhibiteurs de b-Raf V60OE et de la voie du BCR, semble prometteur
[72], [84]. Cependant, des formes résistantes & ces nouveaux traitements ont déja été
découvertes [57]. Ceci nécessite de maintenir I’effort de recherche vers de nouvelles

thérapies.

Les travaux précédents menés par notre laboratoire ayant montré 1’intérét thérapeutique
de mimer les effets moléculaires de RhoH dans I’HCL ont ouvert le chemin a des nouvelles
options de traitements. De plus, RhoH est capable de contrecarrer 1’action de Racl et Cdc42
qui promeuvent la prolifération des cellules HCL [104], [105]. Cependant, mimer I’action de
RhoH, par des petites molécules de synthése ou des protéines recombinantes, s’avérerait tres
complexe. En effet, les domaines d’interaction de RhoH avec ses partenaires restent a
déterminer et la structure cristallographique de RhoH est encore inconnue. Le design de
petites molécules ou de peptides est alors compromis. De plus, la vectorisation de telles
molécules, afin de les administrer selectivement aux cellules cibles, serait délicate. Enfin,
RhoH étant une protéine intracellulaire, la molécule thérapeutique devrait passer la membrane
plasmique avant d’atteindre sa cible, compliquant d’autant plus la vectorisation. Une protéine
thérapeutique devrait en plus étre correctement conformée pour aboutir a I’action désirée. La
découverte du lien fonctionnel entre RhoH et CD38 fournit donc une cible alternative,
exprimée a la surface des cellules leucémiques et donc plus facile a cibler.

Le ciblage thérapeutique de CD38 a déja montré son efficacité dans le myélome
multiple et est en cours d’évaluation clinique dans la LLC [204]. Mais qu’en est-il dans
I’HCL ? Les donneées produites par nos collaborateurs a Caen ont confirmé qu’un tiers des
patients HCL expriment CD38 (sur une cohorte de 43 patients francais), en accord avec les
données de Juliusson et al. L’analyse des données de survie a montré que les patients CD38"
récidivaient plus vite que les patients CD38" (41 mois plus tét en moyenne). Pour les 23
patients ayant déja récidivé, la différence est encore plus grande (les patients CD38" ont

récidivé 71 mois en moyenne avant les patients CD38") (cf. Figure 59) [248].
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Figure 59 : a) Graphique Kaplan Meier montrant le temps entre la fin de la thérapie de premiére
ligne et le début de la thérapie de seconde ligne pour les 43 patients de I’étude. b) Graphique
Kaplan Meier montrant le temps entre la fin de la thérapie de premiére ligne et le début de la
thérapie de seconde ligne pour les 23 patients ayant rechuté de leur leucémie. Les lignes en
pointillés représentent les patients CD38" et celles en trait plein représentent les patients CD38".
TTNT : Time to next treatment. Données produites par le Pr Xavier Troussard et le Dr Edouard Cornet.
Tiré de Poret et al [248].

De plus, I’évaluation de I’efficacité¢ de 1’anticorps thérapeutique SAR650984 ciblant
CD38 a été effectuée par nos collaborateurs aux USA, sur la lignée JOK-1 exprimant de
manicre stable un vecteur d’expression de la luciférase. Ce systeme de traceur a permis
d’observer le développement des tumeurs induites par xénogreffe chez la souris Nude avant et
apreés traitement par le SAR650984 ou par un anticorps contrdle, par une technique d’ «in
vivo imaging ». On observe le développement de tumeurs 3 jours apreés injection. Le jour 4, le
SAR650984 ou I’anticorps controle sont injectés aux souris. Au jour 7, on observe une
stagnation ou une régression des tumeurs chez les souris traitées par le SAR650984 et une

croissance des tumeurs chez les souris traitées par I’anticorps controle (cf. Figure 60).
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Figure 60 : Observation par in vivo imaging du développement des tumeurs HCL apres traitement
par un anticorps anti-CD38. CD38 : souris traitées par I'anticorps SAR650984 / Ctrl : souris traitées
par I'anticorps controle. Données produites par le Dr Qiangwei Fu et le Dr Carl Simon Shelley. Tiré de
Poret et al [248].

Nous avons ainsi prouvé que CD38 est un marqueur de mauvais pronostic pour la
récidive de ’HCL et son ciblage par des anticorps monoclonaux thérapeutiques devrait étre
efficace dans le traitement de ’HCL. De plus, en ciblant cette protéine, la probabilité

d’¢éradiquer une population de cellules a haut risque de récidive est augmentée.

CD38 a pour le moment été ciblé par des anticorps monoclonaux induisant une réponse
cellulaire par le systeme immunitaire ou une de ses voies de signalisation conduisant a
I’apoptose. La stratégie des anticorps couplés & une immunotoxine devrait également étre
explorée. En effet, dans le cas des anticorps monoclonaux ciblant le CD22 ou le CD25, I’ajout
d’une immunotoxine fixée de maniére covalente sur 1’anticorps a montré une trés bonne
efficacité dans le traitement de I’HCL réfractaire aux analogues de purines [2]. Il faudra
cependant garder a I’esprit le caractére ubiquitaire de I’expression de CD38 dans I’organisme,
qui augmente le risque de développement d’effets secondaires par action de ces anticorps sur
d’autres cellules, pulmonaires, nerveuses ou pancréatiques notamment. L’étude clinique la

plus avancée, portant sur le daratumumab, a montré I’apparition d’effets secondaires
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hématologiques graves chez un patient, ainsi que des bronchospasmes chez deux autres, parmi
32 patients [203].

L’utilisation des anticorps monoclonaux ciblant CD38 ayant montré une efficacité
modeste en monothérapie dans le myélome multiple, 1’association en combinaison avec
d’autres traitements pourraient se révéler bénéfique dans le traitement de ’HCL réfractaire.
L’association daratumumab + lenalidomide + dexaméthasone a montré une trés forte
efficacité dans le MM reéfractaire [203]. Une combinaison des anti-CD38 avec les analogues
de purines ou le vémurafenib mérite d’étre considérée. Celle-ci pourrait permettre de diminuer
les doses de chaque molécule et donc de diminuer les risques d’effets secondaires. De plus, du
fait de I’importance de CD38 dans les interactions des cellules leucémiques avec le
microenvironnement, son ciblage pourrait diminuer 1’ancrage des cellules a la moelle osseuse,
et ainsi augmenter leur chimiosensibilité au traitement par analogues de purines en

augmentant le passage des cellules dans la circulation sanguine [202].

A tous ces titres, ’HCL devrait étre ajoutée a la liste des hémopathies malignes CD38"
pour lesquels les anticorps thérapeutiques anti-CD38 sont en cours d’essais cliniques. De plus,
la corrélation entre 1’expression de CD38 et un risque de rechute plus rapide devrait étre pris

en compte dans le suivi des patients apres traitement.

L’'usage de CD38 comme une balise permettant de cibler les cellules leucémiques
s’avere efficace, mais d’autres stratégies peuvent étre envisagées. Ainsi, nos données
d’éradication des tumeurs produites par xénogreffe des cellules JOK-1 chez la souris
immunodéficiente laissent penser a un effet pro-apoptotique du SAR650984 indépendant des
mécanismes CDC et ADCC propres aux anticorps. Les données d’autres auteurs suggeérent la
méme idée. Il est donc possible d’induire ou de mimer une induction d’apoptose par la voie
de signalisation de CD38. Il reste encore a déterminer quelles sont ces voies particuliéres liées
a I’apoptose et induites par CD38 dans le contexte de ’HCL. Ces découvertes pourraient
ouvrir la voie a 'utilisation de nouvelles molécules capables de mimer cette action de CD38.
Une autre stratégie pourrait consister a inhiber I’activité enzymatique de CD38, qui semble
liee a la progression tumorale dans la LLC [226]. Nos données préliminaires indiquent

cependant que I’action ectoenzymatique de CD38 ne participe pas a la progression de I’HCL.
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CONCLUSION GENERALE

A une époque ol la génération issue du baby-boom tend & entrer dans le 3°™ age,
I’incidence de la tricholeucocytose est susceptible d’augmenter dans un futur proche. Malgré
des thérapies de premiére ligne efficaces et le développement de nouvelles thérapies ciblées,
des récidives et formes réfractaires de ’HCL nécessitent le développement de nouvelles

thérapies visant a eviter ces récidives et a traiter efficacement les formes réfractaires.

La protéine RhoH a été décrite comme un facteur pouvant contrecarrer la progression
tumorale dans cette hémopathie maligne. Malheureusement, mimer son action a des fins
thérapeutiques est quasiment impossible. Cependant, la protéine CD38 est un marqueur de
surface dont I’expression dans I’HCL dépend de RhoH. Le mécanisme de régulation du géne
CD38 par cette petite protéine G reste mal compris, mais semblerait faire intervenir de
maniére directe ou indirecte le facteur de transcription Smadl. Il serait désormais nécessaire
de confirmer I’implication de ce dernier dans ce mécanisme de régulation, par étude de ChlIP

et tranfection stable d’un vecteur d’expression de cette protéine dans notre modele d’HCL.

CD38 constitue un marqueur de mauvais pronostic dans I’HCL, ainsi qu’une cible
thérapeutique intéressante. De plus, il n’est pas seulement un indicateur passif d’un
développement plus agressif de la maladie : il est acteur dans la progression tumorale, protége
les cellules HCL de I’apoptose et favorise leur adhérence a 1’endothélium. CD38 ne semble
cependant que participer partiellement a I’effet anti-tumoral de RhoH, et d’autres génes dont
I’expression est modulée par RhoH devraient étre étudiés afin de mieux comprendre 1’action
de cette protéine. Ainsi, les génes GAS7, SMAD1, MEIS1 et CSF1R pourraient étre impliqué
dans la prolifération des cellules leucémiques ; les génes HRK et BMF dans les phénomeénes

de survie et les génes NRXN3 et ITGB7 dans I’adhérence cellulaire.

Le role de CD38 dans le développement de ’HCL présente des similitudes avec son
role dans la LLC. Dans un contexte ou le microenvironnement est particulierement important
dans les phénomeénes de récidive et de résistance au traitement dans ces deux leucémies,
I’élucidation de I’impact de CD38 sur ce microenvironnement tumoral aiderait a une
meilleure compréhension de ce mécanisme essentiel. A cette fin, il serait intéressant d’étudier

I’impact de CD38 sur les phénoménes d’ancrage a la niche médullaire et sur la répartition
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sang/moelle in vivo des lignées cellulaires HCL sauvages et KO-CD38, dans le modéle murin
NSG.

Bien que le ciblage de CD38 par des anticorps monoclonaux soit le plus évident,
envisager des stratégies alternatives, par I’inhibition de sa voie de signalisation ou de son
activité enzymatique, pourraient permettre d’élargir I’arsenal thérapeutique dans le traitement

de I’HCL réfractaire, pour le tiers de patients exprimant ce marqueur de surface.
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ANNEXES

1. Annexe 1 : Cartes des vecteurs plasmidiques.

A. Vecteur pMEP4

o 10.4kb

B. Vecteur pZFN

Nrul (10)
pUcC ori Mlul (30)
' - CMV prmt
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Nhel (697)
//?\
EcoRI (740)
7EN Triple Flag
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C. Vecteur pGL4.14 [LUC2/Hygro]

Amp

pGI.4.1:¥fm:2f Hygro]
t

Sall 3625
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Hyg'" r
SV40 early
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promaoter
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E. Vecteur pENTER

GGA TCC GGT ACC GAG GAG ATC TGC CGC CGC GAT CGC C
CCT AGG CCA TGG CTC CTC TAG ACG GCG GCG CTA GCG G
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G. Vecteur pRL-CMV
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2. Annexe 2 : Tableau récapitulatif des amorces de PCR

utilisées.
qgRT-PCR
3 Température | Taille
Amorce Séquence i .
d’ annealing | produit
ABL-S 5’ -TGGAGATAACACTCTAAGCATAACTAAAGG-3’
59°C 120 pb
ABL-AS 5’ -GATGTAGTTGCTTGGGACCCA-3"’
SMAD1-S 5"-ACTGCCTCATGTCATTTACTGC-3"'
SMAD1- c0°C 133 pb
AsS 5"-CTATTGGGAGAGTGAGGAAACG-3'
CD38S-S 5" -GGGAGCTGAACAATGAACAC-3' 1362 pb
CD38M-S 5"-CATTAAAAAGTGGGCAAAGG-3’ 1976 pb
59°C
CD38L-S 5"-GAACTGTCCATATCTAAGGTCTC-3’
3047 pb
CD38-AS 5" -GCTGGGCGAAGATGAGG-3"’
5RA-S 5’ -TGGCCTAACTGGCCGGTACCACCCAGAGCTTAGCCACTGA-3"
64°C 1411 pb
S5RA-AS 5’ ~-GAGAGCCAAATCACGCTGGTCACATGCATTTCAGG-3"
3RA-S 5’ -AATGCATGTGACCAGCGTGATTTGGCTCTCTGCTT-3"
64°C 1011 pb
3RA-AS 5’ -TCTTGATATCCTCGAGAATGCACCCTTGAAAGCATC-3"
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3. Annexe 3 : Extrait du protocole du kit « In-Fusion HD

Cloning »

Principe du design des amorces pour la réaction de fusion.

Linearized
Vectors with
5 Owverhangs

Linearized
Veetars with
Blunt ends

Linearized
Vactors with
T Overhangs

In-Fusion® HD Cloning Kit User Manual

appand with your specific sequance

Forweard Primer
5'-.NNN INE AT T ] i
— L 123466 TEIHEREHIE
5= o JNNMNNNNMNNNNNN =3 #* S-HNNNNNNNNNNNNNNNNN, .. -3
V=, HHENNNHNMENNENNENN-5' % F-NNNNNNNNNNMNNN, . -8°
EHIDINHS BT ES &3 T . g_
A NNNNNNNNNNNNNNN -5
Reverse Primer
Forward Primer
5'-!'\IN NMNNMMNMNN NNNNNl_—P
P33 AR AT EEHNIIUWE
5'm ., o MNNMNNHNNNNNNMNNMNMN -3 &5 - NNNNHHHNNMNNNNNNNN, .. -3°
LI .NHHENNNNHHHEHENNNH-E'* - NNNNNNNNNNNNNNNNNN, . =5"
Wi N e R Ak S i

-1—:NN NMNNMNMNMENNN-5'
Reverse Primer

Forward Primer
5'—.NNN NMMNNNNMNNNNNN——

T B SMTIZNE

[— §
NMNMNNNNMMNNNNNNNNNNNN -3 - s'—nﬁﬁﬁﬁﬁuwnﬁnnumw

3=, L HHNNNRN NN NN RN -5 % V=NNMNNNNNNNNNNNNMNNMNEM, =5
P T T L i
M NMNNMNNNMNMNNMNN -5
Reverse Primer

Guidalines for universal primar dasign

To determine tha 15 b homology sequence to be incerporated into aach
primner, start at the 5° end of each DNA strand In the linearized vactor {#).

Tha region of haomology for a particular primer consists of bases that are i
complementary to the first 15 bases at the 5' end of a particular DMA strand., Brackets indicate bases

This means that the bases complementary to 5' overhangs are included
in the primer sequence, but the bases in 3' overhangs are not.

to b included in the
16 b region of homolagy

Figure . Universal primer design for the In-Fusion System. Successful insertion of a PCR. fragment requires that the PCR. insert share
15 bases of homology with the ends of the linearized vector. This sequence homology is added to the insert through the PCR primers. For

vectors with sticky ends, bases complementary to 5 overhangs are included in the primer sequence; bases in the 3° overhangs are not.
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4. Annexe 4 : Résultats du logiciel TargetScan

Cette capture d’écran montre une partie des résultats de la recherche de sites potentiels de
liaison de miRs sur ’ARNm du géne CD38. Les prédictions pour les miR140-3-p et miR708
sont encadrées en rouge, ainsi que la colonne des probabilités de sites conservés de prédiction
Pct (Probability of Conserved Targeting) * et du score context+.

Conserved
No Conserved Found

Context+ score and features that contribute to the context+ score are evaluated as in Garcia et al., 2011
Conserved branch lengths and Pir are evaluated as in Friedman et al., 2008,

Poorly conserved

predicted consequential pairing of target
region (top) and miRNA (bottom)

seed
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Tmer-
[ i
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. ‘GUCGCUGMGUUGUU?T?TC‘TTC. . Tmer-
hsa-miR-610 3" AGGGUCGUGUGUAAAUCGAGU ity
Position 21-27 of CD38 3' UTR 5" .. .UCGCUGUGGUUGUUULAGCUCCU. . . 7
LI ee
hsa-m\R-4633-3p 3" ACGUAUACGGACCGAUCGAGGA m
Position 22-28 of CD38 3' UTR 5" ...CGCUGUGGUUGUUUUAGCUCCUU. .. &
I e
= o UUGUCCGUAGACAACUCGAGGAU m
Position 22-28 of CD38 3' UTR ++ . CGCUGUGGUUGUUUUAGCUCCUY. . . 7
T ee
hsa-miR-708 GGGEUCGAUCUAACAUUCGAGGAA m
osition 0f . .CGCUGUGGUUGUUUU‘A??L‘I?TTU. . e
hsa-miR-28-5p 3" GAGUUAUCUGACACUCGAGGAA o3
Position 34-40 of CD38 3' UTR 5" « « WUUAGCUCCUUGACUCCUUGUGG. . . 7
LI s
hsa-miR-4457 3" AUGCGEUCAGUUAUGEAACACY m
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[ Bmer
hsa-miR-1272 3" AAAGUCUUAAACGACGGUAGUAGUAG
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hsa-miR-4728-3p 3 GACCCCGUCCUCCCUCCAGUCGUAC
Position 70-76 of CD38 3' UTR 5" ...ACAUGACUCAGCAUACCUGCUGG. . . &
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111 T ee
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LTI
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1] L] e

hsa-miR-4530
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5. Annexe 5 : Résultats de la recherche de sites potentiels

avec le logiciel TarBase

DIANA TOOLS

Software » TarBase v7.0

SOFTWARE

ENSG00000004468

Gene name miRNA name

ot e = ==
[ owwie wwmeze (W - -]
[ oxtne mmwre [ - -]
[ owtme mmrowe [ - -]
[ owte wwvwe [ - -]
[ owwwe wmmse [ - -]
[ owtie twmezwe [ - -]
[ owtwe iwmove [F - -]
[ owte rwmuwewe [ - -]
[ oxte omwce [ -~ -]
[ owtme wmwwivwe [ - -]
[ owme wmemve [ - -]

Related Pathways

Filters

Species

Method Type

O Normal

[ High Througput
Method
Regulation type
Validation type
Vvalidated as

Source

Publication year

1900

Only publications published
after the selected year will
be presented.
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6. Annexe 6 : Certificats d’analyse des lignées cellulaires
HCL

=7
fod
Laecx.

Centre Hospitalier Régional
Universitaire de Lille

Medical Genetic Institute
Conventional Cytogenetic in Hematology Departement

Jeanne de Flandre Hospital
Avenue Eugéne Avinda, 58037 Lile Cedex
France

Tel (23) 03 20 44 40 18
Faoe: (33) 03 20 44 68 04

Dr C Roche-Lestienne, MCU-PH
Dr E Boudry-Labis, AHU

Cell Line Certification

Call line : JOK-1
Cell Culture: Culture medium 80% RPMI 1640 + 20% FBS

Karyotype :

48, XY, del(1)(p32p36), der{4)t{1;4)( 1 pter—p32: . 4qter—pter), der(B)(Ggter—p22::q12—qter),
+der(7)t(7:11)(Fpter—q21::11p15—pter) der(8)t(5;8,12)(Spter—p14::12p11.2—p12::8q12—q
21::87cen--»q24.72), der(14)1(8;14)(8gter-—q2472::14q32.3—pler),
+der(B)t(8;7)(Bn24—8p171::7)

Initial Karyotype (according to DSMZ HG Drexler referance):

48, XY, +20, der(4)t(1;4){1pter—p32:4qter—pter) der(6)(éqter—p22::912—qter),
+der(7Ht7;11)(Tpler—g21::11p15—pter), der(8)t(5,8,12)(Spter—p14::12p11.2—pl12:8q12—q
21::8%7cen—q24.72) der(14)4(8; 14){Bgter —-q2472::14032.3 —pter) ,
+der(B)t(8;7)(Bg24—Bp171:7)

Of note : inconsistencies between DSMZ reference and our result are underined.

C. ROCHE-LESTIENNE 1
Centre Hospitalier Régional v
Universitaire de Lille LA
HOPITAL JEANME DE FLA
Laboratoire de Géndtique Médicale
30037 LILLE cedex
Tel, 03 20 44 40 18
Fax 032044 68 (4 J—

Ce caryotype est conforme, validant I’origine de la lignée JOK-1. Notons la présence d’une
(del(1)(p32p36) et I’absence d’une duplication de chd’un chromosome 20 surnuméraire,
témoignant d’une tres 1égere dérive de la lignée cellulaire.

164



L

Centre Hospitalier Régional
Universitaire de Lille

Medical Genetic Institute
Conventional Cytogenetic in Hematology Departement

Jeanne de Flandra Hospital
Avenue Eugéne Avings, 59037 Lille Cedax
France

Tel (33) 03 20 44 40 18
Fax: (33) 03 20 44 68 04

Dr C Roche-Lastenne, MCU-PH
Dr E Boudry-Labis, AHL

Cell Line Certification

Cell line : ESKOL
Cell Culture: Culture medium B0% RPMI 1640 + 20% FBS

Karyotype :
48, XY der(4)del(4)(p14),der(B)t(4:6)(p14:p21.3) del(7)(q32q36).

The result is expressed according to the ISCN 2015.
The initial Karyotype (according to DSMZ HG Drexler reference) is the same.

C. ROCHE-LESTIENNE
Centre Hospitalier Régional
Universitaire de Lille
HOPITAL JEANNE DE FLANDRE
Laboratoive de Génétique Médicale
59037 LILLE cedex
Téd, 03 20 44 40 18
Fax 03 20 44 68 (4

Le caryotype de la lignée cellulaire Eskol utilisée dans ce travail est identique a celui de la
lignée originelle.
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Centre Hospitalier Régional
Universitaire de Lille

Medical Genetic Institute
Conventional Cytogenetic in Hematology Departement

Jeanne de Flandre Hospital '
Avenue Eugéne Avinée, 50037 Lille Cedex
France

Tel (33) 03 20 44 40 18
Fax: (33) 03 20 44 58 04

Dr C Roche-Lestienna, MCU-PH
Dr E Boudry-Labiz, AHU

Cell Line Certification

Cell line : Hair-M
Cell Culture: Culture medium 80% RPMI 1840 + 20% FBS

Karyotype :

80, <dn> XXX -Y,+2,[0-1]-13x2,-14x2 der(17)t(8;17)(g21;q24)x2,der(18)t(16:18)(g 11 11,
der(18)t(Y;18){g11;p or g11), [0-1]+20,+21,+mar1,+mar2.

The result is expressed according to the ISCN 2015,

Of note: Initial karyotype (according to DSMZ HG Drexler reference) mentioned a
del(3)(p174) and a 1{15;17){q26;?p?q) and other numerical inconstencies not revesled by our
analysis. :

C. R@C}IBI.EMENNEC%

Centre Hospitalier Régional —
Universitaire de Lille
HOPITAL JEANNE 8 FLANDRE
Labaramize de Gandngue Médicale
50037 LILLE cedex
Tek, 03204440 18
B Fax 03 20 44 6804

Cette lignée cellulaire posséde de nombreuses anomalies communes avec la lignée cellulaire
Hair-M originelle. Cependant, la présence de différences avec le caryotype de reférence laisse

penser a une dérive sous-clonale de cette lignee.
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Centre Hospitalier Régional
Universitaire de Lille

Medical Genetic Institute
Conventional Cytogenetic in Hematology Departement

Jeanne de Flandre Hospital
Avenue Eugéne Avinée, 58037 Lille Cedex
France

Tel: (33) 03 20 44 40 18
Fax: (33) 03 20 44 68 04

Dr C Roche-Lestienne, MCU-PH
Dr E Boudry-Labis, AHU

! Cell Line Certification —‘

Call line : EH/K
Cell Culture: Culture medium 80% RPMI 16840 + 20% FBS

Karyotype :
48,XY ,add(8)(p25), del(14)(g21),add(15)(g25),der(20)t{1;20)(g13;911).

C. ROCHE-LESTIENNE —
Centre Hospitalier Régional
Unaversitaire de Lille
HOPITAL JEANNE DE FLANDRE
Laboratoire de Génétique Médicale
39037 LILLE cedex
Tél 03 20044 40 18

Fax (3 20 44 68 04

The result is expressed according to the ISCN 2015.

Cette lignée cellulaire posséde 1’anomalie del(14)(q21) caractéristique commune avec la

lignée EH/K. La présence d’autres anomalies témoigne d’une dérive sous-clonale.
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Mme Staélle CHAMAILLARD
Centre de Recherches JP Aubert
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Rue M., Polonovski

59045 LILLE Cedex

CELL LINE AUTHENTICATION REPORT

REFERENCES: G15.04
Supplied reference: -

SAMPLES:
TvPE: uman cell lines; cell pellets

PrROVIDER: 5. CHAMAILLARD, JPARC, INSERM UMR 1172, LILLE

DATE OF REQUEST: 20/04/2015
DATE OF RECEIPT: 20/04/2015

RESULTS AND INTERPRETATION:

Mame

Identification®

EV (score)

Conclusion®*

HC-1

HC-1 /301

0.95 (36/38)

HC-1/31

* corresponds to the cell line with the best % match (Evaluation Value (EV) score)
*#* no match: indicates that the cell line profile does not match with an available reference Profile (EV < 0.80)

The detailed results are provided in Annex.

METHODS USED:

DMA extraction; Prepito DNA Cyto Pure kit with chemagic Prepito-D (PerkinElmer)
DNA profiling system: kit PowerPlex 18D, Promega

Diata analysis: DEMEZ Online TR Analvsis (DMNA typing using a 9-loci profile (8 STR and Amelogenin) and authentication

by screening reference databases from DSMZ, ATCC, JCEN, and RIKEN)

M, CREPIN (Chiefl Enginger)

M.-P. E}hs

Le score d’évaluation pour la lignée cellulaire HC-1 est proche de 1 et démontre ’affiliation
de la lignée cellulaire étudiée a la lignée HC-1.
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7. Annexe 7 : Principe de la technigue utilisant les ZFNs

Nous avons utilisé la technique des ZFNs (Zinc Finger Nucleases) grace au procedé
CompoZR Knockout Zinc Finger Nucleases®, commercialisé par la société Sigma-Aldrich®, et
comprenant 2 plasmides codant chacun pour une nucléase. Les ZFNs sont des protéines
chimériques se liant a I’ADN et possédant 2 domaines fonctionnels. Le premier est le
domaine de liaison a I’ADN (en Nt), composé de 4 a 7 domaines a doigts de zinc,
reconnaissant une séquence de 12 a 21 paires de bases permettant de cibler spécifiqguement un
gene donné. Dans le cas du KO du gene CD38, ces séquences sont de 18 et 20 nucléotides et
ciblent le début de I’exon 1 (cf. Annexe 8). L'utilisation de ces 2 longues séquences pour la
liaison du ZFN, reconnaissant précisément la séquence de CD38, constitue un premier moyen
d’accroitre la spécificité d’action du ZFN. Le second domaine fonctionnel est la nucléase
Fokl qui va induire la coupure de I’ADN. Cette nucléase a pour particularité de fonctionner en
homodimere pour pouvoir induire une cassure « double brin », les deux coupures encadrant
une séquence de 5 nucléotides. Cette homodimérisation est un second moyen d’assurer la
specificité du clivage, car dans le cas d’une hybridation aspécifique du ZFN, il est quasiment
impossible d’avoir une fixation d’un deuxieme ZFN sur le brin d’ADN complémentaire et

suffisamment proche pour permettre cette dimérisation.

Schéma de la structure et
. . du fonctionnement d’une
IS SIS SISl — 7| ZFN.  Source: document
. dlf y Aldrich®
\g!{ﬁ_@%‘ \ ‘:ﬂL
. B! \

t
M pr

La cassure double brin induite par 1’action conjointe des 2 domaines Fokl est alors
suivie de I’action des systemes de réparation de ’ADN. Si le mécanisme de recombinaison
homologue a lieu, le géne retrouve sa séquence originelle. Si le mécanisme non conservatif
NHEJ (pour Non Homologous End Joining) réalise la réparation, il peut y avoir ligature des
extrémités clivées associée a la délétion ou a I’insertion de nucléotides afin de rétablir la
complémentarité des 2 brins. Ce mécanisme NHEJ induit des mutations dans la séquence du

gene et a statistiquement 2 chances sur 3 d’induire un décalage du cadre de lecture ouvert du
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géne (frameshift). C’est cet événement que 1’on souhaite sélectionner dans la méthode de KO
induite par les ZFNs. En effet, ce décalage du cadre de lecture induit I’introduction de codons
STOP précoces dans la séquence de I’ARNm produit, aboutissant dans la majorité des cas a
un ARNm instable totalement différent de celui produisant la protéine d’intérét. Cette protéine
ne peut donc plus étre produite si la rupture de la structure du gene se produit de maniére
homozygote.

8. Annexe 8 : Site de liaison des ZFNs sur le géne CD38.

En majuscule : site de liaison. En rouge : séquence encadrée par les deux coupures des
nucléases. La séquence donnée correspond au brin sens de I’AD N.

5-CTTTCCCGAGACCGTCCTggcgcGATGCGTCAAGTACACTGAA-3’
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9. Annexe 9: Tableau récapitulatif des séquences OFF-

targets potentielles des ZFNs ciblant CD38

avec leur localisation dans le génome humain, le nombre de d’erreurs (mismatches) comparés
a la séquence cible et les amorces utilisées pour réaliser le séquengage.

Nom Localisa-
de -tion Nombre de mismatches
la dans le comparé a la séquence Amorces
séguence gencme cible des IFN CD38
humain
S —CAACTCTGTCTTGECGTCAG- 3
CD38 4pl5.32 0
S =GEACTCCCTACTCAGCACCRA-3T
OFF 5' -CARARAGAGTGATGGGGTAGG-3"
target 1923.3 8
a®1 5 -TATTTATAGGCARGSTGAGGRAC -3
CFF 5’ - CTGGGGAAACCTAAGAGATG 3"
target Spl4e.3 g
n®z 5" =GGCTCATGGRALGRARRACTRARG=3"
GFF 5f -TCOTECTGEEAGTAGGATEC-3
target Tg34 g
o 5 -TGCTAACAATGCTGEGTCA-3"
n
OFF r_ ’
S —-TATGTACTGCCCAGETCARG—3
target Sp2l.1 9
n®4 S =TTTTTCTTTCTCACACTGCC-3"
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10. Annexe 10: Liste des genes differemment exprimeés

entre les lignées JOK-E et JOK-R.

Les ratios représentent les taux d’expression du géne concerné dans la lignée JOK-R divisés
par ceux de la lignée JOK-E. Certains génes présentent plusieurs valeurs car leur expression a
été mesurée par plusieurs sondes. Les 2 colonnes de gauche présentent les génes surexprimeés

dans la lignée JOK-R et les 2 colonnes de droite ceux sous-exprimés dans la lignée JOK-R.

Dénomination

Ratio JOK-R/JOK-E

Dénomination du

Ratio JOK-R/JOK-E

du géne géne
SMAD1 6.2886553 CTSS 0.66462076
GAS7 5.4389305 TATDN1 0.6568613
RAMP1 4.728483 MREG 0.65228397
BMP7 4.292202 LANCL1 0.6486184
GPR109B 3.9487977 ZNE572 0.64356923
ACTG1 3.9455783 KCNMAL 0.6402621
PLEKHAS5 3.7931092 L MAN1 0.6395518
PRAME 3.791724 DOCK10 0.63875073
ACTG1 3.7462702 HHAT 0.6367652
LGALS? 3.627387 UBELL 0.6358007
MYBPH 3.573318 TSPAN33 0.63402975
CSTA 3.568915 MEIS1 0.625441
ACTG1 3.500567 IFI35 0.6251586
CX3CR1 3.4639919 PMAIPL 0.62396437
FBLNS 3.2154136 TAE? 0.6160541
WASE3 2.9556143 TREML2 0.6120781
ABCA1 2.942475 APOL3 0.6031951
PSTPIP1 2.9219525 INPP4B 0.60286474
RPSEKA?2 2.8897645 TRIMS 0.5991679
GDF15 2.6987205 TRIM34 0.59796
LPIN2 2.6276016 MTBP 0.59636766
FAM129C 2.5624382 SOLE 0.5954149
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RGS9 2.4957542 GPNMB 0.59245485
WNT5A 2.4599917 NSMCE?2 0.5889976
FAM129C 2.4171073 GCA 0.54916614
PBX4 2.3453975 FHOD3 0.54912764
ccL3 2.3449273 LCK 0.5475555
TRAM? 2.220027 SLCA45A3 0.54654783
CcCL4 2.2094526 EVL 0.54351556
PIEL 2.1539943 MRPL13 0.53950524
FSD1 2.124695 RAD21 0.53895533
FCN1 2.1189315 RABGAPIL 0.5379007
HRK 2.1032066 BRDG1: STAP1 0.53413504
CCL3L3 2.079029 PTPN22 0.5319746
DNMT3B 2.06634 ECER2 0.5305727
IGF1R 2.0227623 TXNDC10 0.5300875
AEBP?2 2.0172904 RNF139 0.53001595
HES6 2.0086114 CUTL? 0.52602375
AICDA 2.0012462 RABGAP1L 05237811
TMEM121 1.989473 KATNAL2 0.5224727
CEBPB 1.9755872 RTP4 0.52126706
SYT17 1.9377832 SIGLECP3 0.51979566
SOX4 1.9327519 ECRL3 0.5186929
Clorf3s 1.9264448 HRASL S? 0.5170519
IL3RA 1.9204162 MET 0.51675856
PSD3 1.8746969 GRN 0.516748
ANKRD25 1.8722095 HRASLS? 05136126
CLCN2 1.8705933 GLIL 0.5071289
PSD3 1.8701982 ATAD2 0.50656885
RALBP1 1.85181 KIAAOL96 0.50094813
sSOX4 1.8141304 MAT1A 0.49987984
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CCL5 1.8128628 BCL2AL 0.49457207
DLGAP4 1.8041066 RABGAPIL 0.49155042
— 1.8036617 N SMD2 0.48030168
— 1.8011603 TN 0.48002797
SLC26A11 1.7922691 BACE2 0.4781624

S 1.7829062 SPARCLL 0.4773112

Lop 1.7761987 o 0.4766924

SCAMPS 17731211 LcoBl 0.47625569
AEBP2 1.7673837 CAMEOA 0.47582334
CRINZC 1.7532465 Xl 0.47579625
NMU 17511133 CPRI0 0.46982944
DEFB123 17477841 BACE2 0.4697338

7R 1.738165 CASPL 0.4685269

DRNP 17139717 WDRG7 0.46541324
ARG 1.7125725 RABGAPIL 0.46477848
L3 1.6965039 UBE2ES 0.45598066
. 16928232 SERPINES 0.44595307
SMARCD3 1.6876858 SERPINBS 0.44085145
XNDCL3 1.6635917 1R 0.43468657
HSPA 16201519 CERL1 0.4319562

TBXASL 16170626 XNDCLO 0.43064097
METRNL 1610876 Cotortaa 0.42581716
SETBPL 1.5830135 SCASS 0.42480385
bOLS 15756407 GHVL6o 0.42335907
RBM38 1.5647299 IL1R2 0.4224477

STAU2 15643996 SCASS 0.41555017
SH3BPS 15613918 CAMOA 0.41279885
ORKCA 15594162 CASPE 0.41102535
EME 1.5586584 CARDS 0.41006714
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PYGB 1.5285668 CASP4 0.40607908
POLK 1.5089407 CASP4 0.40369293
DSTN 1.5085346 GBP1 0.39652443
KRAS 1.5069479 Colorfaa 03921393
C200rf67 1.5005012 ITGAX 0.38987002
TNFRSF17 0.37698367
TEKT5 0.374265
ACTG2 0.3729196
KYNU 0.36451
TNNI3 0.36173925
ATP10D 0.34673265
MARCH1 0.34283775
C190rf51 0.34179458
CSF1R 0.34053615
KYNU 0.3345878
CEACAM1 0.3324242
BCHE 0.33158958
1GJ 0.32958195
SAMSN1 0.31948394
UBE2E3 0.31575114
Clorf54 0.27824864
PPP1R9A 0.2717641
NRXN3 0.25116503
FCRL2 0.20792212
BANK1 0.19156346
CcD38 0.14549375
Cllorfal 0.123147525
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Ces expériences ont été mises en place par le Docteur Sylvie Galiegue-Zouitina et réalisées
par la plateforme de génomique fonctionnelle de ’'TMPRT, en 2007. En 2009, les résultats ont
été réanalysés par Martin Figeac a I’aide d’une version mise a jour du logiciel d’analyse >.

? Delestré et al., “Repression of the RHOH Gene by JunD.”
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Abstract

Hairy cell leukemia (HCL) is characterized by under-expression of the intracellular signaling
molecule RhoH. Reconstitution of RhoH expression limits HCL pathogenesis in a mouse
model indicating this could represent a new therapeutic strategy. However, while RhoH
reconstitution is theoretically possible as a therapy, it is technically immensely challenging as
RhoH protein that is appropriately functional needs to be specifically targeted. Because of
this problem, we sought to identify druggable proteins on the HCL surface that were
dependent upon RhoH under-expression. One such protein was identified as CD38. Analysis
of 51 HCL patients, demonstrated that 18 were CD38-positive. Interrogation of the clinical
record of 23 relapsed HCL patients demonstrated those that were CD38-positive had a mean
time to salvage therapy 71 months shorter than patients who were CD38-negative. Knockout
of the CD38 gene in HCL cells increased apoptosis, inhibited adherence to endothelial
monolayers and compromised ability to produce tumors in vivo. Furthermore, an anti-CD38
antibody proved effective against pre-existing HCL tumors. Taken together, our data indicate
that CD38 expression in HCL drives poor prognosis by promoting survival and heterotypic
adhesion. Our data also indicate that CD38-positive HCL patients might benefit from

treatments based on CD38 targeting.
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Introduction

Hairy-cell leukemia (HCL) is an indolent lymphoproliferative disease characterized by
pancytopenia, hepatomegaly, splenomegaly, leukocytosis and neoplastic mononuclear cells
in the peripheral blood, bone marrow, liver and spleen (1). Complete remission rates
approaching 95% can be achieved by front-line treatment with the purine nucleoside
analogues pentostatin or cladribine and second-line treatments that include rituximab or
vemurafenib (2, 3). However, despite these impressive statistics, a significant proportion of
HCL patients either fail to respond to therapy or develop resistant disease (3). In addition,
approximately 48% of patients relapse within 15 years and as time progresses the incidence
of relapse increases (4). Since HCL usually presents in late middle-age, countries with aging

populations can expect an increasing need for new treatments.

One of the diagnostic markers of HCL is abnormal expression of the gene encoding CD11c
(5). Normally, this gene is transcribed only in cells of the myeloid lineage (6). However, in
HCL it is also transcribed in the neoplastic lymphocytes. This aberrant transcription is driven
by constitutive binding of the proto-oncogene JunD to the CD11c gene promoter (7).
Tracking back along a cascade of molecular events, we demonstrated that this activation of

JunD is caused by constitutive signaling through the intracellular Ras pathway (7).

Signaling by members of the Ras super-family has been shown to be inhibited by high
quantitative levels of RhoH (8). We have found that HCL is characterized by chronic under-
expression of RhoH (9). Consequently, the low level of RhoH found in HCL likely allows
members of Ras family to be active and drive disease pathogenesis. In vitro reconstitution of

RhoH expression inhibits the aberrant expression of CD11c as well as the adhesion and
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trans-endothelial migration that are hallmarks of HCL (9). In a xenograft mouse model, RhoH

reconstitution severely limits HCL pathogenesis and protects against mortality (9).

Our pre-clinical studies indicate that RhoH reconstitution could be a new therapy for HCL.
However, the transition of this therapy from the laboratory bench to the hospital bedside is
technically extremely difficult. First, it requires a recombinant protein to be introduced inside
hairy cells. Second, it requires this protein to be specifically targeted only to hairy cells. Third,
it requires the protein to be functionally and appropriately active when inside the cells.
Because of these challenges, a protein was sought that was dependent upon RhoH under-

expression but produced on the cell surface and so easily targeted.

In order to identify a cell-surface protein dependent upon RhoH under-expression, we utilized
differential microarray analysis to compare the transcriptome of HCL reconstituted with RhoH
with the transcriptome of non-reconstituted HCL. This analysis indicated that the mRNA
encoding the cell-surface protein CD38 was dependent upon RhoH under-expression.
Subsequently this dependence was confirmed at the protein level. These findings led us to
the hypothesis that CD38 could be involved in the pathogenesis of HCL and its targeting
might be therapeutic. In order to test this hypothesis we performed functional analyses on
HCL where the CD38 gene had been knocked out. These studies indicated that CD38
promotes HCL survival, heterotypic adhesion and the growth of xenografts in mice. That
CD38 contributes to HCL pathogenesis was further demonstrated by the finding that CD38-
positive patients relapsed dramatically sooner than patients who where CD38-negative.
Analysis of 51 HCL patients by flow cytometry or immunohistochemistry demonstrated 18
were CD38-positive. Testing of the humanized anti-CD38 antibody SAR650984 in a mouse
model indicates that this approximate one-third of HCL patients could benefit from the

development of anti-CD38 treatments.
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Methods

Patient material

Immunohistochemical analysis was performed on formalin-fixed paraffin-embedded bone
marrow biopsies collected from patients diagnosed with either classical HCL or chronic
lymphocytic leukemia (CLL) at the Gundersen Medical Center, La Crosse, Wisconsin (10,
11). The prognostic ability of CD38 was determined by examining the clinical records of 43
patients diagnosed with classical HCL at the Centre Hospitalier Universitaire de Caen, Caen,
France. Nine of these patients scored 3 points and 34 patients scored 4 points on the Royal
Marsden scoring system for HCL (12). Cases where multi-parameter flow cytometry showed
that 30% or more of HCL cells exhibited CD38 expression were designated as being CD38-
positive. First-line and salvage treatments were initiated when patients had platelet counts
under 100 x 10%L, hemoglobin levels under 10 g/dL or absolute neutrophil count under 1 x

10°/L.

Immunohistochemistry

Formalin-fixed paraffin-embedded blocks containing bone marrow biopsy specimens were
serially sectioned at 4um and dried overnight on Colorfrost® Plus microscope slides (Thermo
Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA). Next, sample slides were deparaffinized and one slide
from each block was stained with Hematoxylin and Eosin Y. The remaining slides were
subjected to epitope retrieval using Epitope Retrieval Solution, pH 9 (Dako North America,
Inc., Carpinteria, CA). Next, the slides were rocked with the Peroxidase Blocking reagent of
the EnVision+ System-HRP (DAB) (Dako North America, Inc.) and then with Surfact-Amps®
X-100 (Thermo Fisher Scientific, Inc.). One slide from each block was rocked with an 1gG

non-immune rabbit antibody (Epitomics, Inc., Burlingame, CA). One slide from each block
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was identically incubated with the rabbit monoclonal EPR4106 antibody that recognizes
human CD38 (Abcam, Inc., Cambridge, MA). Serial rocking incubations were next performed
with Labeled Polymer-HRP Anti-Rabbit, Wash Buffer and DAB+ Chromogen (Dako North
America, Inc.). Finally, slides were counterstained with Hematoxylin and the tissue protected

by glass coverslips mounted with Permount® (Thermo Fisher Scientific, Inc.).

Cell culture

The hairy-cell line HC-1 was obtained from the Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen GmbH (DSMZ) (Braunschweig, Germany). The hairy-cell line EH was
provided by Guy B. Faguet (Veterans Administration Medical Center, Augusta, GA).
Subsequently the real identity of EH was found to be the hairy cell line HK (13). Therefore,
herein we refer to this line as EH/K. The hairy-cell line ESKOL was provided by Edward F.
Srour (Indiana University School of Medicine, Indianapolis, IN). The hairy-cell lines JOK-1,
and Hair-M were provided by J@rn Koch (Aarhus University Hospital, Aarhus, Denmark).
Human microvascular endothelial cells (HMEC-1) were provided by Laurent Plawinski
(CNRS UMS 3408 Université de Caen, France). The HCL cell lines JOK-Empty and JOK-
RhoH were obtained as previously described and grown in RPMI-1640 containing 10% (v/v)
heat-inactivated fetal bovine serum (FBS), 100 units/ml penicillin, 100 ug/ml streptomycin
and 150 ug/ml hygromycin B (Gibco Life Technologies, Corp., Saint-Aubin, France) (9). All
other HCL cell lines were grown in this same medium lacking hygromycin B. HMEC-1 was
grown in Medium 131 containing 100 units/ml penicillin, 100 ug/ml streptomycin and
Microvascular Growth Supplement (MVGS) (Gibco Life Technologies, Corp.). In addition,
surfaces on which HMEC-1 were grown were coated with Attachment Factor (AF) (Gibco Life
Technologies, Corp.). Activation of HMEC-1 was achieved wusing 100 ng/ml

lipopolysaccharide (LPS) (Sigma-Aldrich, Corp., Saint-Quentin Fallavier, France).
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Generation of stable cell line pools

The plasmid pGL4.51[Luc2/CMV/Neo] contains the luciferase gene of Photinus pyralis under
control of the constitutive gene promoter of cytomegalovirus (Promega, Corp., Madison, WI,
USA). This plasmid was linearized with the restriction endonuclease Sall and transfected into
the HCL cell line JOK-1. The cell line pool JOK-Luc was subsequently selected by resistance
to 1 mg/ml G418 (Sigma-Aldrich, Corp., St. Louis, MO, USA). Knockout of the CD38 gene
was engineered in the HCL cell line JOK-1 using a CompoZR Zinc Finger Nuclease (ZFN) kit
(CKOZFND5725, Sigma-Aldrich, Corp.). Parental JOK-1 cells were transfected with each of
the two ZFN plasmids in the kit and CD38-negative cells isolated by a BD FACSAria™ | cell
sorter (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) using a FITC-labeled mouse anti-human
CD38 antibody and an isotype-matched non-immune FITC-labeled antibody (clones 1B6 and
IS6-11E5.11, respectively) (Miltenyi Biotec, Paris, France). CD38-negative cells were
isolated as single clones in 96 multi-well culture plates using the auto-cloning module of the
cell sorter. In the same way CD38-positive clones were isolated from the bulk of transfected
parental JOK-1 cells. Next, the CD38 gene in each isolated clone was sequenced through
the ZFN-targeted region (Supplementary information, Figure S1). Six clones were identified
that contained homozygous frame-shift mutations within the CD38 coding region
(Supplementary information, Figure S2). Six clones were identified that contained no
mutations within this same region. All validated clones were first cultured alone and then 10°
cells of each were mixed together to produce the cell line pools JOK-CD38-WT and JOK-
CD38-KO representing HCL where the CD38 gene is wild-type or mutated, respectively.
Expression of CD38 in each of these pools was assessed by western blotting and flow

cytometry (Supplementary information, Figure S3 and S4, respectively).

Microarray analysis
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The transcriptomes of JOK-RhoH and JOK-Empty were compared as previously described
using Human Whole Genome Agilent 44K 60-mer oligonucleotide microarrays and an Agilent
DNA Microarray G2505B scanner (Agilent Technologies, Les Ulis, France) (14). Expression
data was extracted by Feature Extraction Version 9.1.3.1 then analyzed by GeneSpring

Version 7.3 (Agilent Technologies).

Quantitative RT-PCR

Total RNA from cell cultures was purified then reverse-transcribed into cODNA using Moloney
murine lentivirus reverse transcriptase and random primers (Invitrogen, Life Technologies,
Corp.).™*® Next, 100 ng of the generated cDNA was subjected to quantitative PCR using the
Tagman Universal Master Mix and the CD38 Gene Expression Assay Hs01120068_m1l
containing a CD38-specific TagMan probe and primers (Applied Biosystems, Life
Technologies, Corp.). Linear regression curves constructed using serial dilutions of cDNA
generated from the CD38-positive cell line HC-1 quantified CD38 expression levels which
were then normalized against expression of ABL mRNA (9, 14). PCR was performed on an
7900HT Real-Time PCR System using the standard protocol of SDS 2.4 software (Applied

Biosystems, Life Technologies, Corp.).

Western blotting

Proteins were isolated from cell cultures using the M-PER® lysis reagent (Thermo-Fisher
Scientific, Perbio Science, Brebieres, France). Proteins were then reduced using Sample
Reducing Agent (Life Technologies, Corp.), subjected to polyacrylamide gel elctrophoresis
and transferred to nitrocellulose filters. Next, filters were incubated with primary antibodies
directed against human CD38, B-actin or glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase

(GAPDH). Specifically, the anti-CD38 antibody used was mouse monoclonal 22/CD38 (BD
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Pharmingen, Le Pont-de-Claix, France). Anti-B-actin was mouse monoclonal AC-15 (Sigma-
Aldrich, Corp). Anti-GAPDH was rabbit polyclonal FL-335 (Santa Cruz Biotechnology, Inc).
Following incubation with primary antibodies, filters were washed and incubated with
appropriate anti-mouse or anti-rabbit secondary antibodies conjugated with horseradish
peroxidase (HRP) (Cell Signaling Technology, Inc., Ozyme, Montigny-le-Bretonneux,
France). Filters were again washed and HRP visualized using the Amersham ECL Prime®

Western Blotting System (GE Healthcare Europe, GmbH, Vélizy-Villacoublay, France).

Flow cytometry

Flow cytometric analysis of JOK-Empty, JOK-RhoH, JOK-CD38-WT and JOK-CD38-KO was
performed by incubating 5 x 10° cells with a FITC-conjugated version of the monoclonal
antibody IB6 directed against CD38 (Miltenyi Biotec). The isotype-matched control for these
experiments utilized a FITC-conjugated version of the IgG2b clone 1S6-11E5.11 (Miltenyi
Biotec). Following incubation with antibodies, cells were analyzed using a CyAn™ ADP flow

cytometer equipped with Summit software 4.3 (Beckman Coulter, Inc., Fullerton, CA, USA).

Cell-cycle assays

The percentage of cells in the S phase of the cell cycle was assessed using the Click-iT®
EdU Alexa Fluor® 647 Flow Cytometry Assay Kit (Life Technologies, Corp.). The assay
consisted of labeling 5 x 10° cells with 10 uM of 5-ethynyl-2"-deoxyuridine (EdU), fixation with
Click-iT® fixative then permeabilization with Click-iT® saponin based reagent. Next,
intracellular EAU was conjugated with Alexa Fluor® 647 using the Click-iT® reaction cocktail.
The percentage of cells that were positive for EdU-Alexa Fluor® 647 was determined by flow

cytometry and taken as representing the proportion of the culture in S phase.
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Apoptosis assays

Cultures of JOK-CD38-WT or JOK-CD38-KO were initiated. After 72 hours 5 x 10° cells were
washed in ice-cold phosphate buffered saline (PBS) then incubated with FITC-conjugated
Annexin V and propidium iodide (Pl) (Beckman Coulter, Inc., Villepinte, France). The
percentage of Pl-positive cells that were also Annexin V-positive was determined by flow

cytometry and taken as the proportion of the cultures that were undergoing apoptosis.

Heterotypic adhesion assays

The ability of JOK-CD38-WT or JOK-CD38-KO to adhere to HMEC-1 was assessed as
previously described.*® Briefly, monolayers of HMEC-1 were produced in 96 multiwell tissue
culture plates and either activated with 100 ng/ml of LPS or left untreated. JOK-CD38-WT or
JOK-CD38-KO cultures were incubated with 5 uM BCECF-AM (Life Technologies, Corp.),
washed, then 10° of these labeled cells set onto the monolayers. Adhesion was allowed for 1
hour at 37°C, then monolayers were washed and fluorescence intensity measured at 535 nm
using a SpectraMax® i3 Multi-Mode Detection Platform (Molecular Devices, LLC, Sunnyvale,
CA). All values were corrected by subtraction of the fluorescence intensity of monolayers
incubated with wash buffer alone. These corrected values were then plotted against standard
curves of fluorescence intensity constructed from serial dilutions of a known number of the

corresponding HCL cell line labeled with BCECF-AM.

Mouse husbandry

Mice utilized for subcutaneous xenografts of HCL were housed in sterilized GM500 ventilated
cages on a Green Line® rack (Techniplast France S.A., Lyon). This housing system was
kept in a barrier room accredited by the Direction Départementale de la Protection des

Populations du Nord. Mice were monitored daily and sterile water and Rat & Souris N°1
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Entretien® diet (SDS Special Diet Services France, Argenteuil) was provided ad libitum. Mice
utilized for intraperitoneal xenografts of HCL were housed in sterilized Super Mouse 750™
Micro-Isolator™ ventilated cages on a RAIR Isosytem™ rack (Lab Products, Inc., Seaford,
DE). This housing system was kept in a barrier room accredited by AAALAC-I. Mice were
monitored daily and sterile water and Teklad Global 18% Protein Rodent Diet™ (Harlan

Laboratories, Inc) was provided ad libitum.

Xenograft mouse models

The role of CD38 in HCL was assessed using 5 x 10° of the cell line pools JOK-CD38-WT or
JOK-CD38-KO injected subcutaneously into male or female mice that were 6 - 8 weeks old
and of the strain NOD.Cg-Prkdc®™ IL2ry™"/SzJ (Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME,
USA). Four weeks after injection, mice were sacrificed and tumors dissected, weighed and
measured with an electronic caliper. Tumor volumes were calculated according to the
formula: (4 x m x L x W x T) / 3, where L is length, W is width and T is thickness. The
therapeutic efficacy of targeting CD38 was assessed using 4 x 10° of the cell line pool JOK-
Luc injected into the peritoneum of female mice that were 3 - 4 weeks old and of the strain
Hsd:Athymic Nude-Foxnl™ (Harlan Laboratories, Inc., Indianapolis, IN). After 3 days mice
were anesthetized and injected intravenously with 150 ul of Dulbecco’s phosphate buffered
saline containing 15 mg/ml D-Luciferin potassium salt (Regis Technologies, Inc., Morton
Grove, IL). Superimposed luminescence and X-ray images were acquired using a MS FX
PRO In Vivo Imaging System (Bruker Corp., Billerica, MA). The day after imaging, mice with
visible tumors were injected intraperitoneally with 120 ul of phosphate buffered saline
containing 1 mg/ml of either the humanized anti-CD38 antibody SAR650984 (Sanofi
Oncology, Cambridge, MA) or a non-immune IgG1l kappa antibody purified from human
myeloma plasma (Sigma-Aldrich, Corp.). Two days later the antibody injections were

repeated and the following day mice were again imaged. Intraperitoneal xenograft protocols
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were approved by the Institutional Animal Care and Use Committee of the University of
Wisconsin, La Crosse, Wisconsin, USA. Subcutaneous xenograft protocols were approved

by the Animal Care Ethical Committee, Nord-Pas-de-Calais, France.
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Results

CD38 expression in HCL is dependent upon low-level RhoH

In previous studies we determined that HCL is characterized by under-expression of the
intracellular signaling molecule RhoH (9). This low-level expression likely contributes to the
pathogenesis of the disease by unleashing Ras signaling that ultimately results in aberrant
transcription of the CD11c gene and consequent extravasation of the neoplastic lymphocytes
(7, 9). Reconstitution of RhoH expression ameliorated HCL pathogenesis in a xenograft
mouse model (9). However, transition of this therapeutic approach to the clinic is not likely to
be immanent as targeting the reconstitution of an intracellular protein is immensely
challenging. Therefore, we sought a readily druggable surface protein that was dependent
upon RhoH under-expression. This was achieved using the cell lines JOK-Empty and JOK-
RhoH (9). These lines are derived from the HCL cell-line JOK-1 and stably express either the
parental vector pMEP4 or this same vector encoding RhoH. Comparison of the
transcriptomes of these two derivatives by differential microarray analysis demonstrated that
the mRNA encoding the surface protein CD38 was expressed in JOK-RhoH at 0.145 the
level it was expressed in JOK-Empty (p = 0.003). Repression of CD38 mRNA expression by
RhoH reconstitution was confirmed by RT-PCR analysis (Figure 1la). Repression of CD38
protein expression was demonstrated by western blotting (Figure 1b). Finally, flow cytometry
demonstrated that RhoH reconstitution repressed the surface expression of CD38 (Figure

1c).

CD38 is differentially expressed both by HCL cell lines and HCL patients
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The expression of CD38 in HCL beyond JOK-1 was assessed initially by examining a range
of different cell lines by western blotting (Figure 2a). Such analysis demonstrated that while
the HCL cell lines JOK-1, HC-1, Hair-M and Eskol are CD38-positive, the HCL line EH/K is
negative. This finding of differential expression of CD38 in HCL was confirmed by analysis of
HCL patients. Two of eight HCL patients diagnosed at Gundersen Health Center in the USA
exhibited CD38 expression in bone marrow biopsies (Figure 2b). In addition, examination of
the clinical records of 43 HCL patients diagnosed at the Centre Hospitalier Universitaire de
Caen in France revealed 16 were CD38-positive in the bone marrow and/or peripheral blood.
Taken together, the results from the USA and France indicate that the neoplastic
lymphocytes of approximately one third of HCL patients exhibit CD38 expression. This

proportion is consistent with what has been reported for HCL patients in Sweden (15).

CD38 expression is a marker of poor HCL prognosis

The impact of CD38 expression on clinical course was evaluated by retrospective analysis of
the clinical records of the 43 patients diagnosed with classical HCL at the Centre Hospitalier
Universitaire de Caen. Specifically, we investigated the time between the end of first-line
therapy and the beginning of salvage therapy at first relapse. This interval was designated as
the time to next treatment (TTNT). In the 43 cases it was found that for the 27 patients who
were CD38-negative TTNT was 83 months but for the 16 patients who were CD38-positive
TTNT was only 42 months (Figure 3a). When we analyzed specifically the 23 of the 43
patients that relapsed, the difference in TTNT between CD38-negative and CD38-positive
cases was even more dramatic. Here TTNT of the 15 patients who were CD38-negative was

95 months but only 24 months for the 8 patients who were CD38-positive (Figure 3b).

CD38 expression promotes HCL growth by protecting against apoptosis
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Clinical evidence indicates that CD38 expression in HCL correlates with poor prognosis. Next
we sought to determine if CD38 expression represents a driver or a passenger in HCL
pathogenesis. This was addressed by utilizing the HCL cell line JOK-1 that is CD38 positive
(Figure 1b and Figure 2a). Zinc Finger Nuclease technology produced pools of this line that
either contained homozygous frame-shift mutations within the CD38 coding region or
contained no mutations within this same region (Supplementary information, Figure S2).
These pools were designated JOK-CD38-KO and JOK-CD38-WT, respectively. Comparison
of the two pools demonstrated that eight days after the initiation of cultures with equal
numbers of cells the number of JOK-CD38-KO cells was 36% fewer than JOK-CD38-WT
(Figure 4a). The rate at which cells grow in culture represents the sum of the balance
between cell division and cell death. Therefore, which of these processes accounted for the
difference in growth rate of JOK-CD38-KO and JOK-CD38-WT was investigated.
Incorporation of 5-ethynyl-2°-deoxyuridine demonstrated that in cultures of JOK-CD38-KO
the percentage of cells in the DNA synthesis phase of the cell cycle was not significantly
different than that in cultures of JOK-CD38-WT (Figure 4b). Consequently, CD38 expression
appears not to influence HCL proliferation in vitro. However, in contrast, when apoptosis was
assessed by cell-surface binding of annexin V and DNA accessibility to propidium iodide, the
intrinsic apoptosis rate of JOK-CD38-KO after 72 hours of culture was found to be
approximately one third higher than JOK-CD38-WT. (Figure 4c). Therefore, CD38 expression
appears to enhance HCL growth not by effecting an increase in proliferation but rather by

increasing cell survival.

CD38 expression promotes HCL adhesion

The adhesion of T cells and CLL B-lymphocytes to endothelial cells has previously been
shown to be mediated by CD38 (16, 17). Therefore, we investigated the possibility that CD38

also contributes to the adhesive properties of HCL B-lymphocytes. Confluent monolayers of
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human microvascular endothelial cells were prepared and either activated with LPS or left
untreated. The ability of JOK-CD38-KO and JOK-CD38-WT to adhere to these monolayers
was then assessed (Figure 5). This analysis demonstrated that JOK-CD38-KO was 34% less
able to bind non-activated endothelial cells than JOK-CD38-WT and 39% less able to bind

activated endothelial cells.

CD38 effects growth of HCL tumors in vivo

Analyses performed in vitro indicate that CD38 drives HCL survival and adhesion (Figure 4C
and Figure 5). These results suggest CD38 expression may contribute to the pathogenesis of
HCL in vivo. Therefore, to address this question JOK-CD38-WT and JOK-CD38-KO were
injected subcutaneously into immunodeficient mice. After 4 weeks the resulting tumors were
dissected, weighed and their dimensions measured. This analysis demonstrated that the
tumors originating from JOK-CD38-KO had volumes that were on average 40% smaller than
those originating from JOK-CD38-WT (Figure 6a). In addition, tumor weight was reduced on
average by 43% (Figure 6b). Therefore, these results support the hypothesis that CD38

influences HCL pathogenesis in vivo.

Targeting CD38 regresses pre-existing HCL tumors in vivo

Experiments performed with JOK-CD38-KO indicate that targeting CD38 expression in HCL
may have therapeutic efficacy. This was tested using the parent of JOK-CD38-KO where
CD38 expression remained intact. The parental line was engineered such that it
constitutively produced luciferase and, therefore, could be visualized by luminescence in the

presence of luciferin. This line was then injected into the peritoneum of immunodeficient mice
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and allowed to form tumors. These tumors were then treated with either a non-immune
control antibody or the anti-CD38 antibody SAR650984 (18). Luminescence imaging
demonstrated that tumors tended to continue to grow after treatment with the control

antibody but tended to be reduced by treatment with SAR650984 (Figure 7).
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Discussion

HCL is an indolent neoplasm predominantly of cells with a genetic signature related to
memory B-lymphocytes (1, 19). A stubborn percentage of HCL cases are either resistant to
available treatments or relapse with intractable disease (3, 4). HCL usually presents in late
middle age. Therefore, in regions of the world such as North America and Western Europe
with a baby-boom generation reaching retirement, the absolute number of HCL patients in
need of novel treatments is set to increase. Here we report for the first time that targeting
CD38 could represent one such novel therapy. We find that approximately one third of HCL
patients exhibit CD38 expression and that this expression correlates with poor prognosis.
Evidence developed in vitro indicates that the molecular basis of this heightened
pathogenesis is the ability of CD38 to effect increased lymphocyte survival and an increased

ability to bind endothelium.

The natural history of CD38 expression in HCL bares a striking resemblance to that in CLL.
Both are indolent neoplasms with phenotypes related to memory B-cells (19-21).
Approximately one-third of both HCL and CLL patients are CD38-positive when the cut-off for
positivity is set at 30% of the malignant clone (22-24). In both HCL and CLL CD38 mediates
adhesion to endothelial cells (16, 17). In both HCL and CLL CD38 protects against apoptosis
(25, 26). In both HCL and CLL CD38-positivity is a negative prognostic indicator (22, 24, 27-

31).

It is now widely accepted that in CLL there are dynamic shifts of neoplastic cells between the
blood stream and lymphoid tissue. In the circulation CLL cells manifest resistance to
apoptosis but are compromised in their ability to proliferate while in lymphoid tissue they are

susceptible to apoptosis or induced to proliferate (32-35). These findings indicate that the
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microenvironment of lymphoid tissue is necessary for CLL proliferation but not for apoptosis
resistance (36). CD38 has been implicated in mediating both microenvironment-dependent
CLL proliferation and microenvironment-independent survival (16, 37, 38). Extrapolating
these roles of CD38 from CLL to HCL would provide an explanation for our observation that
knockout of the CD38 gene fails to influence cell division in HCL mono-cultures but does

compromise survival.

In addition to CLL, CD38 has previously been found to be expressed in a wide range of other
hematologic malignancies including B-cell and T-cell acute lymphoblastic leukemia, multiple
myeloma, B-cell non-Hodgkin’s lymphoma and acute myeloid leukemia (39-42). Targeting
CD38 in xenograft models of these malignancies has been demonstrated to have therapeutic
efficacy and trials are currently underway to determine clinical utility (43-50). The results
reported here indicate that HCL should be added to the list of blood cancers where anti-
CD38 therapy is being evaluated. However, since monotherapy often results in the evolution
of resistant disease, combining CD38 targeting with existing HCL treatments such as purine

analogues and agents that target CD20 and B-Raf might prove particularly beneficial.
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Figure Legends

Figure 1 Induction of RhoH in HCL down-regulates CD38 expression. (a) Quantitative RT-
PCR analysis showing that when RhoH expression is induced in JOK-1 HCL cells (JOK-
RhoH) CD38 mRNA levels are significantly reduced compared to JOK-1 HCL cells where
RhoH expression is not induced (JOK-Empty) (Paired Student t-test: P = 0.0026).
Histograms represent the mean of four experiments performed in duplicate £ s.d. (b)
Western blot analysis using an anti-CD38 mouse monoclonal antibody showing that when
RhoH expression is induced in JOK-1 HCL cells (JOK-RhoH) CD38 protein levels in total
protein lysates are lower than in JOK-1 where RhoH is not induced (JOK-Empty). An
antibody against B-actin was used in the control analysis of lysates. (c) Flow cytometric
analysis showing that expression of CD38 on the surface of JOK-1 cells is lower when RhoH
is induced (JOK-RhoH) compared to when RhoH is not induced (JOK-Empty). Analysis was
performed using a FITC-conjugated antibody that specifically binds CD38 (CD38 Ab) or an
isotype-matched control antibody (Isotype Ab). A representative example of the flow patterns
acquired is depicted along with the mean percentages of FITC-positive cells calculated from
4 experiments + s.d. After subtraction of the fluorescence intensity attributable to the control
antibody, the mean fluorescence intensity attributable specifically to the CD38 antibody was
71.8 £ 14.3 s.d. for JOK-Empty and significantly less at 19.7 + 9.0 s.d. for JOK-RhoH (Paired

Student t-test: P = 0.0006).

Figure 2 CD38 is differentially expressed by HCL cell lines and patients. (a) Western blot
analysis of total protein lysates showing that CD38 is expressed by the HCL cell lines JOK-1,
HC-1, Hair-M and Eskol but not the HCL cell line EH/K. An antibody against GAPDH was
used in the control analysis of lysates. (b) Immunohistochemical analysis of CD38

expression in bone marrow biopsies taken from HCL and CLL patients. Eight HCL patients
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were examined in this way and two found to be CD38-positive. The analysis of one of these
CD38-positive patients is depicted (Panel A). The analysis of one of the six HCL patients
determined to be CD38-negative is depicted (Panel B). As a control for the analysis of HCL
patients, bone marrow biopsies taken from two CLL patients were identically examined for
CD38 expression. The diagnostic pathology record of one of these CLL patients indicated
that the bone marrow was CD38-positive (Panel C). The pathology record of the second CLL
patient indicated the bone marrow was CD38-negative (Panel D). All images were taken at a

magnification of x 100.

Figure 3 CD38 is a marker of poor prognosis. (a) Kaplan-Meier plot showing the time
between the end of first line therapy and the beginning of salvage therapy in 43 cases of
HCL. This time interval was designated as the time to next treatment (TTNT). The 16 cases
that were CD38-positive and the 27 cases that were CD38-negative are plotted separately
with dotted and solid lines, respectively. The mean TTNT of the CD38-positive patients was
significantly shorter than that of the patients who were CD38-negative (Gehan-Breslow-
Wilcoxon test: P = 0.0023). (b) Kaplan-Meier plot showing the TTNT only of the 23 patients
within the total of 43 analyzed that suffered relapse. CD38-positive and CD38-negative cases
are plotted separately with dotted and solid lines, respectively. The mean TTNT of 8 CD38-
positive patients was significantly shorter than that of 15 patients who were CD38-negative
(Gehan-Breslow-Wilcoxon test: P < 0.0001). Within the CD38-positive group, 4 had first-line
therapy with interferon and 4 had first-line therapy with purine analogs. Within the CD38-

negative group, 6 were initially treated with interferon and 9 with purine analogs.

Figure 4 CD38 promotes HCL growth. (a) At day O cultures of JOK-CD38-KO and JOK-
CD38-WT were initiated at a density of 5 x 10° cells per ml. Thereafter, cells were counted at

day 2, 4, 6 and 8. At each time point the number of JOK-CD38-WT cells (CD38-WT) was
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assigned a value of 100 and the number of JOK-CD38-KO cells (CD38-KO) calculated as a
percentage of this value. Histograms represent the mean + s.d. of 3 experiments. At day 4, 6
and 8 the number of JOK-CD38-KO cells was significantly fewer than the number of JOK-
CD38-WT cells (Paired Student t-test: P = 0.0257, 0.0342 and 0.0036, respectively). (b) The
rate of cell division was assessed by measuring the percentage of cells in culture that
incorporated EdU and thus designated to be in the S phase of the cell cycle. Histograms
represent the mean * s.d. of 3 experiments. There is no significant difference between
cultures of JOK-CD38-WT (CD38-WT) and JOK-CD38-KO (CD38-KO) (Paired Student t-test:
P = 0.1571). (c). The rate of cell death was assessed by determining the percentage of cells
in 72 hour cultures that expressed annexin V and also stained with propidium iodide. These
cells were designated to be undergoing apoptosis. Histograms represent the mean £ s.d. of 4
experiments. The percentage of cells undergoing apoptosis was significantly higher in
cultures of JOK-CD38-KO (CD38-KO) than in cultures of JOK-CD38-WT (CD38-WT) (Paired

Student t-test: P = 0.0091).

Figure 5 CD38 promotes HCL adhesion. Confluent monolayers of human microvascular
cells (HMEC-1) were prepared and either left not activated or activated with LPS. These
monolayers were then incubated with JOK-CD38-WT (CD38-WT) or JOK-CD38-KO (CD38-
KO) that had previously been labeled with the fluorescent marker BCECF-AM. After 1 hour
non-adherent cells were washed off and the fluorescence intensity of monolayers measured.
The fluorescence of monolayers that had not been incubated with cells was subtracted from
this value to give a measure of the fluorescence acquired by monolayers specifically from the
adherence of HCL cells. These specific fluorescence measures were then plotted on
standard curves constructed from serial dilutions of a known number of the corresponding
HCL cell line labeled with BCECF-AM. In this way the number of adherent cells was
calculated. Histograms represent the mean + s.d. of 4 experiments performed at minimum in

triplicate. The adherence of JOK-CD38-KO to both not activated and activated endothelial
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cells was significantly lower than the adherence of JOK-CD38-WT (Paired Student t-test: P =

0.0332 and 0.0126 respectively).

Figure 6 CD38 promotes HCL growth in vivo. (a) Eight mice of the strain NOD.Cg-Prkdc®™
IL2ry™™"™/SzJ were injected subcutaneously with 5 x 10°® JOK-CD38-WT (CD38-WT) and
seven mice of the same strain were identically injected with JOK-CD38-KO (CD38-KO). After
4 weeks the resulting subcutaneous tumors were dissected and their volumes calculated
from dimension measurements. The tumor volume in each mouse is presented as a filled
square. Horizontal dotted lines show the mean tumor volumes produced by JOK-CD38-WT
and JOK-CD38-KO. Vertical bars delineate the s.d. of these volumes. The mean volume of
tumors produced by JOK-CD38-KO was significantly smaller than that of those produced by
JOK-CD38-WT (Unpaired Student t-test: P = 0.0525). (b) The weight of the same tumors
where volume was calculated. The mean weight of tumors produced by JOK-CD38-KO was
significantly less than that of those produced by JOK-CD38-WT (Unpaired Student t-test: P =

0.0273).

Figure 7 Targeting CD38 treats pre-existing HCL in vivo. JOK-1 cells were stably
transfected with the plasmid pGL4.5[Luc2/CMV/Neo] that contains the firefly luciferase gene
under control of the constitutive gene promoter of cytomegalovirus. This luciferase cell line
was then injected into the peritoneum of mice of the strain Hsd:Athymic Nude-Foxn1™. After
3 days mice were subjected to whole body imaging following intravenous injection of D-
Luciferin. Those mice where tumor was detected were intraperitoneally injected at day 4 and
day 6 with the anti-CD38 antibody SAR650984 or an 1gG control antibody. At day 7 mice
were again imaged. Depicted are superimposed luminescence and X-ray images of three

mice injected with SAR650984 (CD38) and three injected with the control antibody (Ctrl).
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