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Avant-Propos

L’hématopoiése est un processus physiologique axemt finement régulé qui a partir d’'une
cellule souche hématopoiétique permet le développente différents types cellulaires. Ces
cellules appartiennent au systeme hématopoiétiqueinglut également des structures
privilégiées pour la croissance des cellules danfiitopoiése (micro environnement spécifique,
niche hématopoiétique) et I'auto-renouvellement adkiles souches de 'lhématopoiese. La
production des cellules du sang repose sur la agéguoldes processus de prolifération et de
différenciation secondaires a la sécrétion de nubdscextracellulaires (facteurs de croissance
notamment), a I'existence de molécules intra-cgspliques et membranaires (récepteurs et
voies de transduction du signal), et intranucl&aifeacteurs de transcription et genes
spécifiques). Schématiquement, on distingue deardgs lignées : la lignée lymphoide et la
lignée myeéloide.

La dérégulation d’'un ou de ces deux parametresaforedtaux (prolifération et différenciation)
conduit a la transformation d'une cellule normala eellule leucémique, c'est la
leucémogenese. On distingue ainsi les hémopathi@®niques, caractérisées par
'augmentation de la prolifération d’un ou plusietypes cellulaires, des hémopathies aigués,
durant lesquelles les cellules bloquées a un giegmce de la différenciation proliferent de
maniére excessive.

Le travail que nous allons aborder porte sur unedmie aigué myeloblastique basophile qui
s’articule autour d’une translocation entre lesoamwsomes X et 6 et conduit a un gene de
fusionMYB-GATAImettant en contact deux facteurs de transcrifi@s de ’lhématopoiese :
MYB et GATAL. Dans un premier temps, nous verrons quelques déésgrsur les LAM, en

particulier les pédiatriques dont cette leucemgr@ibasophile (LAB) tres particuliére. Afin
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d’aborder les mécanismes fonctionnels et moléadainous reprendrons ensuite quelques
bases de I'hématopoiese normale, avec une fodafisagur la myélopoiése et la
basophilopoiése. Puis, la compréhension des mécesimoléculaires fera appel a quelques
connaissances sur les facteurs de transcriptioseqoint principalement présentés pour leur
implication dans I'hématopoiése, la basophilopoigsis la leucémogenése. Ces éléments
d’introduction nous permettront de présenter |'obfede ce travail qui esde reproduire au
mieux le phénotype particulier de cette leucémrieeftet, cette translocation spécifique induit
un engagement vers la lignée basophile et cesuxaxiaent a appréhender les mécanismes de

dérégulations a I'origine de ce phénotype en atiligie nouvelles approchiesvitro etin vivo.
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INTRODUCTION



) La Leucémie Aigué

La leucémie, du greteukos (blanc) ethaima (sang), se définit comme une malignité
caractérisée par une accumulation incontrélée Hele®immatures non différenciées de la
moelle osseuse, les blastes, qui ne répondentguamlement aux signaux de différenciation
et de prolifération. Ces pathologies trés hétéregémnt caractérisées par I'’émergence d’'une
ou plusieurs populations de cellules immaturesuepar leur représentation anormale. On
distingue 2 grands types de leucémies aiguésgeleinies aigués lymphoblastiques et les
leucémies aigués myéloblastiques. Les leucémiegésignyéloblastiques (LAM) sont
caractérisées par une prolifération clonale dadsade la lignée myéloide associée a un blocage
de la différenciation. A I'inverse, dans les leutgsmmyéloides chroniques (LMC), en dehors
des phases d’acutisation, il n’existe pas a proprémarler de prolifération blastique mais une

production excessive et persistante de globulexblau sein de la moelle osseuse.

La classification des LAM

Les LAM sont habituellement classées selon le systde classification de I'Organisation
Mondiale de la Santé (OMS) ou le systéeme de claasiin franco-américano-britannique
(FAB). Le systéme de classification de 'OMS estsplécent que le systeme FAB. Ce systéme
se base sur les caractéristiques cytologiquesgéntiiques et moléculaires de la LAM pour
les regrouper en plusieurs catégories généraledakaification OMS a récemment été révisée
(Arberet al, 2016). Ces progres sont essentiellement liésaealdppement du séquencage de
nouvelle génération qui a permis d’identifier destations génétiques cruciales pour le
développement d'une LAM et d’améliorer certainstargs diagnostiques d’entités déja

présentes dans la classification 2008 ou bien ldifeale nouveaux sous-groupes.
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Cette classification comprend essentiellement dgates : LAM avec anomalies génétiques
récurrentes ; LAM avec signes de dysplasie tougblasteurs lignées ; LAM secondaires a des
thérapeutiques ; LAM autres, n'entrant pas dansdt&gories précédentes. Nous présentons ici
les derniéres mises a jour (Arhadral, 2016) :

LAM avec anomalies cytogénétiques récurrentes

- LAM avec t(8;21) (q22;922) ; RUNX1-RUNX1T1

- LA promyélocytaire avec PML-RARA

- LAM avec inv(16)(p13.1922) ou t(16;16)(p13.1928)BFB-MYH11

- LAM avec t(9;11)(p22;q23) ; MLLT3-KMT2A

- LAM avec 1(6;9)(p23;q34) ; DEK-NUP214

- LAM avec inv(3)(g21g26.2) ou t(3;3)(921;926.2Z3ATA2, MECOM

- LAM (mégacaryoblastique) avec t(1;22)(p13;q1BBM15-MKL1

- LAM avec mutation NPM1

- LAM avec mutation bi alléligue CEBPA

- Entités provisoires : LAM avec BCR-ABL1

LAM avec mutation RUNX1

LAM avec anomalies associées aux myélodysplasies

- Soit faisant suite a un syndrome myélodysplasiqueun syndrome myéloprolifératif/
dysplasique

- Soit avec anomalie(s) cytogénétique(s) de syndnoyddodysplasique : voir tableau plus

bas

Néoplasies myéloides post chimiothérapie

LAM sans autre spécification par ailleurs (NOS)
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- LA Myéloblastique avec différenciation minime

- LA Myéloblastiqgue sans maturation

- LA Myéloblastique avec maturation

- LA myélomonocytaire

- LA monoblastique / monocytaire

- LA érythroide pure [I'érythroleucémie (= ancierltAM®6) a disparu en 2016]
- LA mégacaryoblastique

- LA Myéloblastique a composante basophile

- LA avec myélofibrose (panmyélose aigué)

Parallelement a cette classification OMS, il exigte classification FAB basée sur les aspects

morphologiques des blastes et divisée en 7 souggso Le tableau ci-dessous met en évidence

les correspondances existant entre la classifit@S 2008 et la classification FAB
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OMS 200¢ FAB

Groupe avec anomalies cytogénétiques récurrentes
LAM avec t(8;21) (922;922) ; RUNX1-RUNX1T1 |LAM avec maturation (LAM2 — FAB)

LAM avec t(15;17) (922;912) ; PML-RARA LA & promyeélocytes (LAM3 — FAB)

LAM avec inv(16)(p13.1g22) ou t(16 ;16)(p13.1g2RA Myélomonocytaire aigué avec éosinophiles anorx
CBFB-MYH11 (LAM4eo — FAB)

LAM avec t(9;11)(p22;923) ; MLLT3-MLL LA Monoblastique (LAM5 — FAB)

LAM avec 1(6;9)(p23;q34) ; DEK-NUP214 LAM avec maturation et exces de basophiles (LAM2AB)

LAM avec inv(3)(g21g26.2) ou t(3;3)(g21;9026;2)AM avec meégacaryocytes anormaux (voir LA
RPN1-EVI1 mégacaryocytes)

LAM (mégacaryoblastique) avec t(1;22)(p13;qi3A mégacaryoblastique (LAM7 — FAB)
RBM15-MKL1

Entités provisoires : LAM avec mutation NPM1  Divers types de LAM (souvent LA sans matural
LAM avec mutation CEBPA myélomonocytaires ou monoblastiques)

Groupe avec anomalies associées aux myélodysplasies

- Faisant suite a un syndrome myélodysplasique

syndrome myeéloprolifératif/dysplasique

- Ou présentant des anomalies cytogénétiques idex

a celles des myélodysplasies Divers types morphologiquessouvent LAM sans ou av
- Ou pésentant une dysplasie sur > 50% des cematuration, ou LA myélomonocytaires

d’au moins 2 lignées myeéloides

Groupe des LAM post chimiothérapie
Une seule entité quel que soit le traitement
Groupe sans spécification particuliere

LAM avec différenciation minime

LAM sans maturation LAM O - FAB
LAM avec maturation LAM 1 - FAB
LA myélomonocytaire LAM 2 — FAB
LA monoblastique / monocytaire LAM 4 — FAB
LA érythroide : LA érythroide pure LAM 5 — FAB
LA mégacaryoblastique LAM 6 — FAB
LAM a composante basophile LAM 7 — FAB

LA (panmyélose aigué) avec myélofibrose

17



Nous allons maintenant approfondir les différené&né&nts ayant permis de mettre en place
cette classification que ce soit au niveau cyt@ogj immunophénotypique, moléculaire ou

cytogénétique.

La cytologie
L’analyse cytologique du frottis médullaire estxbenen fondamental qui permet de poser le
diagnostic de LAM au-dela d'un seuil d'infiltratidilastique. La classification FAB (Bennett
et al 1976) a défini morphologiquement pour la premiie la leucémie aigué myéloide

(pourcentage de blastes, présence de corps d’posgitivité de la réaction estérase).

Figure 1. Quelques exemples de frottis correspondant auxtypesLAMO, LAM1, LAM2, LAM3, LAM4 et LAM6
apres coloration au MGG (issu du laboratoire deotygie, CHU Bordeaux)
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Immunophénotypage

L’'immunophénotypage est effectué de facon syst@umaten cytomeétrie de flux. Il a souvent
valeur de confirmation d’'un diagnostic morphologiquéja fait mais peut avoir une valeur
diagnostique en cas de formes morphologiqguemenfférehciées. Ainsi il existe des

marqueurs pan-myéloides CD13, CD33, CD65, CD11hdRe al, 1995). Son aide est

extrémement importante au diagnostic ou en cagdaute notamment pour différencier les
LAMO (CD34+, HLA-DR+, CD13+, CD33+) et les LAM7 (C33+, HLA-DR+, CD13+/-,

CD41+, CD61+, CD42b+, CD36+, CD45+).

Cytogénétique
L’analyse cytogénétique des LAM est essentieljgeeinet de différencier plusieurs cas ou des
anomalies clonales sont identifiees. Ces anomeakesent dans 75-80% des cas de LAM de
I'enfant et on distingue entre autres des transioes, des pertes de matériel chromosomique

ou des trisomies.

Les translocations

Il s’agit de 'anomalie cytogénétique la plus frégte qui aboutit & des recombinaisons et des
juxtapositions de génes normalement séparés. Ppkesent étre intra-chromosomiques
(anomalies au sein d’'un méme chromosome) ou iferrcosomiques (fragments faisant
'objet du remaniement situés sur 2 chromosomesindis). Les anomalies sont dites
equilibrées lorsque qu’aucun gain ni perte de netéhromosomique n’est observeé. Elles
peuvent étre responsables de la production d’'uno&ipe chimérique dont le role va étre
variable mais souvent déterminant dans le développe d’'une leucémie. Cependant tout
remaniement chromosomique de ce type n’a pas fawede conséquence leucémogéene en

fonction du contexte environnemental dans lequ& iproduit. Comme nous allons le voir un

19



seul réarrangement de ce type peut conduire adaggeament d’une leucémie ou bien il faut
une juxtaposition de plusieurs événements comnpeahl’observer parfois dans I'acutisation
de syndromes myélodysplasiques (S#tilal, 2004). Ainsi en paralléle de ces translocatitas,
réarrangement associé peut conduire a une inaotivéiine copie du gene, et donc une haplo-
insuffisance, qui peut agir en coopération avetrdascrit de fusion dans les processus de
leucémogenese. Cet effet a été démontré dansdanee aigué promyélocytaire au cours de
laquelle la translocation t(15;17)(g22;921) aboatia formation d’'une protéine chimérique,
PML-RARa. L’haplo-insuffisance d®ML combiné a I'expression d@ML-RAR: augmente la
fréquence et diminue le temps d’apparition de l#adiain vivo (Regoet al, 2001).
Certaines translocations conduisent & une modiicat' activité transcriptionnelle car le gene
impliqué dans la translocation est mis au contagt gromoteur fort ce qui peut provoguer sa
surexpression par exemple. On parle alors d’anena&itype quantitatif. Ainsi dans le cadre
de leucémies survenant chez le trés jeune enfardétid mis en évidence une surexpression de
MYB chez des patients présentant une transloc#iton) juxtaposanTCR3 etMYB (Clappier
et al, 2007).
D’autres translocations peuvent étre responsalglés création d’'un géne chimérique ou géne
de fusion lorsque 2 genes se juxtaposent dansigenséns et conservent un cadre de lecture
ouvert. Dans ce cas il s’agit d’'une anomalie qatlie. Le géne de fusion peut soit étre activé
en continu soit avoir une activité transcription@edi un ou les deux génes impliqués est un
facteur de transcription.
Il existe ainsi plusieurs exemples :

L’'un des cas les plus connus d’activité constitutst celui de la translocation t(9;22)
a l'origine de la protéine de fusion BCR-ABL1 akesé&nt a l'activation constitutive du
domaine kinase présent sur ABL1 (Shtivelngnal, 1985). Cette activation continue, va

entrainer une dérégulation du cycle cellulairerst baisse de I'apoptose.
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Dans le cas de la translocation t(8;21) qui caralmigéne de fusioRUNX1-RUNX1T1
(anciennemenAML1-ETQ, on est en revanche en présence d’'un géne denfagant une
activité transcriptionnelle modifiée. En effetdemaine de liaison a 'ADN de RUNX1 est lié
a RUNX1T1 qui est un répresseur transcriptionnem@e le domaine de liaison a I’'ADN de
RUNX1 a conservé la capacité de se lier a cessibdmscriptionnelles, le gene de fusion va
avoir une activité de répresseur transcriptionfiehnket al, 1995)

Dans le cas de translocation t(10;11) impligudbtP98 (Nucléoporine 98) etHEX
(hematopoieticallyexpressedhomeoba gene, aussi connu sous le nom de proline-rich
homeoboxPRH), qui a habituellement une activité de répresseunscriptionnel va devenir
activateur transciptionnel, avec comme conséqudans un modéle murin, un blocage de la
différenciation et une augmentation de l'auto-reredlement (Jankoviet al, 2008) ainsi
gu'une dérégulation de génes impliquéd. T3, HOXA5, HOXA9, PBX3dans plusieurs

modéles de leucémies (Palmagwstl 2007).

Anomalies avec perte ou gain de matériel

Les anomalies chromosomiques déséquilibrées (arée pu amplification de matériel
génétique), tout comme les monosomies, les déktims trisomies ou duplications, sont
associées aux leucémies aigués myéloblastiqueasi Rarplus fréquentes on retrouve :

Les délétions du chromosome 5 qui sont parmi lkes @gdmmunes et les plus fréquentes
décrites que ce soit dans les leucémies aigués oblgétiques ou les syndromes
myélodysplasiques acutisés ou non. Les anomalieghémt le plus souvent le bras long du
chromosome 5 (del5q). Il existe en position 59035382 des genes suppresseurs de tumeur.
Ainsi des études sur un modele murin, ont suggéréle central du géemaDial, dans le réseau
suppresseur de tumeur, qui impligue plusieurs géitaés en 5g. Ce réseau participerait a

’lhoméostasie du systéme hématopoiétique, équilideacroissance et la différenciation des
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précurseurs et des cellules souches hématopoigtiiisenmanret al, 2009). Il est ainsi
facilement compréhensible qu’un déséquilibre detseau favorise I'apparition d’'une LAM.

Une autre anomalie fréquemment rencontrée est feogsoonie 7qui est unfacteur de
Sévérité associé a un mauvais pronostic dansueénaes aigués myéloblastiques (Haslal,
2007).

Certaines leucémies aigués myéloblastiques prégentdes aberrations
chromosomiques multiples. On parle de caryotypeptexelorsqu’il y a plus de 3 anomalies
chromosomiques de structure ou de nombre. Cesngesé caryotype complexe touchent
préférentiellement les personnes agées et sonti@es@ une valeur pronostique défavorable
(Chenet al, 2007; Mrdzek, 2008). Une autre entité correspanr caryotypes complexes
monosomiques correspondant a la présence d’au rdomenosomies pour des autosomes
différents (chromosomes non sexuels) ou bien danplusieurs monosomies d’un autosome

associée a au moins une anomalie structurale (Breteah 2008).

Anomalies de séquences

En dehors des translocations ou des anomalieséreples leucémies peuvent étre
associées a des mutations ponctuelles. Ainsi pitssiemutations sont étudiées
systématiguement dans le cadre des leucémies aiguédsides.

Des analyses cytogénétiques et moléculaires omuiioa une classification fonctionnelle des
altérations génétiques (Skehal, 2012). On distingue :

Les anomalies de classe |: anomalie de genesrotamit certaines voies de
signalisations (FLT3, RAS, KIT...) conférant un aage prolifératif aux cellules. Les génes

concernés sont donc essentiellement des tyrosinasds.
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Les anomalies de classe Il correspondent a desai®s de génes contrélant la
différenciation et la transcription (CEBPA, RUNXIPML1...) qui sont des cibles privilégiées
des translocations dans les LAM.

Les anomalies Classe lll correspondent a des diemmde génes impliqués dans la
régulation épigénétique (TET2, DNMT3A, ASXL1, IDHdu IDH2). Les mécanismes de
régulation épigénétique permettent de contrélerpfession des genes par I'intermédiaire de
modifications de I'ADN sans changement de la ségeenucléotidique associée. Ces
modifications concernent essentiellement la métloylales cytosines et les modifications post
traductionnelles des histones.

Ces anomalies seront développées ultérieuremest ldasous-chapitre centré sur les

anomalies de régulation moléculaire.
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Les LAM pédiatriques

Les LAM représentent environ 20% des leucémieséaigle I'enfant affectant chaque année
en France 75 a 80 patients de moins de 15 ansdlGaal, 2004) et sont le plus souvent
primitives. Leur incidence est stable de la naissaa 10 ans puis connait une légére
augmentation au moment de I'adolescence. La réipartes leucémies aigués et leur pronostic
varient selon I'age et le sous-type myéloide etglgoide. Chez les enfants (de 1 a 15 ans),
80 % des leucémies aigués sont des formes lymptahlas, alors que ces maladies sont
proportionnellement rares chez I'adulte. Le seoraest approximativement de 1. La survie a 5
ans des leucémies aigués de I'enfant (1 a 15 saiskeétimée a 82 % pour les LAL et a 55 %
pour les LAM a la fin des années 1990, alors quautaie pour les enfants de moins de 1 an
était respectivement de 48 et 45% (Goudtiral, 2006). Durant les 2 dernieres décennies, la
survie globale apres 5 ans des enfants atteint&\Neest passée a plus de 65%. De nouveaux
composants thérapeutiques, l'intensification desedp 'augmentation de la durée de la
chimiothérapie d’induction, la disponibilité de dmurs compatibles apparentés dans
I'allogreffe de moelle osseuse et la classificaties leucémies par groupes de risque sont des
facteurs ayant contribué a ce progres.

La proportion de patients porteurs d’anomalies ctusomiques (70-85 %) est plus importante
gue chez les adultes (40-47 %). En ce qui condemganslocations, le réarrangement MLL
(Mixed-Lineage Leukemia), localisé dans la bandemriosomique 11923 et frequemment
réarrangé dans plusieurs types de leucénaessi que la t(8;21) sont plus fréquents
contrairement a I'adulte chez lesquels il existesmle t(15;17) et d’inversion du 16 (inv(16)).

Il existe aujourd’hui des éléments indiquant quenigorité des leucémies pédiatriques ont une
origine prénatale par I'acquisition d’altérations@mosomiques et géenétiquesuterodurant
I’lhématopoiese fcetale. Ainsi la présence de la mg&#gaence de fusion au niveau des blastes

leucémiques de jumeaux ne s’expliquerait que paranigine monoclonale prénatale de leurs
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leucémies (Greavet al, 2003). L'origine prénatale a également été ébiidez des patients
présentant une LAM avec translocation t(8;21) pesquels des PCR sur les cellules sanguines
récoltées lors des tests de Guthrie a la naissaveient mis en évidence la présence de la
translocation (Wiemelst al, 2002). Ce premier événement prénatal ne serpénckant pas
suffisant pour I'apparition de la leucémie ; un xiéme événement génétique rare, postnatal,
serait nécessaire et c'est ce qui expliquerait dee jumeaux issus d'une grossesse
monochoriale mono-amniotique aient une évolutidifédinte : 'un pouvant présenter une

leucémie liée a un"@événement et I'autre pouvant étre indemne. (Keirgiskl, 2003).
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La leucémie aiqué a basophile

La leucémie aigué a basophile (LAB) est une ehgt@atologique rare, décrite pour la premiere
fois au début du XXeme siecle paryachin et Uber. Il s’agissait de 2 patients priasgrune
importante basophilie associée a une leucémie amyéoide. Le premier cas identifié de
leucémie aigué basophile fut décrit par Wick etl.c@lVick et al 1982) La leucémie a
basophiles est estimée a 2 % de I'ensemble desgames malignes eta 4 a 5 % des leucémies
non lymphoblastiquefGuptaet al, 2004) essentiellement décrite chez I'adulte 4gé avec un
meédiane d’age chez les adultes avoisinant les 83 apendant, ifaut distinguer les LARle
novodes leucémies myéloides accompagnées d’un contidgebasophiles constitué pour la
plupart de basophiles matures. C’est le cas notarhdesleucémies aigués myéloides avec
translocation t(6;9) qui ont été souvent assoc#&ese basophilie modérée, sans symptome
hyperhistaminémique mais avec un pronostic défélergue cette translocation soit associée
ou non a une duplication FLT3-IT3andahkt al, 2014) Des leucémies myeéloides chroniques
(LMC) en phase chronique ou d’acutisation peuvegatement correspondre a ce sous-groupe.
La particularité de cette hémopathie consiste anifgenue possible d’'une hyperhistaminémie
lite a la dégranulation basophile, responsableugténs cutanées a type de rash urticarien,
d’cedeme, de prurit, de symptomatologie digestieeigges, diarrhée) ou vasculaire (réaction
anaphylactique).

L’observation du frottis sanguin peut orienter laghostic par la présence mixte de blastes a
grains basophiles denses et de blastes indiffé&g(Duchayneet al, 1999) L'examen des
frottis médullaires permet de retrouver ces depesyde blastes associés a des précurseurs et
cellules matures basophiles. Les blastes carauf@es sont de taille moyenne a grande avec
un haut rapport nucléo-cytoplasmique, de formelrégy arrondie, avec une chromatine fine,
parfois nucléoléeRigure 2. Le cytoplasme est faiblement basophile et reméeren quantité

variable, des gros grains foncés, violet noir, @mivecouvrir la surface nucléaire. Ces cellules
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basophiles peuvent étre confondues avec des cethéstocytaires quand leur cytoplasme est
entiérement recouvert de grains foncés. A cotéedebtastes évocateurs pouvant représenter
0 & 70% des blastébuchayneet al, 1999) il existe un contingent de blastes indifférenciés

qui peut égarer le diagnosfighvidelet al, 2003)

-

Figure 2. aspect de « basophiloblaste » aprés coloration ay Brunwald-Giemsa. Issu de Blod#yeillard &
Desjonqueres, 2014)

L’exploration par microscopie électronique a étgp@tée comme I'examen de choix pour
affirmer la nature basophile des grains ou lesmaeth évidence quand ils ne sont pas révélés
par la coloration au May-Grunwald-Giem&hvidelet al, 2003; Duchaynet al, 1999) En
effet, les caractéristiques morphologiques indéffi@ées des blastes peuvent parfois orienter

le diagnostic vers une leucémie myéloide sans @aistique basophile. L'étude ultra
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structurale des blastes en microscopie électronpgumet d’authentifier la nature basophile
des granules dans le cytoplasme et définit leunsactéristiques morphologiques et
topographiques permettant ainsi de différenciecéiles de la lignée basophile de la lignée
mastocytairel.es « basophiloblastes » sont composés, entresadegranules théta, communs

aux basophiles et mastocytes, mais ne contiensndg granules en rouleadsigure 3.

Figure 3. Caractéristiques ultra structurales de « basophiites ».

Les granulations sont présentes a différents stddawnaturations : trés précoces (fleche courte)umea(téte de
fleche) partiellement extériorisés (fleche) granthiéta (T). Issu de British Journal of haematologglume 120,
Shvidel et coll., 2003.

L'immunophénotypage est également un outil diaggost: il affirme la nature myéloide des
blastes par la positivité des marqueurs CD13 et3TD8 Myéloperoxydase (MPO) est souvent
trouvée négative, de méme da@aphtol AS acétate estérase (NASDA), spécifapiia lignée
monocytairece qui peut conduire a des diagnostics erronésedeéiie aigué myéloide
indifférenciée si la cytologie n'a pas mis en évickeles grains basophiles dans les blastes. Les
marqueurs d’'immaturité (CD34 et HLA-DR) sont frégqueent trouvés positifs. Les blastes
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basophiles sont négatifs ou faiblement positifsp@CD117 (stem cell factor-receptor), ce qui
permet de les différencier des mastocytes. De phxgression de CD203c (ENPP3) qui est
une protéine transmembranaire de type Il appartenama famille des ectonucléotide
pyrophosphatases/phospodiesterases est un magpésifique de la lignée basophile présent
depuis le stade progéniteur jusqu’a la cellule meatlh s’agit donc d’un marqueur important
afin de pouvoir confirmer le diagnostic dans ds t&ls. La positivité du CD203c associée a la
négativité du CD117, représente un phénotype trésafeur permettant d’affirmer 'origine
basophile des blastes granuleux et indifférendigmermet également d’éliminer I'’hypothése
d’'une leucémie aigué myéloidde novoou secondaire & un syndrome myéloprolifératif,
associée a une basophilie ou I'hypothése d'unethrigeca mastocytes.

L’'analyse cytogénétique des leucémies aigués gphdes donne des résultats hétérogénes :
translocations récurrentes t(9;22) associées owanare trisomie 19, t(8;21), réarrangements
16922, trisomie 8 associée a une trisomie 21 esliwaations t(X;6) chez 5 enfar(Guptaet

al, 2004; Shvidekt al, 2003; Dastuguet al, 1997; Queleret al, 2011; Belloniet al, 2011,
Rojas-Atencicet al, 2011; Servitzogloet al, 2014) Mon travail a donc consisté a explorer les
mécanismes oncogéniques associés aux anomalieiggéséd'une LAB spécifiqgue avec

réarrangement MYB-GATAL.

Sur le plan clinique

Il s’agit d’'une entité rare, exclusivement péd@ie, dont 4 patients ont été décrits dans la
littérature et formellement identifiés comme LABeauw(X;6) (Dastuguet al, 1997; Quelemt

al, 2011). Un 8™ cas évoquant fortement ce diagnostic a été déer2011 (Bellonkt al,
2011) (Tableau 1). Il s’agissait dans tous lesdeapatients masculins ayant un age médian de
3 mois (1 a 6), avec hyperleucocytose médiane &eG@/2 (53 - 260), une thrombopénie

médiane de 42 G/L (9 - 168) et une anémie a 6,6 Pt - 8,3). Cliniquement ces patients
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présentaient tous une hépatosplénomégalie et suttsusymptémes d’hyperhistaminémie
gu’ils soient cutanés ou digestifs.

Tableau 1 : Caractéristiques clinico-biologiques patients

Age Symptémes Organo| Hb | plaquettes Leucocytes Blastes
Sexe
(mois) hyperhistaminémie mégalie| (g/dL) (G/L) (G/L) (%)
Patientl| 2,5 | Garcon Rash cutané HSMG 6,6 19 140 80

vomissements,
Patient 2 6 Garcon HSMG 7 9 260 89
meéléna

Rash cutané,
Patient 3 3 Garcon Diarrhées, HSMG 6 42 53 77

vomissements,

Rash cutané,
Patient 4 1 Garcon HSMG 8,3 84 125 87
Vomissements

Belloni,
6 Garcon| Vomissements HSMG 54 168 35,3 38
2011

Sur le plan biologique

L’analyse caryotypique mettait en évidence unestamation entre les chromosomes X et 6
conduisant a la fusion entre I'extrémité 5 de M¥Bl'extrémité 3' de GATAL, la fusion
GATA1-MYB n’étant pas détectée. Compte tenu qugdee GATAL est sur le chromosome
X et que tous les patients étaient des garcormokgine GATAL n’était plus exprimée dans
les cellules blastiques des patients. Le génesierfcomprend le domaine de liaison a I’'ADN
et le domaine de transactivation de MYB, le domaeeaégulation négative de ce dernier est

perdu et remplacé par I'extrémité C terminale deT&A comprenant un doigt de zin€igure
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4). Par ailleurs, ces deux génes ayant une orientaitiversée, une translocation ainsi qu’une
inversion d'un des deux fragments était nécess#re-ISH révélant un réarrangement

chromosomique déseéquilibré.

MYB-GATA1

Figure 4. La protéine de fusion MYB-GATAL (Issu de BlooduWa 117, Quelen et coll., 2011)

L’analyse microscopique a mis en évidence des gratastes, avec un cytoplasme abondant
et basophile que ce soit dans le sang ou dans é#lenba coloration MPO était négative, la

coloration NASDA était faiblement positive conteaiment a la coloration phosphatase acide
qui était fortement positive. La microscopie élentque confirmait le caractere basophile des

blastes.
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II) L'hematopoiese

Geénéralités

Afin de mieux aborder les mécanismes oncogéniquegee dans la LAB avec
réarrangement MYB-GATAL, nous allons dans un pretei@ps reprendre quelques éléments
fondamentaux concernant 'hématopoiese. Elle saitdghr I'ensemble des mécanismes qui
assurent le remplacement continu et régulé desedélénfigurés du sang (globules rouges,
polynucléaires, plaquettes, monocytes et lymphagyai doivent étre produits régulierement.
Ces cellules du sang jouent un réle dans I'hémestadransport de gaz, I'immunité innée et
limmunité adaptative. Elle débute a J21 de laengryonnaire, et dérive du mésoderme du
sac vitellin ou se forment des flots sanguins. éin ges ilots sanguins les cellules centrales se
différencient en cellules érythroblastiques (nuetdét les cellules de la périphérie forment les
premieres cellules endothéliales (= vaisseaux fifghiA partir de J28, des cellules souches
hématopoiétiques apparaissent dans l'aorte daisdke région Aorte-Gonades-Mesonephros,
qui iront ensuite coloniser le foie puis la rata moelle osseuse (MO) commence a étre
colonisée vers 4 mois et sera le site exclusiffamatopoiése a la naissance et pour toute la
vie (tous les os jusqu’a 4 ans, puis uniquemenb$esourts et plats : sternum, cotes, bassin,

crane, vertébres). Ces données sont illustréesladigsire 5.
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Figure 5. Schéma récapitulatif des principaux sites de I'h&paiese au cours du développement.

Les cellules hématopoiétiques primitives proviehdermésoderme extra-embryonnaire et sont proddaes le
sac vitellin. Les cellules hématopoiétiques défies proviennent du mésoderme intra-embryonnaingaréir de

la 5*Mesemaine, le foie devient le centre de I'hématcgsoé produit les cellules sanguines souches tigéni A
partir de la 8msemaine, les cellules souches issues du foie selonia circulation le thymus, la rate, la moelle
osseuse puis les ganglions lymphatiques qui designorganes hématopoiétiques entre |&™t@t la 12¢me
semaine de gestation. A I'dge adulte, la moellecoss est 'organe essentiel de I'hématopoigksu de
Hématologie, Volume 13 (3), E.N. Olivier, 2007).

La moelle osseuse adulte est composée de 60% ldesejranuleuses, 25% de cellules

érythroides, 10% de lymphocytes, 3% de plasmooste3 5% de mégacaryocyteluatre
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compartiments cellulaires sont classiquement ifiésti les cellules souches hématopoiétiques
(CSH), les progéniteurs hématopoiétiques, les pséaus unipotents et les cellules matures.
Le point de départ initial est donc la cellule dmmibématopoiétique (CSH) qui donne naissance
progressivement a des progéniteurs multipotent®r{sterm CSH (ST-CSH)) qui se
différencient en progéniteur érythromyéloide comn(@MP) ou en progéniteur lymphoide
commun (CLP) qui eux-mémes vont s’engager dansvdies de différenciation permettant
d’obtenir in fine les cellules sanguines matures en fonction de ns¥as de régulation
multiples. La lignée myéloide regroupe les érythites, les plaquettes, les granulocytes ainsi
gue les monocytes et a été définie comme telldesaprécurseurs de ces cellules ont été
initialement observés dans la moelle osseuse. yapHocytes T et B forment la lignée

lymphoide nommée ainsi car les lymphocytes ontd@aliord été identifiés dans la lymphe.

Les cellules souches hématopoiétigues

Les cellules souches hématopoiétiques (CSH) santelkiles rares et indifférenciées
qui possedent deux propriétés fondamentales :dapacité & donner naissance a toutes les
lignées hématopoiétiques (multipotence) et leuaci# a s’auto renouveler permettant de
maintenir un compartiment stable de cellules sosicBes deux propriétés vont étre perdues
lorsqu’elles vont s’engager dans une des voiesftigahciation hématopoiétiquees cellules
souches peuvent se multiplier par division symatriqu asymétrique. On distingue deux types
de conséquences a la division symétrique : ellegmner lieu a deux cellules filles identiques
a la cellule meére et qui seront destinées a aaglegeméme devenir ou donner lieu a deux
cellules filles identiques mais plus difféerenciéges la cellule mérd.a division asymétrique
correspond en revanche a la capacitécadlales souches a générer simultanément des copies

identiqgues d’elle-méme et des cellules filles déficiées.Morphologiquement difficile a
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individualiser, la plupart des CSH ne sont pas wrlecet n'y entrent qu’a la suite d’'une
stimulation par différents facteurs de croissamgtokines) et autres facteurs de transcription.
La démonstration de leur existence chez I'animatéad’abord faite par Till et Mc
Culloch (Till & McCulloch, 1961). Ces cellules état capables chez la souris, aprés irradiation
a dose sub-léthale et injection de cellules ménlafiasyngéniques normales, de former des
colonies spléniques composées de cellules hématapads. La cellule & l'origine de ces
colonies, désignée par le terme de CFU-S pour erolForming Unit in Spleen »
correspondait a une cellule souche pluripotentatdapde générer plusieurs lignées cellulaires.
Depuis cette premiére expérience, de nombreusdsstnt cherché a identifier et caractériser
les cellules souches hématopoiétiques sur des asdlrins mais également chez 'homme.
Il est important de noter que toutes les CSH fomctelles, ayant des caractéristiques
d'immaturité, sont négatives pour de nombreux mewgsl de surface. A linverse,
I'engagement des cellules dans les différentegégrest associé a I'apparition de marqueurs
de surface et donc normalement exprimés sur lagdeldifférenciées ou matures. Les CSH
murines sont ainsi nommeées Lin- (pour lineage n@gat
Chez 'homme, le premier marqueur de CSH, rappnt£984 (Civiret al, 1984), fut le CD34
qui correspond a un ensemble hétérogéne de cetli@emt pas toutes multipotentes. Ainsi en
1991, Srour et coll. (Srowet al, 1991) ont mis en évidende vitro une fraction cellulaire
CD34+ et HLA-DR- contenant des progéniteurs camall&auto renouvellement et de
multipotence. Par la suite en 1994, Rusten et @ilisteret al, 1994) ont mis en évidence dans
des expériencem vitro une sous population de CSH plus primitives au sieis CD34+,
négatives pour le CD38.
Cependant, ces expériendrasvitro ne suffisant pas pour conclure quant au réle desoas
populations, des expériencés vivo de xénogreffes sur souris NOD-SCID (Non-Obese

Diabetic/ Severe Combined ImmunoDeficiency) ontnmerde démontrer la capacité de
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repopulation de la sous population Lin - CD34+ Cb@hatia, 1997). En outre, I'étude des
marqueurs CD45RA et CD90 par Majeti et coll., (Miagt al, 2007) a affiné encore plus ces
données et permis d’isoler une sous populationesn de progéniteurs multipotents Lin-
CD34+CD38-CD90+CD45RA- appelées CSH « long termi@ans le cadre des expériences
in vitro etin vivo de notre étude, les CSH/progéniteurs précocesnétiablés a partir de sang

de cordons et sélectionnés sur la positivité du4£D3

Les progéniteurs hématopoiétiques

Les progéniteurs multipotents, qui ne sont pasmeaissables morphologiquement,
sont engagés dans une ou plusieurs voies de difidteon et leur capacité
d’autorenouvellement est réduite. lIs se differentdes CSH par I'absence d’expression a leur
surface du marqueur CD150 ou SLAMf1 (Signaling Iyropyte activation molecule familly
member 1) (Kiekt al, 2005). Leur capacité de différenciation peut tige en évidence grace
a des techniques de cultures cellulaires en nslggni-solide (méthyl cellulose) et en présence
de divers facteurs de croissance qui permettedbdeer naissance a des colonies de différents
types. Ainsi, le progéniteur commun myeéloide a pa &lentifié par cette technique de CFC
(Colony Forming Cell) assay et correspond a latimaccellulaire Lin—-CD34+CD38+IL-
3RaloCD45RA-, capable de générer tous les types dgépiteurs myéloides (Maret al,

2002).

Les précurseurs unipotents

Les précurseurs hématopoiétiques sont les prentellates morphologiquement identifiables

de chaque lignée. Ce ne sont plus des celluleshesucar elles ont perdu toute capacité
d'autorenouvellement (la cellule fille n'est pldsentique a la cellule mére). Le compartiment
des précurseurs a pour but la multiplication eb#uration cellulaire. Les précurseurs les plus
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immatures sont les myéloblastes (futurs polynuméai les proérythroblastes (futures
hématies), les mégacaryoblastes (futures plaqlidtedymphoblastes (futurs lymphocytes) et
les monoblastes (futurs monocytes). Le déroulendent’hématopoiese est dépendant de

multiples facteurs de transcription qui seront illésultérieurement.

Modeéle myéloide de I'hématopoiese

Au fur et & mesure de I'avancée des connaissancdsssdifférents facteurs intervenant dans
le déroulement de 'hématopoiese, plusieurs équopepropose des réevisions du modele de
division a partir des CSH-{gure 6. Ainsi en 1977, le modele « classique » repasaitla
dichotomie entre la lignée myéloide et lymphoidbrénsoret al, 1977). En 2001, le modéle
« myéloide de I'hématopoiese» fut proposé. Danglemier, les CSH se divisaient en
progéniteur lympho-myéloide commun (CMLP) et progggm érythro-myéloide commun
(CMEP) (Katsura & Kawamoto, 2001). Ce modéle intibgour la premiere fois la notion de
CMLP qui a depuis été soutenu par de nombreusafe®tiCette conception n’est pas
incompatible avec la notion de CLP (common LymphBiggenitor) comme on peut le
constater dans le modele de Jacobsen (Adolfgtoal 2005). Depuis, de nombreuses
controverses ont vu le jour et ce qui semble les phoportant dans cette notion de modele
« myéloide » de I'hématopoiése est I'aspect fonowb et le potentiel développemental des

progéniteurs.
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Myeloid-based model

Classical mode! (~1880) (Katsura and Kawamoto, 2001)
CMEP ® — {E
) r®
cLP
&—© @& o
%

Modifed classical model
[Jacobsan, 2005)

Figure 6 . Multiples modeéle de représentation de 'hématopmies

METB : Cellules Souches Hématopoiétiques; ME=CMEPBrogéniteur érythro-myéloide commun ;
MTB=CMLP : progéniteur lympho-myéloide commun ; TB® : Progéniteur lymphoide commun ; E, M, T, B :
progéniteur potentiel pour les cellules éythroidesyéloides, lymphoides T et B respectivement. @dssu
(Kawamotcet al 2010), Immunological Review, volume 238, 2010)

La différenciation myéloide

La myélopoiese est I'ensemble des phénomenes ddemaion et difféerenciation qui
permettent d’aboutir a I'obtention des cellules héwpoiétiques matures de la lignée myéloide.
Ces processus nécessitent une régulation fineed@réssion de facteurs de transcription
majeurs. Ainsi dans la figure 7, on peut obseruer de multiples facteurs de transcription
interviennent aux différents stades de ce proces3eidains tels GATAL, GATA2 ou GFI1
interviennent a différents stades de maturaticenjties tels PU.1 interviennent dans différentes

lignées.
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Critical transcription factors for blood development
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Figure 7. Hématopoiése et facteurs de transcriptions.

Abbreviations: LT-HSC, long-term hematopoietic staity ST-HSC, short-term hematopoietic stem c&M¥P,
common myeloid progenitor; CLP, common lymphoidgpriotor; MEP, megakaryocyte/erythroid progenitor;
GMP, granulocyte/macrophage progenitor; RBCs, rkmbd cells. (Issue de Cell, volume 132 (4), Orkid Zon,
2008).

lls font également intervenir des cytokines spguiis de I'engagement dans chaque lignée ou
communes a la prolifération des plusieurs typesulegies. Ces différentes cellules sont
facilement analysablem vitro a partir de CFU (Colony Forming Unit). L’équivatedu
progéniteur commun myéloide est la CFU-GEMM (CFWutilocyte Erythrocyte Monocyte
Mégacaryocyte) qui va donner naissance a plusiébts en fonction de cytokines présentes
dans le milieu :

- BFU-E, colonie érythroblastique qui donne de voluises colonies et la CFU-E qui

donne des colonies de plus petites tailles.
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- CFU-Meg colonie mégacaryocytaire.
- CFU-GM, colonie de cellules granuleuses neutroplelemonocytaires
- CFU-Eo qui correspond aux colonies de cellulesgearses éosinophiles

- CFU-Bas qui est la colonie de cellules granulebsssphiles

Les facteurs de croissance sont nécessaires posurVge et la prolifération des cellules
hématopoiétiques a tous les stades de développeRami les facteurs qui influent sur les
cellules multipotentes, FLT3L (ligand du fms likgdsine kinase 3), GM-CSF (granulocyte-
macrophage colony stimulating factor), SCF (Stertt Ea&ctor), la TPO (Thrombopoiétine),
l'interleukine-2, linterleukine-3, linterleukin@-et l'interleukine-7 sont les mieux connus
(Kaushansky, 2006). Chacune de ces protéines solaisurvie et la prolifération d'un certain
nombre de cellules cibles distinctes, et a I'exoepde l'interleukine-7 I'élimination de I'une
d'elles n’a pas de répercussion compte tenu daltandance dans les fonctions de ces facteurs
de croissance précoces. Ces facteurs ainsi quenderauses autres molécules interagissent a
différents stades et sont retrouvés dans le misiommement médullaire formant la niche
hématopoiétique. Ces interactions peuvent étretdseentre les cellules elles-mémes, via des
couples de molécules d’adhérence (intégrines, cemxise..) mais egalement indirectes par
lintermédiaire de facteurs solubles et membrasa{mytokines, chimiokines), des facteurs
environnementaux (concentration en oxygene, coratgr calcique...) et des éléments de la
matrice extra-cellulaire (fibronectines, collagen@®téoglycanes, laminines...). Si le réle de
ces différents acteurs de la régulation des CSké daégement exploré et commence a étre
mieux connu, il est actuellement difficile de lattribuer une fonction unique dans la régulation
des CSH. Il est en effet trés vraisemblable quendkiples combinaisons soient a I'origine de
leurs actions finales sur I’hématopoiese et I'ostfaion de cette harmonie au sein des niches

reste a préciser. Parmi les plus importants, aimdise :
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Le G-CSF (granulocyte colony stimulating factgu)j permet le recrutement des CSH.

SCF et CXCL12 (CXC chemokine ligand 12) qui sotispensables a la maintenance
des CSH et sont retrouvés a proximité des strustwasculaires (Méndez-Feretral, 2010).

E-selectine, P-selectine, VCAM-1 (Vascular Celhesion molecule 1) sont exprimées
par les cellules endothéliales (Kobayaathal, 2010) et sont connues pour réguler ’'homéostasie
des CSH.

La TPO dont le réle principale est connu dans égacaryopoiese posseéde également
un réle dans I'expansion et l'autorenouvellemeist @8H comme cela a été mis en évidence
dans un modele murin TPO{Fox et al, 2002)

La figure 8 illustre I'inmportance des différentegtakines intervenant au cours de la
différenciation. Cette régulation est & mettre araltele de celle faisant intervenir les facteurs

de transcription comme illustré dans la figure 7.
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Figure 8: Schéma de I’hématopoiése et régulation cytokinique.

CFU : colony-forming unit; BFU : burst-forming unit(E pour érythroblastes, Meg pour mégacaryocytes, GM
pour neutrophiles et macrophages, Eo pour éosidephBas pour basophiles) ; CSEalony stimulating factor

; IL : interleukines ; SCF stem cell factor, Epo : érythropoiétine ; Tpo : thrombopoiétine FI@-GEMM
progéniteurs a plusieurs potentialités (granulodésgaérythrocytaire, mégacaryocytaire et macrophpgg). Issu
d’annales de Biologie clinique, Volume 61 (3), Dp2803)

Cette régulation cytokiniqua vitro de la différenciation des précurseurs myéloidestseuve

in vivo au niveau de la moelle osseuse ou de nombreusufactie régulation interviennent
gu’ils soient micro-environnementaux ou intracelitgés. Nous allons maintenant aborder la
description des cellules intervenant dans le miormennement médullaire et la niche

hématopoiétique.

Régulation environnementale

Dans la moelle osseuse, les cellules hématopoéstigant associées aux cellules du
microenvironnement encore appelé stroma hématagoéetCe stroma est défini comme
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'ensemble des éléments non-hématopoiétiqgues meddle osseuse. Il regroupe de nombreux
types cellulaires : cellules endothéliales, celuktromales a différenciation vasculaire
musculaire lisse et adipocytes. Ces cellules igtesant avec les cellules hématopoiétiques soit
directement grace a des molécules d’adhérencedllidaires, soit indirectement en produisant
des facteurs de croissance ou des molécules deafacen extracellulaireDes éléments
environnementaux tels que la concentration en axggét en calcium sont également
importants.

La niche hématopoiétique est définie par une anatetrune fonction. C’est Schofield qui a le
premier proposé le concept de niche hématopoiétiqapable de réguler la survie, la
quiescence, I'auto-renouvellement et la différetimades CSH (Schofield, 1978) la décrivant
comme « un endroit spécifique qui permet de maintes capacités des CSH ». Depuis, le
réle clé du microenvironnement dans la régulatiedifttmatopoiese a été principalement mis
en évidence par des expériences de greffes de 8&Hdes souris déficientes pour le gene

kit codant pour le récepteur du SCF (Stem Cell Faetopar des expériences de transgénése
chez la souris (Thoréet al, 2008).

Ainsi chaque élément du microenvironnement va veteir a différents niveauX{gure 9 :

- Les ostéoblastes qui appartiennent a la niche &falesainsi que les ostéoclastes
(d’origine hématopoiétique) participent au maintilss CSH en quiescence ainsi qu'a
I'expression de leur fonctionnalité. Un modele maransgeénique (Visnjiet al, 2001)

a permis I'expression d’'une thymidine kinase d'lesrpirus spécifiguement dans les
cellules ostéoblastiques. Cette enzyme devientqoexien présence d’analogue
nucléosidique tel que le ganciclovir qui induit déplétion de la lignée cellulaire

ostéoblastique. Ainsi les auteurs ont mis en évideue la déplétion des ostéoblastes

par Ganciclovir, n'a pas de conséquence immédiatdes CSH mais provoque une
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déplétion des CSH tardive (Visnjat al, 2004), ce phénomene étant réversible a I'arrét
du Ganciclovir.

Les cellules endothéliales appartenant aux divaisseaux qui vascularisent la moelle
osseuse représentent plutét un site de prolifévaido-renouvellement et de
différenciation des CSH. Leur lien avec les CSHsexdes I'embryogenése. La voie par
laquelle ces cellules régulent les balances pralifén/différenciation pourrait étre via
le recrutement de mTOR et I'activation du signalTA(Kobayashket al, 2010).

Les adipocytes augmentent proportionnellementgel& on observe parallelement une
décroissance de la fonction des CSH. Une éitudé/o a mis en évidence un possible
effet régulateur négatif de ces cellules sur I'hépaiese (Naveirast al, 2009).

Les macrophages ont récemment été impliqués conyaset ain réle lors de la
mobilisation des CSH. En effet, la stimulation @aCSF est associée a une perte des
macrophages et a une réduction de I'ostéogenesk(@et al, 2010) et de la sécrétion
de facteurs nécessaires a l'auto-renouvellemelat @tolifération des CSH au niveau
médullaire.

Enfin, la participation du systéme neuro-sympatejqies cellules de Schwann ainsi
gue des lymphocytes T-reg, a apporté une nouvétherdion neuro-immune a la

régulation par les niches médullaires.
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Figure 9: Les cellules souches hématopoiétiques (HSCs) ptdgeniteurs hématopoiétiques occupent des lieux
différents (niches) dans la moelle osse(ssue de Nature, Volume 505, (Morrison & Scad@&i4)
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lll) La « basophilopoiese »

Généralités et fonctions

Les polynucléaires basophiles représentent moirig/aeles leucocytes circulants. Ils ont un
noyau bilobé et un cytoplasme riche en granulatitb@phologiguement les polynucléaires
basophiles ont un noyau assez volumineux, souvergd. Le cytoplasme et le noyau sont
recouverts de grosses granulations prenant lesactobasiques d'ou le nom de polynucléaires

basophilesKigure 10.

Figure 10. Polynucléaire basophile aprés coloration en May-@mald-Giemsa

Ce terme de basophilie ne doit pas étre confondua Evbasophilie cytoplasmique, rencontrée
dans les cellules riches en ARN comme les lymplescyies granulations des basophiles sont
dites métachromatiques car elles ont la propriétéedcolorer en rouge violet lorsqu’elles sont
au contact de colorant bleu comme le bleu de twlaidJn autre colorant métachromatique
spécifique des basophiles et des mastocytes palenggnt étre utilisé, il s’agit du Bleu Alcian
(Grundstromet al, 2012).

Les polynucléaires basophiles et les mastocytes des acteurs essentiels des réponses
allergiques et sont des cellules clés de I'hypesibdité immédiate (type 1Ce mécanisme de
I'allergie, dépend de la fixation d’IgE sur ceslalds (par I'intermédiaire d’'un récepteur
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spécifigue FERI) et d’'un second contact avec l'allergene. Il dwih a l'activation des
basophiles et des mastocytes, a I'origine de &dition extracellulaire de dérivés actifs comme
I'histamine, des protéases, les dérivés des ldeoels et prostaglandines, et de nombreuses
cytokines. Tous ces médiateurs sont a I'originesilgises cliniques immédiats puis retardés de
la réaction allergique.

Les polynucléaires basophiles possedent égalementme les mastocytes, des fonctions
importantes dans la régulation des réponses imaitgst Grace a leur production d’lIL-4 en
réponse a une stimulation allergénique, les polaires basophiles participent aussi a la
différenciation des lymphocytes T naifs en lymphesyTh2 durant la réponse immunitaire
primaire. Ces lymphocytes de type Th2, sont degphounytes T helper qui jouent un role
importants dans la réaction allergique notammentgpsécrétion de différentes cytokines (IL-
4, IL-5, IL-6, IL-10) permettant la stimulation sldymphocytes B au cours des réponses
immunitaires secondaires. Leur réle a longtempdirgié& a ces fonctions avec une migration
vers les tissus dans certaines conditions pathmplegi (allergies et parasitoses) ou ils
interagissent avec les mastocytes tissulairesseédsinophiles. Cependant depuis plusieurs
années, il semble que les polynucléaires basoptoleespondent a une population hétérogene

intervenant dans de nombreuses situations physipleg ou pathologiques.

Déroulement de la basophilopoiése. (CSH-GMP-pré BM&u

BMCP-BaP-Baso)

Localisation

Les polynucléaires basophiles dérivent des celedeshes hématopoiétiques et maturent dans
la moelle osseuses avant de circuler dans le saugyferme mature (Voehringer, 2013). Le

premier progéniteur post CSH impliqué dans la basopoiese, est le progéniteur granulocyte
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monocyte (GMP). Ces derniers sont dépourvus de uearg de lignée monocytaire ou
granulocytaire mais expriment a leur surface le £€B8c-kit (CD117+). Ainsi ils sont définis
comme Lin-CD34+ c-kit+. Plusieurs hypotheses cammet les stades de maturations ultérieurs
ont ensuite été émises. L'une d’elle fait référeaam progéniteur commun entre basophile et
mégacaryocyte, étayée par la production d’histanpiae des lignées mégacaryoblastiques
comme UT7 (Dyet al, 1999). Cette hypothése a permis de mettre erege@un anticorps
spécifiques des basophiles le 97A6 (Buhehal 1999) ayant conduit a I'identification de la
molécule CD203c qui appartient a la famille deopyosphatase/phosphodiéstérase (ENPP3),
enzymes agissant sur des ectonucléotides. Unelaiothése qui semble maintenant retenue
est I'existence d’un progéniteur commun au basephéat aux mastocytes (pré-BMP). En effet,
Qi et coll. (Qiet al, 2013), ont identifié une nouvelle population édudes exprimant a leur
surface le F€RIla, capables de générer basophiles et mastocpi@s atimulation par
I'interleukine-3 (IL-3). Ces cellules correspondnati a une étape de maturation supplémentaire
et ont été dénommeées progéniteurs pré-basophileastocytes (pré-BMPs). Ces cellules sont
incapables de se différencier en basophiles ouantpss en I'absence de GATA2 (&t al,
2015). La derniére étape de maturation avant laymtion de basophiles circulants est le

progéniteur basophile (BaP) qui est principalenmembuvé au niveau médullaire.

Par ailleurs, si les voies de maturation sont cengs il en est de méme pour la localisation de
cette maturation. L'essentiel de ces démonstratiote fait sur des modeles murins. En effet,
si les GMP sont connus pour résider dans la mos#ieuse, une équipe a mis en évidence chez
la souris, dans la rate, des cellules portant dagjmeurs membranaires présents sur les pré
BMPs et capables de générer des cellules ressenslammastocytes et aux basophiles en
présence d’IL-3 (Arinobet al, 2005). A I'inverse, une autre équipe avait migeilence que

ces précurseurs spléniques se différenciaientnariiéllement en mastocytes aprés analyse de
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marqueurs de surface chez des souris déficientedgopromoteur 1 du facteur de transcription
RUNX1 qui présentent un effondrement du taux deiles basophiles circulantes (Mulketi

al, 2012). Plus récemment, Siracusa (Siraaisd, 2013) a identifié au niveau splénique des
progéniteurs Lin-CD34+ckit+ ERI lo+ capables de donner naissance notamment a des
cellules basophiles. Ces cellules qui seraientlégéguen partie par la cytokine TSLP (thymic
stromal lymphopoietin) seraient des équivalenterigues des pré-BMP retrouvés dans la

moelle et sont dénommées BMCHsg(re 1]
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Figure 11 Modéle des voies de développement des basophitessaicytes.

Basophiles et mastocytes dérivent des CSH via RB,MCMP et GMP. IL existe de progéniteurs bipotati
capable de donner naissance a des basophiles omast®cytes, les pré-BMP dans la moelle osselss BMCP

au niveau splénique. Ces progéniteurs se difféegmicen précurseurs unipotents BaP et MCP (Issue de
Allergology international, (Sasaki al 2016)).
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Régulation cytokinique

Si les sites et les étapes de maturations basepuld complexes, il en va de méme en
ce qui concerne la régulation de ces étapes ouod#nmeux acteurs interviennent tels les
cytokines, des mécanismes de régulation épigéregtiqules facteurs de transcription. Ainsi,
plusieurs cytokines sont importantes dans le débkment ou la poursuite de cette maturation.

Parmi les principales, on retrouve :

L’interleukine-3

Le réle de I'lL-3, principalement produite par lesllules T activées, comme facteur de
croissance des basophiles est bien documenté (@kialy 2009) et est notamment observé
dans les infections a helminthes (Laetal, 1998; Shert al, 2008). Par ailleurs l'interleukine
3 augmente la survie des cellules basophiles widuttion de NkB (Zhenget al, 2002) et
laugmentation de la sérine/thréonine kinase PirfPidichenko et al, 2008). IL-3 joue
également un réle dans I'induction des fonctiorisatfices des basophiles. Ainsi l'interaction
de l'IL-3 avec son récepteur active la productidiL-d via I'activation de la voie de
signalisation JAK2/STATS (Voehringer, 2013). EnfifilL-3 amplifie la réponse des
basophiles aprées stimulation par des IgE. C'esfutent démontré Gibbs et coll., qui ont mis
en évidence une augmentation de la sécrétion d'dt-4L-13 en présence d’IL-3 aprés
stimulation par anti-lgE (Gibbst al, 1996). Plus récemment, il a été démontré darseults
pathologies (asthme notamment) que le développedenbasophiles était lié également au
microenvironnement infectieux bactérien dans lesladies inflammatoires chroniques
intestinales (Hill & Artis, 2013) ou viral dans $thme (Agrawaekt al, 2014) et aux variations

de concentrations d’IL-3 qui y sont associées.
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L'immunoglobuline E (IgE)
L’IgE est également tres importante pour la forrctites basophiles via son interaction avec
son récepteur a haute affinité Ie€R¢ (Kraft & Kinet, 2007). En effet, sous I'effet didgE les
basophiles sont activés et liberent de nombreus#écoies comprises dans leurs granules
cytoplasmiques telles I'histamine et I'adénosimghtosphate. En outre, la liaison de I'lgE avec
son récepteur influence aussi la libération d’letgkines, de leucotriénes et de PAF (platelet
activating factor). Ainsi I'lL-3 et I'lgE cooperenpour moduler l'activité des cellules

basophiles, leur fonction et leur survie.

Thymic Stromal Lymphopoietin (TSLP)
Une autre cytokine intervient dans la régulatios fdmctions et de I'activation des basophiles,
il s’agit de la TSLP. En effet cette cytokine estrégulateur clé de la sécrétion des cytokines
Th2 associées aux maladies inflammatoires. Il semié cette activité soit liée aux basophiles
circulants qui sont capables de restaurer la répdagype Th2 en cas de déficit en TSLP. En
outre son récepteur (TSLPR) est présent a la sudes progéniteurs basophiles médullaires et
son apport exogene dans des modéles murins dé$iceam IL-3 permet de restaurer la
basophilopoiése (Siracustial, 2011). Cette fonctionnalité essentiellement neiseévidence
dans des modéles murins semble conservée cheztibqguisque des cellules progénitrices de
’hématopoiese CD34+ expriment le TSLPR a leuramgf(Allakhverdiet al, 2009). Ceci est
aussi vrai pour les basophiles circulants puisdus gee 70% expriment TSLPR a leur surface
(Siracusaet al, 2011). Une étude plus récente a mis en évidenero une augmentation de
la production de basophiles a partir de cellule8€blorsque de la TSLP est ajoutée a I'lL-3

dans le milieu de culture (Het al, 2014).
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L’interleukine-33(IL-33)

En plus des cytokines classiques, I'lL-33 a étés plicemment mise en évidence comme
intervenant au niveau de l'activité des basopHil@®ains. Il s’agit d’'une cytokine associée a
la super-famille de I'lL1 décrite comme un potehtéclencheur de la réponse de type Th2.
L’IL-33 participe a la réaction inflammatoire, éassocie a d’autres cytokines pour promouvoir
les réponses de cellules NK, Th2 et des lymphocit€PO8+. L'IL-33 active également les
mastocytes et les basophiles aprées interaction smecécepteur spécifique hétérodimérique
composé d'une protéine principale IL1R-ST2 (IL1LRL#&} d'une protéine accessoire
(ILARACP) (Pecaric-Petkoviet al, 2009). Suite a la liaison avec son récepteupetsason
hétérodimeérisation, IL-33 active les voies de sligation MAPK et NkB et induit ainsi la
prolifération et I'activation cellulaireHigure 12. Dans un modele murin, 'administration
systémique d’IL-33 augmente le nombre de basophitdullaires (Schneidet al, 2009). Par
ailleurs, I'expression de son récepteur est aitadgogmentée par I'lL-3 (Suzukawaal, 2008)

et la TSLP (Siracuset al, 2011). Enfin, chez I'hnumain, la présence d’IL<&hs le milieu de
culture augmente la sécrétion d’IL-4, IL-5 et ILpér les basophiles ainsi que I'expression de

CD11b a leur surface (Smithgali al, 2008).
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Figure 12: Caractéristiques moléculaires de la voie de sigsslon I1L-33/ ST2.

L’IL-33 est transcrite a partir de 7 exons codahtransportée dans le noyau. L'activation des vaipsptotiques
conduit a l'inactivation de I'lL-33 aprés clivageavla caspase 3 ou 7. Durant le phénomene de IlgBelaire
associée a la nécrose ou directement par sécrétipartir de cellules normales, I'lL-33 est libérda noyau et
relargué en extra cellulaire. Une fois libérée|FB3 peut étre transformée par I'intermédiaire @eise protéases
comme l'athepsine-G et I'elastase dans des forngastaune activité augmentée. Le récepteur ST2IdS8 est
produit sous 2 formes, une forme courte solubl@Z3®t une forme longue ST2L). sSTT2 est congétutnt
exprimé et mais il peut étre active durant les plsade dommage tissulaire, il lie I'lL-33 et diminsa
disponibilité. Au contraire I'lL-33 libre, se lieuarécepteur ST2L associé a IL 1-R1+AcP sur lesutadicibles et
induit I'activation des voies NFkB et MAPK conduita I'activation et a la prolifération cellulaire(lssu de
Immunity Review(Molofskyet al 2015)

Nerve Growth Factor (NGF)/NTRK1

NGF appartient a la famille des neurotrophinesetie facteur trophique qui promeut la survie
des neurones sensitifs et sympathiguoestro etin vivo. Les effets de NGF sont médiés par la
liaison a son récepteur de haute affinitt TRKA olIRK1 a activité tyrosine kinase
transmembranaire et dans une moindre mesure jpg@stan avec son récepteur de faible affinité
p75NTR. Apreés liaison au NGF, son récepteur se dsmét induit une auto-phosphorylation
des résidus tyrosines au niveau des extrémitéplegimiques. NGF semble important dans le
développement et la prolifération des progénitenysloides (Matsudat al, 1988). Bien que
peu décrit, le NGF posseéde un rble dans la fonades basophiles. Ainsi, en 1992, il a été
montré que I'exposition au NGF de basophiles humaugmente le relargage d’histamine et
de leucotriene C4 en réponse a des stimuli de mameéépendante de I'lgE (Bischoff &

Dahinden, 1992). Par ailleurs, il a été montre sguds les basophiles expriment le NTRK1 a
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leur surface (Blrget al, 1996). Plus récemment il a été mis en évideneeNfaF augmente,
tout comme I'lL-3 mais avec une efficacité plusbfaj la libération des médiateurs aprés

stimulation par IgE en activant la phosphorylatienp38MAPK (Gibb<t al, 2005).
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V) Mécanismes de regulation moléculaire

La régulation moléculaire de I'hnématopoiese remmsgedifférentes molécules que sont
notamment les facteurs de transcription. Comme mwasis pu le voir précédemment ces
éléments interviennent lors des différentes étdpesette maturation de maniéres multiples et
complémentaires. Les facteurs de transcriptionledgla transcription seuls ou sous forme de
complexe avec d'autres protéines : ils activenhbibbent le recrutement de I'ARN polymérase
sur des genes spécifiques. Les mécanismes detiéguidant multiples :

- La stabilisation ou l'inhibition de la fixation #&RN polymérase sur I'ADN

- L’acétylation des histones qui amoindrit I'assdciatde 'ADN avec les histones ou

bien au contraire la désacétylation des histonapiceenforce I'association de 'ADN
avec les histones.

- Le recrutement de protéines co-activatrices ou époassives au complexe de

transcription de I'ADN.
Tous ces facteurs sont composés de plusieurs desfainctionnels :

- Un ou plusieurs domaines de liaison a 'ADN quitsde divers types tels que le

domaine leucine zipper, hélice-boucle-hélice, leétaur-hélice et doigt de zinc;

- Un domaine de transactivation et/ou de répressioregrute des cofacteurs ou qui

interagit directement avec la machinerie transicmielle pour réguler la transcription.
lls régulent la genese et la fonction du systenmaatépoiétique et des différentes voies
permettant d’obtenir les cellules matures du systéanguin. Via leur domaine de liaison a
'ADN, ils sont capables de se fixer dans les ragioégulatrices (promoteur, enhancer et
silencer) de genes dont ils modulent I'activités lkégions enhancer sont des €léments agissant
en cis ("cis-acting elements”) qui peuvent se sijusqu'a 1 million de paires de bases (en

amont ou en aval) des genes régulés.
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L’engagement des cellules souches hématopoiétigees les précurseurs lymphoides ou
érythromyéloides puis la différenciation des cekuhu sein de chacune de ces lignées est
finement régulée, notamment par I'expression caunde dans le temps de nombreux facteurs
de transcription. Dés lors des anomalies de séguamaiveau de ces facteurs de transcription
peuvent étre associées a de nombreuses patholtegaEssystéme et participer au mécanisme
de la leucémogenese.

Nous aborderons d’abord les principaux facteurs tdmnscription intervenant dans
I’'hématopoiese puis nous étudierons leur implicatians la basophilopoiese avant de voir en
qguoi leurs dérégulations moléculaires peuvent q@pdi au développement de la

leucémogenese.

Régulation moléculaire de ’'hématopoiese

Comme nous lI'avons vu précédemment, le développedesihématopoiese fait intervenir de
tres nombreuses molécules dont les facteurs dsctiption. Les données présentées dans les
paragraphes suivants proviennent principalemenpéieences réalisées chez la souris, modele
dans lequel les approches génétiques, nécessaigegsiéfinition des principaux éléments
régulateurs sont plus facilement réalisables. Aithgl été démontrén vivo dans un modele
murin que leur ordre d’expression est déterminanir g’engagement et la maturation des
cellules (Iwasaket al, 2006). L’engagement vers une lignée impliquetivation concomitante

de genes spécifiques ainsi que l'inhibition de gemtervenant dans d'autres lignées. Ce
phénomene est contrdlé en partie par un nombreergste facteurs de transcription qui se
régulent entre eux. Nous allons maintenant dépitus précisément les facteurs majeurs de la

myélopoiese et de la basophilopoiése : PU.1, CdEBR B, GATAL, GATA2 et MITF.
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PU.1

Codé par le gen&PI1,il s’agit d'un membre de la famille des facteurs tdmnscription a
domaine Ets dont I'expression est restreinte allules sanguines (Klemsa al, 1990). Il est
exprimé dans les progéniteurs hématopoiétiques mstiseégalement nécessaire pour la
formation des progéniteurs communs myéloides ephgides. En son absence, les souris
meurent au cours de leur développement embryonrgires 18,5 jours de gestation, avec une
absence complete de lymphocytes T, B, de monoeyjtds granulocytes (McKerchet al,
1996).

Par ailleurs, I'activité de PU.1 est modulée parféeteurs de transcription de la famille GATA.
GATAL interagit physiquement avec PU.1 et diminage sapacités activatrices (Nerlewal,
2000). Dans un modele cellulaire d’érythroleucémienaine (K562), cettmhibition de PU.1
par GATAL semble liée a une méthylation d’histonenaveau de sa région URE (Upstream
Regulatory element), I'histone H3, au niveau ddysae 9, et au niveau de son promoteur
(méthylation sur la lysine 27 de I'histone H3). ©a€pression implique également DNMT1 en
faisant une cible thérapeutique potentielle dansowes type de LABurdaet al, 2016) Les
guantités de PU.1 et GATA.1 semblent jouer un céiklgue dans I'engagement vers la lignée
lymphoide ou la lignée myéloide puis dans la diiféiation myéloide. Un faible niveau de
PU.1 corréle avec I'entrée dans la voie lymphoihe, expression élevée de PU.1 est associée

a une entrée dans la voie myéloide (DeKoter & Si@gno0).

CEBPA

Sa séquence codante est située sur le chromosorfi®d83) et appartient a la famille des

CCAAT/enhancer Binding Protein qui sont des fadezomprenant un domaine de liaison a
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I’ADN de type leucine zipper capable de se liea fois au promoteur et aux régions régulatrices
de différents génes et dont I'importance a été adrée au niveau des différents phénomeénes
de I'hématopoiése, prolifération, différenciatidrapoptose. Dans le maintien des CSH, il a été
démontré un réle de CEBPA. En effet une délétioGEHBPA est associée a une perte de I'auto-
renouvellement des CSH (Hasemaginal, 2014). En outre, CEBPA est particulierement
important pour la différenciation myéloide et notaemt grace a une régulation réciproque
existant avec PU.1. Ainsi CEBPA augmente I'expassie PU.1 par liaison avec le promoteur
de ce dernier (Kummalue & Friedman, 2003) et réprgan expression en déplacant son co-
facteur c-Jun (Reddgt al, 2002). Cependant il existe de multiples inteoagi autres de
CEBPA notamment via la régulation du gene codant fwrécepteur au G-CSF (Zhagigal,

1997) et son réle exact dans la différenciation loigé reste encore débattu.

MYB

La famille des géendglYBcomprend 3 membreA, B et C-MYRBjui codent pour des protéines
nucléaires ayant un réle de facteur de transcriplicexpression de A-MYB est limitée a la
glande mammaire, le tissu spermatogénique, lermgsteerveux central et les cellules T et B.
A Tlinverse, B-MYB semble ubiquitaire et sa dispam est associée a un arrét de
développement trés précoce chez la souris (Taeaka, 1999). L'oncogeneC-MYB est
'analogue cellulaire du geneMYB des virus AMV (Avian Myeloblastosis Virus) et E26
capables d’induire chez le poulet des leucémiedahigstiques et érythroblastiques isolées.
Dans la suite de ce paragraphe, nous aborderoggament le gen€E-MYR Ce géne
est porté par le chromosome 6 (6g22-9g23). Ce gsheomposé de 15 exons avec 6 exons
alternatifs permettant I'expression de 6 variafépidsage (O’'Rourke & Ness, 2008) possédant
tous le méme domaine de liaison a ’ADN mais urteéemité C-terminale propre. C-MYB code

pour un facteur de transcription de 75 kDa comprena domaine de liaison a I’ADN, un
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domaine de transactivation et un domaine de régalaégative (DRN) (Sakurat al, 1989)
(Figure 13. Il se lie a la séquence t/cAACt/gG appelée MYiBding Site (MBS) (Biedenkapp
et al 1988) via son domaine de liaison a 'ADN qui estmposé d’une répétition d’'une

cinquantaine d’acides aminés formant une strudtaliee-tour-hélice.

1 DBD TAD NRD 640

MYB (R1|R2([R3I A (2| N[

Figure 13: La protéine MYB (Issu de Blood, Volume 117, Queteaoll., 2011)

Il semble que l'activation des genes par MYB néitesairtout le domaine de transactivation
qui permet de recruter des co facteurs parmi lésgiieBP (CAAT enhancer binding protein),
p300, les génes de la familld Set GATAL1(Bartineket al, 2003). Enfin le domaine répresseur
situé en C-terminal comprend un domaine « leudipgez » (LZ) intervenant dans la régulation
transcriptionnelle négative par MYB de ses genbkesi Il a été démontré dans un modele
vitro que la troncation de cette extrémité C terminalegéneMY B conduit & une activation
constitutive du gene (Gonda al, 1989). MYB a une demi vie courte et sa régulapost
transcriptionnelle est soumise a différents phémmse dont ['ubiquitynilation, la
phosphorylation (Winret al, 2003), I'acétylation et la sumoylation (Sranmdtoal, 2006). Par
ailleurs la régulation de MYB dépend de voies dmalisation comme ERK (Extracellular
signal-regulated kinase) ou PI3K (phospoinositidkinase) (Lauderet al 2001). Plus
récemment dans une étude d’immunoprécipitation aeguencage d’ADN associé (Zheio

al, 2011), un profil de génes régulés au niveau trgstgonnel par MYB a été élaboré. Au sein
de ce profil, les génes correspondant a la sigaades cellules souches leucémiques, des
progéniteurs hématopoiétiques et des voies deadliitéation myéloide étaient sur représentés.
Si MYB active de nombreux géenes comfEI1l et MYC cette étude a permis de mettre en

evidence que physiologiqguement MYB réprime la néode ses genes cibles et notamment
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PU.1, RUNX1, JUNBet CEBPRB Par alilleurs, l'interaction avec p300 qui estradgomme un
co-activateur de MYB est aussi nécessaire pouiet'eépresseur de MYB. Cette répression
pourrait contribuer au réle de MYB au niveau debutes souches hématopoiétiques avec

l'inhibition de la différenciation et le développent de I'auto-renouvellemerfigure 14.

Figure 14: MYB et la régulation de ses génes cibles impligiads I'hématopoiése. (Issu de Nucleic acid

Research, volume 39, Zhao et al., 2011).

Les principaux genes cibles de MYB peuvent étreséa en trois catégories :

- Les genes « de ménage » con@f®TM1(glutathione-S-transferase M1) ou
MAT2A(methionine adenosyltransferase 2a)

- Les geénes spécifiques de lignées ou de fonctiommeELA2 (Neutrophil
elastase)

- Les genes impliqués dans I'oncogenése commermatat MYC, CCNA1L

(cyclinel),BCL-20u GATAS3
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Depuis de nombreuses années, MYB a été identifiéne® un gene clé de I'hématopoiése
(Lipsick & Baluda, 1986). Il régule ainsi I'hématmjpse physiologique par son implication
dans la prolifération, la survie et la différenmat (cette derniére étape étant permise par la
diminution de son expression) des cellules hémagbipoes. Ce réle a été démontré par la mort
de souris KO pour le gérdYB par anoxie dés le $8%jour de vie intra embryonnaire. Ces
souris présentaient une anémie sévere et de nagltigéfauts dans les autres lignées
hématopoiétiqgues (Mucenski al, 1991) alors que le développement des autres esgatait
normal.

Contrairement aGATAIL MYB est exprimé aux stades précoces de I'hnématopeiesen
expression diminue au cours de la différenciatiCela a été démontré notamment par
I'induction de la différenciation dans la lignéeéd/throleucémie murine MEL qui s’associe a
une diminution de I'expression &Y B(Ramsayet al, 1986). En outre, il a été mis en évidence
gue MYB joue un réle essentiel dans le maintien aghiles souches hématopoiétiques en
utilisant un modele de souris KO conditionnel pdlivB. Ainsi, dans un modeéele murin
d’'invalidation conditionnelle de MYB on a pu observune diminution de I'auto-
renouvellement des cellules souches accompagnée @acélération de la différenciation
(Lieu & Reddy, 2009). Enfin, il est important det@oque son promoteur posséde deux sites
de liaison &5ATAlpermettant une inter-régulation de ces facteutsashscription au cours de
la différenciation.

MYB est impliqué dans divers tissus en pathologimtdle sein et le colon. Au niveau
hématopoiétigue, MYB est également impliqué danselecémogenése, particulierement
myéloide. Dans des modelesvitro, I'inactivation de MYB a démontré I'importance de
dernier dans la prolifération cellulaire et danwikbilité a long terme de ces cellules que ce
soit dans des modeles cellulaires de leucémie aigeironique (Calabretta & Gewirtz, 1991).

Une étude a mis en évidence chez des patientsséatéques présentant une hémoglobine
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foetale élevée, une diminution de I'expressionMi¢B. Cette diminution entrainerait une
modification de la prolifération cellulaire et notenent une accélération de la différenciation
érythroide ce qui entrainerait une augmentatiopglebine et, par conséquent, une persistance
d’hémoglobine feetale (HbF) du fait d’'un switch ingolet des génes foetaux vers les génes
adultes. Ainsi, il a été démontré que des polymismpbs deMYB interviennent dans les taux
variables d’HbF, et que MYB exerce une régulatiégative sur I'expression deglobine

(Jianget al, 2006).

GATA1

GATAL est la premiere a avoir été etudiée d’uneilfande protéines GATA dont six sont
actuellement connues et dont les trois premiersses@rimées majoritairement au niveau du
systeme hématopoiétiq(eerreiraet al, 2005) GATA4, GATAS et GATAG étant exprimées
dans divers tissus dont le cceur et les organestdgyée nom de GATA est di au fait que ces
facteurs se fixent spécifiguement sur une séquarmesensus, (A/BATAA/G) (ou
WGATAR en code FASTA) de ’ADN. La séquence consensompléete existe au niveau du
promoteur de nombreux genes, en particulier legegéle globine, les génes codant pour les
enzymes de la synthése de I'héme ou les protémesainbrane du globule rouge, ainsi que
pour I'érythropoiétine et son récepteur.

Le géne codant le facteur GATAL, dont le réle a l&igement décrit dans les lignées
érythrocytaires et mégacaryocytaires, est situélesuthromosome X en Xpl1l-11.23. La
protéine de 43 kDa est composée de 413 acides smirgdntréle I'expression de nombreux
genes dans de nombreuses lignées celluldires domaines fonctionnels ont été identifiés au
niveau de la protéine GATAL : un domaine d'activata I'extrémité N-terminale, et deux
doigts de zinc, désignés comme N (N-finger) et gifiGer) (Figure 15) Le doigt de zinc C

reconnait les séquences GATA typiquesiif WGATAR). Le doigt de zinc N semble étre un
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domaine d’activation et de stabilisation. Il perrfigtteraction protéine-protéine et notamment
la liaison a différents facteurs de transcriptidixation de PU.1 impliquée dans la
différenciation myéloide et liaison a EKLF poudi&érenciation érythroide)l se lierait aussi

a I'ADN, en particulier a des séquences dites gatimiques, cette liaison étant importante
pour sa fonction de stabilisation. De tels motifdseent dans de nombreuses régions
promotrices, et jouent un role essentiel dansveld@pement des éosinophiles. Il semble aussi
gue le doigt N puisse se lier a une séquence atgpg type GATC.

GATAL est essentiel a une érythropoiése normals.dogiris chez lesquelles le géne a été
invalidé meurent fortement anémiques a mi-gestadiail2,5(Takahashiet al, 1997) En
culture, les cellules ne dépassent pas le stagedeythroblaste@Pevnyet al, 1995) Au cours

de I'érythropoiése, GATAL participe également aralifération en régulant négativement la
transcription de certains genes et notamment NiB&tineket al, 2003) En outre, une étude
de Chromatin Immuno Precipitation—Sequencing (CH#e) a permis de mettre en évidence
les nombreuses cibles directes de GATAL dans urelaadurin d’érythro-leucémie que ces
cibles soient activés ou réprimées par GATXW et al, 2009) De la méme maniére, GATAL
est essentiel au développement de la lignée mégagaaire. Son absence entraine une
prolifération et un déficit de maturation des méggocytes, en méme temps qu’une diminution
du nombre de plaguettefShivdasaniet al, 1997) GATAl est enfin nécessaire au
développement des éosinophiles puisque la déldadhsites de liaison GATA a haute affinité
au niveau de son promoteur aboutit a une disparifies éosinophilefYu et al, 2002) et
contribue a la différenciation terminale mastoagaiHarigae et al, 1998) Une autre
caractéristique majeure de GATAL est l'interactarec d’'autres protéines. Le doigt N, en
particulier, recrute le facteur FOGHriend of GATA qui est, comme GATAL, exprimé dans

les cellules hématopoiétiques, et dont I'interacawec GATAL est absolument essentielle au
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développement des globules rouges et des mégagtgpmais non des éosinophi(@sang

et al, 1997)

Enfin, il a été montré que les séquences GATA eristgalement dans la région promotrice
du geneGATALlui-méme ainsi que dans celles@ATA2,dont I'expression diminue lorsque
GATAlest activé. On observe, de ce fait, une persistdad&expression de GATA2 en cas
d’inactivation deGATA1(phénoméne de « GATA Switch ®)urant toutes ces étapes, GATAL
est capable de s’autoréguler afin de mainteniresgmmession en se fixant sur des sites GATA
situés dans son promoteur apres dimérisation viade@t de zinc N terminal (Mackast al,
1998). De plus, son activité transcriptionnelletp&ve modulée par des interactions avec des

co-facteurs comme CBP (CREB Binding Protein)/p3Bl0ljel et al, 1998).

1 413
carat [A0]  [g IS J

Figure 15:La protéine GATAL (Issu de Blood, Volume 117, Queteoll., 2011). AD : Domaine d’activation ;

ZnF : Zinc Finger (doigts de zinc)

Il existe des mutations de GATAL conduisant a cesrealies de I’hématopoiese. Ainsi
il a été mis en évidenceesl mutations de GATAL survenant au niveau du diggrinc N-
terminal. Nichols et coll., ont mis en évidenesme anémie dysérythropoiétique familiale,
accompagnée d’'une thrombocytopénie liée a uneitutisi valine»méthionine au niveau du
résidu 205 de GATA1L (V205M). Cette valine est etistla a l'interaction avec FOGNichols
et al, 2000) D’autres mutations impactant I'association GATRQG1 ont été identifiees
depuis provoquant une macrocytopérfleresonet al 2001) une thrombopénie isolée
(Mehaffeyet al, 2001)ou associée a une thalassé(ivie et al, 2002) On peut également citer

les LAM des patients trisomiques 21.
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GATA2

Il appartient a la famille GATA et tout comme GATfdue un role dans 'lhématopoiese surtout
au niveau des progéniteurs précoces et des lignégacaryocytaires et mastocytaires. Il est
également exprimé au niveau des cellules endolb®let du systeme nerveux central. Il est
localisé au niveau du chromosome 3 et possederseke phénomene de « GATA switch »
décrit initialement lors de I'érythropoiese, a moeent était décrit également lors de la
différenciation mastocytaire. En effet, Cantor let(@antoret al, 2008) ont mis en évidence
gue FOG1 était lié a GATAZ lors du processus deiratibn mastocytaire normal (ce site étant
normalement occupé par GATALl dans la différencmatérythroide) et ont évoqué un
phénomene de GATA switch. GATA2 est un facteur dendcription important de
I’hématopoiese et les embryons de souris GATA2¢umant précocement a J10 avec une
déplétion des progéniteurs hématopoiétiques. Riurdi GATA2 est important pour la
prolifération et I'expansion des CSH puisque cgsacdés sont augmentées par une hyper
expression de GATAZTipping et al 2009) Le mécanisme semble sous tendu par les
interactions existant entre GATAZ2, FLI1 et S@Rimandaet al, 2007) GATA2 semble
également important lors de la différenciation noéggocytaire durant laquelle il est fortement
exprimé(Terui et al, 2000) A l'inverse, la diminution d’expression de GATA2mble étre
responsable du développement d’aplasie méduli@gimaki et al, 2001) Par ailleurs,
GATAZ2 se lie également & PU.1 provoquant une ditionurelativement importante de son
expression et des genes myéloides régulés parroerdgEhouet al, 2009) Enfin, il a été
récemment montr@Babaet al, 2012)que GATAZ2 est un activateur important du promotiir

ILLIRL1/ST2 dans le processus de différenciatioropbde/mastocytes.
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MITF

MITF est lemi-transcription factor (microphtalmia associated$iption factor). Le locusni
code pour une protéine de la famille des facteardranscription bHLH-Zip (basic-helix-
leucine zipper). MITF est préférentiellement exg¥irdans les mastocytes, mélanocytes,
osctéoclastes, cellules NK et B. De nombreux mataristent au niveau du locos et sont
associés a diverses pathologies. Tres tot dansoaieélenmurin, la mutation de ce locus a été
associée a une baisse des mastocytes et a desliasamheaeur phénotypgebi et al, 1990)
Depuis, de nombreuses autres mutations et autréslesomurins ont été étudiés renforcant le
réle de MITF dans la maturation mastocytaire. Aiksm et coll.,(Kim et al, 1999)ont mis en
evidence un déficit de I'expression de Granzymet Bestryptophane hydroxylase dans les
mastocytes produits dans un modéle murin expritesnnutationdvi®” et Mi*". De la méme
maniere, il existait dans ce modéle une décroigsdncmombre de mastocytes au niveau cutané.
Plus réecemment, il a été montré que MITF étaitipaierement impliqué dans la migration, le

phénotype et la survie des mastocyt&samuraet al, 2006)

Réqulation de la basophilopoiése

La basophilopoiese fait intervenir de nombreuselecntes dont certaines cytokines décrites
précédemment. Par ailleurs, comme au niveau dendhepoiese, de nombreux facteurs de
transcription interviennent et cooperent dans oegssus. Parmi les plus importants, on trouve
IRF8 (Interferon regulatory factor 8), CEBPA, GATAGATAZ2, IKZF1 (lkaros family Zinc
finger-1), RUNX1 (runt-related transcription factd) et STATS5 (signal transducer and
activator of transcription-5). En 2015, une étudeeamis de mettre en évidence qu’lRF8 est
exprimé dans les progeéniteurs granuleux mais pas léa stades ultérieurs de différenciation
basophile. Par ailleurs, dans cette méme étudeeté mis en évidence chez la souris que

GATA2, qui est important dans la différenciatiorsbphile, est controlé par IRF8 et que des
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cellules provenant de souris IRF8 -/-, ont une ca@aliminuée pour produire des basophiles
ou des mastocytes, renforcant le réle d'IRF8 adespaécoce de la basophilopoiese (Sasaki
al, 2015).

Les GMP expriment des facteurs de transcriptios glée sont notamment CEPBA, IKZF1,
STATS et IRF8 et peuvent générer des cellules éphiles, mastocytaires, neutrophiles et
macrophagiques en fonction de différents mécanisteeségulation (Arinobiet al, 2005;
lwasakiet al, 2006; Qiet al, 2013; Liet al, 2015; Sasaket al, 2015). Ainsi, si I'on considere
la branche des pré-BMP (Pre Basophil and Mastprelienitor), I'expression d’'IRF8, décroit
alors que I'expression de STAT5, CEBPA et GATA2 raegte. D’'un autre c6té, si I'on
considere la voie conduisant a la production de Bi¥I(basophil/mast cell progenitors), a la
diminution d’'IRF8 s’associe une décroissance de BARlors que I'expression de GATAL,
GATA2 et IKZF1 augmente. Pour illustrer cela, it&® démontré qu’une délétion bi-allélique
de GATA2 conduitn vitro a une diminution importante du nombre de basopleilele cellules
mastocytaires alors qu’'une délétion mono-alléliqaeduit uniguement a une diminution des
mastocytes (Qét al, 2013). A I'inverse I'expression forcée de GATA2W des modeéles murin
STATS -/- restaure le développement des mastoeftdes basophiles. De la méme facon, il a
été démontré chez des souris déficientes en IKAR@Saugmentation des basophiles et des
BaPs (basophils progenitors) présents dans la encelfui fait d’IKZF1 un régulateur négatif
du développement des basophiles (Raal, 2013). Ainsi, le niveau d’expression de ces
facteurs de transcription parmi lesquels GATA2, CEBIKZF1 ou IRF8 est important pour
la régulation de la maturation des basophilesaMeaurs, I'ordre d’expression de ces derniers,
est également important et conditionne la voie deuration prise par les progeéniteurs.

En effet, au cours du processus de maturatiomjualexiste une augmentation de GATA2,
associée a la diminution de CEBPA les progénitelerdype GMP donnent naissance aux

précurseurs mastocytaires et basophiles, les BMEd&tda suite, si le niveau d’expression de
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CEBPA est augmenté, les précurseurs s’orienterst laelignée basophile et si CEBPA est
délété, les précurseurs s’orientent alors verigigé mastocytaire (Arinobet al, 2005). En ce
gui concerne la voie des pré-BMP, le méme gennghdeomeéene peut étre observé. En effet,
dans un modele murin déficient en STAT5, on obsenve diminution de I'expression de
CEBPA. Par ailleurs, 'augmentation de CEBPA noenant constatée lorsque des GMP sont
cultivés en présence d’'IL-3, n’est pas observéarirmle GMP provenant de ce modéle murin
ce qui fait de STAT5 un élément déterminant daqsdauction de basophiles a partir du stade
pré-BMP. Dans ce méme modéle, les auteurs ont mévielence la régulation croisée de
CEBPA et MITF puisque la perte de CEBPA augmenggpfession de MITF dans les
basophiles orientant les cellules vers les mastgcgtors que la perte de MITF augmente
I'expression de CEBPA dans les mastocytes lestan¢ners la basophilie. Par ailleurs, MITF
se fixe sur le promoteur de CEBPA pour inhiberraadcription et I'inverse est observé pour

CEBPA qui se fixe sur le promoteur de MITF. @ial, 2013)
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Figure 16:Modéle de régulation du développement des basapétildes mastocytes par les facteurs de
transcription.

IRF8 exprimée dans les GMP et les GP induit I'egpi@n de GATA2. Lorsque la différenciation se\ais les
BMCPs, L'expression de GATAZ2 est augmentée etdREBPA est diminuée. Quand la différenciati@nishte
vers les pré-BMPs, I'expression de STAT5, CEBPRBASIA2 est augmentée. Les BMCPs se différenciddan
apres ré augmentation de CEBPA alors qu'ils seédbficient en MCP si CEBPA reste non exprimé. Desipié-
BMPs et les stades de maturations suivants, 'ak&TS-GATAZ2 induit I'expression de CEBPA et MITF qui
induisent a différenciation vers les BaP ou MCRoextivement. (Issu de allergology Internationak&a, 2016)

~®

Par ailleurs, Nei et coll. (Ne2t al, 2013) ont démontré I'importance de GATAL dans la
poursuite de la différenciation de la voie basaphflinsi ils ont démontré que les cellules
basophiles exprimaient de forts niveaux d’ARNm dATA1 et l'utilisation de si-RNA
éteignant I'expression de GATA1L résultait en unmidution de la production d’IL-4 en
réponse a la stimulation d’'IgE. En outre des squoisant une délétion d’une région enhancer
de GATAL, contenant un site double GATA de hautimisé au niveau du promoteur GATAL
ont une diminution du nombre de basophiles en-migaullaire et une diminution du nombre
de basophiles lorsqu’ils sont mis en culture aveEtld-3. Par ailleurs, il existe une diminution

de la dégranulation et de la sécrétion d’IL-4 eBlapres stimulation par IgE.
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Bases moléculaire de la leucémogenese

Apres avoir resitué les mécanismes et les pringig&teurs de 'hématopoiese et de la
basophilopoiése physiologiques, nous nous inté@sse leurs déreglements aboutissant aux
leucémies. Dans les dernieres décennies, I'évolutes techniques d’analyse biologique et le
développement de la biologie moléculaire et deytagenétique ont permis une amélioration
de la compréhension de la leucémogenese et desahesnmpliquées dans les voies de
signalisation. Ainsi il existe dans 80 % des cas dromalies chromosomiques clonales
acquises, des mutations (FLT3, NPM1, WT1,...) ou loggserexpressions géniques (WT1,
EVI1,...) jouant un réle dans la leucémogenése ettaya impact pronostique. Il existe une
accumulation d’anomalies génétiques notammentaanides progeéniteurs de ’lhématopoiese
aboutissant a des anomalies clonales ayant detdiosicle renouvellement, de prolifération et
de différenciation dérégulées. Les nouvelles tephes de biologie moléculaire ont ainsi permis
de mettre en évidence des mutations essentiell@évaloppement leucémique. Ainsi en 2012,
Welsh et coll. (Welclet al, 2012) ont proposé un modéle de leucémogenessampsur la
coopération de plusieurs types de mutations. Emigrdieu les progéniteurs hématopoiétiques
seraient le lieu de mutations bénignes appeléessepger » qui s’accumuleraient au fur et a
mesure du temps sans avoir par elles-mémes dequarsee pathologique. A ces mutations
s’ajouteraient des mutations dites « driver » g@udst soit initiatrices (premiére mutation type
NPM1, DNMT3A, IDHL1...) soit coopératrices (secondetation driver apparaissant type
FLT3) et coopéreront avec les mutations « passengecumulées de maniere a aboutir a la
formation d’un clone leucémique fondateur.

(Figure 17
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Figure 17:Modéle intégré sur 'origine des mutations « driveet « passenger » durant la leucémogeneése.
Les CSHs accumulent des mutations aléatoires, héaig’X” représente ces mutations qui peuvergradle 100

a 1000 en fonction de I'age. Les mutations inisatenférent un avantage aux cellules affectédesehutations
coopérantes donnent un nouvel avantage prolifératik clones affectés. Un a cing événements pouiraie
coopérer avant d’aboutir au développement d’uneéeuie aigué. (Issu de Cell, Volume 150, Welch, 2012

Ainsi, le développement d’'une LAM résulte de l'acumlation de plusieurs anomalies
moléculaires secondaires a des mutations ou desldcations qui vont étre présentes dés le
diagnostic sous forme de différents sous-clones. &eanes pourront étre a l'origine d’'une
rechute soit par adaptation du clone principal dyaeguis de nouvelles mutations qui
aboutiront & sa réémergence, soit par le développerd’'un sous-clone minoritaire au

diagnostic mais résistant aux chimiothérapiessés (Dinget al 2012). Figure 18§
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Figure 18:Représentation graphique de I'évolution clonaldalpremiére tumeur a la rechute et screening de
I'évolution dans 8 cas appariés de cancer primaivec rechute.

Le clone fondateur de la tumeur primaire contieas dhutations somatiques de DNMT3A, NPM1, PTPRT,3SMC
and qui sont récurrentes dans les LAM. Un sousefiintérieur de la tumeur primaire évolue powenir le
clone dominant a la rechute en acquérant des nartatadditionnelles d’'ETV6 and MYO18B, et un genfasien
WNK1-WAC. Issu de Nature, Volume 481, Ding et,c&0i12)

Nous allons maintenant détailler le réle des ppaak facteurs de transcription et des

molécules intervenant dans le mécanisme de larieageénese.
CEBPA

Son importance dans 'hématopoiése normale exptigneble dans la leucémogenése lorsqu’il
est altéré. Ainsi, de nombreuses études ont méviglence des mutations de CEBPA dans les
LAM. (Leroy et al, 2005; Benthaust al, 2008)

En effet, CEBPA est souvent la cible de protéinesusion issues de translocations comme
BCR-ABL1 ou AML1-ETO qui sont responsables d’'uneniiution d’expression de ce dernier.
Cependant il peut également étre touché par deationg qui sont de 2 types, les mutations
tronquant la partie N-terminale et les mutationsddunaine leucine zipper au niveau C-
terminal. Ces deux types sont frequemment assoCESs.mutations sont présentes chez 4 a
11% des patients adultes et chez 4,5% des papeédiatriques. Dans ces deux groupes, ces
mutations sont associées a un pronostic plus fal®sar la survie (Het al, 2009). CEBPA

peut également étre I'objet de modifications pasidcriptionnelles. Ainsi il a été démontré sur
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des cellules de lignées et sur des cellules dematavec mutation FLT3 que CEBPA était
inactivé suite a des modifications de phosphomtatnédiées par ERK1/2 (Radomskaal,

2006).

MYB

Trés tot des études ont rapporté I'implication éngMYB et d’anomalies au niveau de son
locus dans le développement de leucémies ou dehigmes mais il s’agissait d'anomalies tres
rarement retrouvées qui ont surtout mis en évideooeréle potentiel dans la leucémogenése
lymphoide (Barletteet al, 1987). En 2007, 2 équipes ont rapporté I'exissted@nomalies
chromosomiques récurrentes (duplications et traasilons) impliquant MYB chez des patients
développant des leucémies aigués lymphoblastiqugdappieret al, 2007; Lahortigeet al,
2007). Dans les cas avec translocations, les B®MWB et du récepteur T étaient juxtaposés
aboutissant a une surexpression de MYB dans ladesleucémiques (Clappiet al, 2007).
Dans une autre étude portant sur 107 patients 8g¥sujets atteints d’'une LAL-T étaient
porteurs d’une duplication acquise BB impliquée dans le blocage de différenciation des
lymphocytes. Cette duplication semble médiée parétlements Alu qui sont proches du locus
MYB (Lahortiga et al, 2007). De la méme facon, des anomalies récusahienombre de
copies de MYB ont été rapportées chez des patigmatst une LAM avec translocation t(8;16)
impliqguant MYST3 et CREBBP (Muraét al, 2009).

Par ailleurs, il semble y avoir un réle de « cadac » de MYB dans I'induction et le maintien
de la leucémogenese. En effet, parmi les élémétgde la leucémogenese il existe les génes
de fusion MLL qui sont responsables de dérégulateun niveau épigénétique. Ainsi dans un
modélein vitro étudiant 'oncogene MLL-ENL, il a été démontré du¥B était une cible des
genes HOXA9 et Meisl participant ainsi au dévelopgat de la leucémogenese (Hessl,

2006). Depuis, plusieurs études ont confirmé ce (Bbmervailleet al, 2009) et la possibilité
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d’inhiber le role de MLL-ENL en utilisant un si-RN#&sponsable du knockdown de MYB. De
la méme maniére, dans un modéle murin de LAM ligatiion d’un si-RNA ciblant la protéine
de fusion MLL-AF9 est responsable d’une diminuttenMYB et il a été mis en évidence que
le promoteur de MYB était occupé par la protéinduston (Zuberet al, 2011). Par ailleurs
dans ce modeéle murin, il a été démontré que litibib ciblée de MYB était associée a une
rémission de la LAM et que ce dernier était esskatia maintenance des cellules leucémiques
et qu’il participait a leur auto-renouvellement. Beméme facon, il a été monirévitro que
MYB est essentiel a la maintenance des cellulesélmigues et que son inhibition est
responsable d’'une diminution des cellules souahesx®miques (Somervailét al, 2009).

Enfin, si MYB n’est pas directement lié a certaidesces anomalies, de nombreux génes cibles
de MYB peuvent étre dérégulés par I'existence diaices translocations comme c’est le cas
de RUNX1-RUNX1T1 (Pattabiramaat al, 2014).

Le r6le de MYB dans la leucémogenése peut dona@&irané selon la figure suivantgdure

19).
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Figure 19 Modele illustrant 3 possibles relations entre dest@ine de fusion et MYB pouvant aboutir une
leucémie aprés régulation de différents programtreasscriptionnels.

(a) MYB et la protéine de fusion régulent de mamiadépendante un panel de génes. (b) MYB estadulla
protéine de fusion tandis que dans (c) les génesitigsant a la leucémogenése sont corégulés par B8
protéine de fusion. (Issu de Leukemia, VolumeRattg¢biraman & Gonda, 2013))

GATA1

Ce géne n’a jamais été retrouvé impligué dansrdeslbcations en dehors de la t(X;6) qui a
été décrite en 2011 par Quelen et coll. (Dastwggua, 1997; Queleret al, 2011) qui est le
modele leucémique étudié dans ce travail et ques mid@aerirons de maniére plus détaillée
ultérieurement.

En revanche, il existe des mutations dans le desm@iactivation N-terminal de GATAL et le
doigt de zinc N terminal qui ont été décrits daes ttucémies. C’est le cas de mutations

acquises qui sont associées a la myélopoiésettimasinormale (TAM) et a la leucémie aigué
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mégacaryoblastique (AMKL) chez les enfants présgnta syndrome de Down (Wechskdr

al, 2002).Environ 20 % des enfants chez qui on a constatd Aea la naissance développent
ultérieurement une leucémie de type AMKL. Plusiegiigdes ont proposé l'intervention de
phénomenes d’altération génétique supplémentaingdiguant des voies de signalisations
telles la famille dedAK kinases, MPL, SH2B3 (LNK) et RASI des régulateurs épigénétiques
telsCTCF (20%), EZH2 et KANSLDour expliquer la progression de la TAM vers I'AMK
(Yoshida et al, 2013) Les mutations retrouvées générent un codon s&ms dlexon 2,
empéchant la synthése de la protéine entiere. ®stlexprimée, grace a un site d’initiation
dans I'exon 3, une protéine GATA1l amputée de sdrémité N-terminaldransactivatrice,
GATAIls, incapable d'interagir avec d’autres factede transcription tels GATA2, MYB,
MYC, IKZF1 mais ayant conservé la capacité de diaia FOG1(Li et al, 2005) Par ailleurs,

il a été montré que GATALls favorise la prolifératimégacaryocytaire de maniére plus
importante qu’observée dans les modeles déficemtSATAL(Toki et al, 2013) Récemment
une étude a montré sur un modele de cellules d’I&iCiced pluripotent stem cells) que la
coopération existant entre la trisomie 21 et lat@ne GATALls était responsable de
'augmentation de la production de cellules immesucapables d’évoluer vers des cellules
blastiques. Il est possible que le rble de la mni®o21 soit lieé a 'augmentation des facteurs de

transcription RUNX1, ETS2 et ER@annoet al, 2016)

FLT3

Il s’agit d’un récepteur a activité tyrosine-kinagaportant pour ’'hématopoiése normale. En
condition physiologique, la liaison du FLT3 liganédntraine la dimérisation et
I'autophosphorylation de son récepteur aboutissalifictivation des voies PI3K/AKT et
RAS/MAPK. En cas de mutation, la liaison au ligarekt pas nécessaire pour activer ces voies

de signalisation. Il existe 2 types de mutation Bl($chmidt-Arraset al, 2009) :
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- La duplication en tandem (FLT3-ITD ; 30% des)¢cautation gain de fonction
résultant en une activation constitutive de FLT3ue¢ altération des voies d’aval incluant
I'activation de la voie STATS.

- Les mutations dans le TKD (tyrosine kinase danaboutissant a une

activation constitutive de FLT3 sont plus rares.

KIT

Il s’agit du récepteur du SCF, présentant égalemeaiactivité tyrosine kinase intrinseque. La
mutation de KIT va aboutir a une activation de@mepteur a activité tyrosine-kinase résultant
en la stimulation des voies MAPK et PI3BK/AKT (mudait exon 8) ou des voies STAT3/STATS
et PIBK/AKT (mutation codon 816). Ces mutationstgmmésentes notamment lors des LAM

avec t(8;21) ou inv(16).

RAS

Les oncogenes RAS codent pour des petites prot€metayant le signal de transduction de
certains récepteurs membranaires. Parmi eux oouraetrNRAS qui agit sur les processus de
prolifération, différenciation et apoptose et estténdans 10% des cas de LAM de l'adulte

(Bacheret al, 2006) et KRAS qui est muté dans 5% des cas seulefBowenret al, 2005).

NPM1

NPM1 est une phosphoprotéine essentielle a I'hotasiescellulaire, qui régule la transcription
et I'apoptose et est impliquée dans la stabilisate TP53 et CDNK2A. Les mutations de
NPM1 aboutissent a son accumulation cytoplasmiguicgpant a la leucémogenese (Faéhi

al, 2011) avec une perte de fonction de la protéiR&Normale et par le gain de nouvelles

fonctions et notamment une inhibition excessiveaspases 8 et 9, 'ensemble aboutissant a
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'augmentation de I'autorenouvellement des cell@fdsalayet al, 2005). Elles sont associées

a un bon pronostic en I'absence de mutation FLT3.

RUNX1

RUNX1 peut étre la cible de translocations commg8a#1)(q22;922) dans les LAM ou la
t(12;21)(p13;922) dans 20 a 25 % des leucémieséaigymphoides de I'enfant, qui vont
exercer une activité dominante et répressive sucildes de RUNX1 (Roumieaat al, 2003).
Par ailleurs, RUNX1 peut étre altéré par des d#iétiinsertions ou mutations ponctuelles
récurrentes qui sont principalement localisées ttademaine runt. Il se trouve ainsi muté dans

10 & 20% des syndromes myélodysplasiques et des (Hevaida & Harada, 2009).

DNMTS3A

Comme nous l'avons vu précédemment, les mutatidw8ITBA sont considérées comme un
événement précoce dans la leucémogenese. Il d’'age DNA-méthyltransférase qui participe

a la méthylation des cytosines contenues dan$olissGpG en ciblant plutét les régions non
meéthylées de I'ADN contrairement a DNMT1 qui pape au maintien des profils de
meéthylation préexistants. Cette méthylation a pawir de diminuer I'expression de certains
génes. On retrouve des mutations récurrentes d®nsd2s cas de LAM ce qui en fait 142
mutation la plus fréquente notamment dans les LAdhocytaires type M5 (Yaet al, 2011).
Ces mutations vont ainsi participer au processusel@ogene en diminuant I'expression de
genes par hyperméthylation et en créant un déedégudgénique. Il a été mis en évidence un
lien entre le profil de méthylation de certains dasleucémies et la présence de protéines

chimériques telles RUNX1-RUNXI1T1 (Figueretal, 2010).
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Histones acétyltransférases (HAT) et désacétyl@sbaC)

De la méme maniére les modifications post-tradnogties des histones sont sources d’'une
modification de structure de la chromatine capdeBlenodifier I'expression génique. Les HAT
et HDAC ainsi que les histones méthyltransférab®dT) et déméthylases (HDM) sont les
enzymes impliquées dans ce processus. Ainsi, Vit&n des histones conduit a I'activation
de I'expression des genes tandis que la méthylatem histones peut conduire soit a une
activation soit a une répression suivant les hestoet les résidus méthylés. Certains genes
comme MLL, qui code pour une histone méthyltraraférspécifique de I'histone 3 et participe
ainsi a la modification des histones peuvent étrgligués dans des translocations
chromosomiques récurrentes. Ainsi les translocati@hromosomiques les impliquant
contribuent a la leucémogeneése par I'expressiomaale d’enzymes modifiant la chromatine

et permettant I'expression d’oncogenes. (Migeal 2002)

TET2

TET2 comprend 11 exons et s’étend sur plus de pBO0 lka protéine TET2 est codée par les
exons 3 a 11 et comporte 2002 acides aminés. Leations deTET2 affectent toutes les
régions du gene. Tous les types de mutations dusgreés : insertions ou délétions avec
décalage du cadre de lecture (frameshift), mutateffectant les sites d’épissage, mutations
faux-sens et mutations non-sens. Il est muté danknge panel d’hémopathies myéloides
malignes variées (syndromes myelodysplasiquesgfmiiylies de Vaquez, thrombocytémies
essentielles, myélofibroses primitives, leucémielmyonocytaire chronique, leucémie aigué
myéloblastique primitive et secondaire, mastocygaspeavec une frequence globale, qui peut

étre estimée a environ 15 % (Delhommeaal, 2009).
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IDH1 et IDH2

IDH1 et IDH2 sont des enzymes NADP dépendanted, ldemrmutations ont été d’abord mises
en évidence au niveau des gliomes (¢aral, 2009). Leurs mutations (présentes également
dans 15-20% des cas de LAM) conduisent a une adatioude 2-hydroxyglutarate (2-HG)

et entrainent des dérégulations épigénétiquequpstentiellement oncogéniques comme par
exemple l'inhibition des fonctions enzymatiquesl&d 2. Elles sont également associées a une
hyper-méthylation de 'ADN et un blocage de la éliéinciation myéloida vitro (Figueroaet

al, 2010).

81



OBJECTIFS



Les travaux précédents (Quelenal 2011) ont étudié la leucémie aigué a basophiles d
nourrisson associée a une translocation t(X;6pfQoutit au géne de fusion MYB-GATAL. lIs
ont permis de mettre en évidence un réarrangemi@m@mosomique déséquilibré avec
destruction d’'une partie du géne GATAL1 résiduek €avaux ont montré que dans les cellules
blastiques, cette translocation conduisait a urmée pexpression compléte de la protéine
GATAL, les patients étant exclusivement de sexecolimset donc dépourvus d’'un second
chromosome X qui porterait une allele fonctionnel&ATAL. Par ailleurs, I'expression de la
fusion MYB-GATAL1 en méme temps que I'extinction @ATAL endogéne dans les cellules
hématopoiétiques murines entraine une augmentdgsncapacités d’auto-renouvellement
ainsi qu'une altération de la différenciation awoffirde la lignée granuleuse. Cependant, ce
modeéle ne reproduisait pas la différenciation bhBefbloquée caractéristique de la maladie.
Des expériences préliminaires de xénogreffe susdess NSG ont été réalisées. Des
cellules CD34+ issues de sang de cordon et traesdavec des vecteurs exprimant MYB-
GATAL (associé a un rapporteur de type TdT tomatton sh GATAL (associé a un rapporteur
GFP) ou des vecteurs contrdles (associés aux meappenteurs TdT tomato et GFP) ont ainsi
été injectées a des souris traitées préalablenaetysulfan.
Aprés 12 semaines, les moelles des souris onéétpérées et analysées. Les cellules hCD45+
ont été sélectionnées en fonction de I'express@GHP, Tomato ou les deux et analysées en

cytométrie de Flux. Les résultats obtenus ont pedaimettre en évidence :

- Une expression plus importante du CD34 en préselec®YB-GATAL et sh
GATAL par rapport aux cellules contréles

- Une orientation vers la différenciation myéloidepeésence de MYB-GATAL et sh
GATA1L (augmentation expression de CD33+ et CD117)

- Une tendance a la différenciation basophile engmeés de MYB-GATAL et sh

GATAL (augmentation de I'expression de CD203c €L
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- Les mémes variations d’expression ont été obserapess analyse de cellules
exprimant uniquement MYB-GATAL (TdT tomato+), cei qiétait pas le cas en

présence de sh GATAL seul.

Ainsi suite aux résultats de ces expériences degtéffes, compte tenu de I'impact de
MYB-GATAL seul et pour des raisons de faisabilgéhnique, nous avons décidé de nous
concentrer sur I'analyse du role de MYB-GATAL dénsurvenue du phénotype particulier de

cette leucémie et en particulier pour son aspecigiigement vers la lignée basophile.

L’objectif de ce travail était donc de reproduire mieux le phénotype spécifique de
cette leucémie et en particulier pour son aspectgiigement vers la lignée basophile ainsi que
de tenter de comprendre quelles voies sont dérégelé utilisant de nouvelles approcires
vitro etin vivo, notamment des cellules CD34+ humaines.

Nous comptions pour cela étudier les cibles trapsonnelles de MYB-GATAL, et préciser
dans quelle mesure la dérégulation de ces cibteasgsonsable du phénotype observé.

Les hypothéses principales sur la fonctionnalitadasion sont une « exagération » de
I'activation physiologique par MYB, du fait de l&ge de son DRN ou bien la stimulation de
cibles nouvelles en raison de la présence du sedoigl de zinc de GATAL qui pourrait
rediriger la fixation de la chimére sur des promaedifférents.

Pour se faire, MYB-GATAL a été exprimé grace a ecteur lentiviral (exprimant aussi
la protéine fluorescente dTomato). De multiples étesl cellulaires ont été étudiés :

- lignées hématopoiétiques pour lesquelles un petate différenciation basophile a
été décrit (UT-7)

- progéniteurs hématopoiétiques primaires CD34tisisse sang placentaire (pour
lesquels la technique de différenciation utilisée aelle décrite dans une communication de

M.Arock).
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A partir de ces lignées hématopoiétiques, cultiddes des conditions cytokiniques de
différenciation cellulaire particulieres (Hermine aoll., 1992 ; Favre et coll., 1990) et des
cellules CD34+ nous avons cherché a obtenir didegk poussées » vers la basophilie. Cette
orientation basophile a été validée au niveau ogigue, cytométrique et transcriptionnel.

A partir des modéles cellulaires validés, nous aw&abli une liste de genes dérégulés
par la présence de MYB-GATAL. Pour se faire, notga étudié par puces Agilettiifman
Gene expression 4x44K (Agilen®s variations d’expressiae génes cibles dans différents
modéles exprimant la fusion MYB-GATAL. Les étudesnscriptomiques de ces différents
modeles nous ont permis de sélectionner les garégulés par la présence de MYB-GATAL.
Parallelement a cette étude, nous avons égaleaigé une étude transcriptomique sur puce
Agilent nous permettant d'obtenir les genes déégguylar I'engagement dans la voie de
différenciation basophile.

A la suite de ces deux expériences qui constitlagremiere étape de notre projet, nous
avons sélectionné les genes dérégulés nous senidaptus pertinents pour contribuer au
phénotype leucémique a différenciation basophikes @énes ont été choisis parmi ceux qui

étaient les plus dérégulés a la fois par la présdedMYB-GATAL ET par la culture dans des

conditions basophiles.

Nos critéres étaient :

- la reproductibilité de la variation d’expressidens les différentes expériences et avec
les différents modeles

- la dérégulation identiqgue de ces genes d’int§ué&t ce soit lorsqu’ils sont mis en
présence de MYB-GATAL ou lorsque les cellules sopbussées » vers la voie basophile par

les conditions cytokiniques.
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- la pertinence envisagée d'aprés les donnéestificjgas disponibles, a la fois compte
tenu des données fonctionnelles (gene impliqué dknsleucémogenese et/ou la
basophilopoiése) et de ses modes de régulatiosctiptionnelle (cible connue de MYB et/ou
de GATAL). Une premiére expérience sur la lignée@Lnous a confirmé la validité de ce
modéle en montrant des génes dérégulés par laraditfi@tion basophile ainsi que par
'expression de MYB-GATAL (et diminution de GATAldont par exemple [lhistidine
décarboxylase, enzyme critique dans la voie dehggetde I'histamine.

Une liste de génes a ainsi été établie, avec ureatd priorité d’exploration. La
régulation de I'expression de ces génes dans mabtins expérimentales a alors été précisée :

Dans un premier temps, nous avons cloné les pramsodes genes cibles en amont d’un
gene rapporteur (luciférase). Ces constructions é&igt co-transfectées avec le vecteur
d’expression de MYB-GATAL ou le méme vecteur exammMYB sauvage ou MYB dont le
DRN a été délété dans des cellules de lignéesHE293. Ces expériences nous ont permis
d’évaluer I'activation directe des promoteurs og digions régulatrices des génes d’intérét par
MYB-GATAL. Par ailleurs cela nous a permis de sawicette activation correspondait
simplement a une « exagération » de l'activatioyspifogique par MYB, dans quelle mesure
celle-ci était équivalente a celle que permet @olitMYB sans DRN ou si 'activation par
MYB-GATAL constitue un phénoméne nouveau, spédffigqle la fusion tandis que le
promoteur n’est pas activé par MYB normal ou delEt effet, la persistance du domaine de
liaison a 'ADN de GATAL peut conférer a la fusidas propriétés d’activation de nouveaux
promoteurs.

L’activation d’'un promoteur contrélant un gene ragpur dans le cadre de co-
transfection peut ne pas reproduire la réalité jphggigue du géne cible dans son contexte

chromatinien. Afin de confirmer le role direct deYB-GATAL, par comparaison a MYB
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sauvage ou MYB sans DRN, dans la fixation du premote nos genes cibles, nous avons
exprimé nos facteurs de transcription dans dealeslde lignées hématopoiétiques.

Enfin, pour étudier les anomalies induites partéine de fusion MYB-GATAL, nous
avons étudié sa stabilité au cours du temps eorgarant notamment a la protéine MYB
native.

Ces travaux font I'objet de I'article ci-aprés, waltement en cours de révision.
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Abstract:

Acute basophilic leukaemia (ABL) is a rare subtypgeacute myeloblastic leukaemia. We
previously described a recurrent t(X;6)(pll;g23nsiocation generating ®YB-GATAL
fusion gene in male infants with ABL. To better erstand its role, the chimeric MYB-GATA1
transcription factor was expressed in CD34-positieenatopoietic progenitors which were
transplanted into immunodeficient mice. Cells espmeg MYB-GATAL1 showed increased
expression of markers of immaturity (CD34), of gracytic lineage (CD33, CD117) and of
basophilic differentiation (CD203c, &Rl). UT-7 cells also showed basophilic differentat
afterMYB-GATAltransfection. A transcriptomic study identifiedy®nes deregulated by both
MYB-GATAL and by basophilic differentiation. Indueh of three of these gene€¢L23
ILLIRL1 and NTRKJ) was confirmed in MYB-GATAL-expressing CD34-posti cells by
RTgPCR. IL-33 and NGF (Nerve Growth Factor), thgafids of ILLRL1 and NTRK1,
respectively, enhanced the basophilic differemdrattf MYB-GATAL-expressing UT-7 cells,
thus demonstrating the importance of this pathwaipasophilic differentiation of leukemic
cells and CD34 positive primary cells. Finally geeporter assays confirmed that MYB and
MYB-GATAL activated NTRK1 and IL1RL1 transcriptideading to basophilic skewing of
the blasts. Our results highlight the role of ILé8] NGF receptors in basophilic differentiation

of normal and leukemic cells.

Key words: Basophils; MYB-GATAL; Leukaemia; ILIRL1; NTRK1
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Introduction :

Acute Myeloblastic Leukaemias result from acquigghetic abnormalities that typically
increase proliferation and block differentiationaffected hematopoietic progenitors. Many of
these genetic abnormalities are recurrent, and somethe basis of the WHO classification
of leukaemias [1]. We previously described a ramecgic basophilic leukaemia occurring in
male infants characterized by a recurring t(X;6)(o23) translocation [2]. The translocation
results in the fusion of two transcription factoengs,MYB and GATA] leading to the
production of a MYB-GATAL fusion protein. Affectethale patients’ cells lack normal
GATALl. We have shown that thelYB-GATALlfusion gene promotes granulocytic over
monocytic differentiation and favours hematopoiaetédls self-renewal. Bellonet al. have
shown that low GATAL-expressing mice whose haenwégis was reconstituted with MYB-
GATALl-expressing cells developed myelodysplasialanklaemia [3]. However, none of these

studies demonstrated a role for MYB-GATAL in thedyahilic differentiation of blasts.

Little is known about the physiological basophititferentiation. In mice, the ontogeny of
basophils is controversial. For Arinolet al, basophils derive from a common splenic Mast
Cell-Basophil Progenitor (MCBP) [4] whereas Huangl d.i describe a specific Granulo-
Monocytic Progenitor expressing &Rl which could be the main source of basophils {5].
Basophilpoiesis “ and the factors regulating it @ven less well understood in humans, where
a common eosinophil-basophil precursor is postdlébeexist [6,7]. Basophil differentiation
does not seem to rely on a specific cytokine: ehengh IL-3 is a potent driver of basophil
differentiationin vitro, IL-3 knock-out mice do not show a defect in theshs, leading some
authors to consider basophil differentiation a dif@athway (reviewed in [8]). Specific
transcription factors have been implicated in pgcess. The successive expression of GATA2
and CEBPA is crucial for correct basophil diffeiatibn, but they are thought to act in concert
with other transcription factors, including STATBBGATAL [9-11].
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GATAL is a member of the GATA family of zinc fingB(NA binding proteins that is involved
in the differentiation of several hematopoieticelges. It contains three domains: two DNA
binding zinc fingers (N- and C-finger) and an Nntéral transactivation domain. The C-finger
binds to WGATAR DNA sequences, while the N-fingénds to cofactors including FOG1.
GATA1 and GATAZ2 share many binding sites, but desgheir close homology they play
different roles, GATAZ2 being typically more activeimmature hematopoietic cells (reviewed

in [12]).

In hematopoietic cells, GATA1L has also been shawaown-regulate the expression of MYB
[13]. Indeed, MYB is mainly expressed in immaturells and its down-regulation is a
prerequisite for differentiation. It is composed af DNA binding domain (DBD), a
transactivation domain (TAD) and a C-terminal negategulation domain (NRD) involved in
transcriptional repression. Deletion of the C-terahNRD increases the transcriptional activity
of MYB and is thought to explain the oncogenicifysome MYB fusion proteins [14,15]. MYB
is an important actor in haematological malignamcgince its suppression impairs the
transformation of myeloid cells by other oncogefe’17]. HoweverMYB mutations are

relatively rare in this context, and are mainlyridun acute lymphoblastic leukaemias [18,19].

Given the role of MYB and GATAL in haematopoiesisl éhe typical basophilic phenotype of
leukaemias expressing tMey B-GATAIfusion transcript, we wanted to explore the rdlths
chimera in pathological basophilic skewing. Sinceimdication of basophilic differentiation
was seen in previous studies in murine cells, \asaeed that this process might be specific to
human cells. Here, we show that expression of MYBF&L in human cell lines or primary
CD34 positive cells increases basophil differerdratmarkers and that this increased basophilia
is at least partly due to increased expressioneofit-33 receptor ILLRL1 and the NGF receptor

NTRK1.
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Material and methods

Cell culture and characterization

Recombinant cytokines were obtained from Shenanféanwick,UK). Primary CD34+ cells
were immunopurified from placental blood obtaindterasigned informed consent of the
mother, grown at 37°C in StermA (Stem Alpha, Saint-Genis I'Argentiére, Franca)hwb0
ng/mL SCF, FLT3L and TPO. For basophil differentint cells were cultured in IMDM
containing TGH3 and interleukin 3 (IL-3) as described [20].

For immunophenotypical characterization, cellulaspensions were incubated with: CD34-
PE/Cy7, CD33-APC, CD45-eFluor®450, CD123-eFluor®450 CD117-PE/Cy7
(eBiosciences), CD203c-PERCP/Cy5.5¢REAPC (Biolegend, San Diego, CA) or isotype

matched controls and analysed on a FACS CANTOédktkgon Dickinson).

Plasmids
The coding sequence MYB-GATAlwas inserted into the lentiviral p252 plasmid unithe
control of MND promoter. pLVUT-sBATALlcontaining shRNAGATAland GFP was a gift

from Dr Wierenga [21].

Mouse Xenograft experiments

Three sets of experiments were conducted, eachoxdH 0 female NSG (NOD.Cg-Prkdcscid
12rgtm1Wijl/SzJ) mice [22] bred under pathogen-freenditions and experiments were
performed in the “Service des animaleries” of thevdrsity of Bordeaux in conformity with
the rules of the Institutional Animal Care and Wsenmittee (Ministerial approval number
00048.2). Busulfan pre-conditioned mice were grhftéth 1 CD34+ cells transfected with

lentivirus (MOI: 50-100).
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Quantitative RT-PCR

Total RNAs were extracted by Trizol (Life technaleg). cDNAs were synthesized using
Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (RochHgoulogne-Billancourt, France).
Quantitative PCR was performed using gPCR BrillidhtUltra-Fast Sybr Green (Agilent
technologies, Massy, France). Primer sequencegprasented in supplementary table S1.
Results were normalized by the mean copy numbé#éiree control genes5US RPLPOand

ACTB.

Transcriptomic analysis

UT-7 cells expressiniylYB-GATAI(or empty vector controls) were grown in contradium

or in medium containing 2.5ng/mL GM-CSF and 100nmgAL-3 for nine daysTotal RNA
was extracted using RNeasy minikit (Qiagen, Courtai, France). Cyanine-3 (Cy3)—labelled
cRNA was prepared using the “Low Input Quick AmpbkHing Kit, one-color” (Agilent
Technologies). For each sample, 1185cRNA was fragmented and hybridized overnight at
65°C onto Human Gene Expression v2 4x44K microarrgdgilent Technologies). After
bioinfomatic analyses (supplementary methods[23,24jv and normalized data were

deposited on the Gene Expression Omnibus (s&&ts72913

Luciferase assays

Regions of approximately 1000 bp located upstredmhe transcription start site of
ILARL1/ST2 and NTRKWere cloned into pGL4.10 vector (Promega). 2 EK293T cells
were and co-transfected using Superfect (Qiageth) %dng of one of the pGL4.10 plasmids,
50 ng of one of the MYB/MYB-GATAL plasmids and 5 nfjthe CMVRenilla luciferase

pGL4.75 plasmid (Promega). The firefly aRénillaluciferases activities were measured 24h
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post-transfection using the DualGlo-Luciferase R&goAssay System (Promega), and the

ratios of the firefly taRenillaactivities were calculated.

Statistical analysis
All statistical analyses used Prism 5 (GraphPatvswoé Inc.). The statistical significance of
differences in mean values was analysed by thetaed Mann—Whitney nonparametric test,

paired t test. Results were considered to be titatiy significant when p < 0.05.

More details on the methods are given in suppleargmhformations
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Results

MYB-GATAZ1 induces basophilic differentiation in NSG mouse transplant models

MYB-GATAL has previously been shown to increasegprotor self-renewal and skewing
towards granulopoiesis. To look for evidence ofasdphilic differentiation, we chose to
express MYB-GATAL in human CD34+ stem/progenitoliscglaced in an environment
permissive for multiple differentiation pathwayfieThuman CD34+ cells were transduced with
two lentiviral vectors, one encoding MYB-GATAL avrdrol, each with tdTomato marker, the
other a short hairpin RNA again€ATAlor a control irrelevant shRNAeach with GFP
marker. Flow cytometry of human cells retrievedniranurine femurs twelve weeks after
grafting showed the median percentage of engrattsldetermined by human CD45 positivity
was respectively 51.7% and 75.7% for control andBMYATAL/ShGATAL expressing cells
(ranges: 4-90; 14.6-89.5). Among cells positive i@D45, some were transduced with the
tomato expressing vector (T+), others with the @kpressing vector (G+) or with both vectors
(G+,T+) (Figure 1A). The retention of CD34 expressin cells expressing both tiMYB-
GATAland the sBATAltransgenes compared to control cells (G+T+ gatively confirmed
(Figure 1B). Cells expressimMdYB-GATAland sicATAlalso displayed an increase in myeloid
lineage markers (CD33, CD117) confirming previoesuits indicating granulocytic skewing.
More interestingly, the basophil-specific markef3203c and FERI were also clearly more
expressed in these cells, demonstrating an inclieasasophilic differentiation. In order to
tease out the roles of MYB-GATALI fusion versus GAlT#ilencing, cells transduced with the
MYB-GATAL vector alone (T+) were analysed for tlaare markers. There was again a delay
in maturation and an increase in myeloid and basioplifferentiation, albeit to a slightly lower
extent than with th#1YB-GATAland sicATAltransgenes together (Figure 1C). These effects
were not seen in cells expressing only théAhAltransgene (Figure S1). A batch of seven
additional mice per condition were transplantedhwibtal bone marrow harvested from

“primary” recipients showing heterogeneous engrafttrhampering precise analysis of long
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term differentiation. However, none of the secogdaice developed evidence of leukaemia.
We conclude that gain of MYB-GATAIfusion gene is more important than loss of GATA1
expression for basophilic differentiation of hun@in34+ cells. Hence in the remainder of this

study we focused on the impact of MYB-GATA1L alomel@asophilic differentiation.

MYB-GATAL1 induces basophilic differentiation of UT-7 cells

UT-7 cells can be differentiated into “basophildilcells by culture in specific conditions [25].
In particular, in our hands cells grown in IL-3 M3CSF express more surface CD203c and
FcERI (p=0.02), confirming their basophilic differeation. Hence, we tested whether
expression of MYB-GATAL in UT-7 cells could indubasophilic differentiation.

UT-7 cells expressing MYB-GATAL after lentiviralamsduction were compared to control.
Cells grown in standard conditions containing ERQnothe presence of IL-3 + GM-CSF
(basophilic differentiating conditions). May-GrundaGiemsa staining showed a gradual
increase in the level of vacuolization, from a l@wel in control undifferentiated cells, to an
intermediate level in MYB-GATAL cells and a higlvé in cytokine-differentiated cells. More
importantly, the proportion of cells stained witllcian blue, a metachromatic dye specific for
basophils, followed the same pattern with 69% ofBAGATAL cells positive versus only 19%
positive in the control conditions (Figure 2A). Waytometry did not show clear evidence of
differences in the markers we studied. In contrgs@antitative RT-PCR studies showed
significant increases in CD203ENPP3J (p=0.02) B-tryptase TPSAB) (p=0.01) and histidine
decarboxylaseHDC) transcripts (p=0.007). Moreover, Charcot-Leydearst@l (CLC) protein,
and to a lesser extent #Rl (FCER1A, markers previously shown to be increased during
basophilic differentiation [26], were more exprabgeMYB-GATAltransduced cells (Figure

2B).
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Transcriptomic studies confirm a role for MYB-GATAL in basophilic differentiation and

identify novel transcriptional targets

Although established cell lines do not perfectlya@tulate basophilic differentiation, they are
a more tractable model than primary cells to penfanechanistic studies. In order to identify
genes regulated by the putative novel transcrigtotor encoded by theYB-GATAIfusion
gene, we performed transcriptomic analyses of LBl expressing MYB-GATAL or not.
The transcriptional changes induced by MYB-GATAIpession were compared to those
induced by cytokinic differentiation. Following ntiglle testing correction, no gene expression
changes had an interaction coefficient significadifferent from zero and an absolute log fold
change greater than two, indicating the lack oérattion between the two conditions. Nine
genes were found to be differentially expresseadhj@aini Hochberg adjusted p-values <=0.1)
and up-regulated in both conditions1RL1, NTRK1, CCL23, RGS9, HPGDS, CD3D, LST1,
LAT2, SLC45A3Figure 2C). The increased expression of these gemes was confirmed by

gRT-PCR (figure S1).

MYB-GATA1 induces basophilic differentiation in pri mary human CD34+ cells

To confirm the relevance of the results in UT-7Agsddasophilic differentiation was studied in
primary human CD34+ cells transduced Wity B-GATALlor empty vector. As a positive
control, basophilic differentiation was induced dymbined treatment with IL-3 and TG¥-
Figure 3A (lower panel) shows Alcian blue stainofgcells expressing MYB-GATAL; about
50% of the cells have basophilic granules in tbgioplasm. This is significantly more than the
20% with basophilic granules seen in cells expngssontrol vector (Figure 3A upper panel)
but less than the 85% seen in cells cultured witB + TGFf (Figure 3B). To confirm the
presence of basophilic differentiation, gRT-PCR wasformed on classic basophil genes

(TPSAB1, FCER1A, HDC, CL&hdENPP3. MYB-GATAL increased the expression of these
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genes 1.5 to 3.7-fold (Figure 3C). Having confirntieel effect of MYB-GATAL on basophilic
differentiation in human primary cells, we testeldether the nine genes induced in UT-7 cells
by MYB-GATAL expression and by basophilic differation were also induced by these
treatments in CD34-positive cells. The g-RT-PCRadlat=igure 4A show that all were induced
in both conditions, albeit to different levels1IRL1andNTRK1stood out as the most relevant
deregulated genes, especially in MYB-GATAL expmgsells. Moreover, flow cytometry
using an antibody directed against ILIRL1 showedenaells expressing this protein after
MYB-GATA1-transduction (78%) compared to controlleg57.6%), confirming that the
increased mMRNA level translates into increasedptecexpression at the cell surface (p=0.03)
(figure 4B). We conclude that tidYB-GATAliransgene induces the expression of basophilic

marker genes in primary CD34+ cells.

Basophilic differentiation due to MYB-GATAL is increased by IL-33 and NGF

SincelL1RL1 andNTRK1encode cytokine receptors, we wondered whethealligg from
these cytokine receptors might be responsibleHfertasophilic skewing observed in MYB-
GATAL expressing cells. UT-7 cells can be growisiM-CSF and require the addition of IL-
3 to undergo basophilic differentiation. The aduitiof 1L-33, NGF or both increased the
expression of classic basophilic marker genes (Ei&4). The induction of all exce@LC
was increased by MYB-GATAL, especially for the megecific basophilic markelsSNPP3
(CD203c) and=CER1A(FcERI). We conclude that signalling through NTRK1 dbh@lRL1 is

increased in MYB-GATAL expressing cells and thisrmpotes basophilic differentiation.

NGF and IL-33 increase basophilic differentiation ® human CD34-positive cells

To confirm the potential role of NGF and IL-33 iadwphilic differentiation observed in cell

lines expressing MYB-GATAL, we wondered whethestheytokines might induce basophilic
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differentiation of normal primary human CD34+ cellells were cultured with 5 ng/mL TGF-
B or 20 ng/mL IL-3 to which 20 ng/mL NGF or IL-33 veeadded. Figure 5B shows the
proportion of Alcian-blue stained cells. This per@ge was significantly increased when IL-
33 or NGF was added to TGF(70% and 50% respectively) compared to cells oedtun

TGF alone (10%, p<0.05). This proportion is also dligmcreased when IL-33 or NGF was
added to IL-3, but the difference did not reachigtiaal significance. Quantitative RT-PCR
performed on classic basophilic marker genes aoefir the differentiating effect of NGF
(Figure 5C) which increased the expressionFGEER1A (FcERI), ENPP3 (CD203c) and

TPSABI(B-tryptase).

MYB-GATA1 activates the IL1RL1 and NTRK1 promoters

To further explore the mechanism of regulationldfRL1 and NTRK1 by MYB-GATAL, the
promoter regions of both genes were cloned upstretm luciferase reporter gene. The
reporters were co-transfected into HEK 293T celithwvild type MYB, MYB-GATAlor a
control vector. The promoter activity of ILIRL1 wascreased 8.5-fold by MYB-GATAL
(p=0.007) and 11.2-fold by MYB (p=0.02) (Figure @&t panel). The promoter activity of
NTRK1 was increased 2.2-fold by MYB-GATA1 (p=0.00and 5-fold by MYB (p=0.03)
(Figure 6A right panel). This shows that MYB-GATA®&N stimulate ILLRL1 and NTRK1
promoter activity, but the fact that wild type MYlBas the same effect argues against the
oncogenic activity of the fusion protein being adiby a change in its sequence-specific DNA
binding activity. We then asked whether the stromgé#ivation of ILLIRL1 and NTRK1 in cells
expressing MYB-GATAL could be due to an increas¢hm stability of the fusion protein
compared to that of wild type MYB. After transdwetiof both constructs, cells were treated
with cycloheximide for 4, 8 or 24 hours and MYB BFYB-GATAL protein levels were

assessed by western blot. As shown in figure 6BBMXYATAL was very stable even after 24
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hours cycloheximide treatment, whereas wild typeBvivad nearly totally disappeared in 4
hours. We conclude that the lower transcriptioctivaty of the MYB-GATAL protein in short
term luciferase assays could be offset by a muelatgr stability of the fusion protein in

leukemic cells, leading to higher induction of egdoous target genes in leukaemia.
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Discussion

Acute basophilic leukaemias (ABL) are rare haenogfichl disorders, occurrinde novoor as
blastic transformation of chronic myelogenous learkea. No specific chromosomal or genetic
abnormality had been linked to this pathology befere described the t(X;6)(pl1;923)
translocation. This specific abnormality is evererahan ABL itself since only a few cases
have been described, but understanding its patlesgemay provide information on pathways
more commonly deregulated in ABL as well as in othaematological malignancies with
basophil hyperplasia and in physiological basoguiesis. The t(X;6)(p11;q23) translocation
leads to the production oMY B-GATAXusion gene and the disappearance oGA& Algene
[2,3]. Since GATAL is located on the X chromosorties translocation eliminates GATA1
expression in affected cells of male patients. H@xethe link between the chromosomal
abnormality and the phenotype was not previoushanty established. Even in AML with a
“lineage specific” abnormality, evidence of a sfiegphenotype by lineage skewing may be
difficult to demonstrate experimentally. For exampdtnock-in of the RBM15-MKL1 fusion
gene, which defines a specific megakaryoblastickdemia, induces only modest
megakaryocytic colony growth [27]. Due to the plysgically weak representation of the
basophil lineage, basophilic skewing is even mafficdlt to demonstrate. We chose to use
human progenitor cells and provided them with arag@ovironment allowing for long term
development by transplantation into NSG mice. gsthconditions, the analysis of human cells
(expressing hCD45) showed increased retention ofdatare, CD34+ cells when boMYB-
GATALl and sIGATALl were expressed. This is consistent with previasilts indicating
increased self-renewal of murine CD34+ cells [2Smilarly, myeloid markers, including
CD33 were more expressed in these cells, againistens with the skewing towards the
granulocytic lineage previously described. Of moegevance to our question, increased

expression of FERI and CD203c demonstrate that cells expressingM&-GATAland

101



shGATAltransgenes are also skewed towards the basofphdage. While it can be argued
that FERI does not uniquely identify basophils (it is exgged by other lineages, in particular,
mast cells and eosinophils), CD203c seems to lde gpecific for basophils [28]. We did not
observe a fully leukemic phenotype in any of trensplanted mice, indicating that MYB-
GATA1L and decreased GATAL expression are probablysufficient to induce a basophilic
leukaemia, but require additional cooperating geretents, possibly in proliferation genes.
This is probably what happened in the mice repobgdelloni and co-workers to develop
myelodysplastic syndromes or leukaemias after g latency [3]. Since th1YB-GATAL
vector expressed tdTomato, while theGATAlvector transfected cells expressed GFP, we
were able to analyse, in the same experiments egfiressing both transgenes or either one
alone. Increased self-renewal, granulocytic skewamg basophilic skewing were clearly
present in cells expressing MYB-GATA1 alone. Tleid Us to hypothesize that although MYB-
GATAL expression and GATAL1 down-regulation are ljk® cooperate in determining the
basophilic leukaemia phenotype, MYB-GATAAS the main effect. Indeed, cells expressing
the siGATALltransgene alone did not show any of these chaistats. For this reason, we
decided to explore the mechanisms by which thisofugprotein could direct basophilic
differentiation. CD34 positive cells are difficuld obtain in large quantities, difficult to
transduce with large DNA inserts (as is the caseM¥B-GATA) even with lentiviruses,
leading to low transduction efficiencies, thus restating cell sorting for mRNA analyses. For
these reasons, we decided to model MYB-GATAL basioptkewing in hematopoietic cell
lines. Some cell lines, such as UT-7 have previosen shown to be capable of differentiating
towards the basophilic lineage in appropriate calttonditions. We validated the fact that
MYB-GATAL expression also skewed these cells towdhe basophilic lineage. This skewing
is not as efficient as by cytokine stimulation with3 and GM-CSF, but still increases Alcian

blue staining and the expression of a panel of mRNAvically increased during basophilic
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differentiation [26]. These results not only reirde the idea that MYB-GATAL1 favours
basophilic engagement, they also provided us withoblto perform transcriptomic studies for
genes deregulated by both MYB-GATAl-induced and okiyie-induced basophilic
differentiation. Nine genes showed increased espadn both conditions. We reasoned that
these genes could be important mediators of MYB-&&nduced basophilic differentiation.
The relevance of these genes was confirmed by qBR-iR UT-7 and primary CD34+ cells.
Three of the genes seem particularly interestingabge they are implicated in
cytokine/chemokine signallingcCL23 the IL-33 receptotL1RL1, and the NGF receptor
NTRK1 To our knowledge, no relation betwe&CL23 and basophils has yet been
demonstrated. It is noteworthy however Gall. 23mRNA is overexpressed in leukemic blasts
as compared to normal bone marrow cells and hasgreposed as a minimal residual disease
marker [29]. IL-33 clearly plays a role in basoghiblogy and both cytokine and receptor have
been implicated in the pathogenesis of allergydBD,It is also a driver of mast-cell maturation
[32], which may share characteristics with basagulesis. Interestingly, tHe1RL1promoter
contains binding sites for GATAL or GATAZ2 [33] anduld be deregulated by binding of the
MYB-GATAL chimera, but MYB binding sites have albeen clearly identified. Similarly,
NGF is known for its priming functions in maturesbahils [34], but the involvement of neither
IL-33 nor NGF receptors in basophilic differentoatihas been described thus far. We have
shown that MYB-GATAL activates ILIRL1 and NTRK1rsgription in luciferase assays with
vectors containing only the promoter proximal 1 negions of these genes upstream of a
luciferase gene. While this does not completelyweribhat the activation is direct, it does allow
us to rule out post-transcriptional mechanisms. dMiype MYB also shows potent
transcriptional activation of these genes, sugggshat the chimera targets MYB binding sites
in the promoters of the target genes. However,esinitdd type MYB is readily degraded

whereas MYB-GATAL is extremely stable, as shownnbybition of protein degradation with
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cycloheximide, the net effect on ILIRL1 or NTRK1pegssion is much greater in leukemic
cells expressing MYB-GATAL than in normal cells eagsing wild type MYB.

Finally, our results show that MYB-GATAL promoteasophilic differentiation by sensitising
cells to NGF and IL-33. The effect in normal primaells is rather modest for IL-33, which
suggests that this cytokine is more efficient onignant cells than normal cells. This is
consistent with a recent report highlighting thelerof this cytokine in malignant
haematopoiesis [35]. Taken together, our resulte damonstrated a role for MYB-GATAL in
basophilic differentiation, part of which can bériauted to upregulation of the receptors for
IL-33 and NGF. These cytokines also promote bagioptifferentiation in normal cells, but

seem to be more efficient in the context of maligrisaematopoiesis.
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Legend to figures:

Figure 1: Immunophenotypical analysis of MYB-GATA1 expressing human CD34-

positive cells after transplantation in NSG mice.

Human CD34+ hematopoietic progenitor cells weraddaiced with a lentivirus allowing the
expression of MYB-GATA1 or with a control vectogth vectors expressing also TdTomato.
Cells were also transduced with a lentivirus allugvithe expression of a sh-RNA against
GATAlor of a sh-RNA against an irrelevant luciferasa aentrol, both vectors encoding GFP.
Twelve weeks after xenografting L@ells per mice, expression of markers of immagurit
(CD34+), of myeloid differentiation (CD33+, CD1178nd of basophilic differentiation
(CD203c, FERI) were studied by flow cytometry. Pamelresumes the gating strategy. Panel
B compares these markers in cells transducedMMB-GATAland siGATAlversuscontrols.
PanelC reports the values of cells transduced only WithB-GATA1(or control), but not sh-

GATAL Data from 33 mice during 3 experiments were asely

Figure 2: MYB-GATAL1 induced basophilic differentiation of UT-7 cells.

(A) Basophilic differentiation was evaluated by Altiglue staining after transduction of UT-
7 cells with a vector encoding the fusion proteiMBAGATAL or with a control empty vector.
(B) Gene expression of "basophilic markesPEAB1, FCER1A, HDC, CL&hdENPP3 was
evaluated by gRT-PCR on UT-7 cells transducetdB-GATAlor by an empty vector. The
expression of these genes was normalized by tbfeeence gene&SUS, RPLPGandACTB).
Results are presented as average fold-increasetauRlYB-GATAL expression (Six
experiments). The expression of MYB-GATAL increassstimes the expression 6€CER1A
(p=0.3), 1.8 times the expression lDC (p =0.002), 2.3 times the expressionEfiPP3
(CD203c) (p=0.06), 2.8 times the expressiod BEAB1(B-tryptase) (p = 0.05) and 5.3 times

the expression dELC (p=0.1).
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(C) Transcriptomic analysis UT-7 cells expressing MYB-GATAL or control vectorere
sorted according to TdTomato positivity, grown ionrdifferentiating conditions or
differentiated by GM-CSF + IL-3. Transcriptomic &ss was performed with Human Gene
Expression v2 4x44K microarrays. Graphics repretenvariation of expression of nine genes
(CCL23, CD3D, HGPDS, IL1RL1, LAT2, LST1, NTRK1, R@S88 SLC45A3 in non-
differentiating (triangles) or differentiating (cles) conditions with MYB-GATAL or control
vectors. Two experiments were analysed. The vanatif expression is expressed in log

intensity.

Figure 3: MYB-GATA1 induced basophilic differentiation in primary human CD34-

positive cells.

CD34+ cells expressing MYB-GATAL1 were grown in ndifferentiating conditions, or
differentiated by 20 ng/mL IL-3 + 5 ng/mL TGk-Panel Ashows an example of Alcian blue
staining of CD34-positive cells expressing contrettor (top) or MYB-GATAL (bottom),
(x60) Nikon Eclipse 80i Microsop®anel Bcompares the percentage of Alcian blue positive
cells in each condition and in a differentiatiomtrol. Panel Crepresents the expression of
"basophilic marker" geneSPSAB1, FCER1A, HDC, CLendENPP3 evaluated by gRT-
PCR on CD34+ cells transduced MYB-GATAlor empty vector and cultured in non-
differentiating conditions for 9 days. The expressof these genes was normalized by the
reference gene$5US RPLPOandACTB). MYB-GATAL increases 1.5 times the expression
of TPSAB1 1.7 times the expression GLC, 2.3 times the expression BEER1A 2.5 times
the expression diDC and 3.7 times the expressionEIPP3 These results were obtained by

two independent experiments.

Figure 4: Validation of transcriptomic data by gRT-PCR
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(A) The nine gene transcripts that were differentiakpressed in UT-7 cells in the presence
of MYB-GATAL were tested by gRT-PCR in CD34+ cdllansduced wittMYB-GATAland
compared with their expression in control cells.dynparison, the effect of the differentiating
cytokines (IL-3 + TGH3) on CD34+ cells transduced with control vect@hswn in(B). These
results were obtained by two independent experisaent

(C) UT-7 cells were transduced withY B-GATAlor a control empty vector, both expressing
TdTomato. Transduced cells were stained with orhaut (control) 10ug/mL mouse
monoclonal antibody against ST2 and with Alexa 688jugated goat anti-mouse IgG1. Cells
were gated based upon their TdTomato signal. Reard representative of seven independent

measurements.

Figure 5: Effect of IL-33 and NGF on basophilic diferentiation in MYB-GATA1

transduced UT-7 cells and in primary human CD34-pasive cells

(A) UT-7 cells expressing MYB-GATAL or a control vecteere cultured with GM-CSF to
which were added NGF (50 ng/mL) or/and IL-33 (50nmg). mRNA levels of basophil
markers TPSAB1, HDC, CLGndENPP3and FCER1A were assessed by gRT-PCR . The
expression of these genes was normalized by teeerefe genes5US RPLPOandACTB.
These results were obtained in three independgm@rements.

CD34+ cells were grown for 9 days with 20 ng/mL3L5 ng/mL TGRS or both to which
were added NGF (20 ng/mL) or I1L-33 (20 ng/m{B) compares the percentage of Alcian blue
positive cells in each conditiofC) represents the expression of "basophilic markerieg
(TPSAB1, FCER1A, HDC, CL&hdENPP3 evaluated by gRT-PCR. The expression of these
genes was normalized by the reference ge@Gé&sS( RPLPCandACTB and rationalized by
expression of these genes in presence of TGF abond -3 alone (n=2 independent

experiments).
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Figure 6: MYB-GATAL increased IL1RL1 and NTRK1 promoter activity in HEK293T

cells

(A): The effects of MYB and MYB-GATAL expression on taetivities of the ILIRL1 (left)
and NTRK21 (right) promoters were assessed in auwsfemted cells. The normalized
luminescence ratios measured in empty plasmid{eates] cells (Control) were arbitrarily set
to 1. Data represent the means = S.D. of five iaddpnt experimentéB): (n= 2 independent
experiments). After transduction with 3Xflag-taggddB-GATAL or MYB lentivirus, cells
were cultured in the presence of cycloheximide (§fnl) and lysed at 0, 4, 8, and 24 h. Cell

lysates were separated by 10% SDS-polyacrylamideelgetrophoresis and subjected to

immunoblot analysis using anti FLAG-antibody. Aatitin was used as loading control.

Supporting informations have been added for online publication. They cpwed to
supplementary methods and supplementary figureshaltning further information about the
results presented in the manuscript. The follovaagplementary material may be found in the
online version of this article :

* Supplementary methods

» Supplementary Figures :

= Figure S1:_Immunophenotypical analysis of shGATAXpressing

human CD34-positive cells after transplantatioh®G mice

= Figure S2: MYB-GATA1l enhanced expression of theenigenes

derequlated in transcriptomic analyses
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Supplement to: S.Ducassou, V.Prouzet-Mauléon, M@auDeP.Brunet de la Grange,
B.Cardinaud, H.Soueidaret al MYB-GATAL fusion promotes basophilic leukemia:
involvement of IL-33 and nerve growth factor recept

1- Supplementary methods:

1) Cell culture
Cord blood cells were obtained from normal fullatedieliveries after signed informed consent.
CD34+ cells were isolated by immunomagnetic posiielection using EasySep™ (Stemcell
Technologies, Grenoble, France) according to theufa&turer’'s instructions and stored in
Fetal Cal Serum (FCS) with 10% DMSO under liquittagen. Only batches with a purity
>90% as assessed by flow cytometry using CD34-Bibgeiences, Paris, France), were used
for subsequent experiments. Viral transductionsewesnducted with viral MOIls of 40
overnight. After 12 hours, the cells were washed gnown in suitable conditions.
UT-7 cells were grown in IMDM containing 50M B-mercaptoethanol, 10mM Hepes, 10%
fetal calf serum, 2mM L-Glutamine, 100 U/mL perlioH streptomycin and the appropriate
growth factors in a fully humidified atmosphere Wwit% CQ. For maintenance and
amplification, cells were grown with 1 U/mL EPO whas 100 ng/mL IL-3 and 2.5 ng/mL
GM-CSF were used for basophilic differentiationra¥itransductions were conducted with
viral MOls of 10.
For cytological studies, cells were cytospinned oorglass slides and analyzed for
metachromatic staining of granules by incubatiridesl in 1% Alcian blue 8 GX (Sigma

Aldrich, Lyon, France), diluted in 60% ethanol &h@% hydrochloric acid for 15 min. After
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staining, slides were rinsed for 2 seconds in watet air-dried. Alternatively, slides were

stained by May-Grinwald-Giemsa (Oxoid, Dardillyafce).

2) Plasmids
The coding sequence bfYB-GATAlwas excised b$pd/Xba from pMIE-MG and inserted
into the lentiviral p252 plasmid (pRRLsin-MND-MCS5R-Tomato-WPRERt Nhd site.
The control plasmid foMYB-GATAlcorresponded to the empty lentiviral p252 plashite
control for sShRNAGATAI was the same plasmid in which the shREATAlwas replaced
by a shRNA-luciferase. For quantification of gengression by RT-gPCR, all the target

sequences were cloned into PCR2.1-TOPO vector {gdlenologies, Saint Aubin, France).

3) Mouse Xenograft experiment

Mice were bred under specific pathogen-free comaktiand experiments were performed in the
“Service des animaleries” of the University of Beadix in conformity with the rules of the
Institutional Animal Care and Use committee (Miarsal approval number 00048.2). Female
mice, aged between 6 and 8 weeks, were pre-conddid8h and 24h before engraftment with
intra-peritoneal injection of 20 mg/kg of busulfa®D34+ cells were thawed and cultured in
Stemline Il medium (Sigma-Aldrich, Lyon, Franceppliemented with 50 ng/mL recombinant
human SCF, FLT3L, TPO and 60 ng/mL IL-3 during 24fwo viral transductions were
conducted at 24h and 36h, with viral MOIs betwe@nafd 100 and addition of 8 pg/mL
polybrene. 1B cells were injected into the retro orbital sindistoce anesthetized with 2.5%
isoflurane gas. After 12 weeks, mice were euthahimecervical dislocation and bone marrow

(BM) cells from femurs were flushed with 1 mL IMDM1% FCS.
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4) Quantitative RT-PCR
Quantitative PCR was performed on a CFX96 real-T8ygtem analyser (Biorad) using gPCR
Brilliant 11l Ultra-Fast Sybr Green (Agilent techlogies, Massy, France). The program of
gPCR was as follows: 95°C during ten minutes foddwby 40 cycles of 95°C during 30
seconds and 60°C during 60 seconds. Results wgnessed as copy numbers of genes,
determined by comparison to a plasmid standardecand normalized by the mean copy

number of three control genesWYS RPLPOandACTB).
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Table S1: Primers used for guantitative RT-PCR

Targets Primer names Sequence
MYB-GATAl1 |Forward TGCTCCTAATGTCAACCGAGA
Reverse GGCAGTTGGTGCACTGAGTA
TSABP1 Forward CCCACTGGGTAGAAGGAACA
Reverse GTGGACTCTCAGGCTCACCT
FCER1A Forward TGTTCTTCGCTCCAGATGGC
Reverse GCTGCCATTGTGGAACCATTT
ENPP3 Forward TGTGGATCAACAGTGGCTGG
Reverse TTTGGTGCTGGTTGAATGCG
CLC Forward AACAATGTCCCTGCTACCCG
Reverse CGACGACCAAAGCACACTTG
HDC Forward TTCGTGATTCGGTCCTTCGG
Reverse CGAAAAACCACCAGGCCAAG
GUS Forward GTTTCACCAGGATCCACCTC
Reverse CTCGTCGGTGACTGTTCAGT
ACTIN Forward AGCATCGGGTGATGTTCATT
Reverse ATTACAAGCATGCGTCACCA
RPLPO Forward TGGAGGGTGTCCGCAATGTT
Reverse GAAGGCCTTGACCTTTTCAG
ILIRL1 Forward AGAGAGGCTGGCTGTTGTATTT
Reverse AGCCTATATCTCAACCTCATTGGG
CD3D Forward ACTCTGCTCCTTGCTTTGGG
Reverse TTCACTTGTTCCGAGCCCAG
NTRK1 Forward TCTCGCCGGTGGACACTAAC
Reverse TCTCGATGATGTGGCCTTGG
RGS9 Forward GCCAGGAGAAGGCATACTGG
Reverse AGCAACGACTGTTTGTTTCTGGT
CCL23 Forward GATGACCCTTTCTCATGCTGC
Reverse GGTGAGGAAGATGACACCCG
HPGDS Forward CCCCATTTTGGAAGTTGATGGA
Reverse AGGCGCATTATACGTGAGCA
SLC45A3 Forward CTGGAGATTTAAAAGCCGCCG
Reverse CGCCAACTGCCTAGGAATCA
LAT2 Forward TGCAACAGTTCTTGGAAACCC
Reverse GGTCCTCACGCAGACTTCTC
LST1 Forward ACCAGCCCCTGATCATTTCG
Reverse CTGGGACCAGGACAGAAGGT
ILIRL1 Forward GGGGTACCCACGAGAGAGAGGTTAGAGAATTT(C
promoter Reverse CCGCTCGAGACTTTCTGCCCACAGTTTCACAAC
NTRK1 Forward GGGGTACCCCAGCATTCGAGGCCTTAGG
promoter Reverse GGGGTACCGTGCGCGGTGTAGTGCAG
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5) Transcriptomic analysis
Pre-processed Agilent arrays were analyzed foemwfftial expression using the limma R
package. Eight Agilent arrays were obtained fordbmbination of the following conditions:
transfected with mock vector or transfected with fector (hereafter ‘transfection effect’);
absence or presence of differentiating cytokinesg@ifter ‘differentiation effect’), each with
two replicates.
Single-color raw images were first processed usivegAgilent Feature Extraction software
version 11, following manufacturer’s instructions.
Samples were corrected for background signal usingrmal+exponential convolution model
as implemented in the limma method ‘normexp’, withany offset intensity added. Arrays
were then quantile normalized using the “normaleienArrays” method so that all eight
arrays have similar distributions of intensitiese \Wen determined the 95th centile of the
negative control probes on each array and only pegiies that were at least 10% brighter than
this centile on at least two samples. Control psolere then discarded from the analysis.
Intensities were averaged (on each array) at thee devel, resulting in 17921 gene
measurements in 8 arrays. Raw and normalized date @eposited on the Gene Expression
Omnibus (serie&SE72913. Visual inspection of the multi-dimensional sogliprojection of
the arrays indicated the presence of a batch effacesponding to the two different dates at
which replicates were prepared. This batch effeas wmot confounded with either the
differentiation or the transfection effect. Sinbe batch co-variate was clearly identified, we
decided to adjust for it using linear models ascdked in the surrogate variable analysis
methodology. Differential expression of each geras wthen assessed using a nested linear
model accounting for the nested interaction ofdierentiation effect within the transfection

effect. We fitted this linear model to the interestand then called for differential expression
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of three contrasts of interest: 1) transgene-esprgsvectorvs empty vector, 2) presence or

absence of differentiating cytokines and 3) intBoacbetween the two effects.

6) Luciferase assay
For reporter analysis, 20.000 HEK293T cells werdsd in 96-well white plates (Dutscher)
and co-transfected using the Superfect reagengé@jawith 50ng of one of the pGL4.10
plasmid, 50 ng of one of the p197 plasmid and ®fdpe CMV-Renillaluciferase pGL4.75
plasmid (Promega), that was added in order to asmed take into account the transfection

efficiencies.

7) Flow cytometry
UT-7 cells (1x105 cells), transduced with contreictor or MYB-GATAlvector carrying
dTomato reporter, were incubated withplgml anti-ST2 antibody (MAB523, R&D Systems,
Minneapolis, MN) or nothing at 4°C for 30 min in@@l in IMDM containing 50uM f-
mercaptoethanol, 10mM Hepes, 10% fetal calf se&mM L-Glutamine, 100 U/mL penicillin-
streptomycin. The cells were washed in PBS+ED®BAd stained with Goat anti-Mouse 1gG
(H+L) Secondary Antibody, Alexa Fluor® 633 conjugdi-21050, Invitrogen, at 2 mg/mL
concentration) at 4 °C for 30 min. The stainedsceire washed and analyzed by the imaging
flow cytometer Canto Il (BDBioscience). The transed cells flow cytometry experiments are

shown in the figures. All experiments were repeatéithes with identical results.

8) Blocking of protein synthesis in HEK 293 cells
Transiently transfected HEK293 witMYB or MYB-GATA1plasmid cells were seeded in 12-
well plates in medium. 500 000 cells were placeekich well and were treated with 100 pg/mL

cycloheximide (Sigma—Aldrich, Germany) to block f@ia synthesis. Cells were harvested 4h,
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8h and 24 h after treatment with cycloheximide.ll Gsates were prepared after each time
points of cycloheximide treatment and analyzed kgtern blotting with anti-Flag antibody (F

1804, Sigma Aldrich, Lyon, France).
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2- Supplementary Figures

Figure S1 :Immunophenotypical analysis of ShGATA1 expressingiman CD34-positive

cells after transplantation in NSG mice

Human CD34+ hematopoietic progenitor cells weraddaiced with a lentivirus a lentivirus
allowing the expression of a sh-RNA agai@ATAlor of a sh-RNA against an irrelevant
luciferase as a control, both vectors encoding GMRelve weeks after xenografting*1€ells
per mice, expression of markers of immaturity (CBB4f myeloid differentiation (CD33+,
CD117+) and of basophilic differentiation (CD208c£RI) were studied by flow cytometry.
This panel compares these markers in cells traesdwith sStGATAlversuscells transduced
with sh-RNA luciferase by gating on the GFP positive hurcalis. There was no difference in
the expression of the different markers betwe&wshAland control cells.

Figure S2 : MYB-GATA1l enhanced expression of the ne genes dereqgulated in

transcriptomic analyses

The nine gene transcripts that were differentiakypressed in UT-7 cells in the presence of
MYB-GATAL were tested by gqRT-PCR and compared liir expression in control UT-7
cells cultured for 7 days in differentiating comalit with GM-CSF and IL-3. The expression of
these genes measured in duplicates from two expatsrwas normalized by three reference
genes GUS RPLPOandACTB.
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Figure 2
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Figure 3

A

B o

)

(5]

[}

2

G

]

Q.

[Fe.

[e]

X

C o

(1]

<

M

L

(8]

=]

e

<

2

(-4

£

Figure 4

A B

Q Q

j)) j=)}

8 8

5 101 S

T T

S 8

5 s s

o o

£ £

0.

> O N VN D SO N
LV PSP F S E
OOQC‘OQ*Q\\:\ \y'\,q.%éboé\

[[7] Control 0.43%

[] Control + IL1RL1 antibody
57.6%

p<0.0001
00 .
_P<0.000" 3 Unstained cells
804 = p<0.0001 B Stained cells
60+
40
WL [
Con'trol MYB'-GATA1 Diffe'rentiation control
B MYB-GATAL
44
2
o-
> N v < G £
&L N O N N3
& & ¥ & ¢
& &£ & S
100
80
60
40
20
0.

S PP L P PO
LI PTG T S
& LY ‘y"@é;?‘"é‘

[] Control 0.41%

[] MYB-GATA1 + IL1LRL1
78%

T T T
10
Alexa 633

123



Figure 5
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Figure 6
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Figure S1
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Figure S2

400+

T T T
b4 o 2
= = =
b o~ -

abueyd pjo} yNyW

150+

- =
=4

om%mu, P10} ¥NYW

127



DISCUSSION



Les leucémies aigués basophiles sont des trouBlesitblogiques rares, arrivant de novo ou
dans le cadre de transformation blastique de leiesdmyéloides chroniques. Aucune anomalie
chromosomique ou génétique spécifique n'avaitiégddvec cette pathologie avant que nous
n'‘ayons décrit la translocation t(X;6)(p11;923){t€E@nomalie spécifique est encore plus rare
que la LAB elle-méme, mais la compréhension deaslaggénie peut fournir des informations
importantes sur des voies de signalisation plugmdement dérégulées dans les LAB aussi
bien que dans d'autres pathologies hématologiques Ayperplasie basophile et dans la
basophilopoiése physiologique. La translocation@)§11;9q23) conduit a la production d'un
gene de fusioMYB-GATAet la disparition du ger@ATAL(Queleret al, 2011; Bellonket al,
2011). En effet, comme GATAL est localisé sur leddiosome X, la translocation élimine
I'expression de la protéine GATAL dans les cellafésctées de patients masculins. Cependant,
le lien entre I'anomalie chromosomique et le phgmoin'a pas été précédemment clairement
établi. Méme dans le cas de leucémies aigués nagdl@ssociées a une anomalie spécifique,
la preuve de la relation existant entre le phérotyipserveé et I'altération d’origine peut étre
difficile a mettre en évidence expérimentalemerdgste cas du gene de fusiBBM15-MKL1

gui est associé a une leucémie mégacaryoblastmgafigue, mais quin vitro est associée a
une croissance modeste des colonies mégacary@sy(dercheet al, 2009). Compte tenu de

la faible proportion physiologique de basophile® @eulement des cellules circulantes), le lien
existant entre une anomalie génique et des tralghle basophilopoiése est encore plus difficile

a mettre en évidence expérimentalement.

Nous avons choisi d'utiliser des cellules progé@s de 'hématopoiése que nous avons
mises en conditions cytokiniques leur permettantdéneloppement a long terme apres
xénogreffe a des souris NSG. Dans ces conditigmesal2 semaines, I'analyse de cellules
humaines (apres sélection en fonction de I'expyasde hCD45) a montré une tendance a

limmaturité avec 'augmentation de I'expression @D34 des cellules quand MYB-GATAL
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et ShGATAL ont été exprimés. Ceci est compatibkcales résultats précédents ayant mis en
évidence une augmentation de l'auto-renouvellendest cellules CD34+ dans un modéle
murin (Belloniet al, 2011). De méme les marqueurs myéloides, y cortgp@D33, sont plus
exprimés dans ces cellules ce qui est égalemeatewrd avec l'orientation vers la lignée
granuleuse précédemment décrite. Ce qui est eptoseintéressant dans le cadre de notre
hypothése, est 'augmentation accrue deéRtet du CD203c qui démontrent que les cellules
exprimant les transgendty B-GATAlet shGATAlont également une tendance a l'orientation
basophile. Si l'interprétation de ce résultat p&né discutée en ce qui concerne I'expression
de FERI qui est également présent dans d’autres typldaies (notamment les cellules
mastocytaires et les éosinophiles), I'expressiolCM203c semble étre tout a fait spécifique
des cellules basophiles (Buhrirg al, 1999). En revanche, nous n'avons pas observé de
phénotype totalement leucémique dans les sounsglantées, ce qui indiqgue que MYB-
GATAL et la diminution de I'expression endogene GATAL1 dans nos cellules ne sont
probablement pas suffisants pour déclencher ur@eie aigué a basophiles mais nécessite
des altérations génétiques supplémentaires, notamdans des genes impliqgués dans la
prolifération. Ceci est probablement ce qui s’estdpit dans certains des modeéles murins
rapportés par Belloni et coll., qui ont développ&ec une pénétrance incompléte, des
syndromes myélodysplasiques ou des leucémies apedsngue latence (Belloat al, 2011).
Puisque le vecteur MYB-GATAL exprimait un rapportele type tdTomato, tandis que le
vecteur sh-GATAL exprimait un rapporteur GFP, naw@ns pu analyser et comparer, dans les
mémes expériences, des cellules exprimant lestd@usgenes ou seulement un des deux qu'il
s’agisse dMYB-GATAIbushGATAlLa tendance a 'augmentation de I'auto-renouwediet,
I'orientation granuleuse et basophile est encoésgnte dans les cellules exprimant MYB-
GATAL seul et ceci de maniere significative. Enameshe, cette tendance n’est pas présente

lorsque les cellules analysées expriment seuleladgransgenshGATALCeci nous a poussé
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a formuler 'hypothése que bien que l'expressionMi¥¢B-GATAL et la diminution de

'expression de GATAL1l cooperent dans le développgntzi phénotype de nos cas de
leucémies aigués a basophiles, MYB-GATAL en egrilecipal acteur. C'est pourquoi, nous
avons décidé d'explorer les mécanismes par lesqattés protéine de fusion pourrait orienter

la différenciation des cellules vers la basophilie.

Il est difficile d’obtenir des cellules CD34+ eragde quantité mais également difficile de les
transduire avec des transgénes de grande tailtpu{@st le cas de MYB-GATAL) méme avec
des lentivirus, ce qui induit une baisse de I'éftité de la transduction méme en utilisant des
MOI élevées et nécessite la réalisation d’'un tutare pour analyser '’ARNm, responsable
lui aussi d'une perte cellulaire relative. Pour caisons, nous avons décidé de modéliser les
modifications basophiles induites par MYB-GATAL etilisant dans un premier temps des
lignées cellulaires hématopoiétiques. Quelques édéign cellulaires, comme UT-7 ont
précédemment été décrites comme capables de s@nans la basophilie dans des conditions
de culture appropriées. Nous avons validé le fatlgxpression de MYB-GATAL, a elle seule,
est également capable d’orienter ces cellulesladrasophilie méme en condition standard de
culture sans cytokine difféerenciante. Cette oritoia n’est pas aussi efficace qu’aprés
stimulation cytokinique associant IL-3 et GM-CSRismaugmente de maniére importante la
proportion de cellules positives aprés utilisattnbleu alcian et I'expression d’'un panel de
genes typiguement augmentés au cours de la diffiéteon basophile (Grundstroet al, 2012).
Ces résultats ont également été confirmés sur elgdes progénitrices hématopoiétiques
humaines (CD34+) avec de la méme maniére, en présienMYB-GATAL, une augmentation
de la proportion de cellules colorées apres blelammlet une augmentation de I'expression des
genes du panel basophile. Ces résultats renformentseulement l'idée que MYB-GATAL

favorise I'engagement vers la basophilie, mais notggalement permis de valider un modele
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pour des études transcriptomiques afin d’analyseigénes dérégulés tant par la présence de

MYB-GATAL que par la différenciation basophile intupar les cytokines.

Parmi les génes dérégulés, neuf ont une augmantddibeur expression a la fois en présence
de MYB-GATAL mais également en cas d’orientatiorsua basophilie. Nous en avons déduit
gue ces genes pourraient étre les médiateurs iamsrtde la différenciation induite par la
présence de MYB-GATAL. La pertinence de ces gerds aonfirmée par RT-PCRq dans les
cellules UT-7 et sur des cellules primaires de niaéopoiese (CD34+). Trois des génes
semblent particulierement intéressants parce gsditg impligués dans la signalisation de
cytokines/chimiokines : CCL23, le récepteur d'IL{BIRL1 et le récepteur de NGF NTRK1.
A notre connaissance, aucune relation entre CCLRS dasophiles n'a encore été démontrée.
Il est cependant intéressant de noter que I'exjpressle CCL23 est augmentée de maniere
proportionnelle a la blastose périphérigue dantaitey cas de leucémies aigués myéloides
pédiatriques (en comparaison a des prélevememodle osseuse normale) et que son niveau
d’expression a été proposé comme un marqueur paltdet maladie résiduelle (Steinbaeh

al, 2006). L'interleukine 33 joue clairement un rolens la biologie et la genése des cellules
basophiles. Cette cytokine et son récepteur (IL)Ru été impliqués dans la pathogénie
allergique (Salujat al, 2015; Pecaric-Petkovet al, 2009). C'est aussi un élément nécessaire
a la différenciation des mastocytes (Allakhveztal, 2007), cellules qui peuvent partager des
caractéristiques avec les basophiles. De facoresgante, le promoteur d'IL1RL1 contient des
sites de liaison pour GATAL ou GATAZ2 (Baleh al, 2012) et pourrait étre dérégulé aprés
liaison de la chimére MYB-GATA1L, mais les sitesl@dgson MYB ont aussi été clairement
identifiés. De méme, NGF est connu pour ses fonstibamorcage dans les cellules basophiles
matures (Burget al, 1996), mais ni la participation de I'lL-33 nileetles récepteurs NGF dans
la différenciation basophile n’a été décrite juagpfésent. Nous avons montré que MYB-

GATAL active la transcription d'ILIRL1 et de NTRKdans des expériences utilisant les
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promoteurs de ces genes d'intérét qui controldliexpression de la luciférase dans des cellules
HEK 293. Pour cela nous avons cloné des vectemtgmant des régions de 1000 pb (1kpb) du
promoteur proximal de ces génes en amont d'unlgeriérase. Tandis que cette approche ne
prouve pas complétement que l'activation soit tireelle nous permet de montrer un effet de
MYB-GATAL sur l'activation de ces génes. La fornaaigage de MYB permet également une

activation transcriptionnelle puissante de ces gesigggérant que la chimere cible des sites de
liaison MYB dans les promoteurs des génes ciblesaDnéme facon, la forme de MYB sans

son domaine de régulation négative (M¥Ber) active transcriptionnellement ces génes et

ceci de maniere plus importante que MYB sauvagel¥B-GATAL.
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_Figure 20: MYB-GATAL augmente I'activité du promoteur de IRLIL dans des cellules 293T.

L'effet de MYB sauvage, MYB sans son domaine ddatémn négative et MYB-GATAL sur le promoteur
d’IL1RL1 a été évalué dans des cellules co-tranééec Le ratio de luminescence mesuré lorsqueelades ont
été co-transfectées avec un vecteur vide (contedleje valeur de 1. Les données représentent ldgnes DS
de 4 expériences indépendantes.

Par ailleurs, nous avons pu observer que MYB atl'sduvage est tres rapidement dégradé en
moins de 8h tandis que MYB-GATAL est extrémemaeatblst comme cela a été démontré lors
d’expérience utilisant la cycloheximide qui perndet bloquer la synthese protéique. Ainsi
I'effet important sur I'expression d’ILIRL1 ou dd8RK1 est beaucoup plus grand dans des
cellules leucémiques exprimant MYB-GATAL que daes dellules normales exprimant le

type sauvage MYB, du fait de cette stabilité augen
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Afin de nous rapprocher d'un modéle hématologigees expériences de luciférase ont
également été réalisées sur des cellules de lighé2 (modele d’érythroleucémie) wild type
et montre les mémes tendances activatrices de NNEB-GATAL ou MYB sans son domaine

de régulation négative sur IL1RL1.

IL1IRL1
MYBDCter
MYB
MYB-GATAL —
Control 1 ||
1 1 1 1
N N Vv > ™

Figure 21:MYB-GATAL augmente l'activité du promoteur de IRLIL dans des cellules K562.

L'effet de MYB sauvage, MYB sans son domaine gi@lation négative et MYB-GATAL sur le promoteur
d’'IL1RL1 a été évalué dans des cellules K562cosfiectées. Le ratio de luminescence mesuré lorsgueellules
ont été co-transfectées avec un vecteur vide (@@)ta une valeur de 1.

Ensuite, nous avons utilisé un modele de cellulgdloides K562 dans lesquelles I'expression
endogéne de MYB avait été fortement diminuée apigsation de la méthode CRISPR
(Clustered Regularly Interspaced Short Palindromep&ats)jui consiste a reprogrammer une
endonucléase bactérienne (protéine qui coupe I'’A@peléeCas9avec des petits ARNS non
codants (qui agissent comme guide) pour permedtreliVage de maniere spécifique a un
endroit désiré du génome. Ainsi aprés des phénasrieecombinaison on peut observer une
disparition ou une diminution de certains genestdiét ce que nous avons fait pour MYB.
Dans ce modéle cellulaire, les mémes expériendesmnt la luciférase ont été réalisées et nous

ont permis de mettre en évidence une activatiofiagdéivation des promoteurs des génes
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ILARL1 et dans une moindre mesure NTRK1 en présateeVYB-GATAL, MYB ou
MYBACter. Il est intéressant de noter que dans ce raguékentant un plus faible niveau de
MYB endogéne, 'augmentation de I'activité de nosrpoteurs d’intérét est significativement
plus importante en présence de MYB-GATAAgure 22. Ainsi on peut penser que dans les
cellules normales I'expression endogene de MYBtel#ment importante qu’elle minore

I'effet lié au transgenMYB-GATAIce qui est partiellement corrigé apres maniputatie type

CRISPR. .
IL1IRL]
MYBACter
MYB
MYB-GATA1 - —
Control 1
o 2 4 6 8 10

p=0.03

Figure 22:MYB-GATAL augmente I'activité du promoteur de IRL1 dans des cellules K562 exprimant un
faible niveau de MYB endogéne.

L'effet de MYB sauvage, MYB sans son domaine déatéan négative et MYB-GATA1 sur le promoteur giRL1
a été évalué dans des cellules co-transfectéegmtleede luminescence mesuré lorsque les cellufet® co-
transfectées avec un vecteur vide (contréle) avabeur de 1. Les données représentent les médiesle 3
expériences indépendantes

Finalement, nos résultats montrent que MYB-GATAdmpeut la différenciation basophile en
sensibilisant des cellules a NGF et IL-33. Paraftednt nous avons testé I'effet des cytokines
IL-33 et NGF sur des cellules de lignées cultivéasconditions standard. Nous avons pu
observer une augmentation de I'expression des géugsanel basophile ainsi que de la
proportion de cellules colorées au bleu alciargoesces cytokines étaient séparément ajoutées
au milieu de culture. Il semble exister un effenhesgique de ces cytokines avec une

augmentation bien plus importante de I'expressies génes lorsque les 2 sont ajoutées au
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milieu de culture. En revanche, la réversion dunphype induit par MYB-GATAL par des
anticorps spécifiques de I'lL1RL1 ou du NGF n’a g&s contributive. Cela peut étre expliqué
pour I'lLIRL1 par la difficulté de neutralisatioredce récepteur, certains auteurs ayant dQ
utiliser 3 anticorps de maniére simultanée powgyar a I'inhiber. En ce qui concerne le NGF,
'augmentation de I'expression de son récepteuwstrpas forcément associée a la sécrétion de
NGF dans le milieu de culture ce qui peut expligigahec de I'inhibition. L'effet dans des
cellules primaires normales est plutét modeste plo®3, ce qui suggeéere que cette cytokine
est plus efficace sur des cellules malignes queelkdes normales. Cela est compatible avec
un rapport récent mettant en évidence le role tte cgtokine dans I'hématopoiése maligne
(Mageret al, 2015). Pris dans leur ensemble, nos résultatsl@mbontré un rbéle pour MYB-
GATAL dans la différenciation basophile, qui pewe &ttribué a 'augmentation de I'activation
des récepteurs pour IL-33 et NGF. Ces cytokinemptvent aussi la différenciation basophile
dans des cellules normales, mais semblent étrefiloaces dans le contexte de 'hématopoiése

pathologique.

Enfin, 'impact du transgene MYB-GATAL sur la trémsnation leucémique ne faisait pas
directement I'objet de ce travail. Cependant naus/pns envisager plusieurs hypothéses pour

'expliquer :

1) L'impact de MYB-GATAL1 sur la dérégulation de cernigigenes a été présenté
précédemment mais essentiellement sous I'angla Hadophilopoiese. Cependant ces
genes peuvent également étre approchés sous l'dadgk leucémogenese. En effet,
NTRK1 et ILARL1 dont I'expression est augmentéelpgrésence de MYB-GATAL
peuvent également intervenir dans la leucémogeRésgieurs études semblent mettre
en évidence un role des récepteurs de haute affiitneurotrophines et notamment
NTRK1. Une forme mutée de NTRK1 a été retrouvee alre patient présentant une

LAM de novo ; la délétion entrainait une activatimonstitutive du domaine tyrosine
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kinase conduisant a une phosphorylation de la ip@{&eutheet al, 2000). Dans un
modeéle murin, il a été mis en évidence que cettmdomutée de NTRK1 favorise la
transformation blastique des cellules via les vaiesignalisation de PI3K et mTOR
(Meyer et al, 2007). Une autre étude a mis en évidence l'indnctle NTRK1 et
'importance de NGF dans la survie de CSH issuesatg placentaire et transduites
avec un rétrovirus portant la fusion RUNX1-RUNX1{Mulloy et al, 2005). Plus
récemment, Li et coll (Liet al 2009) ont étudié I'expression de TRKA (NTRK1),
TRKB et TRKC chez des patients présentant une teigc@igué. La majorité des
patients (55%) présentaient une expression de éespteurs, et il existait une
corrélation entre I'expression de ces récepteuls elassification FAB des leucémies
et notamment NTRK1 qui était exprimé dans 62% dssde LAM de type M4 ou M5.
Par ailleurs, dans cette méme étude, il a été migvidence que l'activation des
récepteurs TRK est importante pour la survie ddisiles leucémiques murines ou
humaines. L'implication dans la leucémogenése L1 a également été évoquée
dans une étude récente dans laquelle il a été désrgpre ILIRL1 était constitutivement
exprimée dans des cellules souches leucémiquasedtii-33 favorisait la survie de
ces cellules souches (Levesebal, 2014). Par ailleurs, CCL23 est également dérégulé
par la présence de MYB-GATALl. Comme nous l'avons précédemment cette
chimiokine a été proposée comme marqueur de malésiguelle en 2006 (Steinbach
et al, 2006) et validée récemment (Steinbathal, 2015). En effet, sur une cohorte
prospective de LAM pédiatrique, il a été montré gueégativation de I'expression de
7 cytokines dont CCL23 était un facteur pronostimae&pendant de survie sans rechute
plus élevée lorsque la négativation intervientXés(95%) alors qu’elle diminue a 38%
si les patients ont une expression de ces genesstaate a J28. Il a été également

montré dans un sous-groupe de patients présemaritAM que I'apport exogene de
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2)

CCL23 au milieu de culture augmente la prolifénaties blastes (Bruseretial, 2007).
Enfin plus récemment, il a été montré que le nivdaxpression de CCL23 était
associé a la sévérité de la mastocytose systértidmygadoet al, 2016). Ainsi CCL23
peut étre impliqué dans la leucémogenése et notatrenegédiatrie, et 'augmentation
de son expression en présence de MYB-GATALl pouerfliquer en partie le
phénotype leucémique observé.

Par ailleurs d’autres genes qui n'ont pas été e&pldors de notre étude étaient
dérégulés par la présence de MYB-GATAL et peuveategnent étre associés a la
leucémogenese. Il s’agit notamment de CCL3, LATRANRXAL. CCL3 est une
chimiokine pro inflammatoire induisant la chimiotaxles monocytes, des cellules T et
B (Davateliset al, 1988) et inhibant la prolifération des progéniseprécoces de
I’'hématopoiese favorisant le maintien en quiesceeseCSH (Grahast al, 1990). Son
récepteur CCR1 est présent a la surface des nailagpéosinophiles, lymphocytes T,
monocytes et basophiles. Il a été démontré quedisles souches leucémiques de
LMC étaient résistantes a I'effet inhibiteur de GC(Durig et al, 1999). Récemment
(Babaet al, 2016), il a été montré que CCL3 est exprimée titotisement dans les
basophiles et que la basophilopoiése pathologidpgsereée dans la LMC peut étre
favorisée par I'expression de CCL3 qui inhibe I''sdapoiése normale. En outre, son
expression est augmentée en contexte de leucémaashment LAM que ce soit sur
un modéle murin ou humain (Wargg al, 2016). Enfin, dans ce modéle murin de
leucémie aigué, l'augmentation de CCL3 est respmasale la diminution de
I'érythropoiése observée et contribue a la praiién des cellules leucémiques, son
inhibition par technigue CRISPR aboutissant a uoeection de I'anémie et une
diminution de la progression leucémique (Wanhgl, 2016).Ainsi cette chimiokine fait

a la fois le lien entre la basophilie et la leucgemeseLAT2 (non T cell activation
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linker) est exprimé dans les Cellules B, les Nkestmonocytes. Il a été démontré que
C-CBL gene retrouvé muté dans les leucémies my@oeeytaires juvéniles (LMMJ)
et LAT2 sous sa forme phosphorylée interagissensein des cellules myéloides
(Brdickaet al, 2002). Par ailleurs, un analyse de type CHIPasegnfirmé que LAT2
est un gene cible de RUNX1-RUNX1T1 et que la pretéde fusion RUNX1-
RUNX1T1 se liait a LAT2 (Ptasinsket al, 2012). En outre, son expression est régulée
de maniere épigénétique par RUNX1-RUNX1T1 et par ilghibiteurs d’'HDAC
(Duque-Afonscet al, 2011). Plus récemment son réle dans 'hématopaiésmale a
été étudié et il a été démontré que son niveauwpdsssion est faible dans les CSH et
augmente au cours de la différenciation myéloidssi(iet al, 2014). En revanche son
hyperexpresson au sein d’'une population CD34+ fasgdiétat de quiescence de ces
cellules (Essigt al, 2014) ce qui pourrait expliquer son rdle danigle@émogenése en
favorisant 'immaturité des CSH. La derniere moléatiintérét dérégulée par MYB-
GATAL estANXAL. Elle appartient a la famille des Annexines qui sontpfeseines
ayant une forte affinité pour la membrane et quuveat étre ancrées par des
phospholipides et régulées par Ca2+. ANXAL eshhibiteur fort de la synthése des
eicosanoides et de PLA2 (phospholipase A2) etgiaetia la transduction du signal
cellulaire, l'inflammation, la phagocytose, la pfétation, la différenciation et
'apoptose et dans le processus de carcinogenkse.été mis en évidence une
augmentation de la protéine ANXAL chez des patipréisentant une évolution de LMC
avec crise blastique (Zhargg al, 2012). Il a également été montré que ANXAL
participait a la résistance aux drogues dans leseta qu’il s’agisse de cancers solides
ou de leucémies. En effet, Dans des cellules aeédig K562, Zhu et coll., ont mis en
évidence un réle d’ANXA1 dans la résistance auk@tyclines (Zhwet al, 2009). De

la méme facon, dans 4 sous-types de cancers dif§¢réhang et coll ont mis en
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3)

évidence que ANXAL était augmentée apres traiteraeti¢ faibles doses d’arsenic
trioxyde (ATO) et que son inhibition favorisait &ensibilité des cellules a I'ATO

(Zhanget al, 2015).

Un autre anomalie pouvant participer au phénotguedmogene observé chez nos
patients est I'extinction endogene de GATAL. Ertffes patients atteints étant tous
de sexe masculin, il existe chez eux une extinctiompléete de I'expression de la
protéine GATAL. Les modéles murins étudiés, Beltdral (Belloniet al, 2011), étaient
tout d’abord des modeles dans lesquels il nexigias d’extinction de GATAL et
aucune leucémie n’a pu étre observée. L'extingbiamielle de GATAL en utilisant des
souris GATAL low € 10 % de l'expression sauvage) a permis d’obsefteer
développement de syndromes myélodysplasiques quvapent faire le lit d’'une
leucémie aigué puisque dans un cas une LA s’esial@vee sans que le second éléement
ayant pu permettre le développement de cette leeggéuisse étre identifié. Les souris
reconstituées ont toutes été atteintes de syndromyétodysplasiques. Toutefois, il
apparait important de noter que les phénotypesgemigues rapportés dans les travaux
de Belloni sont obtenus a partir de cellules Lirpranant faiblement GATAL et non
un niveau nul de GATAL. Par ailleurs, il a recemb@g montré que la diminution de
I'érythropoiése, qui accompagne souvent une pralifén leucémique aigué, peut étre
liee a la diminution de GATAL. En effet, Wang eliggWanget al, 2016) ont démontré
gue l'augmentation de CCL3 s’accompagnait d'unesphorylation de p38 qui
aboutissait a la diminution de I'expression de GATAInsi, dans notre modéle, la
disparition de I'expression de GATAL peut participela leucémogenése notamment
en majorant 'anémie qui était présente chez t@ssHrourrissons décrits dans la

littérature.
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Ainsi dans ce travail, nous avons pu mettre enaeidd le role de MYB-GATAL dans la
différenciation basophile observée dans notre neotilcémique. Cette différenciation peut
étre attribué a I'augmentation de I'activation d&septeurs pour IL-33 et NGF dont les ligands
spécifiques (IL33 et NGF) semblent étre plus effesadans le contexte de I'hématopoiése
pathologique. Les dérégulations induites par Iagmée de MYB-GATAL ayant un r6le dans
la leucémogenése restent a explorer tout commeélée potentiellement synergique de la

disparition de I'expression de GATAL.
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PERSPECTIVES



Pour poursuivre ce travail, plusieurs exploratipesvent étre envisagées :

Tout d’abord on peut envisager d’explorer les augenes dérégulés et mis en
évidence par l'analyse transcriptomique. Pour cela, envisagerait d'étudier
I'impact de ces molécules sur la culture de cedlude lignées en comparant une
lignée exprimant MYB-GATAL et une lignée contré2e la méme facon, nous
pourrions explorer I'impact de ces molécules suwdpacité de différenciation de
ces cellules grace a des techniques de culturdaieli en milieu semi-solide.

Afin d’évaluer l'interaction directe qui existe eatMYB-GATAL et les régions
régulatrices de nos génes cibles par comparaiddiYB sauvage ou MYB sans
DRN, dans la fixation du promoteur de nos genelegjmous pourrions exprimer
les facteurs de transcription identifiés dans ddkiles hématopoiétiques (lignées
principalement, voire cellules primaires) puis immoprécipiter la chromatine fixée
a ces facteurs apres fixation des cellules (teckniGhIP). Afin d'éviter les
interférences avec les facteurs de transcriptiaogénes, nous utiliserions des
constructions « taggées ». L'objectif est de maongree I'immunoprécipitation de
MYB-GATAL entraine ’ADN correspondant aux promateules génes d’intérét
dans des conditions de chromatine physiologiquee BER quantitative sur les
immunoprécipités nous permettant en outre de caenpes différents facteurs de
transcription (MYB-GATAL versus MYB sauvage verdd¥B sans DRN), mais
aussi de voir dans quelle mesure I'expression déA3Aou son atténuation modifie
ces interactions, qu'il s'agisse de compétitioncav B-GATAL ou de changement

d’accessibilité de la chromatine de certains genes.

Enfin, parallelement a ce travail d’étude de régotatranscriptionnelle de nos
genes d'intérét, leur réle fonctionnel dans la dbation au phénotype leucémique

pourrait également étre étudié. Pour cela, noliseribns des vecteurs lentiviraux
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permettant la surexpression des genes dérégulés.mosleles cellulaires sur
lesquels nous souhaitons nous appuyer sont prieaigat les progéniteurs humains
normaux dont les capacités d’auto-renouvellementdet différenciation, en
particulier vers la lignée basophile, seraient iéesl aprés cultures a des temps
différents en milieu liquide par cytométrie en flex par capacité a former des
colonies en milieu semi-solide, voire, pour les agnlefs, par greffe a la souris

immunodéficiente.
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