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RESUME

La leucémie myéloide chronique (LMC) est une hémopathie maligne causée par
I‘apparition du chromosome Philadelphie dans la cellule souche hématopoiétique
(CSH), conduisant a I1‘expression de la protéine de fusion BCR-ABLI1. L activité
tyrosine kinase dérégulée de cette oncoprotéine provoque I‘activation de plusieurs
voies de signalisation critiques dans la leucémogeneése. Si les inhibiteurs de tyrosine
kinase (ITK) ciblant BCR-ABLL représentent des traitements dans I'ensemble trés
efficaces, plusieurs études montrent que les cellules leucémiques les plus immatures
de la moelle osseuse y sont insensibles.

Cette these propose de compléter les connaissances relatives aux effets de
BCR-ABL1 dans la cellule, et plus généralement aux propriétés des CSH de LMC.
Notre intérét s‘est focalisé sur le role potentiel des microARN.

Dans un premier travail, nous nous sommes intéressés a 1‘effet de 1°activité
BCR-ABLI1 sur le protéome et sur l‘expression des microARN dans la lignée
cellulaire K562. Les résultats montrent que BCR-ABLL régule l'expression d'un
microARN fréquemment surexprimé dans les cancers, miR-21. Cet effet dépend du
facteur de transcription STATS5, cible bien connue de I'activité kinase de BCR-ABL1.

Dans une seconde partie, nous avons montré que dans la moelle osseuse des
patients LMC, la fraction cellulaire enrichie en cellules souches (les cellules
CD34+CD38|OW) exprime quatre microARN particuliers: mir-10a, mir-150, miR-155

et miR-146a. Deux de ces microARN (miR-150 et miR-155) sont trouvés
spécifiqguement dans les cellules des patients, et pas dans celles des individus sains.
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AVANT-PROPOS

Cette these s‘est focalisée sur 1‘identification de microARN potentiellement

impliqués dans la leucemogeneése.

Ce manuscrit reprend donc dans une premiere partie introductive le
contexte littéeraire associé a la place des microARN dans le cancer, 1°hematopoiese
et la pathologie d‘intérét, la leucémie myéloide chronique.

La seconde partie faisant suite a 1‘introduction présente les resultats des deux
projets conduits au cours de ce doctorat. Le contexte et la problématique de chaque
projet sont décrits avant d‘exposer les résultats. Les données obtenues au cours de ce
doctorat sont enfin commentées et discutées de fagcon plus approfondit.



INTRODUCTION
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Chapitre 1

Les microARN

Les microARN sont de petits ARN non-codants d‘une vingtaine de nucléotides
essentiels & la régulation de l‘expression des protéines. Le premier micro-ARN

découvert est lin-4 dont le role dans la transition larvaire du nématode C.elegans est

décrit par 1‘équipe d‘Ambros en 19931. Jusqu‘aux années 2000, lin-4 reste un exemple
isolé compte tenu du fait qu‘aucune séquence comparable n‘ait été décrite dans

d‘autres espéces. Léquipe de Reinhart découvre alors un deuxiéme microARN, let-7,
également impliqué dans la régulation du développement du nématode (Reinhardt et
al., 2000). Cette étude précise le mécanisme d‘action potentiel et fonctionnel d‘un
microARN via la mise en évidence de la fixation de let-7 sur la région 3° non-codante
de I'ARN messager (ARNm) de LIN-41. Les annees 2000 marquent un tournant dans
I‘intérét d‘étudier et de mieux caractériser ces microARN lorsque 1°¢tude de
Pasquinelli montre que la séquence et les cibles de let-7 sont conservées entre les

vertébrés et les invertébrész. Les nombreux travaux qui ont suivi ont ainsi permis de
mieux décrire 1‘organisation génique ainsi que les modalités de régulation et
d‘expression propres aux microARN dans le contexte physiologique, mais aussi dans
différentes conditions pathologiques comme le cancer.

Vingt-trois ans apres la découverte de lin-4 chez C.elegans, plus de 2600

. . e . 3 .
séquences de microARN sont réferencées chez I'homme . De nombreuses questions

restent encore d‘actualité compte tenu de la complexité du mécanisme d‘action des

microARN et de la diversité des processus de régulation de leur expression. Ce

chapitre présentera un résumé de 1°état des connaissances actuelles relatives a la
biogenése, aux mécanismes d‘action et aux liens supposés des microARN avec la

physiopathologie et plus particulierement le cancer.

17



a Non-coding TU with intronic miRNA
miR-15a-16-1

b Non-coding TU with exonic miRNA n'wiil.—lﬂﬁ

¢ Coding TU with intronic miRNA

miR-25-93-106b

| 7
MM/

PR Ll \/=\/§\/E AAAAAAAA

mik-985

d Coding TU with exonic miRNA

CACNGSE

"

Nature Reviews | Molecular Cell Biology

Figqure 1. Organisation génigue des microARN

L’expression des microARN peut étre dépendante d’unités transcriptionnelles codantes par
ailleurs pour une protéine (c, d) ou non (a, b). La position du miRNA sur le transcrit primaire
peut étre intronique (a, c) ou exonique (b,d). Une autre classification distingue les microARN
intergéniques (leurs génes sont compris a distance de genes codant pour des protéines, et ont
une unité transcriptionnelle qui leur est propre) et les microARN introniques, produits a

partir de l'intron d’un géne codant par ailleurs pour une protéine, et dont I'expression dépend

de celle du géne hbéte.

(Kim et al., 2009)



Biogenese des microARN

La production des microARN matures et fonctionnels dans la cellule se déroule en
plusieurs étapes, débutant par la transcription dans le noyau d‘un précurseur appelé « pri-
miR ». Ce précurseur est ensuite maturé par le complexe microprocessor en une forme
plus courte : le « pré-miR ». Aprés son export dans le cytoplasme, le pré-miR est a son
tour clivé par 1°‘enzyme Dicer et pris en charge par le complexe RISC (RNA-
induced silencing complex), permettant la production d‘un microARN mature et
fonctionnel.

Cette partie propose un résumé des données généralement admises de nos jours sur

la biogenése des microARN.

1. Transcription des microARN

a. Organisation génique

Les études de Lagos-Quitina et al. et de Lau et al. sont les premieres a dresser un
profil complet des différents types d‘organisation géniques des microARN 4’5. En effet,

parallelement a la mise en évidence des configurations en cluster (ensemble de microARN
produits a partir d'un méme pri-miR), leurs analyses génomiques montrent que les
microARN peuvent se classer en fonction de leur position au sein des unites

transcriptionnelles. On distingue dans un premier temps les microARN intergeniques ,

dont 1‘expression dépend d‘un promoteur qui leur est propre, et les microARN

introniques et exoniques dépendant des unités de transcription codantes ou non-
. A . 6 .., .
codantes de leur gene hoéte (figure 1) . Dans le cas des unités transcriptionnelles

codantes, ces configurations peuvent étre a 1‘origine de boucles d‘autorégulations. Un

exemple bien décrit par van Rooij et al. est celui de miR-208, capable de reguler
I‘expression de facteurs de transcription ciblant le promoteur de son géne hote, MHC7.
Les miRtrons sont des cas particuliers de microARN introniques caractérisés par une
voie de biogenese non-canonique détaillée dans le paragraphe I.2.d6. D‘autre part, ces

configurations ne sont pas réparties également au sein du génome puisque les études
de Mathelier & Carbone et de Maselli et al. montrent que les genes de microARN sont

géneralement intergéniques (60%), souvent introniques (37%) et plus rarement

exoniques (3%) 8’9. 18
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Figure 2. Représentation schématigue des pri-miRNA monocistronigues et
polycistroniques

La transcription des génes des microARN, effectuée dans la plupart des cas par ARN polymérase de
type Il, permet la production d’un transcrit primaire (pri-miRNA ou pri-miR) qui peut étre
monocistronique (a) ou polycistronique (b) lorsqu’il est a I'origine de plusieurs

microARN, en général homologues car résultant de duplications géniques.

(Du & Zamore 2005)




b. Les ARN polymérases

Les premieres études s intéressant aux modalités de la transcription des génes des

microARN ont d‘abord suggéré que ce processus était dépendant de I'ARN polymérase de

10,11

type 1l (ARN pol III) . En effet, cette polymérase est connue pour transcrire

preferentiellement les petits ARN. D autre part, les transcrits qu'elle génere
sont caractérisés entre autres par des répétitions d‘uracyles au sein de leur séquence
comparables a celles parfois observées sur les transcrits de microARNll.

Cependant, Cai et al. et Lee et al. montrent en paralléle que les transcrits des
microARN présentent également des structures propres a une transcription dépendante de
I'ARN polymérase de type Il (ARN Pol Il) comme la présence d‘une coiffe 7-

methylguanosine (m7Gppp) en position 5° et d‘une queue poly-adénine en position 3°

12,13 . . € \
. Ces données sont notamment confirmées par l‘enrichissement en génes de

microARN détectés suite a 1‘immunoprécipitation de la ARN pol Il. L‘analyse détaillée
des promoteurs des génes de microARN montre plus tard que ces séquences ne sont pas
fondamentalement différentes des promoteurs de génes classiquement transcrits par I'ARN
pol Il. En effet, Ozsolak et al. montrent que ces séquences contiennent des éléments de

régulation de l‘initiation de la transcription classiques tels qu‘une TATA box, des il6ts

CpG ou des sites de reconnaissances au facteur TFIIBl4.

Il est donc admis aujourd‘hui que la majorité des microARN sont transcrits par
I'ARN pol 11, bien que quelques cas rares (tels que miR-886) restent exclusivement

dépendant a la ARN pol III15.

c. La notion de cluster

La transcription d“un microARN est a 1‘origine dun premier long précurseur,
le pri-miR. Dans environ 50% des cas, les pri-miR sont polycistroniques (figure 2),
c‘est-a-dire que leur maturation est a I‘origine de la production de plusieurs
microARN matures 16. On parle alors de cluster. L‘'un des exemples les plus

documentés étant le cluster 17-92, qui contient six microARN partiellement
homologues car issus de duplications géniques trés anciennes : miR-17, miR-18a,
miR-19a, miR-20a, miR-19b-1 et miR-92a-1. Bien que les niveaux d‘expression des

membres d‘un méme cluster soient corrélés dans 76% des cas, il peut arriver qu‘un

. . 17 . .
membre s‘exprime différemment des autres™ . D°autre part, leurs roles ne sont pas
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Figure 3. Représentation schématique de la biogenese des microARN

Les microARN sont préférentiellement transcrits par la RNA polymérase Il sous forme de
pri-miRNA ou pri-miR. La premiere étape de maturation pri-miR est son clivage dans le
noyau par la RNAse Il Drosha. Le produit de ce clivage est le pre-miRNA ou pre-miR, un
ARN de environ 70b ayant une structure tige-boucle qui sera exporté vers le cytoplasme
par I'exportine-5 (XPO5). Le pre-miR subit ensuite une étape de maturation qui repose sur
I'action de la RNAse lll Dicer, qui produit une structure de type duplex double brin
composé du brin guide (qui deviendra le microARN mature) et du brin passager (ou
microARN?*). Ce duplex est recruté au sein du complexe RISC, composé des protéines

Dicer, TRBP et Ago, ou aura lieu la dégradation du brin passager, et 'association du
microARN mature avec ses cibles.

(Winter et al., 2009)



systématiquement redondants. En effet, 1‘étude de Mu et al. montre par exemple que

parmi les microARN du cluster oncogénique miR-17-92, la seule surexpression de

. . . . 18
miR-19b-1 est suffisante pour induire la formation d“un lymphome

2. Maturation des transcrits des microARN

Entre 2001 et 2004, Lee et al. et Lund et al. sont les premiers a mettre en évidence
que la voie de biogenese canonique des microARN est régie par une succession

d‘étape de maturation de leur transcrits. Ces étapes sont ainsi dépendantes de 1‘activité

de deux endonucléases, Drosha et Dicer . Cette voie, détaillée ci-dessous, est

résumée dans la figure 3.

a. Maturation nucléaire

Aprés la transcription du pri-miR par I'ARN polymérase Il, la premiere
maturation du pri-miR s‘effectue lors de sa prise en charge par le complexe
microprocessor composé de 1‘enzyme RNAse de type IIT Drosha et de la protéine

DGCR8 (DiGeorge syndrome chromosomal region 8)10. Les pri-miR ont une

structure particuliére en tige-boucle reconnue specifiguement par DGCRS8. Cette
interaction va diriger le clivage du précurseur au niveau des 11 nucléotides suivants

10 . . Lo .
par Drosha™ . Le produit de cette maturation est un « pré-miR » d‘environ 70
nucléotides caractéris€é par une structure en forme d‘épingle a cheveux et une

s - . ..20
extrémité sortante de 2 nucléotides en position 3¢ .

b. Export des précurseurs du noyau vers le cytoplasme

Lexport des pré-miR est dépendante de la reconnaissance de la structure
double brin et de leur extrémité sortante par I’exportine-5, un récepteur appartenant a

la famille des karyophérines [319. Dans le noyau, ce récepteur se lie spécifiqguement au
co-facteur RAN-GTP puis aux nucléoporinele. L‘enzyme RAN-GAP (RAN-GTPase
activating protein) permet 1‘hydrolyse de RAN-GTP en RAN-GDP pour faciliter le

L. . . 22
transport du pré-miR du noyau vers le compartiment cytoplasmique
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Figure 4. La formation du complexe RISC

a. Représentation schématique des domaines des trois protéines essentielles a la
composition du complexe RISC.

b. Clivage du pre-miR par Dicer et recrutement du duplex microARN-microARN* par la
protéine Ago dans le complexe RISC.

(Meister et al., 2013)



c. Maturation cytoplasmigue

Cette derniere étape constitue 1°un des points de la maturation des microARN les
moins bien caractérisés actuellement. Les éléments moteurs de 1‘étape finale de la
maturation du pré-miR sont dans un premier temps sa prise en charge par la RNAse de

type Ill Dicer et son recrutement par la protéine protéine Argonaute (Ago) au sein du
complexe RISC (RNA induced silencing complex) 23. Le mécanisme d‘action précis de ces

différentes étapes de la maturation finale du microARN reste encore relativement mal
défini. Ce paragraphe tente de restituer les connaissances communément admises

aujourd‘hui.

Recrutement du pre-miARN par Dicer
Dicer est une endoribonucléase composée des domaines protéiques shématisés en

figure 4.a. Les fonctions des domaines N-terminaux (ATPase/helicase) permettent la
stabilisation du recrutement de la protéine partenaire TRBP ainsi que la reconnaissance de

la position de la boucle du pré-miR24, tandis que les domaines C-terminaux PAZ
(Piwi/argonaute/Zwille domain), RNAsellla/b et dsRBD (site de fixation aux séquences
ARN double brin) sont impliqués dans la fixation et le clivage du pré-miR25. Lors de la

maturation, le domaine PAZ initie la fixation avec le pré-miR via la reconnaissance de la
structure simple brin sur 2 nucléotides en position 3¢ (figure 4.b). La protéine TRBP

) . . . . . 26
semble intervenir ici comme un élément stabilisateur de cette interaction . La
distance entre le domaine de fixation de PAZ et les domaines RNAse Il détermine la

.. . 27 ) s .
position du clivage . Le clivage de la boucle génere alors un duplex de microARN

miR/miR* d‘environ 20 nt, composé d‘un brin guide et d‘un brin dit « passager »
(mMiR*).

Formation du complexe RISC
La protéine TRBP permet ensuite le recrutement d‘un membre de la famille de

protéine Ago et de leur co-facteur HSP90, complétant la formation du complexe RISC24.

Les proteines Ago sont exprimées de facon ubiquitaire dans 1°‘organisme. Il existe quatre
sous-types, Ago 1 a 4, produits a partir de genes distincts. Les génes Agol, Ago3 et Ago 4
sont regroupes sous forme de cluster au niveau chromosome 1 tandis qu‘Ago2 est isolé sur

25 . . . . .
le chromosome 8 . Les domaines des protéines Ago sont résumeés dans la figure 4.a. Elles

se composent de deux domaines d‘interactions ARN (PAZ et MID) en position N-terminal

et d‘un domaine catalytique endonucléase PIWI
21



(P-element-induced wimpy testes) uniquement fonctionnel dans le cas de la protéine
Ago2 en position C-terminal 24’25.

Lors de la maturation, 1‘interaction entre la protéine HSP90 et Ago permet le
recrutement du duplex de microARN (figure 4.b). Le duplex est orienté au sein de la

poche PAZ/MID en fonction de la détection des extrémités 5¢ et 3° du duplex
MiIARN/mMIARN* 24’25. Les modalités du recrutement des duplex de microARN par

I‘un ou I‘autre des membres de la famille Ago ne sont cependant pas parfaitement
comprises. En effet, 1°étude de Burroughs et al. montre que chaque membre Ago peut

recruter préférentiellement certains microARN tandis que 1°étude de Dueck et al.

\ .. 28,29
suggere que ce recrutement est totalement aléatoire .

Génération d’un microARN mature et fonctionnel
Le duplex miARN-miARN* est dissocié au sein du complexe RISC conduisant

a la dégradation du brin passager selon un processus encore mal défini. Plusieurs
hypothéses ont été proposées a propos du choix du microARN qui sera degradé.
Létude de Hedda et al. suggere que la thermostabilité du duplex semble importante
dans ce processus, et que le brin passager est choisi en fonction de 1‘enrichissement de

. L . ., 30 . s, .
sa séquence en pyrimidines par rapport au brin guide . La fonctionnalité de ces brins

passagers est rarement établie en dehors de quelques exemples récents, comme son

implication dans la régulation de la prolifération cellulaire dans le modéle du cancer

o . : X 31,32
de I‘ovaire ou la progression des carcinomes a cellules squameuses :

Suite a la dégradation du brin passager, le microARN mature final, d‘une longueur
de 20 & 22 nucléotides, reste séquestré dans la poche PAZ/MID d‘Ago, et le complexe
RISC se dissocie selon un mécanisme encore mal defini. L association de la forme mature
du microARN et de la protéine Ago dans un complexe dit « miRISC » (microRNA-
induced silencing complex) permet la fixation du microARN sur ses cibles®.

d. Cas des microARN a la biogenése non-canonigue

Dans des cas particuliers, la maturation des microARN n‘est pas dépendante de
1‘action successive des enzymes Drosha et Dicer.
. . . . 33
Les miRtrons sont un premier exemple de maturation Drosha-indépendante . En

effet, le pri-miR est genéreé par le spliceosome suite a 1‘épissage d‘un intron de trés
petite taille. La prise en charge de ces pri-miR particulier suit ensuite la voie de
22



biogenése canonique comprenant 1‘export cytoplasmique (via 1‘exportine-5) et la
seconde étape de maturation Dicer-dépendante 34. En 2012, les travaux de Ladewing
et al. déterminent une liste vingt-deux nouveaux miRtrons conventionnels chez
1‘humain et la souris tels que le microARN miR-6807 35.

Le microARN miR-451 est un second cas particulier compte tenu de sa maturation
indépendante de I‘action de Dicer. En effet, le pri-miR est dans un premier temps
classiquement pris en charge par 1°‘enzyme Drosha, puis le pré-miR est exporté dans le

A s . 36 A . .
cytoplasme gréce a I‘exportine-5 ~ . Le pré-miR, plus court qu‘un pré-miR classique, est

ensuite directement recruté par la protéine Ago2. Cette derniére est le seul membre de la
famille Ago a posséder une activité endonucléase capable de cliver

le pré-miR-451 pour finaliser sa maturation2s.37.

Il. Meécanismes d'action

Les microARN sont des acteurs essentiels pour la régulation de 1‘expression protéique
de la cellule. En effet, plusieurs études suggerent leur capacité a réguler entre 30% et 60%

38 . . \
des ARN messagers ~ alors qu‘ils ne représentent a eux seuls que

X . . 39,40
1% a 3% du génome humain :

Peu de temps apres leur découverte, Reinhart et al. identifient clairement que les

microARN sont capables de réguler negativement la traduction d‘ARN messagers en
interagissant spécifiquement avec leur séquence 3’ non-codante “ Plusieurs études
généralisent plus tard ce mode d‘action et montrent que cette fixation microARN-ARNmM
(miARN-ARNmM) perturbe soit la stabilit¢é d’'un ARNm ciblé soit sa traduction 3’42.

D‘autre part, d‘autres modes d‘action rarement décrits ne seront pas détaillés ici. Il s‘agit

de la capacité de certains microARN a stimuler la traduction d‘un

43 \ g .44
ARNmM " ou a reguler la chromatine

1. Détermination des ARNm cibles des microARN

a. Principe du seed

L“élément indispensable a 1‘action des microARN est 1‘intégrité de sa région
de fixation sur I'ARNm cible. Cette séquence appelée « seed », comprise entre les

nucléotides 2 et 8 en position 5° du microARN, est trés conservee entre les espéces. Il
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improves degree of gene silencing
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conserved miRNAs
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* Presence of adenine opposite base 1 of miRNA is conservative
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- Generally miRNAs with 8mer sites modestly downregulate targeted
mRNAs

3'-supplementary site
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- Additional Watson-Crick pairings at positions 13-16 compensate the
discontinuity of paring in the seed

Figure 5. Représentation schématique des interactions microARN-ARNmM

canoniques et non-canoniques

En rouge, le seed du microARN.

En vert, 'adénine en position 1 sur la région de fixation de TARNm
cible. En bleu, le site de fixation additionnel.

(Witkos et al., 2011)



faut savoir qu‘a ce jour seul le microARN-196 présente une homologie parfaite de
I‘ensemble de sa séquence avec sa cible (le messager d“HOXBS) 4 et que
classiquement 1‘intéraction miRNA-ARNmM est imparfaite bien qu‘elle respecte les
bases de 1‘appariement Watson-Crick au niveau du seed.

La revue de Witkos et al. résume ci-dessous les trois types d‘appariement dits
canoniques existant entre un microARN et sa cible (figure 5) :

e La configuration 7-mer : effective dans la majorité des cas, elle se
caracterise par un appariement parfait du seed positionné apres 1‘adénine
du messager faisant face au nucléotide en position 1 du microARN.

e La configuration 7mer-m8 : l‘appariement du seed est parfait sur les 7
nucléotides et présente un appariement additionnel de type Watson-Crick
en position 8.

e La configuration 8mer : caractérisée a la fois par la présence de 1‘adénine et de

1‘appariement additionnel en position 8.

Il existe également trois autres types d‘appariements ne suivant pas ces modeéles
canoniques (figure 5). Le modele 6mer présente un appariement de la région seed parfaite,
sans élément additionnel de reconnaissance du site conduisant généralement a des effets
de régulation moins important du fait de leur spécificitt moindre. Les types
d‘appariements 3’supplémentaires et 3’compensatoires vont se caractériser par un
appariement Watson-Crick additionnel de la région 3° du microARN pour renforcer
l‘interaction avec la cible ou compenser un mésappariement dans la séquence 5°.

Le recrutement des protéines Ago en fonction du type d‘appariement est une
question encore débattue aujourd‘hui puisque 1‘étude de Burroughs et al., montre que
chaque protéine Ago semble préférentiellement recrutée par un type de microARN
alors que les études de Dueck et al. et Wang et al. montrent que ce recrutement est

aléatoire 28’29. Cependant ces études s‘accordent a dire qu‘Ago?2 recrute environ 60%
des microARN.

D‘autre part, bien qu‘un microARN ait la possibilité de cibler différents
ARNmM, tous ne sont pas régulés de la méme facon en fonction du contexte cellulaire.
Les modalités du recrutement d‘un microARN sur une cible préférentielle restent donc
encore mal définit aujourd‘hui. Cependant, la présence de 1‘adénine en amont de la
séquence de fixation du microARN semble importante dans ce processus, puisque la
récente étude de Meyer et al. montre que la méthylation de ce nucléotide précis

permettrait de guider le microARN vers sa cible 46.
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b. Caractérisation de la cible 4 ’un microARN

Analyses bioinformatiques
Des logiciels de prédiction ont été développés afin de faciliter la recherche des

cibles potentielles d‘un microARN en fonction de sa séquence de fixation. Ces
logiciels comparent la sequence seed du microARN d‘intérét avec les séquences
archivées dans des bases de données issues du séquencage de transcriptomes publiés
tels que RefSeq ou Ensembl. Les logiciels classiquement utilisés tels que TargetSan,
miRanda, PicTar, DIANA-microT, rna22 et PITA permettent d‘effectuer des

croisements d‘informations issues de différentes bases de données 3. Les résultats se
présentent sous une forme de liste d"ARNm potentiellement ciblés par le microARN
d‘intérét en fonction d*un score de prédiction relatif a la spécificité de 1‘intéraction
miARN-ARNmM. Cette spécificité dépend de différents paramétres pris en compte par
les logiciels et, entre autre, du type de mésappariements identifiés, de 1°énergie de
I‘interaction, ou de la conservation de cette interaction entre les espéces 3. Le tableau 1
ci-contre résume les différentes performances et caractéristiques propres a chacun de
ces logiciels.

Les résultats obtenus a partir de ces analyses bioinformatiques peuvent donc
étre différents en fonction des logiciels utilisés compte tenu des parametres et
spécificité mise en avant par chaque outil. Il est ainsi préférable de combiner ces

¢tudes entre elles afin d‘identifier des cibles communément retrouvées. D autre part, la

majorité des cibles proposées ne sont pas nécessairement validées par des études in
vitro et in vivo. Il est donc nécessaire de compléter cette premiere approche in silico
par d‘autres études confirmant le lien entre le microARN dintérét et sa cible
identifiée. Enfin, en dehors des logiciels rna22 et PITA, la majorité de ces outils
informatiques ne prennent pas en compte la fixation possible des microARN au niveau

des séquences 5° non-codantes et des séquences codantes (CDS) des ARNm cibIesB.

Pourtant, 1‘étude de Tay et al. a montré que certains microARN sont capables de se
fixer au niveau des regions codantes des ARN messagers des facteurs de transcriptions
NANOG, OCT4 et SOX2 afin de moduler la différenciation des cellules souches
embryonnaires. D autre part, 1‘étude d‘@rom et al. montre que le microARN miR-10a
est capable de se fixer dans la région 5° non-codante des ARNmM des protéines

. . . 43
ribosomales afin d‘en activer la traduction
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Pour ces différentes raisons, ces analyses in silico doivent étre complétées par
des approches expérimentales afin de déterminer des cibles claires et fonctionnelles de
microARN.

Confirmation d’'un ARNm cible d’un microARN
L‘une des méthodes d‘étude les plus largement utilisée est I’analyse protéomique

en réponse a une sur-expression ou une sous-expression artificielle d‘un

microARN. Les modulations d‘expression induites dans le protéome permettent alors de
confirmer ou d‘identifier de nouvelles cibles potenticlles du microARN étudiés
Léinteraction miARN-ARNmM est ensuite confirmée in vitro par transfection de
construction plasmidique portant un géne rapporteur (généralement la luciférase)
auquel est ajoutée la région 3° non-codante d‘un ARNm d‘intérét. L‘effet des
modulations artificielles de 1‘expression du microARN d‘intérét sur 1‘expression de la
luciférase permet de confirmer ou non I‘intéraction miARN-ARNmM étudiée.

Des méthodes d’immunoprécipitation des protéines Ago ont également été
développées mais sont plus rarement utilisées compte tenu de la complexité des étapes
étapes a réaliser. Le séquencage des ARN (microARN et ARNm cibles) associe aux
protéines Ago immunoprécipitées permet d‘identifier des intéractions fonctionnelles
entre les microARN et les ARNm cibles. Cette méthode dite de « HITS-CLIP » (high-
throughput sequencing of RNA isolated by crosslinking immunoprecipitation) a
notamment permis de montrer que la majorité des microARN se fixent comme attendu
dans les régions 3‘ non codantes des ARNm cibles, mais qu‘également 37% d‘entre
eux se fixent au niveau des régions codantes des messagers (CDS) 48.

L‘ensemble de ces approches in vitro ont 1‘avantage de confirmer les
interactions MiARN-ARNm fonctionnelles et de pouvoir mettre en évidence de
nouvelles cibles potentielles non répertoriées dans les bases de données utilisées par

les logiciels de prédiction.

2. Mécanismes de répression de 1‘expression génique

Le role de répresseur traductionnel des microARN sur les ARNm est aujourd‘hui

consensuel bien que le mécanisme d‘action précis reste encore discuté. La plupart des
études proposent que les microARN agissent soit sur la traduction soit sur la stabilité

423916 23 . ‘e . ¢ ‘ fod ¢
des ARNm . Laction préférentielle de 1‘un ou I‘autre de ces mécanismes n‘est
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Figure 6. Modéle de mécanisme d’action des microARN
a. Schéma des domaines d’interactions de GW182 avec les autres acteurs impliqué dans

le 'action des microARN.
b. Mécanisme d’inhibition de la traduction par les microARN : La traduction est dépendante du

recrutement de la protéine PABP au niveau de la queue poly-A de TARNm, qui interagit avec les
facteurs d’initiation de la traduction elF4G, elF4E et elF4A recrutés au niveau de la coiffe 5’ de
FARN messager. L’interaction d’'un microARN avec un ARNm aboultit (i) a une perturbation de cette
interaction, ce qui se traduit par une diminution de I'efficacité de la traduction et (ii) a la
déstabilisation de TARNm par élimination de la coiffe et dégradation de

la queue poly-A. La protéine GW182 est un élément central dans ce double mécanisme
de régulation, en interagissant avec PABP et CCR4-NOT.




aujourd‘hui pas clarifiée bien que 1°‘étude de Guo et al. en 2010 suggére que 1‘inhibition de

la traduction (n‘induisant pas de modifications du taux d°ARNm dans la cellule) semble

e e iz e 49
modeste par rapport a [‘activité de déstabilisation des messagers

a. Acteurs et localisation du processus de la répression traductionnelle

Suite a la dissociation du complexe RISC, le microARN reste pris en charge
par la protéine Ago au sein du cytoplasme >0 51. L*¢lément moteur de 1‘activité de
répression traduction va étre la formation du complexe miRISC (microRNA- RNA
induced silencing complex) composé du microARN mature, de la protéine Ago et de
son partenaire GW182 52. La protéine GW182 possede un domaine N-terminal enrichi

en répétition glycine-tryptophane (GW) permettant son association avec les membres
de la famille Ago au niveau des domaines d‘intéractions MID et PIWI (figure 6.a).
Cette protéine constitue 1°‘élément architecte dans le recrutement des partenaires
nécessaires au mécanisme de répression traductionnel du miRISC.

La localisation précise des évenements de répression traductionnelle via
Iintéraction miARN-ARNM au sein du cytoplasme reste encore débattue. Cependant,

plusieurs études suggerent qu‘elles ont lieu dans des structures dynamiques appelées

« P-bodies » contenant une forte concentration de molécules impliquées dans ces
s Lo . . 53 54 . .

différents mecanismes de régulation . Le domaine C-terminal de GW182 se

comporte un domaine dit de « silencing » composé d‘éléments enrichis en glutamine
et d‘une séquence d‘ubiquitination semblant étre responsable de la localisation du

mMiRISC dans les P-bodies 55.

b. Inhibition de la traduction

Linitiation de la traduction est dépendante du recrutement de la protéine
PABP au niveau de la queue poly-adénine (poly-A) de 1°'ARNm (figure 6.b). Elle est
alors capable d‘interagir avec les facteurs d‘initiation de la traduction eIF4G, eIF4E et
elFAA recruté au niveau de la coiffe 5° de 1°'ARN messager. La formation de cette
structure en forme de boucle va favoriser le recrutement des ribosomes lors de la phase

d‘élongation de la traduction >0
La protéine GW182 du complexe miRISC présente un domaine de fixation a

PABP dans son domaine silencing. La fixation du complexe miRISC au niveau de la

séquence 3° non-codante du messager permet alors a GW182 d‘entrer en compétition
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avec la queue poly-A pour induire la dissociation de la protéine PABP 52. La

circularisation de 1°ARNm est ainsi déstabilisée (figure 6.b), ne permettant plus le

recrutement des facteurs d‘initiation de la traduction 5

c. Dégradation des ARNm

La réponse de dégradation des ARNm peut étre différente en fonction du
membre de la famille Ago recruté dans le complexe miRISC, et du type d‘appariement
du microARN prise en charge.

Dans le cas d‘un microARN présentant un appariement parfait du seed avec sa
cible et pris en charge par la protéine Ago2 dans le complexe miRISC, la structure
double brin induite par l‘interaction miARN-ARNmM est clivée par [‘activité

endonucléase d‘Ago2. L‘ARNmM est ensuite dégradé par 1‘exoribonucléase XRN1

(dans le sens 5°-3°) et par I’exosome (dans le sens 3°-5¢) 52.

Lorsque le seed présente un mésappariement avec la séquence 3° non-codante
de 1'ARNm cible, la dégradation du messager va alors étre dépendante de la
déadénylation suivit de I’enlévement de la coiffe m7G > (figure 6.b).

La protéine GW182 permet le recrutement du complexe de déadénylation
CCR4-NOT1 via son domaine N-terminal enrichie en répétition GW (figure 6.a) 58.

La fixation de CCR4-NOT1 déstabilise alors 1‘interaction entre PABP et la queue
poly-A. La protéine NOT1 intéragit alors directement avec la déadénylase CAF-1,
responsable de la déadénylation de la queue poly-A. La dégradation 3°-5° de °ARNm
dépendant alors du recrutement de 1‘exosome >

Contrairement au mécanisme de deadénylation, la dissociation de la coiffe n‘est
pas dépendante d‘une interaction directe avec la protéine GW182 60. En effet, le
recrutement du complexe DCP2 semble plutét dépendant de la reconnaissance globale de
la configuration du complexe miRISC 60. L<activité hydrolytique du complexe

DCP2 permet alors de dissocier la coiffe m7G présence a I‘extrémité 5° de [*ARNm.
Son acceés est ainsi liberé conduisant a la dégradation rapide du messager dans le sens

5¢-3‘via 1‘exoribonucléase XRN1 57.

28



I11. MicroARN et cancers

Depuis 2005, la dérégulation de 1°expression des microARN a été rapportée dans de
nombreuses études. En effet, Lu et al. proposent méme a cette époque une classification
des tumeurs en fonction des expressions fréequemment dérégulées de certains microARN

1 ‘o . AT s .
. Ces dérégulations peuvent s‘expliquer par des anormalités chromosomiques, des

régulations transcriptionnelles particulieres, des altérations de la voie de biogenese des
microARN ou des modulations épigénetiques. De tres nombreuses études suggerent ce
lien entre microARN et cancer sans que des relations de causes a effet ne soient
systématiquement présentées. Ce paragraphe présentera donc un exemple des microARN
dont le potentiel oncogénique ou suppresseur de tumeurs a été largement décrit dans

plusieurs modeles de cancers.

1. Dérégulation de I‘expression des microARN

a. Anormalités chromosomiques

Lexpression anormale d‘un microARN dans une cellule cancéreuse peut
s‘expliquer par une altération du génome au niveau du nombre de copie du geéne ou de
sa localisation (amplification, delétion ou translocation).

Le cluster miR15a/16-1 en est un exemple puisqu‘il s‘agit de la premieére mise en
¢évidence d‘un lien clair entre microARN et cancer 62, puisque la délétion de ce gene conduit a

une leucémie lymphocytique chronique (B-LLC). D‘autres microARN présentent une
surexpression dépendante d‘une amplification génique. Les exemples du cluster miR-17-92 et
de miR-155 sont les mieux décrits et le rdle de cette amplification génique est respectivement

rapporté dans les modéles de mélanomes, cancer de 1‘ovaire, cancer du sein et leucémie

lymphoblastiques aigties et dans les lymphomes de Burkitt 6364 65. Enfin, 1°étude de Calin et

- - . . ) 62
Croce montre le role critique des anomalies chromosomiques touchant les microARN . En

effet, leur analyse génomique met en évidence que les génes des microARN sont souvent
associés a des zones génomiques fragiles sujettes a des pertes d hétérozygotie (lorsqu‘il s‘agit

de genes suppresseurs de tumeur) ou a des amplifications (pour les oncogenes).
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b. Régulation transcriptionnelle

Les facteurs de transcription les plus largement étudiés dans la régulation de
I‘expression des microARN sont c-myc et p53.

O‘Donnell et al., sont les premiers & montrer que la surexpression du cluster miR-
17-92 est transcriptionnellement régulé par c-myc 66. Plus tard, 1‘¢tude générale de
Chang et al. sur la caractérisation de microARN régulés par c-myc et fonctionnels
dans la carcinogenése démontre que ce facteur de transcription inhibe directement
I‘expression de plusieurs microARN (miR-15a, miR-26, miR-29, let-7)
potentiellement capables de cibler des transcrits de génes suppresseurs de tumeurs o7

D‘autre part, 1°¢tude récente de Wang et al. en 2014 met en évidence un mécanisme
particulier de boucle d‘autorégulation critique dans l‘hépatocarcinogenese entre le
microARN miR-122 capable de réguler 1‘expression de c-myc, régulant lui-méme

. . 68 A
transcriptionnellement ce microARN . L‘ensemble de ces travaux montrent le role

déterminant de c-myc dans la régulation de 1‘expression de plusieurs microARN
important dans la survie, la prolifération, les modifications épigénétiques ou la
prolifération.

Le second facteur important dans 1‘oncogenese et lié aux microARN est le
suppresseur de tumeur p53, connu pour étre inactivé par mutation ou non exprimé
dans plusieurs modeles de cancers et pour son réle déterminant dans la régulation du

cycle cellulaire et de 1‘apoptose 69. Lfexemple majeur de l‘effet de p53 sur la

régulation de microARN est démontré par les équipes de Oren et al. et de Mendell et
al. montrant que la régulation transcriptionnelle du cluster miR-34 peut jouer un réle
déterminant dans la progression du cycle cellulaire, et dans la réponse apoptotique

. . 70 .
dans plusieurs modéles de cancers . D‘autre part, les travaux de Suzuki et al.,

suggerent €¢galement que pS53 joue un role fort dans la modulation de 1‘activité¢ du

complexe RISC en favorisant la biogenese de microARN au potentiel suppresseur de
71 pps , .

tumeur ~. Ces différents axes de régulations sont notamment connus pour leurs effets

décrits sur la prolifération, la survie, 1‘angiogenese ou la transition ¢épithélio-

. 72
mesenchymateuse

c. Défaut dans la biogenése des microARN

La dérégulation des éléments de la biogenese des microARN est logiquement

corrélée avec la dérégulation de 1‘expression de ceux-ci. En effet, dans le cas des
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tumeurs Wilm*s, la mutation par substitution/délétion d“un nucléotide dans DGCR8

et Drosha est directement responsable de la diminution significative de 1°expression de

let-7a et de miR-200, deux microARN impliqués fonctionnellement dans le
L 73 . . L .
mécanisme de ces tumeurs . En dehors des études associant les dérégulations

d‘expression de Dicer et Drosha avec des augmentations significative des capacités
tumorales réversibles avec leur knock-down (KD), 1‘étude de Karube et al. Montre
également une corrélation claire entre le niveau d‘expression de 'ARNm de Dicer et

74 . . . .
de let-7 . D‘autre part, 1°‘étude de Melo et al., souligne 1‘importance de maintenir

“intégrité d‘expression des différents acteurs de la voie de biogene¢se des microARN
puisque ses résultats semblent démontrer que 1‘expression de la forme tronquée de
I’exportine-5 (par mutation inactivatrice du gene) conduit a une accumulation
nucléique de pre-miRs et pri-miRs dans le noyau des cellules de tumeurs modeles a

. .75 N . : .
microsatellites . Ces travaux suggerent également que la restauration de 1°exportine 5

sous sa forme active permet d‘inverser ce phénomeéne et contribue méme au
mécanisme de suppression de la tumeur.

d. Modulations épigénétiques

Les mécanismes de régulation épigénétiques de I‘expression génique peuvent étre
regroupés dans deux catégories76

(1 La méthylation de 1°ADN (sous l'action d’ADN meéthyltransférases), qui
concerne certaines cytosines localisées dans les ilots CpG des régions
promotrices des génes et qui conduit au silencing de ceux-ci.

(1 Les modifications post-traductionnelles des histones favorisant 1‘expression
génique, dans le cas des acétylations (produites par les histones
acetyltransférases), ou induisant un silencing des génes dans le cas des
méthylations (action d‘histones méthyltransférases).

De tres nombreuses études proposent un lien entre régulation épigénétiques et
carcinogenése. Les génes dont I'expression est affectée par ces mécanismes peuvent
étre des suppresseurs de tumeurs ou des oncogénes76, mais également des génes de
microARN, comme cela a été fréquemment démontré.

L‘étude Saito et al. montre en effet dés 2006 que ces régulations peuvent
contribuer a la régulation de 1‘expression des microARN77 (Saito et al., 2006): le

traitement de cellules de carcinomes de la vessie par des inhibiteurs des enzymes de
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méthylation de 1°ADN et d‘acétylation des histones conduit a la surexpression de 17

microARN parmi les 313 étudiés dans ce modéle. Ces résultats sont également
confirmes par les travaux de Scott et al. montrant que le traitement de lignées
cellulaires de cancer du sein par des inhibiteurs des enzymes d‘acétylation des histones
conduit a une modification rapide du profil microARN. Ainsi, le silencing de
microARN suppresseurs de tumeurs tels que miR-34b-c ou miR-145-5p ont par
exemple été associé a la progression des cancers colorectaux, des mélanomes et des

. 8 S ) I
glioblastomes . L*¢tude de Lujambio et al. montrent egalement que ce silencing

. N . . . .19
de miR-34b-c est associé a la progression métastasique dans ces modeles

Au-dela des microARN dont I'expression est contr6lée par des régulations
épigenétiques, il existe quelques exemples de microARN capables de cibler et de
réguler 1‘expression des acteurs essentiels a cette machinerie. Les travaux de Fabbri et
al. ont montré dans le modéle du cancer du poumon que le silencing de miR-29,
ciblant les ADN méthyltransférases DNMT3A et DNMT3B, semblait jouer un role

important dans la régulation de 1‘expression de plusieurs génes suppresseurs de
80 . L . .
tumeurs . Dans un second exemple, miR-101 est décrit pour cibler directement

I‘histone méthyltransférase EZH2. Dans le modéle du cancer de la prostate, son
expression diminuée est ainsi corrélée a 1‘augmentation de 1‘expression de EZH2 et a
la progression tumorale du cancer, compte tenu de 1‘effet inhibiteur induit par EZH2

) . N 81
sur 1‘expression de plusieurs genes suppresseurs de tumeurs

2. MicroARN oncogéniques et suppresseurs de tumeurs reconnus

Plusieurs microARN ont été rapportés pour étre surexprimés ou Sous-exprimes
L R 82 N
dans la majorité des modéles de cancers , permettant méme de proposer une
classification des tumeurs en fonction de la récurrence de ces dérégulations
. 61 . . .
d‘expression . Les appellations de « oncomicroARN » et microARN « suppresseurs

de tumeur » ont alors été appliquées a ces microARN respectivement surexprimés et
sous-exprimés dans les différents types de cancers.

a. OncomicroARN reconnus

miR-155
Le microARN miR-155 est un microARN exonique positionné au sein de 1‘unité

transcriptionnelle non codante de bic sur le chromosome 21. En 2004, Metzler
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et al. montrent que 1‘expression de miR-155 est activé par le facteur oncogénique c-
\ ...65 , .
myc dans le modéle des lymphomes de Burkitt . De nombreuses études viennent

corréler par la suite ces observations, démontrant notamment que la surexpression de
miR-155 est retrouvée dans de nombreux modeles de tumeurs tels que les cancers du

. , . 83 .
sein, du col de 1‘utérus, du pancréas ou encore du poumon . De nombreuses cibles

L e . 84
sont actuellement décrites et référencées dans la revue de Sun et al.” . Cependant, peu

d‘études montrent clairement un réle fonctionnel oncogénique de la régulation de
celles-ci. L‘exemple le mieux décrit est celui de la régulation directe de la RhoA-
GTPase par miR-155 dont le r6le est démontré dans le maintien et la stabilité des

. . . . . 84 . - .
jonctions cellulaires et la migration™ . D autre part, le potentiel oncogénique de miR-

155 a notamment été mis en evidence dans les travaux de |‘équipe de O‘Connell
montrant que stimuler 1°‘expression de miR-155 avec des agents pharmacologiques

. s .- . . o .85 . . .
conduit a 1‘apparition d‘un désordre myeloprolifératif . Enfin, de récentes études

mettent en avant un lien entre 1‘expression de miR-155 et la chimiorésistance de
patients atteints de cancer du rein, ajoutant au potentiel oncogénique fonctionnel

démontré de ce microARN 86.

miR-21

MiR-21 est le microRNA le plus frequemment surexprimé dans les cancers et le
mieux caractérisé a ce jour. En effet, 1‘¢tude menée par Volinia et al. qui analyse
I‘expression des miRNAs dans des échantillons correspondant a six types de tumeurs
solides, montre que miR-21 est le seul MiRNA surexprimé dans tous les types tumoraux

. 82 . . .
analyses . Sa surexpression est egalement plus largement rapportée dans les

glioblastomes, les carcinomes de la téte et du cou, les cancers ovariens, les lymphomes

B, les leucémies, les carcinomes hépatocellulaires, les cancers du col de 1‘utérus, du
. 87 . — .
sein, du colon ou encore du poumon . D‘autre part, les cibles caractérisées de miR-

21 sont majoritairement composées d‘un grand nombre de genes suppresseurs de

87,88 . . . . .,
tumeur . Il est important de noter que parmi le grand nombre de cibles répertoriées

pour miR-21, peu d‘entre elles ont cependant été fonctionnellement caractérisées. De
facon générale, miR-21 semble jouer un role dans 1‘angiogenése et la régulation de la
réponse apoptotique a travers la régulation de deux cibles tres largement étudiees,
PTEN et PDCDA4. En effet, les résultats de Liu et al. montrent que la répression du
facteur pro-apoptotique PTEN par miR-21 permet I‘activation des voies de
signalisation AKT/ERK favorisant 1‘expression des facteurs angiogéniques HIF et
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VEGF 89. Dtautre part, plusieurs études mettent également en avant le rdle anti-
apoptotique de miR-21 a travers la régulation du facteur PDCD4 largement décrit pour
son potentiel pro-apoptotique dans le modéle du cancer du colongo. Enfin, les travaux
de Médina et al. sont les premiers a proposer le mot oncomicroARN pour miR-21 et la

dépendance de la tumeur a miR-Zlgl. En effet, 1‘induction conditionnelle de

I‘expression de miR-21 par un systéme Tet-Off dans le modéle de souris montre que la
seule présence du microARN est suffisante pour induire un lymphome de type B, et
que bloquer cette expression par 1‘ajout de doxocycline conduit a la régression

91 . . R . .
tumorale . La surexpression de miR-21 dans ce modele entraine donc la dépendance

hY - 91 7 N N\ 3 \
de ces tumeurs a miR-21"". Cette étude est la premiére a montrer que 1‘oncogenése

peut étre dépendante de 1°‘expression d‘un microARN.

miR-17-92
Le cluster miR-17-92 se compose de six microARN chez 1‘'homme : miR-17,

miR-18a, miR-19a, miR-19b-1, miR-20a et miR-92-1. Plusieurs études ont longtemps
décrits ce cluster comme un oncomicroARN strict en raison de sa surexpression
rapportée dans de nombreux modeéles (lymphomes, cancer du poumon, cancer du
cblon, cancer du pancréas et de la prostate), de sa régulation transcriptionnelle et de sa

. . - . . 92,23 .
régulation génique décrite précédemment . Les différents paralogues du cluster

miR-17-92 semblent présenter des fonctions oncogéniques différentes. En effet, des

¢tudes menées par 1‘utilisation de génes rapporteurs ont notamment montrés que le

facteur pro-apoptotique PTEN est une cible préferentielles des membres miR-19a et
miR-19b-1, tandis que 1‘expression des facteurs de transcription E2F1 semble

spécifiqguement régulée par miR-20a. Ces deux grandes cibles largement décrites

participent au role prolifératif et anti-apoptotique du cluster miR-17-92 66’93. Plus

récemment, les travaux de Zhu et al. montrent le role oncogénique in vivo de mir-17-
92 dans I‘hépatocarcinome du foie. Cette étude montre entre autre que la
surexpression spécifique de miR-17-92 dans les cellules hépatiques dans des souris
transgeniques conduit a une hépatocarcinogenése plus importante que dans le cas des

. R . . - : 94
souris controles, suggérant le potentiel oncogénique fort de ce microARN ™ .

34



b. MicroARN suppresseurs de tumeurs reconnus

Les microARN dits « suppresseurs de tumeurs » sont moins hombreux a avoir
été caractérises comme tels que les microARN oncogéniques.lls se caracterisent
principalement par une sous-expression rapportée dans plusieurs modeles de cancer et
leurs réles fonctionnels anti-prolifératifs. Cette fonction est en général sous-tendue par
une capacité a réguler négativement des ARNmM codant pour des protéines

oncogéniques.

Let-7
Let-7 est le deuxieme microARN découvert chez C.elegans. Chez 1°'homme, il possede de

multiples isoformes, homologues au niveau de leur séquence seed, et rassemblées dans la
famille Iet-795. Le role suppresseur de tumeur de plusieurs membres de cette famille
réside dans leur capacité a cibler les transcrits d‘oncogenes impliques dans la
différenciation et la croissance cellulaire95. Peu de cibles de let-7 sont actuellement

référencées. Parmi elles, la régulation de RAS et de HMGAZ2 sont deux exemples concrets
du role suppresseur de tumeurs de let-7. En effet, plusieurs études rapportent dans le
modeéle du cancer du poumon que let-7 bloque 1‘oncogenése en réprimant directement

. . 95 . .. .
I‘expression de 1‘oncogene RAS ~~. Dautre part, HMGA2 est une protéine associee au

modelage de la chromatine et donc importante dans I‘initiation de la transcription. Sa
forme tronquée est fréquemment associée a 1‘'oncogenese, et se caractérise par une perte
des sites de fixation de let-7 au niveau de la région 3°-UTR de son messager, conduisant &

pes . . . 96 A
une différenciation cellulaire abérrante ~~. Le role de
let-7 dans la régulation de 1°‘oncogenése est encore confirmé aujourd hui, notamment

par 1‘étude plus récente de Madison et al. suggeérant que la déplétion de let-7 favorise

; L. . 97
la carcinogenése intestinale .

Le cluster miR-15a/16
Le cluster de microARN miR-15/16 est décrit pour étre localisés dans la région

chromosomique 13q14. Cette région est particulierement étudiée en oncologie compte
. cize: 98 ) . . .
tenu de sa fréquente délétion™ . Ces données sont confirmées par plusieurs laboratoires

par des méthodes de Northernblot combinées avec des études de 1‘intégrité allélique LOH
(Loss of heterozygosity) sur des échantillons de patients et des lignées de divers

modélesgg. Plusieurs articles suggerent un réle pro-apoptotique de miR-15a/16,
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L . . 100 .
principalement au travers de la régulation de BCL2 et MCL1™ . Ces résultats ont
notamment été obtenus suite a 1‘analyse des effets de la modulation de 1‘expression de miR-

15a/16 sur le transcriptome et le protéome. Leurs rdles dans l‘oncogenése sont ensuite
confirmés dans plusieurs publications comme celles de 1°‘équipe de Cimmino et
al., dans un premier temps, puis de Croce et al., dans le modéle de la leucémie

lymphoblastique chronique *>"'

c. MicroARN oncogénigues ou suppresseurs de tumeur en fonction du contexte

Le microARN miR-146a agit sur plusieurs mécanismes cellulaires tels que la
survie, la prolifération, la migration, l‘invasion et la différenciation des cellules

cancéreuses au travers de genes cibles différents . Les souris transgéniques

possédant une délétion génétique de miR-146a développent des tumeurs au niveau des

y : . R . . 103
organes lymphoides secondaires, suggerant un réle anti-tumoral de miR-146a" . Son

expression semble de plus dérégulée dans plusieurs types de cancers ou il peut étre
anti-tumoral mais également favoriser le développement tumoral dans d‘autres cas. En
effet, miR-146a est décrit pour étre un miARN anti-tumoral ou géne suppresseur de

tumeur dans le cas du cancer de la prostate, du cancer gastrique, des lymphomes a

64,102

cellules NK/T ou encore de gliomes . A linverse, 1‘expression de miR-146a est

augmentée dans certains cas et semble favoriser le développement du cancer gastrique,

., 64102
du cancer de 1‘utérus ou du cancer de la thyroide :

3. Utilisation potentielle des microARN comme biomarqueurs de
diagnostic et de suivi thérapeutique

L‘identification de microARN au potentiel oncogénique et suppresseur de tumeurs
suggere que ces dérégulations d‘expression peuvent constituer des causes et non des
conséquences de 1°‘oncogenése. D autre part, 1‘¢tude de Lu et al. montrent des 2005 que les
tumeurs peuvent étre classées en fonction de 1°expression récurrentes de
certains microARN (miR-21 ou miR-17-92 par exemple)Gl. Ce contexte scientifique
justifie qu‘aujourd‘hui plusieurs laboratoires s‘intéressent a 1‘étude des microARN
comme potentiels biomarqueurs de diagnostic, mais aussi de suivi d‘évolution des
cancers ou de prédiction de réponse thérapeutique. Ces analyses présentent également

un intérét pour la prise en charge des patients puisqu‘elles s‘effectuent
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classiquement sur des échantillons sanguins issus de prélévements non-invasifs. En effet,
Schwarzenbach et al. montrent en 2014 que les microARN ont 1°‘avantage par rapport aux

ARNm d‘étre exprimés de fagon stable dans le sang et aux fluides corporels tels que la
. . 104 . . -
salive ou les urines™ . Actuellement, les études se sont particulierement focalisées sur les

modeles de cancer du poumon, du sein, du pancreas, de la prostate, colorectaux ainsi que

95,105

dans la leucémie myéloide chronique (LMC) . Le résultat de ces analyses est résumé

dans le tableau 2. Ces études utilisent pour la plupart une méthode de quantification et de
caractérisation du profil microARN (NGS ou microarray) permettant 1‘analyse
d‘échantillons sanguins ou plasmatiques de patients par rapport aux sujets sains. Ces
résultats sont ensuite confirmés par une méthode RT-qPCR présentant 1‘avantage d‘étre
sensible. Certains panels de microARN identifiés semblent sont ainsi proprement dédiés
au diagnostic de la pathologie tandis que d‘autre semble caractéristiques de 1’évolution du
cancer vers un stade plus agressif (cas de la LMC et du pancréas) ou vers un stade
metastatique

(dans le cas du poumon, du sein, du cancer colorectal et de la prostate). D*autre part,

les études de Chen et al., Hansen et al. et Jurkovicova et al., ont également permis de
mettre en évidence certains microARN potentiellement capables de distinguer les

échantillons de patients chimiorésistants par rapport aux échantillons de patients
. . 106-108

sensibles aux traitements .

D‘autre part, 1‘implication des microARN dans la régulation des processus

pathologiques a conduit au développement de molécules thérapeutiques

potentiellement capables de cibler 1‘expression d‘un microARN précis. Deux
95,105 Le

Miravirsen est une molécule présentant une séquence inverse et complémentaire a

molécules sont ainsi en cours de tests cliniques, le Miravirsen et le MRX34

miR-122, essentiel pour la réplication du virus de 1‘hépatite C95 05. Les premiers

résultats semblent prometteurs puisque 1‘administration du Miravirsen conduit une

réduction significative des ARN viraux chez les patients, sans que celui-ci ne
développe de résistances au traitement. La seconde stratégie thérapeutique
cliniqguement testée dans les cas de cancers du foie est le MRX34. Cette molécule est
un analogue de synthése de miR-34, concentré dans des nanoparticules accumulables

par le foie et permettant de restaurer artificiellement 1‘expression de miR-34, un

. 95,105
microARN suppresseur de tumeur .
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Chapitre 2 .
La cellule souche hematopoiétigue
et 1°‘hématopoiecse

Les cellules souches jouent un role primordial au cours du développement. En effet,
d‘abord dans I‘embryon (sous forme de cellules souches embryonnaires), leur présence
persiste a 1°état adulte jouant un role essentiel dans le renouvellement et la production des
cellules de 1‘individu. Elles se définissent de fagon consensuelle par a la fois leur capacité
d‘auto-renouvellement permettant de maintenir le stock (pool) de cellules souches et leur

capacité de différenciation en cellules spécialisées. Ces caractéristiques sont régies par

deux types de division cellulaire distincte109 :

[0 La division symétrique : Homoplastique lorsque la cellule mere donne deux
cellules filles identique, permettant le renouvellement du pool de CSH, ou
hétéroplastique lorsque que la cellule mére se divise deux cellules différenciées
et identiques.

[0 Ladivision asymétrique : Lorsque la cellule mére se divise en une cellule
identique et une cellule plus différenciée.

Il existe actuellement cing classes de cellules souches différentes, chacune définie en

fonction du tissu d‘origine et de leur plasticité cellulaire (tableau 3).

Compte tenu de la thématique de recherche du laboratoire, ce chapitre s‘intéresse
particulierement a la cellule souche hématopoiétique, son réle dans 1°‘hématopoiése et les
modalités de régulation de ses propriétés de quiescence et d‘autorenouvellement. D autre
part, ce chapitre presentera un résumé des etudes ayant

montré le role fondamental des microARN dans la régulation de [*hématopoicse.
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Figure 7. Représentation schématique des différentes étapes de I'hématopoiese
L’hématopoiése est un processus de différenciation hiérarchique permettant la
production de I'ensemble des cellules matures composant le sang. Les cellules souches
hématopoiétique (CSH) constituent les cellules d’origine des lignées myéloide et
lymphoide. Les différentes étapes de différenciation se déroulent en interaction avec le
microenvironnement médullaire, avant que soient libérées les cellules matures dans le
sang circulant.

(O’hara et al 2013)



. L‘hématopoiese

L'hématopoiese est un processus permettant le renouvellement continu et régulé de
I'ensemble des cellules composant notre sang. La stabilitt de ce processus de

<. . . . . . 13
renouvellement est trés importante puisque chaque jour il permet de créer environ 10

cellules sanguines afin de renouveler le stock de cellules terminales 110. Au cours du
développement, le siege de I'hématopoiése va évoluer entre le tissu conjonctif, le foie
et la rate a 1°état feetal avant de devenir un processus exclusivement médullaire des la
naissance109

L'arbre hématopoiétique se divise en quatre grands types -cellulaires
caractérisés par un degré de différenciation et de maturation différents (figure 7). La
cellule souche hématopoiétique (CSH) est la cellule d'origine de cette hiérarchie
hématopoiétique. Comme toutes les cellules souches spécialisees, elle se caractérise

par ses capacités de multipotence (capacité de donner tous les types de cellules

109,110

hématopoiétiques) et d'auto-renouvellement . La CSH se divise d‘abord en

progeniteurs multipotents (progéniteurs communs lymphoide et myeloide), puis en
progéniteurs oligopotents pour le cas de la lignée myéloide (MEP et GMP). Ces
progeniteurs oligopotents (et multipotents pour la lignée lymphoide) vont ensuite se
diriger vers des stades de différenciation de plus en plus engagés, BFU et CFU, que

. . . o ., 109,110
1‘on distingue, 1a encore en fonction de leur degré d‘immaturité . Chaque types

de progéniteurs va ensuite se différencier en précurseurs qui sont les premiéres cellules
morphologiquement identifiables et ayant perdu la capacité d'auto-renouvellement. La
succession de ces événements de maturation se déroule au sein de la moelle osseuse
(pour les CSH, progéniteurs et précurseurs) et aboutit a la libération des cellules
matures différenciées dans le sang dans le sang circulant (lymphocytes T, B, NK pour

la lignée lymphoide et plaquettes, macrophage, granulocytes et erythrocytes pour la

. o 109,110
lignée myeloide) :

Il. Méthodes d‘étude de la CSH

En 1914 Neumann et al. émettent pour la premiere fois 1‘hypothése que la

109,11

moelle osseuse constitue le si¢ge de 1°‘hématopoiese . Dans le méme temps,

Maximov et al. soumettent leur théorie d‘un processus cellulaire hematopoiétique
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hiérarchique présentant une d‘origine commune a toutes les cellules finales

différenciées. Les accidents nucléaires ont été une des premieres observations allant

dans le sens de cette hypothése compte tenu de la létalité des syndromes d‘aplasie

109,110

médullaire développés par les personnes irradiés . Les premiers tests de greffes

allogéniques de moelle osseuse chez la souris ont permis de confirmer définitivement
ces hypothéses. Ces observations, ainsi que les travaux de Lorenz et al. en 1951 sur la
reconstitution de moelle osseuse par greffe sur souris irradiées, ne mettent cependant

pas en évidence le caractére hétérogene des populations cellulaires présentent au cours

.. 109,110
de I*hématopoiése :

Ce n‘est que dans les années 60 que les expériences de Till & McCulloch et de

Becker démontrent la présence de cellules avec des degrés d‘immaturité différents

dans la moelle osseuselll. En effet, les résultats de leurs travaux montrent la formation

de nodules spléniques au bout de 10 jours, suite a 1‘injection de cellules de moelle
osseuse de souris saines a des souris irradiées de maniere létale. Ces nodules nommes
alors « Colony Forming Unit-Spleen » (CFU-S), ont révélé aprés examen histologique
étre composés de cellules hématopoiétiques différenciées ou en cours de
différenciation et de méme origine clonale. Des travaux plus tardifs ont cependant

révélé que les CFU-S correspondaient, non pas a des CSH, mais plutdt a des

L ..o 112,111,113
progéniteurs primitifs .

Ces avancées historiques ont ainsi ouvert la voie au développement de plusieurs
tests et marquages cellulaire permettant la caractérisation de cette population immature

hétérogenes.

1. Caractérisation fonctionnelle de la CSH

Parmi les principaux tests fonctionnels développés pour observer ces populations
de cellules souches hématopoiétiques hétérogenes, deux approches sont envisagées :
une approche in vitro, reposant sur la culture des cellules en milieu liquide ou semi-
solide et une approche in vivo, basée sur la capacité des cellules a reconstituer une

. o . . .. 109,110 .
hématopoiese normale apres injection a des animaux irradiés . Cependant, il est
important de noter que ces méthodes permettent d‘étudier les propriétés souches d‘une
population d‘intérét sans pour autant permettre une focalisation sur une cellule en

particulier.
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a. Etudes in vitro

L*étude in vitro se base sur I‘utilisation de deux techniques permettant la

caractérisation spécifique des progéniteurs et précurseurs hématopoiétiques.

Le test clonogenique ou Colony-Forming Cell (CFC) assay
Ces premiers tests sont effectués des les années 1970 par Metcalf et al. et

Bradley et al. qui montrent une différence de potentiel de différenciation et de

prolifération entre les cellules de moelle osseuse de souris mis en culture 13

Le principe de ce test est d‘orienter la prolifération et la différenciation
cellulaire sur un temps maximum de 14 jours afin de distinguer les populations
progeénitrices BFU et CFU. De nos jours, les échantillons cellulaires a tester sont mis
en culture dans un milieu semi-solide contenant de la méthylcellulose, en présence de
cytokines  favorisant  différenciations granulocytaires, macrophagiques ou
erythrocytaires (décrits en 111.2). Les BFU sont des progéniteurs plus immatures que
les CFU puisque leur mise en culture in vitro permet d'obtenir des colonies cellulaires
différenciées plus importantes et multicentriques en 14 alors que les CFU se

caractérisent par des colonies plus petites en 7 jours, démontrant la perte progressive

T 109,110,114
de leur capacité d‘auto-renouvellement :

Le test d’identification de Long Term Culture-Initiating Cell ou LTC-IC
Ce test a été adapté aux cellules hématopoiétiques humaines par Sutherland et

. . . ] 11
al., en 1989 a partir du protocole développé par Dexter en 1977 5. Elle repose sur un

systeme de culture a long terme de 5 semaines en milieu liquide en présence d‘une

109,110,114

couche de cellules stromales de moelle osseuse murine . Ces cellules

permettent de recréer un microenvironnement médullaire, via 1‘expression ou la
sécrétion de facteurs de croissance, de cytokines et de molécules d‘adhésion
nécessaires a la survie et a la proliféeration des cellules hématopoiétiques. Ce test permet

de mettre en évidence la présence de progeniteurs myéloides, lymphoides ainsi que les

109,110,114

cellules multipotentes par la formation de colonies . A I‘issue de cing semaines

de mise en culture, les cellules différenciees meurent, permettant d‘identifier les cellules
avec un fort potentiel d‘auto-renouvellement capable de former & nouveau des colonies.
Les LTC-IC identifiées sont confirmées par une seconde mise en culture pour mettre en

évidence leur capacité a donner a nouveau au moins un progéniteur

" . . ., 109,110,114
déterminant d“une lignée .

42



@ — & Q T cells

CD45RA+ @ (R
CD10+ 3 e PO R
CD7- / \ B cells
& . @ e
CD45RA-  CD45RA- ~\
CD90+  CD9O- .

CDASF+ CDA9F- Sy
? a & CD45RA+ Pee
L ]
@—P @ o135+ . Manacytes
CD10- / oo

\ CD7-

co45HA-\ .
CD135+ @“"‘ ** ‘ , Erythrocytes

—
CD1o- v Megakaryocytes/Platelets
ey CD45RA- POaKaryocyt

CD135-
CD10-
CD7-

Lin-CD34+ CD38+ ] un+

Dendritic cells

* a *
‘ LA J
<! Granulocytes
*
.

* o e

Scallo

cKitlo .
Flt3+ S Q
CD127+
Scalhl \
cKithi (V2] m— e e ‘
CD34-  CD34- FIt3+ . B cells

T cells

CD150+ CD150+ CD127+ /

CD48-  CD48-  €D34- NK cells
CD41l- CD4l- D150+

FIe3-  Fit3-  cp4l-

CD4%b lo CD49b hi  FIt3+ Dendritic cells

CDlGBZhl
- —n- CD34h| Monocytes
5ca1-
C034+
cmso- - . ool S
Flt3+
cmarszlo\~
CD3dint Erythrocytes
b Megaka Platelets
CD16/32l0 egakaryocytes/Platele
CD34lo
Scal-
[T e Seat ekt i ekitE f —

Figure 8. Représentation schématigue des marqueurs de surface propres
aux cellules hématopoiétiques humaines et murines

a. Hématopoiése humaine et marqueurs de surface spécifiques.
b. Hématopoiése murine et marqueurs de surface spécifiques.

Doulatov et al., 2012




b. Tests in vivo

Les tests in vivo sont actuellement incontournables dans la démonstration du
caractere souche d‘une population cellulaire étudiée. En effet, les tests de greffes
syngeéniques (souris/souris) ou xénogéniques (homme/souris) effectués dans des
modeles de souris irradiés permettent de mettre en évidence le caractere multipotent et

la capacité d‘auto-renouvellement d‘une cellule présente dans 1‘échantillon testé en se

basant sur sa capacité de reconstitution hématopoiétique a long terme. Deux sous-
populations de CSH ont été définis grace a ce test 116 117 :

- la CSH de court terme (ST-CSH) capable de reconstituer les compartiments
myéloide et lymphoide de la souris receveuse sur 2 a 3 semaines.

- la CSH de long terme (LT-CSH), plus immature que la ST-CSH, mise en
évidence au bout de 20 semaines et confirmée par sa capacité de reconstitution
hématopoiétique au cours d‘une greffe secondaire.

Ainsi, l‘injection primaire permet de tester la multipotence des cellules immatures contenues
dans la population d‘étude tandis que l‘injection secondaire permet de tester leur potentiel
d‘autorenouvellement. Il est important de noter que ce test permet d‘évaluer précisémment le
nombre de cellules souches présentent dans 1‘échantillon. En effet, si 1‘on procéde a une série
de greffes avec une dilution du nombre de cellules

de la population a étudier, une analyse utilisant la loi de Poisson permet de déterminer

théoriquement le nombre de CSH.

2. Marqueurs cellulaires de la CSH

a. Marqueurs de surface

Les méthodes d‘isolement des CSH et des progéniteurs hématopoiétiques
reposent majoritairement sur la détection d‘antigénes de surface en utilisant des anticorps
monoclonaux couplés soit a des billes magnétiques (séparation sur colonnes immuno-
magnétiques), soit a des molécules fluorescentes (séparation par cytométrie de flux et tri
cellulaire). Ces techniques font intervenir des molécules présentes a la surface des cellules
et nommees antigénes de differenciation (ou CD pour « Clusters of Differentiation »). La
co-expression de certains de ces marqueurs permet de caractériser chaque sous-population
présente au cours de 1‘hématopoicse. Ces différentes combinaisons d‘expression chez

1'homme sont résumées dans la figure 8.a.
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Le premier marqueur d‘immaturité des cellules hématopoiétiques, le CD34, a été

proposé en 1984 par Civin et al.. Dans leurs travaux, la sélection des cellules exprimant ce
marqueur de suface permet un enrichissement de cellules capables de reconstituer une
hématopoiése normale lorsquelles sont greffées chez une souris receveuse
myéloaplasiéellg. Ce marqueur de surface est encore utilisé aujourd‘hui pour caracteriser
les CSH. Cependant, Calvin et al. suggerent des 1990 que cette population n‘est pas

\ g .. ,109,110,114
homogéne dans son degré d‘immaturité

. Depuis, de
nombreux travaux ont clairement montrés que 1‘utilisation de marqueurs de surfaces

additionnels est nécessaire a 1‘identification de ces différentes sous-populations. En effet,
il est admis aujourd‘hui que la fraction cellulaire la plus enrichie en cellules souches est

définit par les marqueurs de surfaces cD34*CcD45RA CD49f cD90 D38 Lin™ 11°

Cette population cellulaire spécifique se caractérise par une capacité de reconstitution de
1'hématopoiése a long terme (LT-CSH), tandis que la perte de 1‘expression de CD49f et
CD90 est spécifique d‘une sous-population de progeniteurs multipotents (MPP) possédant

une capacité de greffe transitoire 120. I

est toute fois important de noter que 1“utilisation de ces combianaisons de marqueurs

de surface n‘est pas systématiqguement consensuelle. En effet, des expériences de
greffes sérielles et de culture in vitro ont également montré que la formule

CD34'CD133"C D90+CD38IOW permet d‘obtenir une population riche en LT-CSH

121122,

b. Marguage intra-cellulaire

Il est admis depuis plusieurs années que 80% des CSH de la moelle osseuse
. . 114
sont bloquées en phase de quiescence G1/GO0™ " . Des méthodes d‘études de la CSH

utilisant ces propriétés ont ainsi été développées afin de permettre de travailler de
facon plus précise sur cette population. Des drogues cytotoxiques, comme le 5-FU (5-
Fluoro-Uracile), permettent par exemple la déplétion des cellules en cycle et
I‘enrichissement en cellules primitives : les cellules resistantes au 5-FU représentent
ainsi une population de CSH et de progéniteurs tres immaturesll4’123.
L‘autre caractéristique propre aux CSH est leur expression massive de pompes

a efflux membranaires telles que le transporteur MDR1 (glycoprotéine de type P) ou
ABCGle4’123

utilisé dans ces expérimentations. En effet, ce marqueur fluorescent se lie

. Le colorant vital intracellulaire Hoechst 333342 est classiquement
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spécifiqguement & 1°ADN et a 1°ARN lorsqu‘il est incorporé dans la cellule. Un marquage
négatif permet donc de rendre compte de 1‘activité intense des pompes a

efflux. Cette population marquée négativement est appelée « side population ». L*‘équipe

de Brunet de la Grange montre par ailleurs que 1‘utilisation combinée de cette technique
avec le double marquage de surface CD34+CD38IOW permet d‘obtenir une population
cellulaire avec un potentiel de greffe encore plus important, suggérant un enrichissement
en CSH par rapport a une population seulement CD34+CD38IOW 124.

D‘autres marqueurs métaboliques peuvent également étre utilisés pour isoler des
populations hématopoiétiques primitives comme 1‘expression spécifique de |‘aldéhyde

déshydrogénase (ALDH) dans les CSH et les progéniteurs11 23. Ainsi, les populations

présentant une activité positive de 1°ALDH disposent d‘un potentiel de

. , s 125,126
reconstitution hématopoiétique fort )

De facon générale, ces différentes méthodes d‘isolement ne permettent pas
d‘obtenir une population souche pure mais plutdt un enrichissement de plus en plus
important en CSH. De ce fait, les études de caractérisation de marqueurs propres aux

CSH constituent encore aujourd‘hui un grand domaine d‘intérét.

3. Les modeles murins

Les modéles murins constituent actuellement un modeéle de choix in vivo concernant
I‘étude de 1‘hématopoiése. En effet, les étapes de différenciation hématopoiétiques

conservées entre 1‘humain et la souris permettent de mieux comprendre et de mieux

- s ) - 127,128 . i
caractériser les différentes étapes régissant ce processus . Cependant, il faut tenir

compte du fait que les marqueurs cellulaires ne sont pas conservés entre les espéces. De ce
fait, la population classiqguement étudiées en qualité de cellules souches hématopoiétiques

. = 7 . + .+ .
murines sont caractérisés par les marqueurs de surfaces Lin-Scal Kit , dites LSK

127’128(figure 8.b). D’autre part, certains auteurs incitent a prendre en compte la taille et la

régulation du cycle de vie différent entre les humains et la souris. Ces paramétres
semblent potentiellement pouvoir induire un biais dans les résultats compte tenus du

vieillissement prématurés des CSH murines par rapport aux CSH humaines128

Cependant, la configuration des compartiments hématopoietiques conserves dans la
moelle osseuse ainsi que les caractéristiques similaires des CSH humaines et murines
concernant les marquages intracellulaires
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démontrent clairement que ce modéle reste incontournable dans les études in vivo

o .. 127128
portant sur 1°‘hématopoicse .

4. Source des CSH

Les cellules primaires hématopoiétiques s‘obtiennent a partir de prélévement
enrichi en cellules mononuclées obtenues a partir de sang de cordon ombilical, de sang
périphérique ou de ponction de la moelle osseuse. Les sangs de coron sont la
source préférentielle pour I‘obtention de CSH puisqu‘ils permettent d‘obtenir jusqu‘a
huit fois plus de cellules immatures que les prélevements de sang périphérique ou de
moelles osseuseslzz. Cependant, ces différentes sources ne sont pas inépuisables, et
parfois difficiles a obtenir notamment en raison du caractére invasif des ponctions.

L absence de modéles d‘étude in vitro pour palier a ces limites justifie aujourd‘hui

I‘intérét de développer de nouveaux modeles de 1‘¢tude de la CSH. Ces travaux se
focalisent ainsi sur la génération de cellules souches pluripotentes induites (iPSC)
issue de la reprogrammation cellulaires de cellules différenciées, ramenées par
traitement in vitro a un état d‘immaturité semblable a celui des CSH. Les résultats

prometteurs permettent d‘espérer de developper des modeéles in vitro procurant une

Ce e, 129,130
source de cellules illimités et comparables entre elles :

1. Réqulation de 1‘hématopoiese

Comme nous l‘avons vu précédemment, le siége de 1°‘hématopoiése adulte a
clairement été démontré pour étre situé dans la moelle osseuse. Ces études ont été

complétées par les travaux de Patt et Maloney démontrant en 1970 que 1°‘hématopoiese est
. \ . \ . 131
un processus n‘apparaissant qu‘apres la formation de 1‘os dans le modéle murin™ . Le

concept de « la niche hématopoietique » apparait pour la premiere fois en 1978 dans les
travaux de Schofield, suggérant que le maintien des caractéristiques de la

CSH ainsi que les modalités de 1°orientation de sa différenciation sont régit par un
systeme complexe de facteurs intrinséques et extrinséques, généré en fonction des
signaux induits par le microenvironnement médullairel32. Compte tenu de la

complexité des éléments régissant ces processus, ce chapitre présentera un résumé de
ses acteurs principaux décrits dans différentes publications.
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hématopoiétique au travers de leur rétention, de leur maintien en quiescence et
de leur prolifération/différenciation.
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1. Le Microenvironnement médullaire

La moelle osseuse est un compartiment extrémement innervé et vascularisé avec
une structure organisée permettant des échanges directs avec le sang périphérique
(figure 9.a). Les différentes zones de la moelle osseuse sont réparties de facon a
orienter 1‘état de différenciation de la CSH en fonction de son recrutement vers deux
types de niches hématopoiétiques, endostéales et sinusoidale5133. Bien que différentes
fonctionnellement, ces niches restent cependant étroitement liées en terme de proximité a
travers les différents acteurs cellulaires qui les composent134 (figure 9.b) :

(1 Les cellules hématopoiétiques : CSH, progéniteurs et précurseurs
hématopoitiques.

1 Les cellules stromales : dorigine mésenchymateuses (CSM : cellules
sinusoidales vasculaires endothéliales et réticulaires, ostéoblastes,
adipocytes) ou neurale non myélénisées (cellules de Schwann)

[1 Les cellules de la matrice extra-cellulaire, qui produisent fibronectine,
fibres de collagéne, laminine, throbospondine.

a. Les niches endostéales et sinusoidales

La niche endosteale
L‘endoste constitue la limite entre 1°os et la moelle osseuse et se caractérise par un

tapis d‘ostéoblastes et d‘ostéoclastes jouant un role déterminant dans la régulation de
1°‘équilibre de résorption et la fabrication osseuse. Plusicurs études ont ainsi montré in

vitro et in vivo que la modulation du nombre dostéoblastes (leur stimulation par facteurs

: e (14 133,134
de croissance ou I‘inhibition de leur activité) est corrélé avec le nombre de CSH :

La niche endostéale a pour réle principale de retenir les CSH dans la moelle osseuse afin

135,136

de maintenir leur état de quiescence et leur renouvellement . Ce recrutement se fait

par chimiotactisme via la production de chimiokines CXCL12 (dite aussi SDF-1) repérée
par les récepteurs CXCR4 exprimés a la surface des CSH.

La niche sinusoidale
La niche sinusoidale est composée des autres éléments présents dans la moelle osseuse

et permettant la régulation de la différenciation des CSH vers les progéniteurs, et le
transport des cellules matures dans le sang peériphérique. Les cellules
mésenchymateuses et endothéliales qui la composent vont mobiliser les CSH via
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chimiotactisme (CXCL12) mais aussi par interaction directe entre les récepteurs
VCAM-1 et ICAM-11231%

plus enrichie en nombre de cellules souches (environ 80%) alors que seulement 20%

. Kiel et al. a ainsi démontré que la niche sinusoidale est la

R . ., 137
sont mobilisées dans la niche endostéale” . Dcautre part, les cellules
mésenchymateuses et endothéliales jouent un réle de promotion de la quiescence des
CSH par la production de la glycoprotéine Angiopoietin-like protein 3 (Angptl-3),

. . . ires . 138,139 oo
favorisant la répression du facteur lkaros pro-différenciant . La prolifération

. . .. . 137
des CSH est également assurée par 1‘intermédiaire de la E-selectine”™ . L‘ensemble de

ces ¢léments est en faveur d“un role des cellules dans le maintien de 1°hématopoicse, et

plus particuliérement la régulation de 1°équilibre en 1‘auto-renouvellement et
el . 137
prolifération des CSH™ .

Autres cellules de la niche
Dans ces différentes niches résident également d‘autres types cellulaires

impliqués dans la régulation de la CSH. On peut ainsi citer les macrophages jouant un
role dans la régulation de 1°expression de facteurs pro-quiescent comme le CXCL12,
le SCF et Angiopoiétine-1 des niches endosteéales et sinuso'l'dalesll4’123’133. Les
adipocytes permettent également de soutenir la régulation négative de la
différenciation granuleuse et la prolifération140. Et enfin, les lymphocytes T semblent
déterminants pour la protection des CSH contre les réactions inflammatoires et
autoimmunesl41. Le systeme nerveux sympathique intervient également dans la

régulation de la niche hématopoiétique a travers des cellules non hématopoiétique (les
cellules de Schwann non-myélénisantes) capables de réguler la quiecence des CSH

. L : o 142
autour de la niche sinusoidale via des intéractions entre intégrines

b. Voies de signalisations régulatrice de I'autorenouvellement et de la quiescence

Trois voies fondamentales sont aujourd‘hui décrites comme importante dans le

maintien de 1‘état souche de la CSH143 (figure 10).

Plusieurs publications démontrent d‘abord le role fondamentale de la voie Sonic Hedgehog (sHh)

143 144 Les proteins Hh sont produites

dans le maintien et la régénération des tissus adultes
dans la moelle osseuse et viennent se fixer sur les récepteurs patched 1 et 2

(Ptch1/2). En absence de fixation, le récepteur Ptch empéche
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la protéine Smo d‘étre recruter a la membrane. A la fixation, cette inhibition est levée,
Smo est recruté, et peut activer les facteurs de transcription activateurs de geénes
essentiels a la quiescence comme Gli.

La voie Wnt/B-caténine est la seconde voie de régulation majeure dans la CSH.
Whnt est une glycoprotéine fortement exprimée dans la moelle osseuse.
L‘intéraction entre les protéines de la famille Wnt (1, 3a, 5a et 1b) et leur co-récepteur
frizzled (Fz)-LRP5/6 permet de lever la séquestration cytoplasmique de la protéine b-
caténine, lui permettant d‘activer ses genes cibles régulateurs du cycle cellulaire et de
1‘apoptose (c-myc, c-jun et cyclines)l45.

Enfin, la voie Notch est fréquemment décrite comme importante dans le
maintien des propriétés de la CSH. Lactivation de récepteur transmembranaire Notch

est régit par son intéraction avec la protéine Jagged, secrétée dans le
. . . . 146 . . s
microenvironnement médullaire par les CSH™ . Cette interaction conduit a la

libération par protéolyse du domaine cytoplasmique intracellulaire de Notch, adressé
au noyau pour contribuer a la régulation de génes cibles impliqués, entre autres, dans
la régulation du cycle cellulaire. Cependant, 1‘importance de cette voie reste encore
aujourd‘hui débattue. En effet, les études de Calvi et al. et de Varnum-Finney et al.
montrent que 1‘activation de la voie Notch contitue un message d‘inhibition de la
différenciation cellulaire146. Ces résultats sont cependant contradictoires avec les

études de Mancini et al. et de Maillard et al. ouvrant encore aujourd°hui le débat sur la

T . o 147
réelle implication de cette voie de signalisation

2. Réqulateurs intrinséques et extrinséques de 1°‘hématopoiese

La régulation de la différenciation de la CSH est régie par différents types de
facteurs tels que des facteurs extrinséques (extracellulaires) et intrinséques
(intracellulaires).

Les facteurs extrinséques sont définits par 1‘ensemble des molécules secrétées dans le
microenvironnement médullaire et percues par la CSH via leur intéraction avec leurs
récepteurs spécifiques. La niche est d‘abord soumise a gradient de diminution de la

L . . . . 148 . .
concentration d‘oxygéne des vaisseaux sanguins vers 1‘os™ . Ce contexte hypoxique permet a

la CSH d‘entrer dans un état de protection vis-a-vis des dommages de 1°ADN induits par la

production d‘especes réactives de 1‘oxygene toxiques pour la CSH et critique dans l‘activation
i .. 149 .
de leur différenciation™ . D*autre part, la concentration
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accrue de calcium au sein des niches endostéales permet de réguler 1‘autorenouvellement
\ e . , 150 .
osseux a travers 1‘activation des ostéoblastes/ostéoclastes™ . Enfin, les facteurs solubles

comme les cytokines secrétées par le microenvironnement médullaire vont jouer un réle
déterminant dans l‘orientation de la différenciation de la CSH. Les cytokines principales
régissant la réponse d‘autorenouvellement ou de différenciation ainsi que leurs récepteurs

sont résumées dans la figure 11.a.

Les facteurs intrinséques regroupent quant a eux 1‘ensemble des génes et des

facteurs de transcription régulés via des déterminants génétique ou en réponse a la
stimulation des facteurs environnementaux. De la méme facon que les régulateurs
extrinseques, ces facteurs vont diriger 1‘autorenouvellement ou la différenciation en
fonction de la combinaison d‘activation des génes cibles dans la CSH (figure 11.b). Parmi
les facteurs de transcriptions déterminant dans cette régulation, les facteurs RunX1, Gfil

et GATAZ2 constitue les régulateurs principaux de la réponse d‘autorenouvellement de la
CSH151. Cette regulation intervient notamment par la régulation de 1‘expression des

cyclines régissant 1‘entrée de la cellule dans le cycle cellulaire. Les facteurs de
transcription GATA-1 et PU-1 sont quant a eux marqueurs des évenements de

différenciation érythroide, myéloide et Iympho'l'de152. D‘autre part, il est important de

préciser que les CSH sont également soumise a différentes régulations épigénétiques au
cours de leur activation médiées par 1°‘état de méthylation des promoteurs et des signaux

d‘acétylation de la chromatine jouant sur

o el s \ . .. 153
1‘accessibilité des génes aux facteurs de transcriptions

IV. Implication des microARN dans la régulation de

1‘hématopoiese

Le role fondamental des microARN dans la régulation de 1°hématopoiése a d‘abord

été demontré sur le modéle murin. En effet, le ciblage des enzymes cruciales
intervenant dans la voie de biogenése des microARN a notamment montré que le
knock-out (KO) de Dicer ou I‘inactivation conditionnelle des protéines Ago conduisent

respectivement a un phénotype létal et a un défaut dans la différenciation

. s .. . 37154
hématopoiétique responsable de 1‘apparition d’une dysplasie .
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L‘¢tude des microARN a donc présenté un grand intérét afin de comprendre leur
role d‘une part dans le maintien des propriétés de la CSH, mais aussi dans la
régulation des voies de différenciation de 1°‘hématopoiése. Lensemble de ces analyses
se sont alors basées sur des analyses fonctionnelles de ces microARN, ainsi que sur
des données de microarray permettant d‘établir un profil d‘expression spécifique a

chaque étape de différenciation.

1. Les microARN dans le maintien des propriétés de la CSH

Le profil d‘expression microARN propre a la population CSH reste encore
aujourd‘hui peu décrit. La plupart des analyses utilisant la technologie du microarray se
focalisent sur le compartiment souche murin permettant un acces plus facile a 1‘étude des

populations LT-CSH et ST-CSH, tandis que les études sur les échantillons humains
concernent la population plus hétérogene cD34" 155. Mémes si plusieurs études ont

permis de mettre en évidence 1‘expression spécifique de certains microARN entre les
différents compartiments cellulaires hématopoiétiques, relativement peu d‘entre elles
mettent en avant le role fonctionnel des microARN identifies dans la quiescence et
I‘autorenouvellement. A ce jour, ce sont essentiellement les études de Guo et al., Zhao et

al., Wojfowicz et al. et de Roden et al. qui confirment le role des miR-125, miR-146 et

mMiR-29 dans le maintien de 1‘état de quiescence de la CSH49'156_

158
Le microARN miR-125 a été décrit pour étre fortement exprimé dans les CSH
. . eer .. 159
alors que son expression diminue avec la différenciation” . D‘autre part, ce

microARN semble également spécifique a la population CSH de long terme humaines
et murines, protégeant la CSH via la répression de facteurs pro-apoptotique et des

. . . . . .. 157
acteurs de la voies p53 sans que ses cibles ne soient encore clairement décrites >
Zhao et al., montrent également en 2013 que le microARN mir-146a est un

régulateur des CSH de long terme. En effet, son KO n‘affecte pas les CSH murines sur

6 semaines, mais conduit a terme a une diminution du nombre de CSH et a la mise en

place d“un phénotype de désordre myéloprolifératif. Cette régulation semble étre

. . . . . 158
dépendante des signaux cytokines percues dans le micro-envrionnement (IL-6)" .
Le cas du microARN miR-29 est encore discuté, mais les études de Hu et al., ont

clairement montré son role dans le maintien de 1‘état indifférencié de la CSH, a travers

o1



155,159
. La

surexpression de ce microARN dans le compartiment souche est également confirmé
par les études de Han et al. et Bissels et al., détectant son enrichissement dans les

fractions CD34cD38"" et D347 CD133" chez I*homme> 22,

Enfin, certains microARN ont la particularité d‘avoir leur géne positionné au sein d‘un

la régulation de DNMT3, régulant ainsi 1‘état de méthylation de 1°ADN

cluster génique activé au cours du développement ou de la différenciation. Cest

par exemple le cas du miR-196b, positionné entre les genes HoxA10 et HoxA9, et dont

I‘expression au sein de la CSH permet de maintenir 1‘état indifférenciée de la cellule

via la répression de I‘expression des facteurs HOX pro-differenciants 59. De la méme
facon, le cluster miR-17-92 permet de renforcer ce maintien en ciblant directement les

acteurs de régulation de 1°entrée en cycle cellulaire telle que les cyclines

2. Les microARN réqulateurs du microenvironnement médullaire

Nous avons vu précédemment que le micro-environnement médullaire joue un
réle fondamental dans le maintien de la CSH. Il est donc intéressant de noter que
certains microARN interviennent egalement dans la regulation de la prolifération et de
la différenciation des cellules stromales composant la niche hématopoiétique.
Plusieurs études ont aini montré que miR-146a semble important pour la régulation

... cres _ . . . 160 .
positive de la différenciation adipocytaire des cellules mésenchymateuses™ , tandis
que miR-125b et miR-196a semblent nécéssaires a leur différenciation

L 161-163 .. . . .
ostéogénique . Pillai et al. démontrent d‘autre part que la regulation des

interactions entre la niche et le micro-environnement peut également faire intervenir
certains microARN, comme le miR-886-3p, responsable de la régulation de la

sécrétion de la chimiokine attractante SDF1 (ou CXCL12) par un ciblage directe de la

164
séquence 3‘UTR de son messager

3. Le role des microARN dans la differenciation hématopoiétique

Leactivation de la CSH et son entrée dans le processus de différenciation
hématopoiétique nécessitent une modulation de 1‘expression génique propre a chaque

lignée hématopoiétique. Certains microARN sont ainsi des régulateurs clés dans
1‘orientation de cette différenciation myéloide ou lymphoide.
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Parmi les microARN clés de ces régulations, Dore et al. décrivent en 2008 que la
différenciation erythroide induite par le facteur GATA-1 est médiée par la régulation
specifique du cluster miR-144/451, marqueur de la lignée rougel65. En effet, durant
I‘erythropoiése, le facteur de transcription GATA-1 entre progressivement en
compétition avec GATA-2, et peut ainsi activer la transcription de miR-144/451. Une
fois exprimé, ce microARN réprime 1°expression du facteur c-myc, qui ne peut plus
activer transcriptionnellement 1‘expression de GATA-2, contribuant ainsi a déplacer la
balance d‘expression des facteurs GATA en faveur de la différenciation
erythropoiétique. La modulation de 1‘expression des microARN miR-150 et miR-486
semble également fonctionnelle dans la régulation de la différenciation

megakaryopoiétique-erythropoiétique sans que ces mécanismes ne soient clairement
identifié3155’159’166.

L*étude de Vian et al., montrent enfin que le microARN miR-223 semble important
dans I‘orientation de I‘hématopoiese vers la différenciation granulocytaire. En effet, ce
microARN est régulé suite a 1°activation spécifique du facteur de transcription C/EBPa au
cours de la granulopo'l'ése167. Le role de miR-223 est alors de réguler négativement

I‘expression de facteurs erythrocytaire pour conduire une

différenciation granulocytaire.

L‘ensemble de ces études met donc clairement en avant le réle majeur des microARN
comme intervenants clés de la régulation de 1°‘hématopoiése. Cependant, il est important
de noter que ces régulations ne sont pas encore aujourd‘hui clairement
décrites, et que des données restent encore a explorer dans ce contexte complexe de
balance entre le maintien des propriétés de quiescence/autorenouvellement de la CSH

et sa différenciation.

53



Chapitre 3

La leucémie myeloide chronique, un
modele d‘étude de la cellule souche
cancereuse

Il est actuellement admis que les cancers répondent majoritairement a un modeéle de
, . . . 168 \ \
développement du cancer dit « hiérarchique »™ . Cette hypothése suggére que le cancer

provient de la transformation d‘une cellule souche devenue cancéreuse. Une cellule
initiatrice est donc le moteur d‘un développement cellulaire pathologique qui devient
hétérogene en raison des différentes phases d‘arrét de différenciation dues aux

interactions avec le microenvironnement tumoral168. Tout comme la CSH normale, la
CSH de LMC (CSH-LMC) se caractérise par ses propriétés d‘autorenouvellement et de
différenciation en toutes les cellules spécialisées de son compartiment169. Dans ce
modele, les rechutes de cancers sont donc expliqués par la persistance de ces cellules
initiatrices et a leur insensibilité aux traitementslm. Grimwade & Enver et Dick et al. sont
les premiers & démontrer clairement que la leucémie est une maladie touchant la cellule

. X b . 171,172
souche et donc répondant & ce modéle hiérarchique . En effet, les greffes d‘une

sous-population de cellules souches isolée a partir de ses marqueurs de surface ont permis
de démontrer que la leucémie est une pathologie cellulaire hétérogéne, caractérisée par
une population cellulaire avec des propriétés prolifératives variables,

dont seules un petit nombre est capable d‘initier la maladie de nouveau apres greffe
secondaire. L‘un des problémes majeurs de la LMC actuellement est I‘insensibilité de

ces CSH-LMC aux traitements actuellement utilisés, conduisant & la rechute des
patients vers des formes plus agressives de la maladie lors de son évolutionlm. La

caractérisation de ces cellules initiatrices est donc cruciale pour faire évoluer au mieux
les traitements actuels, vers des traitements réellement curatifs.
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La leucémie myéloide chronique (LMC)

1. Généralités

La leucémie myéloide chronique (LMC) est une hémopathie maligne clonale
acquise touchant la cellule souche hématopoiétique médullaire se caractérisant
principalement par une prolifération incontr6lée des cellules granulocytaires. Cette
maladie se classe parmi les syndromes myéloprolifératifs au méme titre que la maladie

de Vaquez (exces d'érythrocytes), la thrombocytémie essentielle (excés de plaquettes)

s L : 173-175
et la myeélofibrose primitive (fibrose de la moelle osseuse) :

La LMC touche en moyenne une personne sur 100.000 par an avec un &ge médian
de 55 ans, et touche plus les hommes que les femmes (1.5-1). Elle représente environ
15% des cas des leucémies du sujet adulte. En dehors des expositions aux radiations
ionisantes, aucun lien clair n‘a encore ét¢ identifié entre le développement de la

maladie et des facteurs de prédispositions ou environnementaux cancérigenes

. . 173-175
classiquement décrits (tabac, alcool) :

2. Phases d‘évolutions de la maladie

La LMC est une maladie multiphasique caractérisée par trois étapes
d‘évolution :

[0 La phase chronique (PC) : Les patients sont diagnostiqués au cours de cette

premiére phase dans 90 a 95% des casl737175. Au-dela de la prolifération

excessive de granulocytes, les symptdmes associes a la LMC-PC sont la
fatigue, l'anémie, une splénomégalie, des infections épisodiques et des
désordres abdominaux, bien que certains patients puissent étre

asymptomatiques. Les patients sont aujourd‘hui bien pris en charge a ce premier

e . . . 173-175
stade, puisqu‘ils répondent généralement bien aux traitements .

[0 La phase daccélération (PA) et crise blastique (CB) : En absence de traitement

ou lors de l‘acutisation de la maladie, la progression de la phase chronique vers

. . . . 173-175
des formes plus agressives peut s'opérer entre trois et cingq ans . Ces deux

dernieres phases sont liées puisque la PA correspond a une phase intermédiaire
entre la phase chronique et la phase d‘acutisation de la maladie, la phase blastique.

Elle se caractérise par une expansion de plus en plus massive des
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progeéniteurs leucémiques dans la moelle osseuse et a une fuite (10 a 20%) dans

le sang périphérique cellules bloquées dans leur différenciation que I'on appelle
des blastesl73_175. Les causes de ce blocage ne sont pas encore relativement
bien connues a ce jour bien qu'il puisse s'expliquer par I'apparition d'anomalies
cytogénétiques et l‘activation de voies oncogéniques  cellulaires
additionnelles ">, La CB est Iétale en quelques mois pour les patients qui

présentent des symptomes d‘infections, de thrombose et d‘anémie dls a

l'accumulation de blastes dans la moelle osseuse causant d’importantes

cytopénies 117

Le programme d‘information scientifique européen European LeukemiaNet résume les

conditions de diagnostic des différentes phases de la LMC dans le tableau 4.

3. BCR-ABL1, la protéine de fusion centrale dans la LMC

La LMC se caractérise par l‘apparition du chromosome Philadelphie au sein de la
cellule souche hématopoiétique. Ce chromosome anormal issu de la translocation
réciproque t(9;22)(q34;911) entre les chromosomes 9 et 22 est isolé pour la premiere fois
en 1960 par David Nowell et Peter Hungerford'®**" (figure 12.a). Cette translocation
conduit a la juxtaposition du domaine N-terminal de la protéine BCR et de la partie C-
terminale de la protéine ABLIconduisant a expression d‘une protéine de fusion a

activité tyrosine kinase constitutive, BCR-ABL1.

a. La fusion des domaines des protéines BCR et ABL1

Le gene ABL positionné sur le chromosome 9 contient 11 exons. Les deux
isoformes issues de son épissage alternatif (ABLla et ABL1b) conduisent a une
protéine de 145 kDa a activité tyrosine kinase, sans activité de récepteur, exprimée de
facon ubiquitaire’” ™. Les différents domaines la composant sont résumés figure
12.b. Elle semble jouer un role majeur dans la régulation du cycle cellulaire, la gestion
de la réponse a un stress genotoxique et la transmission de l'information de
I'environnement cellulaire issue des intégrines’’**". En position N-terminal, les
isoformes 1a et b se distinguent par un domaine de myristoylation'’®*”". Le domaine
SH3 permet la régulation de phosphorylation négative de la protéine par interaction

avec les domaines riches en proline (PxxP) et d‘autres protéines régulatrices de la

famille Abi. La régulation de son activité depend alors des phosphorylations des
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tyrosines 243 et 412. Le domaine SH2 permet d‘interagir avec les résidus tyrosine
kinases phosphorylés d‘autres protéines alors que le domaine SH1 est un site
catalytique de phosphorylation important pour la transduction du signal. En position
C-terminal, des sites de localisation montrent que ABL1 peut effectuer une navette
entre le cytoplasme et le noyau (sites NLS et NES) ®. Les domaines d‘interaction
avec 1°‘ADN suggerent une

activité facteur de transcription bien qu‘a ce jour aucun gene cible direct n‘ait été

caractérisé. ABL1 semble cependant coopérer avec le facteur p53, ce qui peut

expliquer son rdle dans la régulation du cycle cellulaire et de I‘apoptose *"> 7.

Le géne BCR porté par le chromosome 22 contient 23 exons codant pour la
protéine a activité sérine-thréonine kinase BCR (160 kDa), également exprimeée de
facon ubiquitaire’™ ", Ses rdles au sein de la cellule restent encore peu clairs & ce
jour. Cependant, les différents domaines qui composent sa structure protéique (figure
12.b) suggérent une fonction principale de transduction du signal. En effet, le domaine
N-terminal coiled-coiled suggere une capacité de dimérisation particulierement
important pour son auto-phosphorylation au niveau de la tyrosine 177 et 1‘interaction
avec des protéines adaptatrices importantes dans 1‘architecture de transduction du
signal (comme Grb2)'**™ Le domaine serine thréonine permet sa régulation
négative par des protéines inhibitrices de type Abi.

La fusion des protéines BCR et ABL1 entraine une cascade d‘événements
cellulaires critique en raison de l‘architecture des sites conservés de BCR et ABL1"*
> (figure 12.b). En effet, la conservation du domaine d‘oligomérisation de BCR
permet l‘autophosphorylation de la tyrosine 177, dotant 1°‘oncoprotéine d‘une activité
tyrosine kinase constitutive. Cette activation aberrante est également maintenue par la
perte des sites de régulations négatives normalement présents sur ABL1 (sites de
myristoylation et domaine SH3) 1*"°_ Cette nouvelle capacité d‘autophosphorylation
permet alors le recrutement de différentes protéines architectes et 1‘activation
aberrante de plusieurs voies de signalisation critiques pour la transformation de la

cellule.
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. Effets de I'expression de la protéine BCR-ABL1

Un des aspects les mieux caractérisés de la transformation BCR-ABL1 est
I‘activation d‘un ensemble de voies mitogéniques. L‘activation de ces voies,
additionnées a la modification des signaux microenvironnementaux conduisent a un

changement du comportement de la CSH.

1. Activation des voies oncogéniques par BCR-ABL1

Les voies mitogéniques sont essentielles au maintien de 1‘état physiologique de la

cellule. En effet, elles sont les gardiennes de la balance entre prolifération et apoptose via
la régulation de genes cibles participant par exemple a la régulation du cycle cellulaire.
BCR-ABL1 va notamment activer de fagon aberrante les voies STATs, RAS/MEK/ERK,

PISK/AKT, dont les dérégulations sont déja rapportées pour étre critiques dans

178,179 .. .. .., .
. Lactivité oncogénique de

I‘oncogenese dans plusieurs modéles
BCR-ABL1 est également renforcée par la régulation positive d‘oncogénes et négative
de genes suppresseurs de tumeurs. L activation de 1‘ensemble de ces voies, ainsi que
la régulation négative des protéines inhibitrices de BCR-ABL1, conférent un

environnement favorable a la transformation de la cellule. La figure 13 résume

. .. ) 178,179
I‘ensemble de ces voies décrites ci-dessous .

a. Lesvoies STATs

La famille des facteurs de transcription Signal transducers and activators of
transcription (STAT) regroupe 7 membres (STAT1-4, 5a, 5b, 6). Leur fonction réside
principalement dans leur capacité a se dimériser suite a leur phosphorylation, et a
transloquer dans le noyau afin d‘activer ou de réprimer 1‘expression de leurs genes

cibles!®0181,

Leur activation est alors régulée par l‘activation des protéines
cytosoliques a activité tyrosines kinase JAK (Janus kinase), via les récepteurs qui
leurs sont associés capables de détecter les cytokines présentes dans le

microenvironnement'8%18 [,

‘acteur majeur dans la voie de signalisation induite par
BCR-ABL1 est le facteur STAT5, mis en évidence pour son rdle déterminant dans la
survie cellulaire entre autre via la régulation de protéines anti-apoptotiques telles que
BCLxI, Mcll et pim1, expliquant son role critique dans la transformation cellulaire
due induite par BCR-ABL1'®8! STAT5 normalement activé
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par la protéine tyrosine kinase JAK2, cependant, Hanschel et al. montrent en 2005 que

BCR-ABLI1 est capable, en plus de favoriser I‘activit¢ de JAK2, de phosphoryler
directement STAT5182. Cette étude montre ainsi que l'expression de BCR-ABLL induit
une indépendance des cellules transformées aux signaux cytokiniques. D‘autre part, des
activateurs paralléles tels que les récepteurs PDGFR ou c-KIT participent a 1‘activation
abérrante de ce facteur de transcripttion STATS. Samanta et al. Ont d‘autre part mis en

¢évidence 1‘activation additionnelle de JAK2 indépendante de BCR-ABL1 via les protéines

kinases Lyn particulierement étudiées pour leur r6le dans les phénoménes de résistances

aux traitements de la LMC183.

b. La voie RAS/MEK/ERK

Les proteines GTP-binding Ras sont regroupées au sein d‘une famille de trois
membres: H-Ras, N-Ras et K-Ras. Leurs voies de signalisation faisant intervenir les
acteurs MEK/ERK sont largement étudiées dans la cancérologie notamment pour leurs
roles dans la stimulation de la prolifération. L‘autophosphorylation de BCR-ABLL1 sur

la tyrosine 177 permet la formation d‘un complexe entre les protéines d‘ancrage de

Grb2 et GAB2, pouvant lier la protéine architecte SOS qui stabilise ainsi la forme

184,185

active de la protéine G monomérique Ras . Sous cette forme, les protéines

adaptatrices Shc et Crkl peuvent venir activer Ras (également substrats de BCR-
ABL1). Cette activation initie une cascade d‘activation serine/thréonine kinase
mitogen-activated protein (MEK) et extracellular-regulated kinase (ERK) pour activer
des génes cibles impliquées dans la prolifération cellulaire et la gestion de la réponse

apoptotigque via une intéraction inhibitrice avec la proteine pro-apoptotique Badzss,1s5

c. Lavoie PI3K/AKT

La voie PISK/AKT est une voie de transduction de signal classique pour les
signaux environnementaux, permettant de moduler différents facteurs de transcriptions

ainsi que la survie des CSH-LMC en inhibant leur réponse apoptotique185. La protéine
PI3K et son effecteur AKT sont activés par BCR-ABL1 grace a une interaction médiée
par les protéines adaptatrices Grb2/Gab2 et CBL185. L‘activation accrue de cette voie a

donc largement été rapportée, et des études comme celle de Diaz-Blanco ont ainsi
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démontré son réle dans la réponse anti-apoptotique et la survie de la CSH-LMC via,
respectivement, la répression de facteurs comme IRF8 et I‘induction de facteurs tels
que HOXB4186. D‘autre part, Jagani et al. démontrent en 2008 son implication dans la

stimulation de la voie mTOR conduisant a la régulation du facteur de transcription FoxO
impliqué dans la régulation de géenes impliqués dans la régulation du cycle cellulaire et de

I‘apoptose (Bim, Bclxl, cyclines D)187. Enfin, il est important de noter qu‘AKT est
directement capable d‘interagir avec le facteur pro-apoptotique Bad, empéchant ainsi

d‘induire le relargage du cytochrome c par la mitochondrie185

d. Régulation des oncogenes et suppresseurs de tumeurs p53 et c-myc par BCR-
ABL1

Myc est un oncogéne surexprimé dans de nombreux cancers. Peu de données
sont actuellement répertoriées concernant le mécanisme d‘activation de c-myc et la
description de ses genes cibles. Cependant, BCR-ABL1 semble capable de réguler c-
myc de facon indirecte, via les voies de signalisation PI3K et JAK2 mettant egalement
son évidence dans la survie et la régulation de la réponse apoptotique de la cellule
transformée!®318>188

Peu de données concernent également le facteur de transcription p53 connu pour
son role de suppresseur de tumeur. Pourtant, bien que ses régulations par BCR-ABL1
restent encore complexes et mal décrites, 1°‘é¢tude de Copland & Irvine ont largement mis

en avant son r6le fonctionnel dans la survie des CSH-LMC au méme titre que c-

143,185,188 . . - . .
myc . Cette étude a notamment mis en évidence par analyse transcriptomique

que leur expression est régulée au cours de 1‘évolution de la maladie vers sa phase
blastique démontrant leur réle important bien que mal décrit encore

aujourd‘hui.

e. Inactivation des protéines inhibitrices de BCR-ABL1

La régulation de l‘expression des protéines capables de réguler négativement

1‘activité ou I‘expression de BCR-ABLI est notamment rapportée dans les cas d‘évolution
de la maladie vers sa phase blastique. La sous-expression des phosphatases PP2A189, et

des protéines inhibitrices Abil/2 médiant la dégradation de BCR-ABL1 via le protéasome
permet de maintenir 1°activité de 1°‘oncoprotéine et de favoriser la transformation de la

cellule en échappant a ses mécanismes de
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. 173,175
protection .

2. Modification des propriétés cellulaires

Comme nous venons de le voir, les différentes voies de signalisations induites
par BCR-ABLL1 ont clairement un impact sur le métabolisme de la cellule et la
modification de ses comportements cellulaires. Ces modifications sont globalement
relatives a la régulation de la réponse apoptotique, mais altere également les propriétés
de la cellule souche hématopoiétique ainsi que son intéraction avec le

microenvironnement.

a. .Suppression de la réponse apoptotigue

Le mécanisme d‘action de BCR-ABL1 joue de fagon tres importante sur la
régulation de la réponse cellulaire précoce a 1‘apoptose par la perméabilisation de la
membrane mitochondriale et le relargage du cytochrome ¢. Ce mécanisme d‘apoptose
est régit par les membres de la famille Bcl2 constitué de protéines pro-apoptotiques

tels que Bad, Bid, Bim ou Bax et anti-apoptotique tels que Bcl-2 et Bcl-xll73. La

régulation de la réponse apoptotique va dépendre d‘une part de la balance d‘expression
de chacune de ces protéines mais aussi de leur interaction par hétérodimérisation afin
d‘empécher les protéines pro-apoptotiques de se lier & la membrane mitochondriales et

, 173 .

de proceder au relargage du cytochrome ¢ = . Comme nous 1‘avons vu, ces voies sont
largement régulées par la quasi-totalité des voies décrites précédemment. En effet,
STATS contribue a la surexpression du facteur anti-apoptotique Bcly,, tandis que la

phosphorylation de Bad par PI3K/AKT et la voie RAF facilite sa localisation
exclusivement cytoplasmique, I'empéchant de jouer son réle pro-apoptotique dans la

mitochondrie bloquant ainsi la réponse apoptotique dépendante de 1‘activation de la
. 173 . . . . R .
voie des caspases” . Ces mecanismes participent alors a la survie de la CSH-LMC,

mais aussi indirectement a sa prolifération.

b. Altération du recrutement et de 1’adhésion des CSH-LMC

Léinteraction  cellulaire  entre les cellules progénitrices et e

microenvironnement médullaire sont indispensables pour le maintien des propriétés de

quiescence de la CSH. Les intégrines sont les protéines indispensables a ces
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interactions. Ces glycoprotéines sont des récepteurs de surfaces composées de 2 sous-
unités alpha (transmembranaire) et beta (impliquée transduction du signal). Les

progéniteurs LMC semblent exprimer un variant de la forme beta conduisant a une

190,19

transduction du signal et une adhésion défectueuse . Plusieurs études, notamment

transcriptomiques, ont également montre le rdle important des voies PISK/AKT et du

marqueur de surface CD44 dans la réception d“un message de motilité cellulaire

186,192

augmentée dans la CSH-LMC . Dans ce cas, les cellules stromales n‘ont plus de

contact avec les CSH-LMC et ne peuvent plus induire de signal de répression de la
prolifération. Enfin, 1‘ensemble de ces régulations est logiqguement dépendant d‘un
signal altéré du recrutement des CSH-LMC au sein de la niche afin d‘en assurer le
maintien des propriétés biologique. Jin et al. démontrent en 2008 que le signal de
chimiotactisme via CXCR4 est largement active dans la niche de la LMC, et semble
contribuer a la protection de 1‘exposition des CSH-LMC aux ITK, puisque leur ciblage

. . A . 193
moléculaire permet de restaurer une sensibilité des cellules aux traitements™ . Le

contexte moléculaire de la niche est donc modifié pour permettre un équilibre entre
recrutement, et mise en quiescence des CSH-LMC tout en dirigeant la prolifération
massive des progeniteurs essentiels au développement de la maladie.

€. Quiesence et autorenouvellement

La voie Hedgehog est une des voies indispensable au maintien des propriétés
d‘autorenouvellement et de quiescence de la cellule souche. Dierks décrit en 2008 que son
effecteur principal, Smo est largement activé dans les CSH-LMC et importante dans la
progression de la maladie puisque son KO dans le modele murin permet d‘endiguer le
phénotype Ieucémique194. Zhao et al. ont également confirmé cette observation sur des
¢chantillons de patients LMC, démontrant également qu‘elle est participe dans 1‘évolution
de la maladie vers la crise blastique114. La deuxiéme voie indispensable dans ce maintien,

est la voie Wnt/b-caténine, elle aussi rapportée pour étre activée de fagon aberrante dans
les CSH-LMC. De la méme facon que pour la voie Hh, sa surexpression est également
critique dans la progression de la LMC, dans laquelle elle participe clairement au

. . . 195 i L
développement de la crise blastique™ ™. Egalement associée au contexte de résistance chez

les patients LMC, cette voie demeure alors indispensable au maintien et a la persistance
des CSH-LMC puisque 1‘inhiber dans des modeles conduit clairement & une régulation de

. . 196
la progression de la maladie™ ™ .
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3. Marqueurs de surface spécifiques

Les études relatives a la caractérisation des marqueurs potentiels des CSH-LMC se
sont d‘abord focalisées sur la comparaison des compartiments cD34" LMC par
rapport aux sujets sains, alors que ces populations méme restent encore extrémement
hétérogenes et faiblement enrichies en CSH. Dés 2013, les avancées technologiques
ont permis l‘utilisation de marquage des CSH en fonction de leurs protéines de
surface, ainsi que la maitrise des nouvelles technologies transcriptomiques ont permis
de lever cette limite technique pour proposer des études comparatives sur des
compartiments de plus en plus enrichies en CSH.

Trés peu d‘études a ce jour ont de ce fait éte effectuées dans le contexte de la
LMC, et actuellement, seules trois publications font état de la découverte de potentiels
marqueurs de surface des CSH-LMC. Ces trois derniéres années ont donc été
marqueées par les travaux des equipes de Herrman et al., Kinstrie et al. et Gerber et al.
faisant état de la surexpression des marqueurs de surface CD25, CD26, CD93 et
ILIRAP dans les CSH-LMC™®" %,

Dans un premier temps, 1‘étude de Gerber et al. met en évidence en 2013 la
surexpression des protéines CD25, CD26 et ILLRAP et propose leur possible rble
. . . iees . . 199
fonctionnel dans la régulation de la différenciation cellulaire

Cette étude est ensuite complétée par les deux publications de 1‘équipe de
Herrman, qui montre que les cellules CD25 et CD26 positives représentes environ

70% des CSH BCR-ABL1" 197’200. Ces marqueurs ne semblent pas différenciant des
phases d‘évolution de la LMC, mais demeurent important dans les processus de
survies de la CSH-LMC, de sa prolifération et de sa réponse apoptotique réduite. Un
lien potentiel entre BCR-ABLI1 et 1‘expression de CD25 semble dans ces études
compte tenu de la mise en évidence de la régulation transcriptionnelle de CD25 par
STATS. En revanche, aucun lien clair n‘a été décrit concernant CD26. D*autre part, la
surexpression du marqueur de surface ILLRAP a été démontré dans ces trois études,
mais n‘a pas fait 1‘objet d*études fonctionnelles a ce jour.

Enfin, 1°‘équipe de Kinstrie a proposé plus récemment que la protéine CD93 semble
étre un marqueur plus que cohérent pour les CSH-LMC198. En effet, ces données se

basent sur la présentation de ses résultats non publiés pour I‘instant mais seulement

présentés dans un congrés. Ceux-ci montrent que les populations de CSH-LMC
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surexpriment le marqueur CD93, et que 100% des cellules CD34'cD93" sont des

cellules ayant des propriétés souches et portant 1°‘oncogene BCR-ABLL.

L‘ensemble de ces données constituent une avancée majeure dans le domaine de la
caractérisation des CSH-LMC, ouvrant la voie a des études potentielles sur des

populations de plus en plus pures en CSH portant 1‘oncogéne BCR-ABL1.

1. Implication des microARN dans la leucémogenése

Nous avons vu dans le chapitre 1 que les microARN sont aujourd‘hui considérés
comme des acteurs majeurs des processus oncogéniques en qualité d‘oncogeénes ou de
suppresseurs de tumeurs. D autre part, dans le chapitre 2, la revue de la littérature actuelle
montre une implication claire des microARN dans la régulation de 1°hématopoiése et des
voies métaboliques de la CSH. C‘est donc tout naturellement que se justifie 1‘intérét
d‘étudier leur implication dans 1‘oncogenese d‘un modele de cancer de la cellule souche
tel que la LMC. En effet, 1‘apparition de BCR-ABL1 constitue un évenement critique dans
la transformation de la CSH, mais le maintien de cette transformation n‘en demeure pas
moins dépendant des autres voies de signalisations parallelement activées. Les microARN
sont donc de potentiels acteurs complémentaires dans les mécanismes de la

leucémogenese.

1. Les microARN surexprimeés dans la LMC

La surexpression des microARN dans le contexte leucémique suggere leur activité
potentiellement oncogénique. Les récentes études d‘analyses par microarray ont
montré qu‘a ce jour un petit nombre de microARN sont surexprimé dans la LMC.
Parmis les plus rapportés, on retrouve les microARN oncogénique décrits dans le
chapitre précédent, mir-17-92, miR-21 et miR-155.

Le cluster miR-17-92 est le mieux caractérisé dans la LMC. Sa surexpression a
d‘abord été démontrée par Venturini et al en 2007 sur des lignées modéles de LMCZOlet
confirmé plus tard dans 1‘étude Fallah et al. dans les prélevements de sang périphérique de
patients LMCZOZ. La question de sa surexpression comme marqueurs de 1‘évolution de la
LMC vers la crise blastique reste encore a clarifier compte tenu des résultats

L s . 202,203 .
contradictoires rapportés a ce sujet . Dautre part, 1‘analyse par
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microarray de Jurkovicova et al. en 2015 suggeére que son expression est d‘autant plus
8

. . 10
forte chez les patients résistants aux ITK™ .
Les microARN miR-21 et miR-155 sont reconnus pour étre des oncogénes dans
. .95 . , R . y
plusieurs modeles™ . Cependant, trés peu d‘études a ce jour se sont focalisées sur leur

réle potentiel dans la leucémogenése. En effet, les analyses de Machova et al.
effectuées sur des échantillons de sang périphérique de patients LMC résistants et
répondeurs montrent que leur surexpression semble associée a la réponse de résistance

. 203 , \ ¢ ;
aux traitements ITK . Quelques études suggerent d‘autre part que leur surexpression

. . 83,204
semble importante pour la survie des cellules LMC :

2. Les microARN sous-exprimés dans la LMC

Ltutilisation de la technologie d‘analyse du niveau d‘expression de microARN par
microarray a notamment permis de mettre en évidence trois cas de sous-expression de
microARN dans la LMC.

Plusieurs études démontrent d‘abord clairement par miRT-qPCR et analyses
microarray que le miR-150 semble sous-exprimé dans les cellules primaires de
patients LMC en phase chronique, suggérant un réle de celui-ci dans la

. . 202,205 . .
leucémogenése . L‘étude de Flamant et al., en 2010 confirme ces données et
démontrent également que miR-150 ne constitue pas un marqueur de distinction entre

. . . 206 .
la phase chronique et la phase blastique de la maladie . En revanche, les conclusions

fonctionnelles de ces trois études mettent en évidence une possible utilisation du miR-
150 comme biomarqueurs de suivi de la réponse aux ITK.

Les résultats de 1‘étude d‘Agirre et al. suggerent également que miR-10a est sous-
exprimé dans 71% des cas de CP-LMCZOS. Cette sous-expression semble corrélee

avec 1‘augmentation de USF2, un facteur de prolifération cellulaire. Son expression
aberrante semble par ailleurs associée a 1‘évolution de la LMC vers sa phase

. 207 . .
blastique . L‘¢tude de Flamant et al. met d‘autre part en évidence un lien de
régulation possible entre BCR-ABL1 et miR-10a puisque leur analyse microarray

. . . . 207
montre que son expression est restauree lors du traitement des patients par les ITK ™.

Enfin, le cas de miR-29a/b est particulierement intéressant. Majoritairement rapporté

pour son rdle dans le maintien des propriétés des CSH, peu d‘études montre son role

potentiel dans la physiopathologie de la LMCZOS. En effet, les travaux de Li et al
montrent en 2013 que sa surexpression artificielle dans les lignées de LMC conduit a
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un blocage de la prolifération et a une entrée en apoptose des cellules, suggérant son
" 2 . . \

réle protecteur dans la LMC 09. D<autre part, San-josé Eneriz et al. et Machova et al.
montrent que la régulation négative de miR-29 semble associée aux profils de patients

, . 203,21
résistants aux ITK 03,210

IV. Traitements de la LMC

La LMC est un exemple de pathologie causée directement par 1‘expression d‘un oncogéene

spécifique au sein de la cellule. Avant la découverte des ITK, 1‘évolution de la maladie vers sa
crise blastique létale était tres rapide211. Leur découverte a donc été une véritable révolution
dans la prise en charge des patients LMC. L‘imaitnib est ainsi le premier ITK utilisé pour le
blocage de I‘activité ATP-dépendante de BCR-ABLlle.

Cependant, environ un tiers des patients développe des résistances au cours du
traitement211. Ces résistances peuvent étre dépendantes ou indépendantes de BCR-

ABLI1. Plusieurs autres générations d‘ITK comme le dasatinib, le nilotinib, le

» , o e o . 211-213
ponatinib ou encore plus récemment 1‘erlotinib ont été développés .

1. Traitements cliniques de la LMC

Jusqu‘aux années 2000, les traitements de prédilection de la LMC restaient basés
sur 1‘auto-greffe et les interférons alpha. Mais 1‘émergence des inhibiteurs de tyrosine
kinase (ITK) a constitué une révolution dans la prise en charge des patients. Depuis,
cing ITK différents sont utilisés dans le traitement de la LMC (Imatinib, Dasatinib,
Nilotinib, Bosutinib et Ponatinib) et utilisés en fonction des conditions de réponse et

d‘évolution du patient.

a. Traitements avant la découverte des ITK

Entre les années 1950 et 1980, les traitements de prédilection de la LMC se

basaient sur 1‘utilisation du busulfan, de 1°'hydroxyurée et des interférons alpha (IFNa).

Ces traitements permettaient essentiellement des réponses de cytoréduction mais
présentaient des problemes de cytotoxicité non-négligeables. La durée moyenne de la
phase chronique était alors d‘environ 3 ans, avant d‘évoluer vers la phase

d‘accélération et la crise blastique létale en quelques mois. Les techniques de greffes

ont alors été utilisées en paralléle afin de tenter d‘améliorer les traitements.
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Busulfan et Hydroxyurée
Le busulfan est un agent alkylant qui induit des dommages a 1°ADN ce qui le

. . . 212 . R
rend préférentiellement cytotoxique pour les CSH . Lhydroxyurée permet quant a
elle de réduire la synthése de 1°ADN en ciblant les ribonucléotides diphosphate

. 212 L
réductase ~ . La spécificité limitée de ces agents les rendent particulierement
cytotoxiques pour les patients et ne permettent pas de gérer 1‘évolution en crise
blastique de la LMC. lls sont utilisés de nos jours comme traitements intermédiaires

dans le passage d‘un ITK a un autre (Hydroxyurée) ou dans la préparation aux

allogreffes (Busulfan) 212.

Interféron alpha (IFNa)
. . Cer irs s - . . 212
L'interféron alpha a été utilisé en clinique depuis les années 1980 . Son

utilisation a permis d‘augmenter 1‘espérance de vie des patients de facon non négligeable
par rapport a l‘utilisation des agents busulfan et hydroxyuré6212. Cependant, il reste peu
efficace lors de 1‘évolution de la maladie vers sa phase d‘accélération. Son mécanisme
d‘action reste encore mal décrits, mais son association avec des agents inhibiteurs de la

réplication (comme la Cytarabine) induit une réponse apoptotique des cellules LMC via

I‘activation des récepteurs de mort (FAS) et

. . . 212 . . i
lI‘induction de la voie MAPK ™. De nos jours, cette molécule reste rarement utilisée
comme traitement de premiére intention, et est plutdt utilisée en combinaison avec

d‘autres ITK dans les cas de résistances non ¢éligibles aux allogreffes.

Les greffes de moelle osseuse
Deux types de greffes de moelle osseuse sont a distinguer dans le traitement de la

LMC. L‘auto-greffe a d‘abord été utilisée en premicre ligne de traitement des les

années 50 lors des phases d‘évolution de la LMC non-traitées efficacement par la
chimiothérapie212. Le principe est de greffer au patient ses propres cellules souches

préleveées a un stade plus précoce de la maladie. L objectif de cette technique était de
ramener le patient vers un stade de la maladie antérieur et controlable de nouveau par
chimiothérapie. L allogreffe a permis de faire évoluer cette technique de traitement de

la LMC puisqu‘elle se base sur un principe de greffe de moelle osseuse a parti d“un

donneur sain. Plus efficace que 1‘autogreffe, elle permet de greffer des CSH non Ph".

67



La lourdeur de ces techniques, les risques de rejet par compatibilité HLA et 1°age
moyen des patients LMC en font des techniques de derniers recours, utilisé en cas de

. . L o, 212
réponses réfractaire a 1°‘ensemble des chimiothérapies

b. Générations d’ITK

Les inhibiteurs de tyrosine kinase ont présentés une révolution considérable dans
les traitements a la LMC dés les années 2000212. Ces molécules présentent une
structure analogue a 1°'ATP et leur principe d‘action est basé sur une inhibition directe de
Iactivité de BCR-ABL1 par compétition sur le site de fixation a 1°ATP. L‘imatinib est
I'ITK utilisé en traitement de premicre ligne mais deux autres générations ont été

développées pour répondre aux résistances et a 1°'hétérogénéité des réponses des patients
. 212 Lo .. G A
aux traitements . Ainsi, le dasatinib et le nilotinib sont plus souvent utilisés en

traitement de deuxieme intention en raison de leur capacité a cibler BCR-ABL1 de fagon
plus affine et d‘autres voies de signalisation activées lors des cas de résistances (SRC
kinase, c-kit, PDGFR etc.). Les ITK de troisieme génération (bosutinib et ponatinib) sont

également utilisés en clinique afin palier a I‘inefficacité des autres générations d‘ITK sur
les mutations de BCR-ABL1 plus agressive5214. La spécificité de chaque ITK est résumée

dans le tableau 5.

C. Nouvelles thérapies en étude

Au-dela des traitements cliniques actuels, d‘autres approches visent a inhiber les
voies de transduction du signal activées de fagon aberrantes dans les cellules
transformées. Les voies PI3K/AKT et du mTOR ciblées par des inhibiteurs
(LY294002, RADO001) sont donc des pistes thérapeutiques additionnelles aux

T . . s g A 214
chimiothérapies classiques présentant un intérét non négligeable ™ .

2. Mécanismes de résistances aux traitements

Les ITK ont marqués un tournant majeur dans le traitement de la LMC permettant
d‘augmenter significativement l‘espérance de vie des patients. Cependant, des cas de
résistance cliniques peuvent se manifester sous deux formes, les résistances
réfractaires et les résistances secondaires, suite au traitement par une modification de

la biologie de la maladie.
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a. Résistances dépendantes de BCR-ABL1

Mutations de BCR-ABL1

Dans 40 a 90% des cas de résistances, la premiére cause est due a une mutation

du gene BCR-ABL1 conduisant a une substitution d‘acide aminé au sein de la
. 215 . L .
structure protéique de BCR-ABL1 . Plus de 100 mutations ont ainsi été releve

touchant le site catalytique de la protéine. La résistance aux ITKs de premiéres
générations est issu d‘une modification de la séquence du site catalytique de BCR-
ABL1 permettant toujours la fixation de 1°ATP dans la poche enzymatique, mais ne

\ . , - 215 , .
permettant plus a 1‘ITK de cibler spécifiquement cette zone =~ . Les cas de résistance

par mutation du domaine Kkinase pour les traitements de seconde et troisiéme
génération sont plus rares. En effet, elles dépendent de la modification de
conformation du site catalytique en fonction des domaines touchés. Ces mutations

conduisent alors a une baisse d‘efficacité et de ciblage par ces traitements.

Surexpression de BCR-ABL1
Des amplifications du géne BCR-ABLL peuvent étre détectées chez des

patients resistants mais cela constitue aujourd‘hui un mécanisme de résistance moins
important que celui des mutations. En effet, méme si 1‘augmentation d‘expression au
sein de la cellule semble jouer un role potentiel dans la résistance, les preuves ne sont

. . . o 212
toujours pas a ce jour clairement évidentes

b. Résistances BCR-ABL1 indépendantes

Pompes a influx et efflux de drogues
L expression des transporteurs membranaires participe a la capacité de la

cellule a limiter l‘incorporation des ITK ou a les évacuer plus rapidement. Ce
mécanisme joue un rdle primordial dans la persistance des cellules leucémique sous
deux aspects : d‘une part elle permet a la cellule de limiter sa réponse apoptotique et
d‘autre part, la faible quantité de drogue incorporée permettrait de sélectionner des

clones BCR-ABL1 mutés pouvant conduire a des complications de réponses aux
traitements par la suite. Ce mécanisme de résistance met donc en avant deux

substilités dans la résistance des cellules, non seulement résistante, mais également

. . . . 212
persistante car insensibles aux traitements .
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D‘autre part, 1‘imatinib est un substrat de la pompe a efflux membranaire
PGP/MDR1 dont la surexpression a clairement été montrée comme contribuant a
I‘efflux massif de la drogue, baissant considérablement la concentration Imatinib

cellulaire et baissant 1°efficacité du traitement. Son géne, ABCB1 est hautement

polymorphique avec 66 SNPs relevé a ce jour212

Ces données ne sont pas consensuelles puisque dans le cas du transporteur
cationique hOCT1, deux études montrent que sa surexpression permet une meilleure
réponse des patients aux ITK alors que deux autres montrent le contraire. Ces études
portant sur un faible nombre d‘échantillons ne permettent donc pas de conclure
clairement sur son impact, et sur la population cellulaire précise concernée (cellule
souches de long terme, ou de court terme).

Malgrés les difficultés a comparer les études entre elles du fait de
1‘hétérogeénétié de la réponse aux patients résistants, on ne peut a ce jour ni affirmer

ces hypotheses, ni les réfuter avec arguments.

Voies de signalisation secondaires
Les voies de signalisations induites par BCR-ABLL1 peuvent également étre

activées indépendamment par d‘autres acteurs émergents au cours de 1‘évolution de la

LMC.

Parmi ceux-ci, la surexpression de la protéine Lyn (tyrosine kinase appartenant
a la famille des SRC) est un exemple concret mis en évidence dans des lignées et des
cellules primaires de patients résistants a l‘imatinib. Lyn est une protéine cible
phosphorylé par BCR-ABL1 permettant permet de stabiliser le complexe Grb2/Gab2
au niveau de BCR-ABL1 et de maintenir la phosphorylation du résidu Tyrl77. Les
voies classiques de survie et de prolifération de BCR-ABLL peuvent ainsi étre activées

. C o . . 212
indépendamment de son activité tyrosine kinase propre

La modification des sécrétions des signaux cytokines est egalement un facteur
important dans la voie de résistance indépendante de BCR-ABL1. En effet, la
sécrétion massive de GM-CSF relevée chez des patients résistants permet une
stimulation autocrine des cellules LMC via l‘activation des voies PI3K/AKT/mTOR

mais aussi une activation de STATS5 indépendante de BCR-ABL1 contribuant a la

survie de la cellule leucémique indépendamment de 1activité de BCR-AB L1212
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Enfin, les travaux récents de 1‘équipe de Deininger a démontré un rdle important de
STAT3 dans le phénomene de résistances des CSL aux traitements ITK216. En effet, cette

étude montre que les cellules primaires des patients résistants sous traitement
ITK présentent une hyperphosphorylation du facteur STAT3 et qu‘une voie paralléle

d‘activation de STAT3 (IL-6 dépendante) permet de maintenir et de rendre la CSL
indépendante a 1‘inactivation de BCR-ABLL. De fagon intéressante, le knock-down de
STAT3 dans des lignées LMC résistantes (cultivées dans des conditions
environnementales proche de la niche hématopoiétique) les rend a nouveaux sensibles
aux ITK. La phosphorylation STAT3 semble alors constituer une voie compensatoire
lorsque BCR-ABL1 est inactivé dans les CSH-LMC.

3. La persistance des CSH-LMC chez les patients traités aux ITK

La persistance des CSH-LMC chez les patients traités se confirme lors de
1‘apparition de rechutes des patients lors de 1‘interruption de traitements. D‘autre part,
dés 2007, Jargensen et al. suggére que ces réponses de persistances des CSH-LMC
peuvent s‘expliquer par les processus de résistance dépendant ou indépendant de

BCR-ABL1217. Cependant, le lien entre persistance de la maladie et résistance des
CSH-LMC s‘est imposé dés 2010 lorsque le groupe de Corbin montre clairement que
I‘activité de BCR-ABLL1 est bien bloquée dans les CSH-LMC puisque ses cibles
directes ne sont plus phosphorylées218

La persistance des CSH est une réalité qui est toutefois aujourd‘hui bien contrblée
grace aux différents traitements disponibles. Cependant les patients doivent recevoir

des traitements longs voire durant toute leur vie, ce qui est associé a des effets

secondaires non-négligeables. Les arréts de traitements sont possibles et constitue un

219,220

des sujets de recherche de notre laboratoire . Mais il n‘en reste pas moins

qu‘une meilleure connaissance de la biologie de la CSH-LMC reste nécessaire a

1‘amélioration de la prise en charge de cette maladie.
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Conclusion

La LMC est une maladie de la cellule souche hématopoiétique caractérisée par

1‘apparition de 1‘oncoprotéine BCR-ABLL. L activité tyrosine kinase accrue de cette protéine
bouleverse 1‘équilibre physiologique de la cellule via 1‘activation de plusieurs

voies de signalisation nécessaires a 1°‘équilibre apoptotique et prolifératif des cellules.
La LMC est un modele remarquable en oncologie pour plusieurs raisons. D'une part,
aucun facteur environnemental ou génétique ne permet a ce jour de prédire

‘apparition de la maladie contrairement a d‘autres modeles. D autre part, 1°origine

clonale de la maladie ainsi que son évolution multiphasique en font un modele de
démonstration de la théorie moléculaire du « multi-évenement » dans le

développement du cancer. Enfin, 1‘apparition de la maladie causée principalement par
I‘expression de 1‘oncogéne BCR-ABL1 a permis de développer des thérapies fondée
par I‘utilisation d‘inhibiteurs de tyrosines kinases (ITK) ciblant directement 1°‘anomalie
associée au développement de la maladie. Cette avancée amene a considérer la LMC
comme un véritable modele du succés des thérapies ciblées qui, au-dela d‘augmenter
efficacement 1‘espérance de vie des patients, a également permis de mieux comprendre

les mécanismes d‘action de BCR-ABL1 et de mettre en évidence les différents acteurs
relatifs a ses mécanismes. Cependant, les rechutes rapportées pour environ 30% des
patients et de maniére plus générale la persistance des CSH-LMC rest un véritable
enjeu.

Ce projet de thése propose de compléter les connaissances relatives aux
mécanismes cellulaires de BCR-ABL1 et aux propriétés des CSH de LMC. Notre
intérét s‘est particulierement focalise sur le role potentiel des microARN dans la
leucémogenése. En effet, ces petits ARN non-codants ont largement été déecrits dans le
contexte physiologique mais aussi dans des contextes physiopathologiques, comme les
cancers. D‘autre part, leur role déterminant dans 1°hématopoiése et les nombreuses études
suggérant des dérégulations de l‘expression de plusieurs microARN dans la LMC

justifient que leur réle dans la leucémogenése soit encore étudié¢ aujourd*hui.
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RESULTATS
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PROJET 1

Role de 1‘axe BCR-ABL1/STAT5/mIR-
21/PDCD4 dans la LMC
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I. Objectif et remise en contexte

Ce premier projet a constitué 1‘ensemble de mon sujet de stage de master 2 (réalisé en
2013) et a été continué au cours de ma these. Cette introduction fait 1°état des lieux

des connaissances disponibles au debut de notre projet.

Comme les chapitres précédents 1‘ont montré, l‘engouement pour l‘étude des
microARN n‘a cessé d‘augmenter depuis les années 2000 suite a la découverte de la
conservation de leur séquence et de leur fonction entre les vertébrés et les invertébrés. Les
études se sont alors multipliées dans plusieurs modeles de cancers, visant a déterminer la
place potentielle des microARN dans les processus pathologiques. Des 2005, les quelques

profilages de microARN effectués sur plusieurs modeéles de cancers suggéraient la

82,221

dérégulation récurrente de certains microARN . Ces études ont ainsi permis de

proposer que certains microARN avaient des fonctions oncogéniques, alors que d'autres
o 23
étaient suppresseurs de tumeurs

De facon intéressante, seul un petit nombre de travaux concernant la LMC étaient
publiés en 2013. Encore aujourd'hui, les études sur I'implication des microARN dans
la LMC sont moins nombreuses que celles relatives aux autres types de leucémies
telles que les LAM, LAL ou CLL. Les études de Chaubey et al., Agirre et al. et
Venturini et al. démontraient par profilage microarray que les microARN miR-10a,
miR-150, miR-151, miR-199b et miR-219-2 sont sous-exprimés dans la LMC tandis

. . . . . +
que le microARN miR-17-92 est surexprimé dans des échantillons de CD34 de

201,205,222

patients LMC . Ces études suggeraient également des liens de régulation

d‘expression entre ces microARN et 1‘activité de BCR-ABLL. Plus tard, San José-
Enériz et al. identifient également 19 microARN dont I‘expression est

significativement dérégulée entre les échantillons CD34" de patients répondants et

résistants aux ITKZlO. Enfin, la démonstration de 1‘implication des microARN miR-

30a et miR-144/451dans le mécanisme de résistances a l1‘imatinib sur des lignées

modeles de LMC constituent de rares exemples d‘étude fonctionnelle de microARN

X . 203,223,224
dans la LMC a cette epoque .

Les années 2010 marquent un tournant dans 1‘intérét porté aux microARN dans la

LMC puisque le nombre d‘entrées Pubmed référencées passe de 8 seulement entre
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1993 et 2009 a 31 entre les années 2010 et 2012. A ce jour, il est intéressant de
constater que seulement 122 publications concernent 1‘étude des microARN dans la
LMC, soit trois fois moins que les référencements relatifs aux LAM, justifiant encore

actuellement 1‘intérét des études dans ce modéle.

L objectif de nos travaux a été d‘étudier 1‘effet de 1‘activité de BCR-ABL1 a la
fois sur le profil d‘expression des microARN et sur le protéome, afin de rechercher
d'éventuelles régulations qui n‘auraient pas eté décrites. Nous avons pour cela traité
des cellules K562, lignée modele de LMC, par de 1‘imatinib et avons procédé a une
analyse microarray afin d‘identifier les microARN régulés par le blocage de
I‘oncoprotéine. En paralléle, nous avons étudié 1‘effet de ce méme blocage sur le
protéome des cellules des K562 a 1‘aide d‘une approche d‘analyse protéomique
quantitative développée a la Plateforme de Génomique Fonctionnelle de Bordeaux: la
technologie ITRAQ.

Les résultats de cette étude ont fait 1‘objet d*un article soumis cet été 2016 dans le
journal Oncotarget. L'article a eté évalué par deux reviewers, et I'éditeur nous suggére de
soumettre une version révisee prenant en compte les remarques, ce qui sera fait fin

décembre 2016. La version proposée initialement a 1‘éditeur est jointe ci-apres.
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Abstract

MicroRNAs (miRNAs) are regulators of several key patho-physiological processes,
including cell cycle and apoptosis. Using microarray-based miRNA profiling in K562
cells, a model of chronic myeloid leukemia (CML), we found that the oncoprotein
BCR-ABL1 regulates the expression of miR-21, an “onco-microRNA", found to be
overexpressed in several cancers. This effect relies on the presence of two

STAT3/STATS binding sites on the promoter of miR-21, and on the phosphorylation
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status of STATD, a transcription factor activated by the kinase activity of BCR-ABLL.
Mir-21 regulates the expression of PDCD4 (programmed cell death protein 4), a tumor
suppressor identified through a proteomics approach. The phosphoSTAT5 — miR-21

— PDCD4 pathway was active in CML primary cD34" cells, but also in acute

myeloid leukemia (AML) models like MV4.11 and MOLML13, where the
constitutively active tyrosine kinase FLT3-ITD plays a similar role to BCR-ABLL1 in
CML cell lines.

Introduction

In chronic myeloid leukemia (CML), the activity of the constitutively active tyrosine
kinase BCR-ABLL1 [the product of the t(9;22)(g34;q11) chromosome translocation
arising in hematopoietic stem cells of the bone marrow] drives the activation of the
PISBK/AKT, JAK/STAT, and RAS/RAF/MEK/ERK pathways. Among other
consequences, activated or inhibited transcription factors induce important
modifications of the CML cells gene expression pattern that could impact cell cycle
control, apoptosis and genetic instability, leading to the expansion of the oncogene-

transformed cells and to the acquisition of potentially harmful de novo mutations 178
However, indirect BCR-ABL1-dependant regulations might also occur, for instance
through the action of microRNAs (miRNAs). Among the ~2000 miRNAs reported in

humans, numerous species are up- or down-regulated in various cancer models. In the

context of CML however, there is no clear consensus regarding the role of specific

. . . 225226
mMiRNAs, despite several studies .

Here, we studied the effects of a clinically relevant concentration of imatinib, a
tyrosine-kinase inhibitor (TKI) that blocks BCR-ABL1, on the CML cell line K562:
both the microRNA expression profile and the cells proteome were analyzed. Using
microarray hybridization, RT-gPCR experiments and a functional assay, we identified
miR-21 as one of the most significantly down-regulated microRNA in cells that were
treated with imatinib. In parallel, a semi-quantitative proteomic approach identified the
tumor suppressor programmed cell death protein 4 (PDCD4) as the most over-
expressed protein in imatinib-treated cells. We showed that miR-21 can bind to
PDCD4 3'UTR and decrease its expression. The STAT5 - miR-21 - PDCD4 pathway

was conserved in CML primary CD34" cells, and to some extent in acute myeloid

leukemia (AML) models as well; the known functions of miR-21 and PDCD4 suggest
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that their regulation by BCR-ABLL1 could participate in the antileukemic response
triggered by tyrosine kinase inhibitors.

Results

Imatinib treatment induces the significant regulation of 13 microRNAs in K562 cells

K562 cells were treated for 24h with 1 uM imatinib, a condition that induced apoptosis in
less that 5% of the cells, as revealed by annexin V labeling (not shown). The treatment
induced significant changes in the microRNA expression profile (Fig 1): a hierarchical
clustering clearly ranked the samples according to the treatment (Fig 1A), revealing an
overall modification of the miIRNA expression profile. The 13 miRNAs that were
significantly (p<0.001) dysregulated are listed on Fig 1B, altogether with a heatmap
illustrating that the imatinib-induced effects concerned both up- and down-regulations. A
subset of the microRNAs that are down- or up-regulated and their associated p-values (on
the y-axis) are depicted on the volcano plot shown on Fig 1C. Five out of the seven up-
regulated microRNAs revealed the previously described TKI-induced erythroid
differentiation of K562 cells 227: miR-144 and miR-451 are produced from the same pri-
miRNA and are mostly expressed in the erythroid lineage where they participate in the

late stages of erythropoiesis regulation 228; miR-486 expression is also increased during

erythroid differentiation 226; miR-185 and miR-16 expression correlate with the
appearance of erythroid surface antigens (CD71, CD36, and CD235a) and hemoglobin
synthesis in cord blood-derived CD34" cells 229. The down-regulated miRNAs were miR-

21 and -21*, miR-625, miR-7, miR-106a, miR-126 and miR-130b. The regulation of miR-
126 might also be a signature of the TKI-induced erythroid differentiation since this

microRNA inhibits the erythropoiesis in cD34" cells 230. Besides miR-625, that was

expressed at very low levels in the K562 cells and has probably no regulatory functions,

the other down-regulated microRNAs were not previously associated with erythroid
differentiation, but rather with distinct steps or models of tumorigenesis. MiR-21 was
specifically interesting for several reasons. First, it is known to be overexpressed in many

solid tumors and is considered as a bona fide "oncomicroRNA" 231. Second, in our
experiments, it is highly expressed in non-treated K562 cells, thus suggesting regulatory
functions, as only the most abundant miRNAs mediate efficient target suppression 232

Third, the two mature forms miR-21 (miR-21-5p) and miR-21* (miR-21-3p) produced
from the same precursor are down-regulated by imatinib treatment (Fig 1C); this reinforce
the potential role of the miR-21 locus in the biology of CML since both miR-21 and miR-
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21* have specific targets and tumorigenic effects 32. Finally, miR-21 has been rarely
studied in the context of myeloid leukemias, strengthening the interest of studying this
microRNA in our model.

The effect of BCR-ABLL1 inhibition on the expression of miR-21 was studied by RT-
gPCR. The results confirmed a significant down-regulation of miR-21 expression
foIIOWing a 24h imatinib treatment (relative expression x0.47 £ 0.07, n=9). The effect

also concerned the primary transcript of miR-21, pri-miR-21, that was quantified by
RT-gPCR on RNA extracted from the nuclear fraction of treated- or non-treated cells
(relative expression x0.22 + 0.05, n=10). This suggested that the imatinib-induced
miR-21 decrease relied on a transcriptional regulation of the miR-21 gene by BCR-
ABL1 activity, although this miRNA can be regulated by post-transcriptional

. . 233 . .. .
mechanisms in other models™ . The imatinib treatment also produced an increase

(x1.86 + 0.13, n=2) of the luciferase activity of K562 cells transfected with a

—sensorl plasmid driving the transcription of a Renilla luciferase coding sequence
foIIOWed by a short 3'UTR containing two miR-21 complementary sequences; this

functional assay also suggested an imatinib-induced decrease of miR-21. The
specificity of the effect of imatinib was checked using BCR-ABL1-negative cell lines:
on TF1 and HL60 (two acute myeloid leukemia cell lines) and on NTERA-2 (a
pluripotent human embryonic carcinoma cell line, imatinib at 1 uM did not induce any
miR-21 regulation (Supplementary Fig 1). On K562 cells, the second-generation TKI
dasatinib (at 10nM) and nilotinib (at 20nM) induced a similar effect than imatinib on
miR-21 expression (Supplementary Fig 2). Finally, we measured miR-21 in RNA

prepared from induced pluripotent cells (iPSC) prepared from cD34" primary cells,
and transduced or not with a lentivirus aIIOWing the expression of BCR-ABL1
(provided by Dr. A. Bedel, INSERM U1035, Bordeaux, France). The BCR-ABL1"

cells expressed higher levels (x2) of miR-21 than the BCR-ABL1 cells

(Supplementary Fig 3). Taken together, these results suggest that BCR-ABLL1 activity
positively regulates the expression of the oncomicroRNA miR-21.

STATS5 regulates the expression of miR-21 in K562 cells and is necessary for the
imatinib-induced miR-21 regulation

In order to study the mechanism underlying the imatinib-induced regulation, we
cloned a 517 bp genomic DNA fragment corresponding to the proximal miR-21
promoter234 into the luciferase vector pGL4.10. Luciferase activity expressed by

K562 cells transfected with this construct, altogether with pri-miR-21 and miR-21
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measurements by RT-gPCR revealed an imatinib-induced decrease of miR-21
promoter activity, and suggested that the 517 bp DNA fragment contains regulatory
element(s) necessary for the action of imatinib on the expression of miR-21
(Supplementary Fig 4). Among the transcription factors binding sites identified in this
517 bp fragment through a bioinformatics analysis (Genomatix), we focused on three
STAT3 or STAT5 binding sites (Fig 2A), since (i) these transcription factors are

known to be regulated by BCR-ABL1 activity in K562, in other CML cell lines and in

CML primary cells as well 184 235 and (ii) STAT3 and/or STATS5 regulate miR-21

expression in mammary epithelial cells and in T cells 236_238. The STAT3, STATS

and STATS5B sites of the miR-21 promoter were deleted and/or mutated
(Supplementary Fig 5) and the corresponding pGL4.10 plasmids were transfected in
K562 cells. Luciferase measurements revealed that deletions of both STAT3 and
STATS sites significantly decreased the miR-21 promoter activity (Fig 2B).
Conversely, the STATS5B deletion has no effect on luciferase activity. Two-
nucleotides substitutions in the STAT3, the STATS5 or in both the STAT3/STATS sites
also sharply decreased the promoter activity. The presence and the integrity of these
two sites were also necessary for the action of imatinib on the transcription of miR-21:
deletions or mutations of the STAT3 and/or STATS sites abolished the imatinib-
induced decrease of luciferase activity observed in cells transfected with either the
wild-type or the STAT5B-deleted miR-21 promoter (Fig 2B).

Of note, the two STAT sites of interest could be both identified either as STAT3 239 or as

STATS binding sites when using the TRANSFAC database. STAT3 and STAT5
recognize the same GAS motif (TTCnhnnGAA), and the distinction of specific binding
sites is not always justified: for instance, STAT3 and STAT5S are able to bind common

sites across the locus encoding I1L-17 240. We hypothesized a role of STAT5 rather than
STATS3 in the transcription of miR-21 for several reasons: the phosphorylation of STAT5
in CML cells, through the kinase activity of BCR-ABL1 241, is correlated with the cells

growth and viability 242. Recent works revealed that STAT5 overexpression leads to a
TKI-resistant phenotype, an effect that is independent of JAK2 expression, and that
targeting STAT5 by drugs, like the neuroleptic drug pimozide 243 might be a promising

perspective in the pharmacology of leukemia and other cancers as well. Moreover, STAT5
is expressed at much higher levels than STAT3 in K562 cells (transcriptomic analysis, not
shown). In order to assess the potential role of STATS in the regulation of miR-21 and in
the imatinib effect, K562 cells were transduced with a
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lentivirus encoding a small hairpin RNA (shRNA) directed against the two isoforms
STAT5A/B 244. This induced a clear down-regulation of STAT5 expression (Fig 3A).

The STAT5-shRNA K562 cells significantly expressed less mature miR-21 sequence
than the control-shRNA cells, as revealed by both RT-gPCR (Fig 3B) and luciferase
activity of control- or STAT5-shRNA K562 cells transfected with the —sensorl
plasmid (Fig 3C). Finally, in the STAT5-shRNA cells, BCR-ABL1 blocking by
imatinib did not induce the transcriptional down-regulation of miR-21, as revealed by
miR-21 promoter studies (Fig 3D), but instead produced a slight up-regulation that
might reflect the actions of others signaling pathways activated by BCR-ABL1. Taken
together, these results suggest that STATS mediates the effects of BCR-ABLL1 on the
regulation of miR-21 in the CML cell line K562.

PDCD4 expression is regulated by BCR-ABL1 and miR-21

In order to gain insight into miRNA-dependent protein regulations, the proteome of
control- or imatinib-treated K562 cells was analyzed by iTRAQ (lIsobaric tags for
relative and absolute quantitation), a semi-quantitative proteomic technique. The

results al ed the identification (by 2 distinct peptides or more) and the relative

quantification of 1137 different proteins (Supplementary Table 1). Surprisingly, the
imatinib treatment (1uM for 24 hours, n=2 independent samples of treated and non-
treated cells) induced the over- or under-expression of only a limited number of
proteins (Fig 4A). The under-expressed proteins (mean fold-change < 0.66) were the
protein kinase LYN, the tubulin beta-2A (TUBB2A) and the neutral amino acid
transporter SLC1A5/AAAT. The seven over-expressed proteins (mean fold-change >
1.5) were PDCD4, HBZ, RBM12B, AFG3L2, H2AFX, PKLR and ALDHI1AL.
Hemoglobin zeta (HBZ) overexpression reflects the erythroid differentiation induced
by BCR-ABLL1 inhibition in K562 cells and was the only protein found in common in
our study and in the proteomic analysis of K562 cells based on the SILAC technique

(Stable isotope labeling by amino acids in cell culture) published earlier 245. The

strongest (x2.8) imatinib-induced protein up-regulation concerned PDCD4
(programmed cell death protein 4), identified in our experiments by three unique
peptides. PDCD4 is a tumor suppressor protein that acts as an inhibitor of cap-
dependent translation by blocking the translation initiation factor elF4A. PDCDA4
inhibits transformation, translation, invasion and intravasation, and its expression is

i 24 .. .
down-regulated in several cancers 6. Its up-regulation induced by imatinib was
confirmed by western blot (Fig 4A, inset) and concerned the PDCD4 mRNA as well,
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as revealed by RT-gPCR (x3.9 + 0.8, n=7). Since it has been shown in several models

that PDCD4 is a well characterized target of miR-21 247, we hypothesized that
imatinib-induced PDCD4 over-expression might rely on the down-regulation of miR-
21 we observed earlier.

We artificially up- or down regulated miR-21 concentration by transfecting K562 cells
respectively with a synthetic miRNA (miRNA mimic, Ambion) and an anti-miR-21
oligonucleotide (LNA, Exigon), or with a control LNA. The efficacies of these
treatments were checked using cells co-transfected with the miR-21 "sensor" plasmid
(not shown). Anti-miR-21 LNA transfected K562 cells expressed a higher level of
PDCD4 protein than the control LNA- or miR-21 mimic-transfected cells (Fig 4B).
The expression of miR-21 was also artificially abolished by CRISPR/Cas9 gene

... 248 . ., Jow. .
inactivation  : K562 were transfected with a plasmid al Owlng the expression of a

previously validated single guide RNA 32, of Cas9 and of the pac gene encoding a

puromycin N-acetyl-transferase. After puromycin selection, resistant cells were cloned
using methylcellulose, then grown in liquid medium and further analyzed for the
presence of mutations in the miR-21 gene: two out of the seven tested K562 clones had
deletions in each of the 3 miR-21 copies (K562 cells are triploid), as revealed by
sequencing (Supplementary Fig 6). The 9 to 36bp deletions, all located in the
immediate proximity of the sequence of miR-21, were associated with an absence of
miR-21 expression, as shown by RT-qgPCR (miR-21 relative expression as compared
to WT cells: x0.0001 for clone 5A, x0.002 for clone 7B). In these miR-21 KO cells,
PDCD4 expression was upregulated as revealed by western blot (Fig 4C), confirming
the results of the miR-21 knock-down experiments described earlier.

It is likely that the effects of the anti-miR-21 LNA and of miR-21 knock-out on
PDCD4 protein levels relied on a post-transcriptional regulation of PDCD4 by miR-
21: this is suggested by luciferase activity measurements in K562 cells transfected
with a reporter plasmid containing a 554 bp fragment of the PDCD4 3°UTR placed
downstream of a Renilla luciferase coding sequence; co-transfection of these cells
with the anti-miR-21 LNA induced an increase of the luciferase activity, revealing a
regulatory effect of miR-21 on the 3°UTR of PDCD4 (Figure 4D). The specificity of

this effect was verified using a reporter plasmid harboring a deletion of the miR-21
binding site that was previously discovered in the PDCD4 3‘UTR 247. Altogether,

these results suggest that miR-21 could be an intermediary of the imatinib-induced
PDCD4 up-regulation.
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Phospho-STAT5, miR-21 and PDCD4 regulation by Imatinib in CD34 primary cells
from CML patients and AML cell lines

In CML, the largest part of the CD34" fraction expresses BCR-ABL1 and is sensitive
to imatinib or others TKI. As observed on the K562 cell line, imatinib treatment
decreased the expression of miR-21 and increased the expression of PDCD4 mRNA in
CD34" cells prepared from four CML patients (Fig 5A), although these effects were
observed at 5uM imatinib (and not at 1uM). It is likely that the effect on miR-21
expression relied on a decreased activity of the miR-21 promoter, as shown using
CML CD34 " cells transduced with a miR-21 promoter-luciferase lentivirus and treated
for 0-24h with either vehicle or 5uM imatinib (Fig 5B). Western blot analysis showed
that STATS5 was dephosphorylated in the presence of imatinib (Fig 5C), confirming

. .24 . - . .
earlier studies and suggesting, as this is the case in the K562 cell line, that

phospho-STATS5 activates the transcription of miR-21 in CML CD34 " cells.
STATS is activated in acute myeloid leukemia (AML), in particular in the subtypes
harboring the internal tandem duplication (ITD) mutations of the tyrosine kinase FLT3

24 . . .
9. In parallel, several studies revealed an upregulation of miR-21 across subtypes of

AML 250. It was then tempting to assess the possibility that the STAT5-miR-21

pathway concerns AML models as well. MV4.11 and MOLM13 cells, two FLT3-
ITD" cell lines, were treated for 24 hours with 0.1 uM sunitinib, a TKI that blocks

FLT3-ITD. This treatment decreased miR-21, miR-21 promoter activity and increased
PDCD4 mRNA levels (Fig 6A). The TKI also produced a dephosphorylation of
STATS in the two cell types (Fig 6B). MOLM13 were transfected with the pGL4.10
reporter plasmids: as this is the case in K562, the 2-nt mutations introduced in the
STAT3/5 binding sites strongly reduced the luciferase activity of the transfected cells
(Fig 6C). Taken together, these results suggested that the phosphorylation of STATS5,
driven directly or indirectly by BCR-ABL1 (in CML) and FLT3-ITD (in AML), could
transcriptionally up-regulate the expression of miR-21 and, in turn, contribute to the
subsequent regulation of PDCD4, among other miR-21 targets.

Discussion
MiR-21 is overexpressed in almost all types of human cancers, including leukemia, and
has been associated with the regulation of proliferation, growth, invasion and

chemoresistance. Its anti-apoptotic properties were previously confirmed in K562 cells

P22 \ir-21 s over-expressed (among other microRNAS) in primary cD34" cells of
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. . 1 . . . 2 . .
TKI-resistant patients 08 and in the blastic phase of the disease 53; it might

participate in the TKI-dependent apoptosis of the CD34" CML cells 204. Using

various models, several upstream regulators were shown to participate to the

regulation of miR-21 expression, like for instance the histone demethylase RBP2, the
androgen receptor, NF-kB, Foxo3a or AP-1 231 253. The activity of factors of the

STAT family have also been described: STAT3 binds to regulatory regions of miR-21
in Sézary T cells that harbor a constitutive STAT3 activation and also in a model of

IL-21-induced B lymphocyte maturation 236. The role of STATS5 in the expression of
miR-21 was also studied in the developing mammary alveolar epithelium 237, and

more recently in a cutaneous T cell lymphoma 238. Our results extend the regulation of
miR-21 by STAT5 to CML, where the role of this transcription factor seems essential,
since 2-nt mutations in the STAT3/5 binding sites significantly and strongly reduce the
activity of the miR-21 promoter.

In CML CD34+, TKI induce a rapid and complete dephosphorylation of STATS. The
effect on STAT3 is much less pronounced, a difference that could rely on the ability of
BCR-ABL1 to directly phosphorylate STAT5 241. This reinforces the central role of

. . . . . 254241 .
STATS in the maintenance of chronic myeloid leukemia , In accordance with
the known effects of this transcription factor on cell cycle, apoptosis, production of

ROS and the sensitivity of cD34" cells to TKI 254. Interestingly, these processes are

204,231

regulated by miR-21 as well . Taking into account the fact that STAT5

activates miR-21 expression, it is tempting to propose that miR-21 could participate in
some of the STAT5-dependant regulations in CML.

Material and methods.

Cell lines

The CML cells line K562 and the AML cell lines (MOLM13 and MV4.11) were
obtained from the DSMZ (German Collection of Microorganisms and Cell Cultures).
They were grown at 37°C / 5% CO2 in RPMI medium (Invitrogen) supplemented
with 10% foetal calf serum and penicillin/streptomycin, and split every 2-3 days.
Patient samples and CD34" cell isolation

Cytapheresis samples from four CML patients were obtained at diagnosis according to
the Etablissement Francais du Sang recommendations. Mononuclear cells were
obtained by Ficoll density gradient centrifugation. They were labeled with the

StemSep™ Human CD34 Positive Selection Cocktail (Stemcell Technologies) and
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isolated on MS column (Miltenyi Biotec). CD34" cells were kept for 2-3 days in
StemAlpha A medium (StemAlpha) in the presence of FIt3-ligand (50ng/ml),
thrombopoietin (50ng/ml) and stem cell factor (50ng/ml). Cytokines were not included
during the course of imatinib treatments.

RNA preparation, miRNA microarray hybridization and RT-gPCR

When prepared for microarray hybridization, RNAs were extracted from Trizol
homogenates using a modified protocol: after chloroform extraction and phases
separation, 1.5 volumes of 100% ethanol were added to the upper aqueous phase. The
mix was deposited onto a RNeasy column (Qiagen), that was further processed
according to manufacturer instructions. Cyanine-3 (Cy3) labeled miRNAs were
prepared from 0.2 pg RNA using the miRNA complete labeling kit version 2.2
(Agilent Technologies). Labeled miRNAs were hybridized overnight at 55°C onto
Human miRNA Microarray V2 (Agilent Technologies) slides. The slides were then
washed as recommended by the manufacturer, and scanned on an Agilent G2565CA
scanner, at 5 um resolution and using the 20-bit scan mode. Images were processed

with Feature Extraction (version 10.7). Data were quantile-normalized for inter-array

. . . 255
comparisons and analyzed using the —BRB-Array Toolsl package, version 4.2.0 .

Genes that were differentially expressed among the groups were identified using a F-
test (Class Comparison Between groups of arrays Package, BRB-Array Tools).
Normalized data for all samples have been deposited in NCBI Gene Expression
Omnibus and are accessible through GEO Series accession number GSE78037.

For RT-gPCR experiments, RNAs were prepared from Trizol homogenates by
precipitation from the aqueous phase foIIOWing the supplier's recommendations. For

RT-gPCR of miR-21, RNA (200ng) were polyadenylated and reverse-transcribed
using the High Specificity miRNA First Strand cDNA synthesis kit (Agilent). After
reverse transcription, the PCR reaction was analyzed by real time quantitative PCR
(RT-gPCR) using a universal reverse primer (GACGAGCTGCCTCAGTC) and either
a miR-21 (TAGCTTATCAGACTGATGTTGA) or a U6
(ATTGGAACGATACAGAGAAGATTAG) forward primer. The cycle thresholds
(CT) obtained for miR-21 were normalized using U6 as endogenous gene. For RT-
gPCR of PDCD4 and pri-miR-21, the Transcriptor First Strand cDNA synthesis kit
(Roche) was used for reverse transcription. The sequences of the primers were
TTTTGTTTTGCTTGGGAGGA and AGCAGACAGTCAGGCAGGAT (for pri-miR-
21); GAAGGTTGCTGGATAGGCGA and TTGGTAGTCCCCTTCCTTTCC (for
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PDCD4); TGGAGGGTGTCCGCAATGTT and GAAGGCCTTGACCTTTTCAG (for
HUPO, used here to normalize the CT obtained for pri-miR-21 and PDCD4). Both
types of gPCR (miR-21 and PDCD4/pri-miR-21) were performed with the GoTaq
gPCR Master Mix (Promega), using a Biorad CFX96 Real-Time PCR system.
Plasmids preparation and lentivirus production

The PCR steps were done using Q5® High-Fidelity DNA Polymerase (New England
Biolabs). For the miR-21 sensor plasmid construction, two 42-mer oligonucleotides
(CCGCTCGAGTCAACATCAGTCTGATAAGCTACTATCATCAACATCAGTCT
GATAAGCTAGCGGCCGCATTCTTAT and
ATAAGAATGCGGCCGCTAGCTTATCAGACTGATGTTGATGATAGTAGCTTA
TCAGACTGATGTTGACTCGAGCGG) were annealed to form a double-stranded
adapter containing two miR-21-binding sequences, that was cloned at the Xhol/Notl of

the psiCheckZTNI (Promega) downstream of the Renilla luciferase cds. The miR-21

promoter (517bp fragment corresponding to the miR-21 studied by Fujita et aI.234)
was PCR amplified from human genomic DNA (Promega) using the primers
CGGTTTAACAGCACTGCCTCCA and GTCCTCAGAGTAAGGTCAGCTC, and
inserted by ligation in the pGL4.10 plasmid (Promega) downstream of the Firefly
luciferase cds. The deletions and mutations of the transcription factors binding sites
were introduced by PCR amplification / Dpnl digestion of the WT miR-21 promoter
pGL4.10 plasmid and sequence-verified. The positions of the deletions and of the
mutations are depicted in Supplementary Fig 5. The WT miR-21 promoter was also
inserted upstream of the Firefly luciferase cds in a lentiviral vector (lentiviral vector
#165 of the Vect'UBfacility, Bordeaux, France). The PDCD4 3'UTR (554 bp fragment
corresponding to the positions 1765-2319 of NM_145341) was PCR amplified from

human genomic DNA and cloned in the psiCheckZTNI plasmid (Promega). The

sequence corresponding to the miR-21 seed-binding site (ATAAGCTA) was deleted
from the PDCD4 3'UTR as described earlier. The STAT5- and control-shRNA
lentiviral vectors were a gift of Dr. I. Dusanter-Fourt, Institut Cochin, Paris, France).
Transfection and transduction of cell lines

For reporter analysis (miR-21 sensor plasmid, WT and mutated miR-21 promoter
plasmids, WT and mutated PDCD4 3'UTR plasmid), cells were split the day before
transfection at 200.000 cells/ml, then seeded in 96-well white plates (Dutscher). They
were transfected with 400ng of plasmid using the Viafect reagent (Promega). For miR-
21 promoter studies (pGL4.10 transfections), 20ng of the CMV-Renilla luciferase
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pGL4.75 plasmid (Promega) was added in order assess and take into account the
transfection efficiency. The Firefly and Renilla luciferase activities luminescence were
measured 24h post-transfection using the DualGlo-Luciferase Reporter Assay System
(Promega). For STATS5 knock-down experiments (STAT5- or control-shRNA
lentiviruses), cells were transduced at a multiplicity of infection (MOI) of 5, then
sorted 48 hours later according to the expression of GFP. For miR-21 promoter

.. . + .
activity measurements in CD34 cells and AML cell lines, cells were transduced at a

MOI of 5 with the miR-21 promoter lentivirus and used thereafter without selection or
sorting.

CRISPR/Cas9 inactivation of miR-21

Two oligonucleotides (CACCGGTCTGATAAGCTACCCGACA and
AAACTGTCGGGTAGCTTATCAGACC) were annealed to form a double-stranded
adapter that was cloned at the Bbsl of the pSpCas9n(BB)-2A-Puro plasmid (a gift
from Feng Zhang, Addgene # 48141). The D10 nickase Cas9 cloned into this plasmid
was replaced by the wild-type (i.e. nuclease) version. K562 cells were transfected with
the plasmid by Amaxa nucleofection, and 24 hours later puromycin (2ug/ml) was
added to the culture medium. After 48 hours of selection, live cells were diluted in
methylcellulose-containing medium (1000 cells per ml). After 10 days, colonies were
picked up and transferred into individual wells containing liquid medium. Mutations in
the miR-21 gene were detected by cloning (into the pCR2.1-TOPO® plasmid
(Invitrogen)) of PCR products obtained using primers
CTAGCATGTACTCTGGTTTCAACAGA and
CACAAAAGACTCTAAGTGCCACCA on cells lysates. Twelve distinct plasmids
obtained from each cell clone were sequenced. The quantification of miR-21
expression was performed by RT-gPCR as described earlier.

Immunoblotting

Cells were pre-treated with 10uM NazVOy4 for 30 min before collection. After two

washes in PBS-Na3VOy, pellets were suspended in RIPA lysis buffer. Supernatant

were collected and proteins were quantified with the Pierce BCA kit (Biorad).
Samples (50ug) were denatured by incubating 5 min at 95°C in reducing sample
buffer, loaded on 10% SDS-PAGE gels. After migration, proteins were transferred
onto a PVDF membrane. The antibodies (PDCD4: Abcam ref. 51495; phospho-
STATS: Cell Signaling ref. 9351 ; STATS: SantaCruz ref. SC-835; Actin: Sigma ref.
A2066) were used at a 1/1000 dilution in TBST/5% nonfat dry milk. The horseradish
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peroxidase-conjugated secondary antibodies (Vector Laboratories ref. P1-1000 for
anti-PDCD4, phospho-STATS5, Actin antibodies; Vector Laboratories ref. P1-9500 for
anti-STAT5 antibody) were used at the dilution of 1/10000 and detected using
Western Lighting Plus-ECL (Perkin Elmer).

Semi-quantitative proteomics
K562 cells (5.106) were seeded at the concentration of 500.000 cells/ml and either treated

with 1uM imatinib for 24h or left untreated. After centrifugation, they were washed twice
with PBS and the pellets were dissolved in 100 ul of urea (8M), thiourea (2M), Chaps
(2%), Hepes (50mM), pH7.5. The undissolved materials were removed by centrifugation.
Proteins were precipitated in TCA 15% (v/v), washed twice with acetone and suspended
in urea (7M), thiourea (2M), Chaps (4%). Supernatant protein concentration was assessed
by Bradford. A hundred pg was digested with trypsin and labeled with iTRAQ 8-plex
(AB SCIEX) according to the manufacturer‘s instructions.

Briefly, samples were reduced with TCEP and alkylated with MMTS before being
digested overnight with trypsin. The labeled samples were pooled and subsequently
purified on SCX chromatography, desalted on a C18 cartridge and eluted peptides
were submitted to the 3100 OFFGEL Fractionator (Agilent Technologies) with the
OFFGEL High Res Kit pH 3-10 (Agilent Technologies) immobilized pH gradient
(IPG) DrysStrips. The peptides were separated according to the manufacturer's
instructions. After separation, the 24 fractions were acidified with acetic acid 0.1%
(v/v) and subsequently analyzed by LC-MS/MS with a nano LC system coupled ton an

LTQ Orbitrap XL (ThermoFinnigan) as previously described 56. Ten microliters of
peptide digests were desalted onto a 300-pum i.d. x 5-mm C18 PepMap™ trap column
(Dionex) at a fIOW rate of 30 uL/min and separated onto an analytical 75-pum i.d. x 15-

cm C18 PepMap column (Dionex). Mobile phases were a mix of solvent A (0.1%
formic acid in 5% ACN) and solvent B (0.1% formic acid in 80% ACN). Elution was
performed using a 5-40% linear gradient of solvent B for 105 min. The separation fIOW
rate was set at 200 nL/min. Data were acquired in a data-dependent mode that
alternated an MS scan survey over an m/z range of 300—2000, and three MS/MS scans

of top 3 ions both in CID and PQD fragmentation mode. Monocharged ions were
rejected and the dynamic exclusion duration was set to 20 sec.

Data were searched by SEQUEST through Proteome Discoverer 1.3 (Thermo Fisher
Scientific Inc.) against Homo sapiens Complete Proteome Set (Uniprot version 2011-

01: 58009 entries). Spectra from peptides higher than 5000 Da or IOWer than 350 Da
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were rejected. The search parameters were as fol 's: mass accuracy of the

monoisotopic peptide precursor and peptide fragments was set to 10 ppm and 0.5 Da
respectively. Only b- and y-ions were considered for mass calculation. Oxidation of

methionines (+16 Da) was considered as variable modification and cysteine alkylation
with MMTS (+46 Da) as fixed modification. iTRAQ 8-plex labeling of lysine and
peptide N-terminal were also considered as fixed modification. Two missed trypsin
cleavages were aIIOWed. Peptide validation was performed using Percolator algorithm
! and only —high confidencel peptides were retained corresponding to a 1% False
Positive Rate at peptide level. Quantitation was performed with Proteome Discoverer:
protein ratios were the average of considered peptide ratio.
Statistics
RT-gPCR datas and luciferase measurements were analyzed by the GraphPad
software. When shown on graphs, error bars represent S.E. of the number of
determination. Two-tailed Student t tests were used for statistical analysis.
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Figure Legends

Figure 1. Regulation of miRNA expression by imatinib in K562 cells. Cells
(n=3 independent wells for each sample) were either not treated (C) or treated for 24 h
with 1 uM imatinib (IMA) before RNA extraction, labeling and miRNA microarray
hybridization. (A) Hierarchical clustering of the 6 independent microRNA expression
profiles, revealing a strong molecular signature associated with the treatment. (B)
Heatmap of the 13 significantly (p<0.001) dysregulated miRNAs. (C) Significativity
(y axe) versus fold change (x axe) plot ; the most relevant candidates are depicted.
Figure 2. STAT5/3 binding sites are necessary for the action of imatinib on miR-
21 promoter activity. A 517 bp fragment corresponding to the proximal miR-21
promoter was cloned upstream of a Luciferase cds. (A) Relative positions of the
STAT3/5 putative binding sites identified by Genomatix. (B) K562 cells were
transfected with wild-type (WT), deleted or mutated variants of the miR-21 promoter,
and treated or not with imatinib (1 nM, 24h) before luciferase activity measurements.
For each independent experiment, the normalized luciferase activities of the
deleted/mutated variants were compared to the activity of the WT miR-21 promoter.
***P<(0.001, ** P <0.01 (variant versus WT miR-21 promoter); ### P <0.001
(imatinib-treated versus not treated cells).

Figure 3. Validation and effects of STAT5 knock down on miR-21 expression in
K562 cells. Cells were transduced at a MOI of 5 with either STAT5 shRNA or

control shRNA lentiviral vector and GFP™ cells were sorted 48h later. (A) The

expression of STATS was assessed by western blot analysis, confirming the efficacy
of the STATS5 shRNA. (B), (C) MiR-21 was quantified in the transduced cells either
directly by RT-gPCR (B) or indirectly (C) using a reporter "sensor"” plasmid driving
the transcription of luciferase cds foIIOWed by two miR-21 binding sites. (D) The

knock-down of STATS abolished the imatinib-induced decrease of miR-21 promoter
activity in cells transfected with the miR-21 promoter-luciferase plasmid.
***P<0.001, ** P <0.01 (control shRNA versus STAT5 shRNA); ## P <0.01
(imatinib-treated versus not treated cells).

Figure 4. Regulation of PDCD4 expression by imatinib in K562 cells. (A) The
proteome of cells that were not treated (n=2) or treated with imatinib (1 pM, 24h, n=2)
was studied using iTRAQ. A total of 1134 proteins were identified and quantified by
MS/MS. For each protein (one spot on the graph), the base 2 logarithm of the ratio of its

levels in the two samples (IMA/C) is plotted on the y axe. A western blot analysis
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of PDCD4 expression in control and treated cells confirmed the result observed using
proteomics (inset). (B) western blot analysis of PDCD4 expressed in cells transfected
by a control LNA, a miR-21 mimic or an anti-miR-21 LNA. (C) western blot analysis
of PDCD4 expressed in normal (WT) or miR-21 KO K562 cells (5A, 7B) (D)
Luciferase activities of K562 cells co-transfected with (i) plasmids bearing the firefly

luciferase cds foIIOWed by a 554 bp fragment of the PDCD4 3'UTR containing (WT) or
not (Deleted) a miR-21 binding site and (ii) antimiR-21-LNA, miR-21 mimic or
control LNA oligonucleotides.

Figure 5. Effect of imatinib on the expression of miR-21 and PDCD4 in CML

cD34" cells. (A) miR-21 and PDCD4 mRNA were quantified by RT-gPCR on
CD34" cells prepared from four CML donors and treated (5uM, 24h) or not with

imatinib. For each CML donor, histograms represent the base 2 logarithm of the ratio
(treated/not treated cells). (B) CD34" cells from a CML patient were transduced with a
lentivirus carrying a firefly luciferase cds cloned downstream of the miR-21 promoter,
then treated or not treated with imatinib. Luciferase activity was measured after 4, 8 or
24 hours. (C) phospho-STATS and STATS5 were detected by western blot of protein
extracts from CML CD34" not treated or treated with imatinib.

Figure 6. Effect of TKI treatment on the expression of miR-21 and PDCD4 in
AML cells lines. (A) MV4.11 and MOLM13 cells were treated with Sunitinib
(0.1pM, 24h). Then, PDCD4 mRNA and miR-21 were quantified by RT-gPCR, and
miR-21 promoter activity was assessed by luciferase measurements in cells
transduced with the miR-21 promoter-Luciferase lentivirus. For each cell line,
histograms represent the base 2 logarithm of the ratio (treated/not treated cells). (B)

phospho-STATS levels were assessed in control (-) or TKI-treated (+) MV4.11 (left)

and MOLM13 (right) cells. (C) Luciferase was measured in MOLM13 cells 24 hours
after transfection with pGL4.10 plasmids having no promoter, WT or mutated miR-21
promoters.
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Figure 2
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Figure 3

A B
Control STATS o 1.2
shRNA  shRNA 2 17
@S 087 * %k
m -
STATS e f_'f @ 8:2 i
N g 024
x o O
ACTIN. " e = Control STAT5
shRNA shRNA
C D
UmO.B- *® K Umﬂ.ﬂf- EC OIMA
N & 04 8§ 097 i g4
g % 0.2 A g % 0.2 1 * ¥
s3 ¥ . o 3 0.1 1
0 0
Control STAT5 Control STATS
shRNA shRNA shRNA shRNA

101



Figure 4
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Figure 5

A B
1 S 1500
. <
U 0-5 g —
4 miR-21 g 1000 ¢ c
= 0 o
3 (]
5405 = IMA
e E or—

0 10 20 30
time (h)
C IMA(um) 0 1 5

P-STATS =

STATS A R ~

103



Figure 6
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Supplementary datas

WL
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JTATSdel
3TATSEdel
JTATZmt
JTATSmat
JTAT3+3TATSmut

WL

JTAT2del
JIATSdel
JTATSEdel
JTATZmat
JTATSmat
JTAT3+3ITATSmut

WL

JTATZdel
JTATSdel
3TATSEdel
JTAT2Zmat
JTATSmat
JTATA+3TATSmut

WL

JTAT3del
JTATSdel
JTATSEdel
JTATZmt
JTATSmat
JTAT3+3TATSmut

wI

JTAT2del
JTATSdel
JTATSEdel
JTATZmat
JTATSmat
JTAT3+3ITATSmut

WL

JTAT2del
JTATSdel
JTATS5Edel
JTAT2Zmat
JTATSmat
JTATA+3TATSmut

1 50
CEEFITTARCA FCACTEOCTC CATGIATTCT GEELAAGARAG GAGTTCCEAG
31 iaad
TACATRRRTT TATCARAREAT (CACTATOOCR ATCATCTCALE ARCRRECTET
101 150
TACTRATETA CIGEAGITIC TELGCARARCT GLCTACCATA ARCCATGEARSE
151 200
GEATTCARASE TTCATAGITC CITCITTIGIT CCITIGITAA TCEACTEATTIT
201 250
CTEACTAGTE FEAGETECCT COCOCAARCGITIE CTARTGECATT CITITTIGEAT
231 200
AREEATEACE CRCAGATTET COCTAATARRGE ACTITAGATTE AGRRREACCE
201 250
COOCOCICTGA GRAGAGEEEA CRAGTCAGAG AGAGEEDEEFE CAGITICITT
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JTAT3del
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JTAT2del
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JTATSEdel
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STAT2+3TATSmut

WL

JTAT2del
JTATSdel
JTATISEdel
JTATZ2mt
JTATSmmt
JTATS+3TATSmt

as1 200
TTTARCTAGS GATGACACAR GCATAAGTCA TTTCCTTATT AATTGESTICA
401 450
ARCCASTTCT TACAGGEAACT AGTGGTGATA AATCTGGEAC TTCTGAGRAS
______________ _cr___ —— - - -
________________________________________ _LG_—_—_—_
—————————————— —Cf——— —————————— —————————— —AG———————
451 500
TCATTCATTT TATTCITTST GOCATACCAS AGTACASTAT CAGCTGASCT
501 517

GFADCTTACTC THEAGHAT
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S1 Fig. Alignment of the deleted and mutated variants of the miR-21 promoter.
The STATSB (position 84-92), STAT3 (position 410-418) and STATS (position 441-
449) sites predicted by Genomatix are depicted in grey in the WT sequence. Deletions

or mutations were produced by PCR and sequence-verified.
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S2 Fig. Lack of effects of imatinib on BCR-ABL1-negative cell line. The
AML cell lines HEL, TF1 and the teratoma cell line N-TERA were treated with
imatinib (1 uM, 24 h) before RNA extraction and miR-21 quantification by RT-gPCR.
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S3 Fig. Regulation of miR-21 by three tyrosine-kinase inhibitors in K562. Cells

were either not treated (C) or treated for 24h with imatinib (1 uM), dasatinib (10nM)
or nilotinib (20 nM). miR-21 was quantified by RT-qPCR
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S4 Fig. Increased expression of miR-21 induced by BCR-ABL1
expression. miR-21was quantified by RT-gPCR in iPS cells produced from cD34"

cells that were transduced or not with a BCR-ABL1-expressing lentivirus. Exp#1 and
exp#2 represent the results from two independent experiments
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S5 Fig. Validation of the miR-21 promoter activity in K562 cells. (A) K562
cells were transfected with a luciferase plasmid containing either no promoter (no
prom) or the 517bp fragment derived from the miR-21 gene (miR-21 prom). The
luciferase levels expressed by the transfected cells confirm the promoter activity of the
cloned fragment. (B) On cells transfected with the miR-21 promoter-luciferase
plasmid, increasing concentrations of imatinib induce a dose-dependent decrease of
the luciferase activity. (C) The effect of imatinib (1pM) and Phorbol 12-myristate 13-
acetate (PMA) (10nM) were assessed using three independent measurements of miR-
21 expression: luciferase activity of transfected cells (left), pri-miR-21 (center) and
mature miR-21 (right).
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sSgRNA

WT

5A-1
5A-2
5A-3

WT
7B-1
7B-2
7B-3

miR-21

TCTCCATGGCTGTACCACCTTGTCGGGTAGCTTATCAGACTGATGTTGACTGTTGAATCT

TCTCCATGGCTGTACCACCTT . v v v v v v ve et ATCAGACTGATGTTGACTGTTGAATCT

TCTCCATGGCTGTACCACCTT . v v vt v v e e e e v e CAGACTGATGTTGACTGTTGAATCT

TCTCCATGGCTGTA . v v it i ittt i ittt et eeen GACTGATGTTGACTGTTGAATCT
SgRNA miR-21

TCTCCATGGCTGTACCACCTTGTCGGGTAGCTTATCAGACTGATGTTGACTGTTGAATCT

TCTCCATGGCTGTAC. . ....... GGGTAGCTTATCAGACTGATGTTGACTGTTGAATCT
TCTCCATGG. . v v v v v i i e GTAGCTTATCAGACTGATGTTGACTGTTGAATCT
T e ittt et e ettt ittt e e TGATGTCGACTGTTGAATCT

S6 Fig. CRISPR/Cas9-induced deletions in the miR-21 gene. K562 were
transiently transfected with the sgRNA/Cas9/Puro plasmid and selected for 48 h with

puromycin. After cloning in semi-solid medium, clones were picked up and grown. A

portion of the miR-21 gene was PCR-amplified from the genomic DNA of two clones
(5A and 7B). PCR products were cloned into the pCR2.1-TOPO vector, and a total of
24 plasmids were sequenced (12 for 5A and 12 for 7B). The different sequences

obtained are aligned. The positions of the hybridization site of the shRNA, and of

miR-2

1 are shown.
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I11. Discussion

Dans cet article, nous avons montré que 1‘imatinib a bien un effet sur I‘expression

de plusieurs microARN et protéines dans la lignée cellulaire K562 portant 1‘anomalie
chromosomique Philadelphie (lignées Ph+). Dans un premier temps, nos résultats mettent

en évidence la régulation significative du microARN miR-21 et de la protéine PDCD4
suggérant leurs réles possibles dans les effets de BCR-ABL1. Le géne suppresseur de
tumeur PDCD4 est une cible bien caractérisée de miR-21, et la fonctionnalité de cette
régulation négative a notamment déja éte démontrée dans un modele de cancer

90 . \ . P
colorectal’”. D‘autre part, notre ¢étude suggére que miR-21 est régulé

transcriptionnellement par BCR-ABLL1 par I‘intermédiaire du facteur de transcription
STATS5, élément central des effets de BCR-ABL1 dans les cellules Ph+. Comme cela a

été montré dans plusieurs autres modeles, nous confirmons également que miR-21 est
bien capable de réguler négativement PDCD4 dans ces cellules. Nous avons montré
que cette régulation semble effective dans des cellules primaires de patients LMC
sensibles a 1‘imatinib. Enfin, nous avons cherché a généraliser ces modalités de
régulation & un modele de leucémie différent. En effet, nos expériences suggerent que
la régulation de miR-21 par STAT5 semble également effective dans des lignées
modeles de LAM présentant une mutation FLT3-1TD dont la dérégulation de 1‘activité
tyrosine-kinase peut étre comparée a celle de BCR-ABLL, puisqu'elle aboutit entre
autre a la phosophorylation de STAT5.
Cet article a fait 1°‘objet d“une soumission au journal Oncotarget au mois d‘Aofit

2016. L‘éditeur nous a encouragé a re-soumettre une version complétée en tenant
compte des remarques et suggestions des reviewers. Cette discussion apporte des
éléments de réponses a ces remarques: précisions sur la régulation de miR-21 par le
facteur de transcription STAT5, données complémentaires concernant un possible réle
fonctionnel de miR-21, et modalités de régulations de PDCD4 dans nos modeles

diférents modeles.

1. Mise en évidence de |‘intermédiaire de régulation entre BCR-ABL1
et miR-21

Le géene miR-21 est décrit en positon intronique au sein du gene TMEM49 porté

87 . . \ g e s
par le chromosome 17 . Ce microARN est 1‘un des premiers a avoir été étudié dans la
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démonstration de la transcription des microARN par 1°ARN polymérase de type 1l 87.
Chen et al. montrent que comme la majorité des microARN, miR-21 semble jouer un role
important dans les premiers stades du developpement dans son modéle choisi du

zebrafish258. Exprimé de fagon ubiquitaire, Kumarsy et al. suggérent ¢galement qu‘il

joue un role dans le maintien physiologique de 1‘état actif des lymphocytes T231.
Actuellement, relativement peu de données sont a notre disposition pour décrire le

role physiologique de miR-21 alors que des centaines de publications suggerent son

potentiel oncogénique fort dans plusieurs modéles pathologiques. En effet, les études de

Volina et al., montrent pour la premiére fois que sa surexpression est quasi systématique
I . . o s 82 . . .
dans la majorité des tumeurs solides et liquides étudiées . Plusieurs données de méta-

analyses reprises récemment a partir d‘une dizaine de publications se basant sur la
comparaison d‘échantillons de patients et de sujets sains proposent méme d‘utiliser ce

microARN comme biomarqueur universel de diagnostic des cancers, d‘outils de

. - 204,259
prognostic et marqueur de résistance . Ce contexte justifie ainsi 1‘intérét majeur de

comprendre les modalités de régulation de ce microARN, et de mieux comprendre sa

place au sein des mécanismes de 1‘oncogenése.

a. Généralités sur la régulation de miR-21

D<aprés la littérature, la  surexpression de miR-21 dans les cancers semble
majoritairement dde a une régulation soit transcriptionnelle soit post-

transcriptionnelle, puisqu‘aucun cas d‘amplification génique n‘a été rapporté pour ce

microARN. Cullens et al. sont les premiers a décrire la région promotrice de mir-21,
complétée plus tard par 1‘étude de Loffler et al., demontrant la régulation cytokine

dépendante (IL-6) de miR-21 via le facteur de transcription STAT3239. Dans le méme

temps, Fujita et al. apportent des précisions quant aux facteurs de transcription
régulant miR-21 avec l‘identification de sites de fixations des facteurs AP-1, PU-1,

p53, SRF, NFI et STAT3 dans son promoteur234. Cependant, il est important de noter

que ce promoteur peut potentiellement étre régulé négativement par les facteurs de
transcription C/EBPa et Gfil. Les facteurs formellement identifiés ou prédits sont
généralement des effecteurs de voies de signalisations dépendantes de cytokines.
Ribas et al. montrent dans les modéles de cancer de la prostate que miR-21 semble

également soumis a une régulation hormono-dependante, via la fixation de facteurs de

.. . . \ . 260
transcriptions stimulés par les androgénes et les cestrogénes
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En complément des régulations transcriptionnelles, Davis et al. montrent qu‘il
existe également une régulation post-transcriptionnelle de miR-21 par les facteurs

TGFp et BMP4, qui agissent au niveau des premieres étapes de la maturation du pri-

. 261 L .
miR . D‘autre part, le recrutement de protéines SMAD au niveau du complexe

microprocessor peut aussi conduire a une maturation accélérée du précurseur

secondaire (pre-miR) de miR-21262.

Notre étude suggére que dans les cellules K562, BCR-ABLL1 exerce une régulation
transcriptionnelle de miR-21 puisque le traitement par 1‘imatinib conduit a une régulation
a la fois de sa forme mature, mais aussi de sa forme précurseur (pri-miR). Afin d‘identifier
I‘intermédiaire de régulation, nous avons choisi de cloner une zone promotrice de miR-21

proche de celle décrite par Fujita et al. (et comprenant des sites communs a la description

234,239

de Loffler et al.) . En effet, 1°‘étude d‘Ozsolak et al. démontre que cette zone semble

correspondre a une région de régulation forte de miR-21 et non Iignée-dépendantel4.

D‘autre part, notre étude montre par un traitement imatinib sur des lignées transfectées
avec la construction promoteur miR-21-luciférase que cette séquence porte bien les
éléments de régulation nécessaires aux effets de BCR-ABLL1 (Article : figure S5.c).
L analyse bioinformatique de la séquence promotrice clonée a été effectuée avec le
logiciel de prédiction Genomatix®, capable de générer une liste des différents sites de
fixations présents dans une séquence proposee en fonction des motifs consensuels déja
publiés. Les résultats présentés dans 1‘article en figure 2.a montrent la présence d‘un site
de fixation pour le facteur STATSB en position 5, et deux sites permettant a la fois la
fixation des facteurs

STAT3 et STATS (appelés STAT3/5) en position 3°. Ces régions palindromiques
avaient été déja décrites dans les études de Fujita et al. et de Loffler et al. comme étant
des sites strictement STAT3. Nos résultats ont ainsi montré par mutagenese dirigée
que l‘intégrité des sites STAT3/5 semble étre indispensable a la régulation du promoteur
par BCR-ABL1, puisque leur délétion/mutation ne permet plus d‘observer

la réponse induite par le traitement imatinib dans la lignée K562-Ph” (Article : figure
2.b). Dfautre part, la mutagenése du site STAT5B ne semble pas avoir d‘impact sur la

régulation du promoteur. Ce résultat peut s‘expliquer par le fait que contrairement aux

sites STAT3/5, la séquence STATSB identifiée par Genomatix® ne présente pas de
structure palindromique et sa séquence ne semble pas aussi proche du motif de

reconnaissance consensuellement décrit pour les membres de la famille STAT.
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b. Les facteurs STATs

La famille des Signal transducers and activators of transcription (STAT)
regroupe 7 membres (STAT1-4, 5a, 5b, 6) 263. Leur fonction réside principalement

dans leur capacité a se dimériser suite a leur phosphorylation, et a transloquer dans le

. . . . R . 263
noyau dans lequel ils vont activer ou de réprimer 1‘expression de génes cibles

Cette phosphorylation est régie par la stimulation cytokine-dépendante des protéines
cytosoliques a activité tyrosine kinase JAK1, JAK2, ou JAK3. Ce processus
d‘activation est rapide et fonctionnel en quelques heures seulement

Le motif de reconnaissance principal est la séquence palindromique «
TTCNNNGAA ». La structure similaire des membres de la famille STAT leur

permet de s‘homodimériser ou de s‘hétérodimériser suite a leur phosphorylation.
Cependant, leurs fonctions ne sont pas redondantes et chaque facteur STAT posséde des
génes cibles et des fonctions spécifique5263. Ainsi, le facteur STAT1 joue un role

important dans la réponse innée du systeme immunitaire, tandis que les membres STAT2,

4 et 6 semblent jouer un role précisement dans la maturation des lymphocytes T180’263.

Les roles de STAT3 et de STAT5a/b semblent principalement concerner la régulation de
I‘hématopoiése et 1‘orientation des cellules au cours de leur différenciation myéloide et
lymphoide. Le réle plus affirmé de STAT5a/b dans la régulation des processus cellulaires

et d‘apoptose lui confére une fonction plus importante dans le maintien du pool des

. " 180,263,264
cellules souches hématopoiétiques .

Les facteurs STAT3 et STATS sont majoritairement étudiés dans le contexte du cancer
puisque leurs phosphorylations aberrantes ou leurs surexpressions sont largement

rapportées dans de nombreux modeles (sein, ovaire, prostate, poumon, pancréas, et

81,265

L : 1 o . . .
maladie hématologiques) .1ls semblent principalement jouer un role dans la survie et

la prolifération des cellules transformées. Ces fonctions apparemment redondantes

s‘expliquent par la similitude de certains de leurs genes cibles anti-apoptotiques tels

que Bcly, Mcl1 et piml 81,265

c. Détermination de STAT5 comme élément moteur de la régulation de miR-21

L‘analyse bioinformatique du promoteur de miR-21 a révélé la présence de

deux sites consensus de fixation des facteurs STAT3 et STAT5. Un petit nombre
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Figure 14. Expression et activation différentielle des facteurs STAT3 et
STATS5 dans les cellules K562

a. Reésultats d’analyses transcriptomiques effectuées sur la lignées K562.
expression de la fluorescence normalisée en unité arbitraire (u.a)

b. Westernblot des protéines STAT3 et STATS5. Effet du traitement par
l'imatinib (1uM) sur la phosphorylation des protéines.




d‘études a récemment suggéré que ces deux facteurs sont des régulateurs potentiels de

miR-21. En effet, miR-21 a été identifié comme cible potentielle de STAT3 dans les

. . 266-268 .
gliomes, les myélomes, le cancer de la prostate et le syndrome de Sezary , tandis

que le lien avec STATS5 a plus rarement été démontré dans des contextes du

développement mammaire, de lymphomes et de régulation du systéme

. . 237,238 . . : »
immunitaire . L‘une des remarques majeures portées les reviewers a donc été de

justifier 1‘orientation de notre étude spécifiquement sur 1‘importance du facteur
STATS alors que STATS3 avait déja été décrit comme potentiellement indispensable a
la régulation de miR-21 dans d‘autres modeles que la LMC.

L‘étude de Hantschel et al. démontre d‘abord que 1‘activation de STATS est
indépendante a JAK2 puisque BCR-ABLL est capable de le phosphoryler241. D‘autre

part, la délétion de JAK2 n‘impacte en rien la progression de la LMC sur des modéles

murins, suggérant que les cibles indirectement phosphorylées par BCR-ABL1 (comme

le facteur STAT3) présentent une importance moindre dans le mécanisme d‘action de

BCR-ABL1. Les études de Weber et al. et de Warsch al. ajoutent eégalement que la
présence de STAT3 et de STATS est necessaire au développement de la LMC, mais
que seul STATS5 est indispensable a la survie et la prolifération des cellules de lignées

254,269 . . .
de LMC ~ " 7. D‘autre part, les analyses transcriptomiques effectuées dans notre

laboratoire sur des lignées Ph" K562 révélent que I‘expression de STATS est plus

importante que le facteur STAT3 (figure 14.a). De plus, 1‘analyse de 1‘effet de
I‘imatinib sur la phosphorylation de STAT3 que nous avons effectué (figure 14.b)
montre que le traitement a peu ou pas d‘impact sur la phosphorylation de STATS3,
suggérant qu‘il ne semble pas jouer un réle important dans la régulation de miR-21
dans ce modele.

2. Analyse fonctionnelle de miR-21

a. miR-21, un exemple d’oncomicroARN

Les fonctions de miR-21 et ses ARNm cibles ont d‘abord ét¢ démontrées dans
plusieurs modeles de lignées. Wickramasinghe et al. sont les premiers a suggérer que les
cibles identifiées de miR-21, telles que PDCD4, PTEN ou Bcl2, semblent

, . . o . . . 270
systématiquement pro-apoptotiques ou associées a la régulation du cycle cellulaire

D‘autre part, la revue de Jazubutyte et al. montre que les cibles de miR-21 prédites par
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.. . . . . - 271
analyses bioinformatiques semblent associées aux voies de signalisation oncogéniques

Au-dela des études in vitro, les études in vivo de Medina et al. et de Hatley et al., ont

également clairement montrés le role oncogénique de miR-21 dans des modeles de

91,

lymphome et du cancer du poumon 272. En effet, Medina et al., utilise un systeme

inductible par tet-off et cre-recombinase pour permettre une expression de miR-21
restreinte aux cellules hématopoiétiques (via un promoteur Nestine) dont 1‘induction est
contrélée par la doxycycline. La surexpression induite de miR-21 conduit ainsi a la
formation de tumeurs lymphoides des cellules de type B, tandis que son inactivation induit

L . . .9
la diminution rapide des tumeurs néoformées™ . Le second exemple de Hatley et al.
suggere que la délétion du géne miR-21 dans un modéle de
lignée de cancer du poumon, ainsi que dans un modé¢le murin, supprime 1‘activation de
. L . 272
la voie K-RAS oncogeéenique, responsable de la transformation des cellules™ . Ces

deux exemples montrent le potentiel oncogénique fort de miR-21 et, de fagon encore

plus intéressante, la notion d‘addiction potentielle des cellules cancéreuses a ce
microARN.

b. miR-21, un effecteur de STATS

La surexpression de miR-21 a déja été caractérisée dans la LMC depuis les
. 2,221 . .
analyses de Volina et al. et de Lu et aI.8 " . Cependant, malgré son potentiel

oncogénique avéré, relativement peu de publications décrivent une fonction claire de
cette surexpression dans le modele de la LMC. En effet, les quelques études effectuées
a travers l‘utilisation d‘oligonucléotides antisens suggérent que miR-21 semble, de

facon attendue, important dans la régulation de la réponse apoptotique mais aussi dans

e _— \ 251,252
la sensibilisation des cellules aux ITK dans des lignées modéles de LMC . Une

L . A . 204
seule publication a ce jour confirme ce réle dans les CD34" de patients LMC .

De la méme fagon, STAT5 est connu pour étre un effecteur central et

- . : +
indispensable dans le maintien et la protection des cellules Ph . Actuellement

considéré comme une cible thérapeutique potentielle, le knock-down (KD) de STAT5

ou son ciblage pharmacologique conduit a une augmentation de la réponse apoptotique

. e + 254,273,274
et a une sensibilisation des cellules Ph aux ITK )
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Fiqure 15. Effet du knock-down de miR-21 et de STATS5 sur la prolifération

et la sensibilité des cellules K562 a I'imatinib.

La nombre de cellules vivantes de cellule est mesuré indirectement a I'aide du kit
CellTiterGlo®
a. et c. Suivi de la prolifération cellulaire sur des K562 knock-down pour miR-21 (a)
et pour STAT5 (c) (n=3)
b. et d. Courbes dose-effet de I'imatinib sur des K562 knock-down pour miR-21

(b) et STAT5 (d). Les IC50 (données entre parenthése) sont déterminés par le
logiciel GraphPadPrism. *** : p<0,005




L‘ensemble de ces études suggeérent donc que STATS et miR-21 semblent
avoir des rbles comparables dans la leucémogenese. Pour confirmer que miR-21
intervient comme potentiel effecteur de BCR-ABL1/STATS5, nous avons comparés les
effets du knock-down (KD) de STATS et de I‘inactivation transitoire de miR-21 a
I‘aide d‘un oligonucléotide antisens (LNA). Nos résultats présentés dans la figure 15
suggerent que le KD-STATS5 et le LNA-miR-21 conduisent de fagon similaire a un
ralentissement de la prolifération cellulaire (figure 15.a et c.) ainsi qu‘a une
sensibilisation des cellules a 1‘imatinib, avec des deécalages des ICsg comparables
(figure 15 b. et d.). Nous poursuivons actuellement ces expériences avec la
confirmation de ces données sur des lignées K562 inactivées pour le gene miR-21 par
la technologie CRISPR décrite dans l‘article. Afin de montrer clairement le role
effecteur de miR-21, nous prévoyons de surexprimer miR-21 dans les lignées KD-

STATS afin de vérifier que sa seule présence suffit a restaurer le phénotype initial des

+
cellules Ph .

c. Identification de PDCD4 comme cible de miR-21 dans la LMC

Notre analyse protéomique a montré que le traitement imatinib des cellules
K562 induisait des modifications d‘expression de protéines (Article : figure 4.a).
Parmi ces protéines, la surexpression la plus franche concerne le facteur pro-
apoptotique PDCD4, dont le messager est relativement bien caractérisé pour étre une
cible de miR-21. Peu de données sont actuellement disponibles sur le réle précis de
PDCD4, mais il semble interagir avec des facteurs impliqués dans la régulation de
l‘initiation de la traduction comme elF4A et elF4G afin d‘inhiber la traduction des

.. 88 . . R .
protéines . Son expression est largement rapportée pour étre augmentée durant

‘ s . \ . ., 88
1‘apoptose et diminuée au court de la carcinogenése dans plusieurs mod¢les

De précédents travaux ont montré que la régulation de PDCD4 par miR-21 joue un

role important dans la survie cellulaire dans les modéles de cancers colorectaux, utérins et

247,275-277

les glioblastomes . Pour confirmer le lien de régulation miR-21/PDCD4 dans

les K562, nous avons utilisé une construction dans laquelle la séquence 3‘UTR de
I'ARNmM de PDCD4 est placée en aval de la séquence codante de la luciférase. Dans une
construction contr6le, le site de liaison potentiel de miR-21 sur le 3'UTR de PDCD4 a é€té

déléte. Les résultats obtenus sur des lignées K562
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Figure 16. Effet du traitement par I'imatinib sur I’expression de miR-21 et miR-

21* dans lalignée K562

La quantification de I'expression des microARN est effectuée par miRT-qPCR.

a. Effet du traitement imatinib 24h, 1uM sur I'expression de miR-21 (n=8 expériences
indépendantes)

b. Effet du traitement imatinib 24h, 1uM sur l'expression de miR-21* (n=8
expériences indépendantes)

C = Contrdle. IMA = traitement imatinib.




transfectées et traitées a I‘imatinib ou dont I‘expression de miR-21 a été
artificiellement modulée (LNA ou mimic-miR-21) sont présentés dans 1‘article en
figure 4.c. lls suggérent que la présence du site de fixation de miR-21 est bien

indispensable a la régulation de la construction rapportrice, ce qui confirme les

204,251,252

données de la littérature actuelle Les effets de la régulation post-

transcriptionnelle de PDCD4 par miR-21 sont confirmés par westernblot (article :
figure 4.b). Labsence d‘effet de la condition de surexpression de miR-21 observées
sur la construction rapportrice est également confirmée par westernblot. Le mimic-
miR-21 ayant été testé et validé avant nos expériences, nous supposons que ces

résultats s‘expliquent par le fait que les K562 présentent déja un niveau d‘expression

saturant de miR-21.

3. Etudes complémentaires et perspectives

a. Laréqulation de la forme minoritaire miR-21*

Les résultats obtenus par microarray montrent une régulation de miR-21 a la
fois sous sa forme majoritaire (miR-21) et minoritaire (miR-21*) (article : figure 1.c).
L<éditeur nous a suggéré de confirmer que cette forme habituellement minoritaire de miR-21
est effectivement régulée par 1‘imatinib, et de vérifier sa fonctionnalité dans notre modéle. En
effet, jusqu‘a aujourd‘hui les formes miR* étaient décrites pour étre
rapidement dégradées et non-fonctionnelles. Cependant, de récentes études ont notamment

montré que le miR-21* joue un réle fonctionnel dans les modele de cancer de I‘ovaire ou

.. 31,278 , - .
de cancer du pancréas . Nous avons donc dans un premier temps confirme par miRT-

qPCR que le traitement a 1‘imatinib induit bien une diminution de miR-21* (figure 16.b)
de la méme fagon que miR-21 (figure 16.a) dans les K562 traitées. En revanche, nous
n‘avons pas poursuivi dans la recherche des fonctions associees & miR-21* puisque nos
données de microarray montrent que 1‘abondance de miR-21* est négligeable (environ
1/100) par rapport a celle de miR-21. D¢autre part, ces résultats sont confirmés par notre
collaboration avec Laure-Emmanuelle Zaragosi de 1‘Institut de Pharmacologie
Moléculaire et Cellulaire de Nice-Sophia-Antipolis qui montre sur des données de
séquencage nouvelle génération de K562 que miR-21 est représenté par 46772 reads par
millions de reads, , contre seulement 125 reads par millions pour la forme miR-21*.

L‘ensemble de ces données montrent donc que la
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forme miR-21* reste largement minoritaire dans les cellules K562, et qu‘il est peu

probable qu‘elle joue un role fonctionnel significatif par rapport a la forme majoritaire

miR-21.

b. Une double régulation de PDCD4

Les résultats de notre étude ont confirmé la régulation négative de PDCD4 par
miR-21. Cependant, le westernblot présenté dans la figure 17 montre que le traitement
imatinib induit une augmentation de 1°‘expression de PDCD4 plus importante que le
KD transitoire de miR-21 (LNA-miR-21), suggerant que miR-21 n‘est pas le seul
responsable de la régulation de PDCD4 par l'imatinib. Nous avons donc cherche a
mieux caractériser les modalités de cette régulation régulation. Nos résultats de miRT -
gPCR effectuées sur des échantillons de K562 (non montrés ici) suggerent que
le traitement a 1‘imatinib induit une augmentation de la quantité de transcrits de
PDCD4, suggerant une régulation transcriptionnelle dépendante de 1°activité de BCR-
ABL. Nous avons donc cloné un fragment de la séquence promotrice de PDCD4 en
amont d‘un géne rapporteur codant pour la luciférase. Nous avons ainsi observé dans des
K562 que le traitement imatinib conduit a une augmentation de 1‘activité du
promoteur (non montré ici), confirmant la régulation transcriptionnelle potentielle de PDCDA4.
Nous avons décidé de ne pas poursuivre dans la recherche de l‘intermédiaire de régulation
entre PDCD4 et BCR-ABL1 (bien que des résultats non présentés ici suggérent que ce n‘est
pas STATS). Cependant, il serait intéressant de compléter cette
étude avec une analyse similaire a celle que nous avons effectuée pour identifier
l‘intermédiaire de régulation entre BCR-ABL1 et miR-21.

Pour conclure, nos résultats suggérent que la régulation de 1‘expression de
PDCD4 par l'activité de BCR-ABL1 repose sur deux mécanismes complémentaires:
une régulation transcriptionnelle, passant par un ou des facteurs de transcription qui

restent a décrire, et une régulation post-transcriptionnelle exercée par miR-21.

c. Modéles d’études complémentaires : les autres lignées

Dans notre article, nos résultats décrivent les modalités de régulations de miR-

21 dans la lignée modele K562. Or, ce modéle de lignée n‘est pas un modele parfait

puisqu‘il correspond a des cellules Ph  en phase blastique. Nous avons donc complété
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Figure 18. Réqulation de I’expression de miR-21, de PDCD4, de I’activité du
promoteur de miR-21 et de la phosphorylation de STATS5 par un ITK
dans deux lignées de LMC et deux lignées de LAM
A. L’expression de miR-21 et de PDCD4 est quantifiée par miRT-qPCR sur quatre
lignées cellulaires traitées ou non avec 1TuM d'ITK (imatinib pour les lignées
K562 et LAMA84 ; sunitinib pour les MV4.11 et MOLM13)
B. Effet du traitement ITK (1uM, 24h) sur I'activité du promoteur miR-21.

C. Effet du traitement ITK (1uM, 24h) sur la phosphorylation du facteur
STATS5 déterminée par westernblot.




notre étude en confirmant les modalités de régulation de miR-21 et de PDCD4 dans un
autre modele cellulaire Ph+, la lignée LAMA-84. Nous avons alors montré que le

traitement par I'imatinib conduit a une diminution de 1‘expression de miR-21, corrélée

a une déphosphorylation de STATS et une augmentation de 1‘expression de PDCD4

(figure 18) dans les LAMA-84, de fagon similaire a ce qui est observé sur les cellules
K562. Ces résultats suggérent donc que 1‘axe de régulation STAT5-miR-21-PDCD4 est

¢galement effectif dans cette lignée. L‘idéal aurait ét¢ de pouvoir reproduire 1‘ensemble
des études effectuées sur les K562 dans ce modele ainsi que sur les lignées

LAM. Cependant, la difficulté a transfecter et a transduire ces cellules a constitué une
limite technique de ce projet.

d. La limite de la manipulation des CD34+ de patients LMC

Nous avons confirmé par miRT-gPCR et par westernblot (article : figure 5) que le
traitement imatinib des CD34" de patients LMC induit une diminution de 1‘expression de
miR-21 et une augmentation de 1‘expression de PDCD4, ainsi qu'une déphosphorylation
du facteur STATS5. Nous avons également confirmé sur des CD34" transfectées avec la
construction promoteur miR-21 luciférase que 1‘imatinib induit une diminution de
Iactivité du promoteur de miR-21 (article : figure 5.b). L‘idéal aurait été de confirmer les
expériences de mutagenése dirigée du promoteur ainsi que
1‘analyse par gene rapporteur de la régulation du 3°UTR du messager de PDCD4 dans
ces cellules. Cependant, la difficulté a transfecter et a transduire ces cellules en raison
de leur faible activité de division a constitué¢ une limite dans la démonstration
compléte de notre étude sur ce modeéle.

Enfin, compte tenu des limites techniques énoncées ci-dessus, nous n‘avons
pas pu compléter cette étude avec 1‘analyse des fonctions de STATS5 et de miR-21.
Cependant, le développement de la technologie CRIPSR dans notre laboratoire
permettrait tout de méme a 1‘avenir de sélectionner le faible nombre de cellules
inactivées pour les genes de miR-21 et de STAT5. La mise en culture a long terme de
ces cellules délétées permettrait une analyse plus compléte des réles des activités de
miR-21 et de STAT5 dans I'oncogénése induite par BCR-ABLL.
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Figure 19 : Schéma général du mécanisme de régulation entre BCR-ABL1 ou FLT3-ITD, miR-21 et

PDCD4 proposé par notre étude.

Les résultats suggerent que BCR-ABL1 régule I'expression de 'oncomicroARN miR-21 et du facteur pro-apoptotique
PDCD4. BCR-ABL1 active I'expression de miR-21 par I'intermédiaire du facteur de transcription STAT5. miR-21 réprime
I'expression de PDCD4. Indépendemment de I'effet de miR-21, I'expression de PDCD4 est également

régulée sur le plan transcriptionnel par un ou des facteurs de transcription non identifiés dans notre étude. Les
résultats suggérent que cette voie de régulation est effective dans deux lignées cellulaires de leucémies aigués
myéloblastyiques (LAM), ou I'activation de STAT5 est assurée par I'activité de la tyrosine kinase FLT3-ITD.




4. Synthése

L‘ensemble des données obtenues dans cette étude permet de mettre en évidence
un axe de régulation BCR-ABL1/STAT5/miR-21/PDCD4 dans le modele de la LMC,
mais aussi probablement dans le modéle de LAM FLT3-ITD (figure 19).

] L \ +
En effet, nous avons montré dans deux lignées modeles de cellules Ph , des

cellules primaires de patients LMC (CD34+) et sur deux lignées modéles FLT3-ITD+
que STAT5 est un facteur intermédiaire indispensable a la régulation de
I‘oncomicroARN miR-21. Nos expériences en cours tendent également & suggérer un
role fonctionnel redondant de miR-21 et de STAT5 dans le phénotype oncogénique
des cellules Ph™. Enfin, nous avons également montré que PDCD4 est une cible de
miR-21 dans la LMC, mais que cette régulation intervient en complément d‘une
régulation transcriptionnelle par un facteur de transcription non déterminé (corrélation
également observée dans les lignées LAM). Pour conclure, nous pouvons alors nous

demander si ce mécanisme de régulation n‘est pas effectif dans 1°‘ensemble des

modeles de cancers présentant une surexpression de STAT5 ou une mutation ayant
pour effet de phosphoryler de fagon constitutive STATS. En effet, la surexpression de
miR-21 a par exemple été rapporté dans des modeles de cancers du pancréas et de la

prostate, également connus pour présenter une phosphorylation accrue du facteur

279-281 . . \ . A
STATS . Des analyses complémentaires dans ces modéles pourraient étre

intéressantes dans la généralisation de cet axe de régulation et pourrait supporter le
lien entre ces deux oncogenes STATS et miR-21, largement étudiés dans plusieurs
modeles de cancers.
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PROJET 2

Identification d‘un profil microARN
specifique des cellules souches LMC
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. OBJECTIEFS

La leucémie myeloide chronique (LMC) est un modele d‘étude de la cellule
souche cancéreuse puisqu‘elle se caractérise par l‘apparition de 1‘oncoprotéine BCR-
ABL1 dans la cellule souche hématopoiétique (CSH). Le développement de thérapies
ciblées telles que I‘imatinib a permis de réguler la prolifération des cellules
différenciées Ph* répondant par une apoptose au traitement. Cette réponse montre la
dépendance de ces cellules a 1‘activité de BCR-ABLL. Cependant, plusieurs études
montrent la persistance des CSH-LMC suite aux traitements ITK'*%2 En effet,
1‘é¢tude de Corbin et al. suggere une persistance des CSH-LMC plutét qu‘une
résistance de celles-ci compte tenu du fait que le traitement ITK de ces cellules
conduit bien a 1‘inhibition de 1‘activité de BCR-ABLL et a la déphosphorylation de ses

cibles*®

. Ces cellules ne répondent cependant pas par une apoptose contrairement aux
cellules plus différenciées, suggérant une indépendance de celles-ci a 1‘activité de
BCR-ABL1. Cette persistance des CSH-LMC pose le probleme de la curabilité de la

22028 Une meilleure caractérisation de ces cellules

LMC, réguliéerement discuté
présente donc un enjeu dans |‘amélioration de la prise en charge a long terme de la
maladie et des patients.

Les avancées technologiques en transcriptomique et de cytométrie de flux ont

permis d‘isoler des populations de plus en plus enrichies en cellules souches, triées en
fonction de leur marquages de surface CD34"CD38"""CD45RACD133". Les études
des équipes de Gerber et al. et Valent et al. ont notamment permis de mettre en
évidence quelques marqueurs de surface spécifiques et fonctionnels des CSH-
LMCY"1° " Notre projet s‘est donc proposé de compléter ces données
transcriptomiques par la description du répertoire microARN propres aux CSH-LMC

étant donné qu‘il n‘a jamais été publié jusqu‘a maintenant. En effet, les quelques
études de répertoire microARN dans le contexte de la LMC se basent généralement
sur 1‘analyse d‘échantillons de sang périphérique ou du compartiment cellulaire
CD34*1%22 poyr rappel, ces analyses ont notamment permis de mettre en évidence la
régulation de 1‘expression de plusieurs microARN (miR-17-92, miR-10a, miR-150 et
miR-155), liée pour certaine a l‘activité de BCR-ABL1 (miR-150 et miR-155).
Cependant, ces travaux portent sur des populations cellulaires encore trés hétérogenes
et nécessitent d‘étre confirmés dans des populations plus enrichies en CSH-LMC.

123



L‘objectif de notre étude a donc été d‘identifier des microARN spécifiques aux
populations enrichies en CSH-LMC. La finalité de ce projet est d‘identifier a terme
des microARN impliqués dans la persistance des CSH-LMC suite aux traitements
ITK.

Dans un souci de clarté, les populations cellulaires étudiées caractérisées par le
marquage de surface CD34'CD38"" seront appelées CSPH (cellules souches et
progéniteurs hématopoiétiques) tandis que les populations CD34"CD38" constituent
les progéniteurs/précurseurs plus différenciés. Ces appellations permettent de rappeler

que nos populations d‘intérét ne sont pas encore pures en cellules souches mais
présentent un enrichissement plus important que dans le cas d‘étude des populations

CD34".
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Matériels et méthodes

1. Méta-analyse de données de transcriptomes de cellules CD34'CD38"" et
CD34°'CD38"

8|0W et

Les jeux de données de transcriptomes des populations CD34°CD3
CD34°CD38" de moelles osseuses de patients LMC obtenues par les équipes de
Gerber™™ et de Valent'’ ont été récupérés sur le Gene Expression Omnibus (GEO) du
NCBI, ou elles sont mises a disposition de la communauté scientifique. 1l s'agit dans
les deux cas de données obtenues sur des microarrays Affymetrix. Nous avons utilisé
les données brutes afin d'appliquer aux deux jeux de données les mémes protocoles de
transformation logarithmique, de normalisation (méthode du Target-percentile:
attribution de la valeur 500 au géne classé au 75éme percentile) et de recherche des
génes différentiellement exprimés entre les deux sous-populations (two samples t-test).
Les genes différentiellement exprimés dans les deux études (p<0.001) ont été

compareés avec l'add-in Excel Merge Table Wizard (AbleBits).

2. Sources cellulaires

Les cellules leucémiques ont été obtenues a partir d‘échantillons de
cytaphéreses ou de ponctions sur moelles osseuses sur patients LMC au diagnostic.
Les cytaphéréses se définissent par une technique de prélevement sanguin par
aphérése, c‘est-a-dire qu‘au cours du prélévement, les échantillons ont été centrifugés
afin de séparer les populations de cellules mononuclées d‘intérét, et les autres cellules
(globules rouges, plaquettes etc...) réinjectées directement au patient. Ces échantillons
enrichis en cellules mononuclées présentent également un enrichissement en CSH,
justifiant leur utilisation massive dans les années 90 avant [‘apparition des ITK dans le
traitement des patients LMC par autogreffes. Leur avantage principal réside dans le
fait que ces échantillons procurent une grande quantite de cellules de départ.
Cependant, le fait que ces échantillons soient anciens et conservés congelés depuis
parfois plusieurs dizaines d‘années peut constituer une limite en terme de viabilité des
cellules.

Les prélevements de moelles osseuses de patients LMC nous ont été fournis

par le Dr. Gabriel Etienne de 1‘institut Bergonié. Ces prélévements se présentent sous
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la forme d‘échantillons d‘environ 1mL ponctionnés au niveau de la créte iliaque ou du
sternum. Ces prélévements restent rares puisqu‘ils ne sont opérés qu‘en cas de
suspicion de LMC afin d‘en confirmer le diagnostic et déterminer le stade d‘évolution
de la maladie.

Les sangs de cordon utilisés comme contrbles des préparations de LMC sont
obtenus a partir de prélevements effectués a la maison de santé protestante de

Bagatelle (Talence). L‘avantage de cette source de cellules est la grande concentration
de CSH que 1‘on peut trouver par échantillon. Cependant, bien que qu‘un prélévement
de sang de cordon procure un échantillon sanguin d‘environ 20mL, la quantité finale
de CSH reste relativement faible. D autre part, ces échantillons restent fragiles et sont

inexploitables dans environ 30% des cas en raison de fréquentes réactions d ‘hémolyse.

3. Préparation des cellules mononuclées

Les cellules mononuclées issus des prélévements sanguins de sangs de cordon,
de moelles osseuses ou de cytaphéréses sont separées en fonction du gradient de
densité instauré par du ficoll. Le mélange cellules-ficoll est centrifugé 20min a
1000rpm sans frein. La phase supérieure transparente regroupe les cellules les plus
legeres comme les plaquettes et le sérum. La phase inférieure rouge comporte

I‘ensemble des débris cellulaires et les globules rouges plus denses. La phase centrale
se présente sous forme d‘un anneau opaque dans lequel sont concentrées les cellules
mononuclées. Apres récupération de 1‘anneau, les cellules sont lavées deux fois dans

30mL de PEB (PBS-EDTA[2mM]-BSA[0,5%]). Avant la derniére centrifugation, les
cellules sont comptabilisées afin de préparer 1‘étape de purification des cellules
immatures en fonction de leur marquage cellulaire CD34. Au cours de chaque étape,
du pulmozyme est additionné a hauteur de 25% afin de prévenir une éventuelle

coagulation des échantillons.

4. Tri des populations CD34'CD38""1*"

Suite a la prépapration des cellules mononuclées, les cellules CD34" sont
sélectionnées par une méthode d‘immunomarquage magnétique dans les conditions du

kit StemSep® (StemCell technologies) pour les échantillons LMC, et du kit EasySep®
(StemCell technologies) pour les sangs de cordons. La sélection magnétique s‘opére
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ensuite par chargement des échantillons LMC sur colonnes MS (Miltenyi)
préalablement installées dans le dispositif magnétique VarioMACS (Miltenyi), tandis
que les cellules CD34" de sang de cordons sont isolées a partir du dispositif
magnétique EasySep®. Les cellules sont ensuite mises en culture dans un milieu
STEMalphaA & raison de 1.10° cellules par mL & 37°C, 5%CO, jusqu‘au tri cellulaire
effectué le lendemain.

Le second tri, CD34"/CD38""™ seffectue le lendemain par immunomarquage a
1‘aide danticorps spécifiques des protéines de surface couplés a des fluorochromes et
détectés par cytométrie de flux. Les cellules sélectionnées CD34" sont concentrées a
raison de 1.10° de cellules par 100pL de PEB pour procéder au double marquage
CD34-CD38. Les anticorps anti-CD38 humain, associé au marqueur fluorescent APC-
Cy7 (clone HIT2-Biolegend), et anti-CD34 humain, associé au PE (clone 581-
Biolegend), sont ajoutés pour une quantité finale de 125ng. Des tubes de marquage
non-spécifique contrdles sont également préparés a l‘aide des anticorps isotypes
murins 1gG1 (clone MOPC-21) propre a chaque marqueur fluorescent. Les cellules
sont laissées en contact avec les anticorps 20 min & 37°C, 5%CO puis rincées en PEB
avant d“étre resuspendue a raison de 20° cellules par mL en PEB. L¢étude de Gerber et
al. montre que la population CD34'CD38"" constitue environ 10% des CD34*
totales”®. Ces paramétres sont donc appliqués de facon plus stringeante: parmi les
cellules CD34", les 7% des cellules présentant le plus faible marquage CD38 sont
triées (figure 20). Ce seuil est également appliqué a la fraction CD34°CD38" |,
correspondant aux 7% des cellules CD34" ayant le plus fort marquage CD38. Ce tri est
operé a la plateforme de cytométrie de la SFR Transhiomed, par Santiago Gonzalez et
Vincent Pitard sur un trieur FACS Aria (BD biosciences). En raison du faible nombre
de cellules récupérées au terme des 2 sélections effectuées,, et pour limiter des stress
cellulaires additionnels, les cellules triés sont directement récupérés dans 250ul de
Qiazol (Qiagen), un tampon de lyse cellulaire spécifiquement adapté a la préparation
des ARN des échantillons faiblement concentrés en cellules.

5. Extraction des ARN

Le kit d‘extraction ARN utilisé dépend du nombre de cellules obtenues suite au
tri cellulaire. Les ARN des échantillons cellulaires de cytaphéréses (entre 100 000 et

500 000 cellules) ont été extraits dans le respect des conditions du kit RNeasy mini de
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Qiagen®. Les ARN finaux sont élués dans 30ul d“H0 et traités a la DNase dans les
conditions préconisées par Sigma®. Leur concentration est quantifiable par analyse au
Nanodrop.

Les ARN des échantillons de moelles osseuses et de sangs de cordon, moins
riche (5000 a 10 000 cellules), ont été extraits dans les conditions du kit miRNeasy
microkit de Qiagen®. Les ARN finaux sont élués dans 14puL d“H,0. En raison de la
faible concentration cellulaire de départ, la quantité d°ARN finale obtenue n‘est pas

quantifiable par spectrophotométrie.

6. Analyse microarray

Les ARN ont étés marqués et hybridés sur des microarray en suivant le méme
protocole que pour I'étude presentée dans l'article. En bref, le kit miRNA complete
labeling kit version 2.2 (Agilent Technologies) a été utilisé selon les recommandations
du fournisseur. Le principe est la ligation & I'extrémité 5' des microARN (mais aussi de
tous les ARN de la préparation possédant une extrémité 5' phosphate) d'une molécule
de cytidine marquée par un fluorophore (le Cy3), sous l'action d'une ARN ligase. Les
Cy3-C non incorporés sont simplement éliminés par chromatographie d'exclusion sur
colonnes de polyacrylamide (BioGel P10, BioRad). Aprés sechage au speedvac, les
ARN marqués ont étés mélangés au tampon d'hybridation du fournisseur, et appliqués
sur des lames Human miRNA Microarray V2 (Agilent Technologies) qui ont ensuite
été placées pour 16 heures dans un four a hybidation (& 55°C). Apres lavages utilisant
les tampons du fournisseur, les lames ont été scannées sur un scanner G2565CA
(Agilent Technologies), a la résolution de 5 um et en utilisant le mode de scan 20-bit.
L'extraction des signaux a partir des images a été réalisée par le logiciel Feature
Extraction VV10.7 (Agilent Technologies).

La suite logicielle BRB array tools (Simon et al., 2007) est utilisée pour I'ensemble
des traitements des résultats: définition du seuil d'intensité minimum; normalisation
(méthode des quantiles); classification des échantillons (clustering hiérarchique);
recherche des genes différentiellement exprimés (T-test pour échantillons appariés,
seuil de significativité: 0.05)
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7. Quantification de 1‘expression des microARN et des ARNm par RT-PCR
guantitative

L*étape de quantification par RT-PCR des microARN et des transcrits d‘intérét
sont effectuées dans les mémes conditions que dans I‘article présenté précédemment.

Les amorces utilisées sont détaillées dans le tableau 6. Les résultats obtenus pour les
microARN d‘intéréts sont normalisés en utilisant la moyenne du niveau d‘expression
des microARN miR-19b, miR-20a, miR-21, miR-23, miR-27a, let-7c et U6. En effet,
nos résultats microarray suggerent que leur expression est la méme entre les fractions

CSPH et les progéniteurs/précurseurs et qu‘ils constituent un meilleur controle que le
seul ARN U6 classiquement utilisé mais qui n‘est pas un microARN. La normalisation

des résultats obtenus pour les transcrits GAS2, CRHBP, HLF, IL1R1, RNASE2, CLC,

HDC est effectués en fonction de 1‘expression de la GAPDH.

L‘expression des microARN et des transcrits d‘intérét utilise le calcul 299",

Elle est exprimée en fold change par rapport a une échantillon arbitrairement considéré
comme controle.

8. Analyse statistique

Les résultats de miRT-gPCR et de RT-qPCR sont analysés a 1‘aide du logiciel

GraphPadPrism. Les barres d‘erreurs représentent 1‘erreur type de la moyenne (SEM:

standard error at the mean) entre les valeurs de chaque condition. La significativité
des différences est évaluée en fonction du test Mann-Whitney.
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I1l. Reésultats

1. Contréle qualité des échantillons CD34'CD38'"" purifiés

Comme indiqué  plus haut, l'obtention de cellules CD34*CD38"" et

CD34"CD38" nécessite plusieurs étapes successives : préparation de cellules
mononuclées, séparation de la fraction CD34", marquage par des anticorps

fluorescents, tri cellulaire et extraction des ARN. Avant d'étudier le profil d'expression
des microARN de nos préparations (CD34"CD38"" et CD34*CD38" de cytaphéréses
de quatre patients LMC), nous avons voulu Vérifier qu'elles étaient de qualité
comparable a celles utilisées par des équipes ayant récemment étudié et publié les

197

transcriptomes de telles préparations : I'équipe de Peter Valent en Autriche™" et celle

de Yegnasubramanian et al. aux Etats Unis*®

(étude qui sera intitulée Gerber dans la
suite du manuscrit, du nom de son premier auteur). Nous nous sommes focalisés sur
ces deux études car les données brutes de transcriptomes sont accessibles dans la base
de données publiques GEO, et parce qu'elles ont utilisés des techniques comparables
l'une a l'autre (tableau 7). Dans ces deux études, les auteurs comparent les
transcriptomes de cellules CD34*CD38"" et CD34*CD38" de moelles osseuses de
patients LMC a celles d'individus sains (sangs de cordon) sur des microarrays
Affymetrix. Si I'é¢tude Gerber utilise cing moelles osseuses différentes et autant de
sangs de cordons, ce qui permet de rechercher les genes dont I'expression distingue les
individus sains des malades, I'étude Valent n‘analyse qu'un sang de cordon a coté de
quatre moelles osseuses de LMC. L'échantillon sang de cordon étant dans ce cas trop
petit, nous nous sommes focalisés uniquement sur les transcriptomes obtenus a partir
des sous-populations CD34*CD38'" et CD34'CD38" des patients LMC (cing chez
Gerber, quatre chez Valent).

Les données brutes (non normalisées) des transcriptomes des deux études ont été
traitées indépendamment, les microarrays utilisés n'étant pas strictement les mémes.
Pour chacune des deux études, I'analyse a consisté a réaliser une normalisation inter-
array et a une recherche par un t-test pour échantillons appariés (suite logicielle BRB
array tools) des genes différentiellement exprimés entre les deux sous-populations
CD34'CD38"™" et CD34*'CD38". Malgré lutilisation d'un seuil de significativité

relativement stringent (p<0.005) de nombreux génes distinguent les deux sous-
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Figure 21 : Résultats de la méta-analyse des études transcriptomiques Gerber et al. et Valent et al..

Le graphigue présente les logarithmesy des rapports d’expression des 67 génes troluvés comme étant
+ + +
significativement (p<0.001) différentiellement exprimés dans les fractions CD34 CD38 ¥ et cD34"CD38" dans les

études Gerber et Valent. En vert, les trois genes les plus sous-exprimés dans la fraction CSPH-LMC et en rouge
les quatre genes les plus surexprimés dans la fraction CSPH-LMC.




populations: 1244 génes pour Valent, et 728 pour Gerber. Les résultats sont proches
de ceux publiés dans les articles correspondants, ce qui valide nos analyses. Le
croisement de ces deux listes montre que 67 génes leur sont communs, c'est a dire
différentiellement exprimés entre les cellules CD34*CD38"" et CD34"CD38" 4 la fois
dans I'étude Gerber et dans I'étude Valent. La figure 21 représente les expressions
différentielles (exprimées sous forme de logarithmes) de ces 67 genes dans les deux
études Gerber et Valent : elle illustre que la liste contient 33 génes surexprimés dans la
fraction CSPH CD34"CD38"" (dans la partie droite du graphique) et 34 génes

surexprimeés au  contraire  dans la  fraction  progéniteurs/précurseurs

CD34"CD38" (partie gauche du graphique).
Ces résultats ont servi a définir une courte liste de génes dont I'expression

distingue de maniére tres significative les deux sous-populations dans les
études Gerber et Valent. Parmi les exemples extrémes, HLF, GAS2, IL1R1 et

CRHBP semblent fortement et significativement surexprimés dans les CSPH tandis
que CLC, HDC et RNASE2, semblent fortement et significativement surexprimeés
dans les progéniteurs/précurseurs. De fagcon intéressante, les protéines CLC, HDC et
RNASE2 sont rapportés comme des marqueurs de la différenciation myéloide,

éosinophile et basophile??%

, Ce qui est en cohérence avec le caractére plus engagé
dans la différenciation hématopoiétique des progéniteurs/précurseurs (fraction
CD34'CD38") par rapport aux cellules de la fraction CD34*CD38"". La protéine
HLF, dont le transcrit est le plus significativement enrichi dans la population CSPH, a
plusieurs fois été rapporté pour jouer un role dans le maintien des propriétés souches
des CSH. D‘autre part, la surexpression du facteur GAS2 dans les cellules LMC a déja
été décrite dans plusieurs études, en plus de son réle potentiel dans la régulation de la

287

prolifération cellulaire au cours de la leucémogenése’. Aucune donnée ne permet a

ce jour de lier CRHBP et IL1R1 au contexte souche ou leucémique, bien que 1‘étude

récente de Landberg et al. confirme la surexpression de ce dernier dans les cellules
immatures de patients LMC?®.

L'expression de ces sept genes a été mesurée a partir des préparations d'/ARN des
cellules CD34'CD38""" et CD34'CD38" obtenues au laboratoire. La figure 22
synthétise les résultats et elle montre que nos préparations sont, sur le plan
transcriptomique, tout a fait comparables a celles utilisées dans les études Valent et
Gerber, ce qui valide nos choix concernant les divers protocoles qui permettent de
préparer des ARN a partir sous-populations cellulaires rares.
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Figure 22. Quantification par RT-gPCR de sept ARNm dans les préparations

de cellules CD34 CD38 ' et CD34 CD38 de quatre patients LMC.

Pour chaque ARNm et pour chaque patient, I'histogramme représente le

logarithmez du rapport (expression+dans Iles cellules CD34+CD38|OW/
expression dans les cellules CD34 CD38 OW).



2. Comparaison du profil d'expression des microARN des sous-populations
CSPH et progéniteurs/précurseurs de LMC

L‘analyse du profil d'expression des microARN des préparations de cellules
CD34'CD38"™" et CD34'CD38" de quatre patients LMC a été effectuée par
hybridation des ARN marqués sur des microarrays Agilent miRNA V2.0. Les
résultats nous ont d‘abord permis de classer les échantillons sur la seule base de leur
profil microARN. Ils ont ensuite été utilisés pour definir les microARN
différentiellement exprimés entre les deux sous-populations. Les expressions
différentielles d'une liste restreinte de microARN ont par la suite été confirmées par

miRT-qPCR sur différentes cytaphéreses ou moelles osseuses au diganostic.

a. Un profil et une population différente

L‘analyse des données de la puce microARN par la suite logicielle BRB array tool

permet dans un premier temps de mettre en évidence que les populations CSPH
présentent un profil microARN qui leur est propre, indépendamment du patient dont
elles proviennent : le dendogramme de la figure 23 montre que dans le cadre d'une
classification (ou clustering) hiérarchique des échantillons analysés sur la seule base
de leur profil microARN, les quatre préparations de CSPH (CD34"CD38"") provenant
des quatre patients LMC sont plus proches les unes des autres qu'elles ne le sont des
progéniteurs/précurseurs (CD34°CD38"). En d'autres termes, les CSPH d'un patient
sont moins proches (ou ressemblantes) des progéniteurs/précurseurs du méme patient
qu'elles ne le sont des CSPH d'un autre patient. Cela est en faveur de I'existence de
régulations de I'expression des génes par les microARN propres aux CSPH, méme si
cette premiére approche ne permet pas d'identifier quel(s) microARN pourraient
intervenir dans ces regulations CSPH-spécifiques.

b. Des microARN différentiellement exprimés entre les deux sous-
populations

Les sous-populations CSPH (CD34+CD38'°W) et progeniteurs/précurseurs
(CD34°CD38") préparées a partir d'un méme patient sont clairement appariées
puisqu'elles ont été isolées a partir de la méme préparation de CD34". L'utilisation de
la fonction paired t-test proposée par BRB array tools permet de rechercher des
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microARN différentiellement exprimés avec un p<0.05, parmi lesquels 17 ont un
p<0.01. Une analyse utilisant un t-test pour échantillons non appariés (two-samples t-
test) donne sensiblement les mémes résultats puisqu'elle propose 33 microARN ayant
un p<0.01, parmi lesquels se trouvent entre autre les 17 microARN définis par le
paired t-test. Les valeurs de p calculés par le two samples t-test sont plus favorables
mais sont surestimées compte tenu de la taille réduite des deux échantillons (n=4).
Plusieurs représentations des résultats sont ainsi possibles:

La heatmap présentée figure 24 illustre en fausses couleurs les niveaux
d'expression des microARN différentiellement exprimés. Elle contient les 33 génes
identifiés par l'analyse two-samples t-test, le paired t-test ne donnant pour chaque
microARN qu'un rapport d'expression moyen entre les deux échantillons et donc des
heatmaps moins illustratives. Elle permet de vérifier que pour chaque microARN
identifié, les quatre mesures correspondant aux quatre préparations d'’ARN de chacun
des deux échantillons sont dans la plupart des cas proches.

Le scatter plot de la figure 25 représente la moyenne du niveau d'expression de

tous les microARN étudiés dans les deux échantillons (802 sont représentés sur le
microarray). Les points qui sont proches de la bissectrice représentent a des
microARN exprimés de facon similaires entre les sous-populations CD34'CD38""
(sur l'axe des y) et CD34°CD38" (sur l'axe des x). Au contraire, les points qui
s'écartent de la bissectrice sont différentiellement exprimés, sans cependant que cette
représentation ne donne d'indication sur la significativité de ces expressions
différentielles. Quatre microARN qui ont retenus notre attention et surexprimés dans
la fraction CD34*CD38"" sont indiqués sur ce graphe : miR-10a, miR-150, et miR-
155 et miR-146a.

Le volcano plot de la figure 26 permet d'apprécier pour chaque microARN la
différence d'expression entre les deux sous-populations (sur l'axe des x) et la
significativité associée (axe des y). Il illustre que les microARN miR-10a, miR-150,
miR-155 et miR-146a sont significativement et fortement différentiellement exprimés
(dans le sens d'une surexpression dans la fraction CD34"CD38"™").

Une derniére représentation possible est plus simplement la quantification de
I'abondance des microARN d'intérét (exprimée en logarithme de fluorescence
normalisée) dans les quatre prélévements de chacun des deux échantillons. La figure
27, illustre le différentiel d'expression de miR-10a, miR-150, miR-155 et miR-146a.

La relative variabilité d'expression de miR-150 dans la fraction CSPH-LMC explique
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que la valeur de p qui lui est associée soit légérement supérieure a 0.05, et qu'il
n'apparaisse donc pas dans la heatmap de la figure 24. Malgré cela, le fait qu'il soit en
moyenne 16 fois plus exprimé dans la fraction CSPH-LMC nous a poussé a l'inclure

dans la liste des microARN d'intérét.

Enfin, I'enrichissement de miR-146a dans la fraction CD34+CD38IOW contenant
les cellules souches est cohérent : plusieurs études rapportent son role potentiel dans le
maintien des propriétés de la CSH158. miR-486 et miR-223 sont au contraire
surexprimés  significativement dans la  fraction  progéniteurs/précurseurs

(CD34+CD38+), ce qui était attendu car il sont respectivement des marqueurs de la

ey . . o .y 167,226
différenciation erythroide et myeloide :

c. Confirmation par miRT-gPCR

Pour la suite de notre étude, nous avons choisi de nous focaliser sur les microARN
surexprimés dans la fraction CSPH-LMC / CD34+CD38IOW compte tenu de données de la

littérature résumeées plus bas. Dans un premier temps, 1°expression des microARN miR-
10a, miR-150, miR-155 et miR-146a a été étudiée par miRT-qPCR a partir des mémes
ARN que ceux qui avaient étés hybridés sur les microarrays. Dans ces expériences
comme dans les suivantes, les microARN miR-19b, miR-20a, miR-21, miR-23a, miR-27a
et let-7c étaient également amplifiés: I'analyse microarray montre en effet qu'ils sont
exprimeés au méme niveau dans les deux sous-populations, et il a été choisi d'utiliser la
moyenne de leurs Ct (cycle treshold) pour normaliser I'expression des quatre microARN
d'intérét. La figure 28 confirme I'enrichissement significatif (p<0.05, test de Mann-
Whitney) de miR-10a, miR-150, miR-155 et miR-146a dans la fraction CSPH-LMC

(CD34+CD38|OW). Ces résultats ont été complétés par analyse miRT-qPCR des sous-

populations CD34+CD38IOW et CD34 CcD38" préparées a partir de moelles osseuses de
patients LMC au diagnostic, et n'ayant pas été congelées. Les résultats obtenus sont
relativement variables entre les patients, ce qui motive le choix de les présenter
séparément (figure 29). Cette relative variabilité (voir par exemple I'enrichissement de
miR-10a) pourrait refléter I'hétérogénéité des populations cellulaires issues des

prélevements des patients au moment du diagnostic. Cependant, la tendance a

I'enrichissement de la fraction CD34+CD38IOW en miR-10a (4 patients/4),
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Figure 29. Confirmation de I’enrichissement des microARN candidat
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LMC au diagnostic (MO-LMC1 a 4).




miR-150 (3 patients/4), miR-155 (3 patients/4) et miR-146a (2 ou 3 patients/4) se
confirme.

3. Expression des microARN miR-10a, miR-150, miR-155 et miR-146a dans les
fractions CSPH (CD34'CD38'") normales.

L*objectif étant de chercher & identifier si 1‘expression de certains microARN est
spécifique a la fraction CSH-LMC, nous avons quantifié miR-10a, miR-150, miR-155
et miR-146a dans des sous-populations CD34"CD38"" et CD34*CD38" préparées a
partir de sangs de cordons ombilicaux (SC) qui nous ont été fournis par le service

maternité de la Maison de Santé Protestante de Bagatelle.

a. Quantification de miR-10a, miR-150, miR-155 et miR-146a dans les sangs de
cordons

Les fractions CD34*CD38"" (CSPH) et CD34"CD38" (progéniteurs/précurseurs)
de six prélévements de sang de cordons ombilicaux ont été triées selon le méme
principe que celui utilisé les échantillons de LMC. Apres préparation des ARN, les
quatre microARN d'intérét ont été quantifiés par miRT-gPCR. La figure 30 présente
les résultats obtenus : si miR-10a et miR-146 sont significativement enrichis dans la
fraction cellulaire CSPH-SC par rapport a la fraction progéniteurs/précurseurs, miR-
150 et miR-155 ne le sont pas. Ces résultats suggerent que les microARN miR-10a et
miR-146a semblent étre des marqueurs de populations immatures générales, alors que
miR-150 et miR-155 semblent présenter un enrichissement propre aux CSPH-LMC.

b. Comparaison des populations CD34+CD38low normales et LMC

Les études de Jurkovicova et al. et Machova et al. s‘accordent a montrer que les

microARN mir-10a et miR-150 sont sous-exprimés dans des échantillons de sang
périphérique de patients LMC, tandis que miR-155 est surexprimé'®®?. Cependant,
les résultats concernant miR-155 sont contradictoires avec 1°‘étude de Fallah et al. qui
montre que miR-155 est au contraire sous-exprimé dans la LMC?%. Afin de conforter
ou d'infirmer ces publications, nous avons alors comparé 1‘expression de ces différents
microARN entre les fractions CSPH-LMC (cytaphéreses et moelles osseuses) et CSPH
normales (sangs de cordon). Nous nous sommes basés pour cela sur nos données de
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Figure 30. Quantification des microARN d’intérét dans les CSPH
d’individus sains (sangs de cordons)
L’expression des microARN d’intérét a été quantifiée par RT-gPCR dans les
fractions CD34'CD38"" et CD34'CD38" de six préparations de sangs de
cordons. ** p<0.01 (test Mann-Whitney)




miRT-qPCR. Les résultats présentés dans la figure 31 montrent une expression
significativement plus faible des microARN miR-10a, miR-150 et miR-155 dans la
fraction CSPH-LMC par rapport aux CSPH de sangs de cordon. IlIs confirment donc
en partie les données des travaux cités précédemment concernant miR-10a et miR-150.
mMiR-146 nest pas exprimé de maniére différente entre les CSPH normales et LMC.

Une hypothese concernant I'expression différentielle de miR-10a, miR-150 et miR-155

serait que l'activité de BCR-ABL1 modifie 1‘expression de ces microARN.

IVV. Discussion et perspectives

1. Lien entre les microARN identifiés, CSH et BCR-ABL1

a. miR-146a

La famille des microARN miR-146 compte deux membres: miR-146a et mir-146b,
positionnés respectivement sur les chromosomes 5 et 10. Leurs séquences ne différent
que de deux nucléotides situés en 3¢*% L‘étude de Taganov et al. est la premiére a
proposer un mécanisme de régulation de I'expression de miR-146a et son réle dans la
régulation de la réponse innée du systtme immunitaire®®®. Les ARNm cibles
identifiées dans cette étude, TRAF6 (TNF receptor-associated factor 6) et IRAK1 (IL-
1 receptor-associated kinase 1) sont largement confirmées aujourd‘hui et le role de
miR-146a/b dans régulation des voies de tranduction du signal extracellulaire
dépendant des cytokines se précise’*®?*°. Zhao et al. montrent notamment en 2013 sur
un modéle in vivo que son expression est importante pour le maintien du nombre de
CSH. Le promoteur de miR-146a est régulé par les facteurs de transcription AP-1 et
STAT3',

Le rble de miR-146 dans le contexte oncogénique est complexe et dépendant du
modele cellulaire étudié. En effet, comme cela a déja été discuté dans 1‘introduction,
miR-146 peut tant6t jouer un réle anti-tumoral (modéle de cancer de la prostate,
cancer gastrique, gliomes) et tant6t favoriser 1‘oncogenése (modéeles de cancer de

198 Peu d‘études lient a ce jour 1‘expression de miR-146

1‘utérus, cancer de la thyroide)
a la leucémogenese : seule celle de Flamant et al. montre que miR-146a est sous-

exprimé dans le sang périphérique de patients LMC et que son expression semble
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dépendante de 1‘activité de BCR-ABLI. De ce fait, aucune étude fonctionnelle n‘a été

effectuée a ce jour dans ce modele.
b. miR-10a

La famille miR-10 compte les microARN miR-10a et miR-10b, dont les génes ont
la particularité d‘étre inclus dans le cluster des genes régulateurs du développement
Hox. Le microARN miR-10a est bien conservé entre les especes, et I'un de ses roles
concerne la régulation des étapes du développement™. Il constitue un exemple rare de
la fixation potentielle des microARN dans des régions autre que les 3 non-codant des
ARN messagers cibles. En effet, @rom et al. montrent en 2008 qu‘il est capable
d‘activer la traduction de protéines ribosomales en se fixant au niveau de sa région 5°
non-codante du transcrit de MHC®.

Dans le contexte leucémique, mir-10a est surtout associé a un sous-type de
leucémie aigue myéloblastique (LAM) présentant la mutation NPM1. Les nombreuses
études rapportant son réle dans la leucémogenése de ce type de LAM le placent méme
en troisiéme position des éléments déterminants dans 1‘évolution de la maladie®™. De
fagon étonnante, son étude dans le contexte de la LMC n‘a été que récemment exploré.
En effet, les travaux de Machova et al. montrent qu‘il semble sous-exprimé dans les
échantillons de sang périphérique et de CD34" de patients LMC?*. Dautre part, les
études de Flamant et al. et Agirre at al., montrent que son expression semble corrélée a
I‘activité de BCR-ABLI et a I‘évolution de la maladie vers sa phase blastique?*>%’.
Cependant son role n‘est pas encore clairement déterminé, bien que 1°‘étude d‘Agirre et

al. suggere que sa régulation est importante dans la prolifération cellulaire des lignées
leucémiques®®.

c. miR-150

Le microARN miR-150 est un élément central de la régulation de
1‘hématopoicse normale et pathologique. En effet, son expression est un marqueur
spécifiqgue de la lignée lymphoide et son rdle dans le maintien de la réponse
immunitaire a été largement rapporté?*>**, Emembaukus et al. montrent d‘autre part
son role dans la régulation de la différenciation myéloide a travers le ciblage du

facteur de transcription MYB?*.
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Dans le contexte leucémique, plusieurs études démontrent d‘abord clairement
par miRT-qPCR et analyses microarray que miR-150 semble sous-exprimé dans les
cellules primaires de patients LMC en phase chronique, suggéerant un réle de celui-ci

202205 1 <¢tude de Flamant et al., confirme ces données et

dans la leucémogenése
démontrent également qu‘il ne constitue pas un marqueur de distinction entre la phase
chronique et la phase blastique de la maladie”’. Ces résultats suggérent d‘autre part
que MYB constitue également une cible de miR-150 dans le contexte de la LMC.

L‘¢tude de Basova et al. montre enfin que 1‘activit¢é de BCR-ABLL, associée a la
diminution d‘expression de miR-150, constitue un mécanisme d‘activation de la voie
oncogénique MYB/miR-155/PU.1 en induisant un blocage de la différenciation des
cellules®®. Ces travaux suugerent d‘autre part que ce blocage pourrait constituer un

élément important dans la réponse de persistance des cellules immatures de LMC aux
ITK.

d. miR-155

Le géne du microARN miR-155 est identifié pour la premiére fois en 2002 par
Lagos-Quitina et al. pour étre localisé au sein du géne bic dans le modéle murin®.
Tres peu de travaux sont actuellement publiés concernant son réle potentiel dans la

leucémogenése. Ce sujet mériterait d'étre approfondi puisque les analyses de Machova
et al. sur des échantillons de sang périphérique de patients LMC résistants et
répondeurs montrent que son surexpression semble associée au phénoméne de
résistance aux traitements ITK?®, O‘Connel et al. montrent d‘autre part dans des
modeles murins que la surexpression de miR-155 dans des cellules souches induit une
dérégulation de 1‘hématopoiese normale en faveur de cellules a l‘aspect plus
granuleux, ainsi qu‘une formule sanguine présentant moins d‘érythrocytes et de
lymphocytes®®. L¢analyse par microarray effectuée sur des cellules modéles
surexprimant miR-155 montre également une augmentation de 1‘expression de génes
impliqués dans la différenciation myeloide (Bachl, Sla, CutL1), ce qui semble corrélé
avec le phénotype myéloide de la LMC. Enfin, 1‘¢tude de Flamant et al. précédemment
citée suggere que miR-155 est une cible du facteur de transcription MYB et que son
activation transcriptionnelle semble liée au blocage de la différenciation des
progéniteurs de LMC?®.
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Figure 32. Schéma général de I’expression des microARN entre les fractions CSPH

et progéniteurs/précurseurs de LMC et sains.

Les populations CSPH (CD34+CD38|OW) sont enrichies en CSH. Les résultats suggerent que I'enrichissement des
microARN miR-10a et miR-146a est caractéristique des fractions CSPH normales et leucémique tandis que I'enrichissement
des microARN miR-150 et miR-155 est propre a la fraction CSPH-LMC. D’autre part, les données suggérent que les
microARN miR-10a, miR-150 et miR-155 sont sous-exprimeés entre les fractions CSPH normales et CSPH-LMC,
soulignant le réle potentiel de BCR-ABL1 dans la régulation de leur expression.




L‘objectif de notre étude a été d'identifier des microARN spécifiquement exprimés
dans les CSHP-LMC afin d‘étudier a terme leurs réles potenticls dans le maintien, la
survie et la persistance de celle-ci lors des traitements ITK. Les résultats obtenus sont
résumés dans le schéma général ci-contre (figure 32). Par analyse microarray et
miRT-qPCR, nous avons dans un premier temps démontré que les CSPH-LMC
présentent leur propre profil d‘expression microARN par rapport aux cellules moins
immatures (CD34"CD38"). Nous avons ensuite déterminé que les microARN miR-
10a, miR-150, miR-155 et miR-146 étaient spécifiquement surexprimés dans les
CSHP-LMC par rapport aux progéniteurs/précurseurs. La comparaison de 1‘expression
de ces microARN avec des échantillons sains (sangs de cordon) a également permis de
mettre en évidence que 1‘enrichissement des microARN miR-150 et miR-155 semblent
spécifique au contexte leucémique. D autre part, nos résultats complétent les études de
Jurkovicova et al., et Machova at al., en montrant que les microARN miR-10a, miR-
150 et miR-155 sont sous-exprimées dans les cellules LMC par rapport aux sangs de

cordont?®2%3

, Mais que cette sous-expression est egalement effective des le
compartiment enrichi en cellule souche (CSPH). L‘ensemble de ces résultats suggerent
donc que la modulation d‘expression de ces microARN spécifiques pourrait étre liée a
la présence de BCR-ABLL1 dans la population CSPH-LMC. L‘étude fonctionnelle de
ces microARN dans le contexte de la LMC permettrait donc de mieux caractériser ces

populations cellulaires persistantes aux traitements.

2. Perspectives

La poursuite logique de cette ¢étude sera de s‘intéresser au rdle potentiel des
microARN spécifiques du compartiment CSPH dans la leucémogenése. La plupart des
études actuellement publiées sur ce sujet montrent une sous-expression de miR-10a,
miR-150, miR-155 et miR-146a dans les fractions CD34" de patients LMC par rapport
aux échantillons contréles. Elles ne distinguent cependant pas les cellules
CD34*CD38"" et CD34*CD38". D autre part, elles sont principalement focalisées sur
1‘effet du traitement ITK sur 1‘expression de ces microARN ou sur leur réle potentiel
dans la différenciation hématopoiétique. Il serait donc intéressant de rechercher si la
surexpression de miR-10a, miR-150, miR-155 et miR-146a dans le compartiment
enrichi en CSH a un lien potentiel avec 1‘activité de BCR-ABLL d'une part, et avec la

persistance de ces CSH suite aux traitements ITK d'autre part. Le projet de ces études
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fonctionnelles complémentaires sont présentées ci-dessous et en cours d‘élaboration

au laboratoire pour certaines.

a. Etudes fonctionnelles in vivo

L'un des objectifs des travaux en cours au laboratoire est de vérifier si les CSPH
exprimant ces microARN (dites « miR™ ») présentent une capacité de reconstitution
d‘hématopoiése leucémique a long terme et une insensibilité aux traitements ITK plus
importante que les CSPH n‘exprimant pas ces microARN. En d'autres termes, si
I'expression de I'un ou l'autre des quatre microARN que nous avons étudiés est bien
caractéristique des cellules souches hématopoiétiques leucémiques. Dans ce but, nous
avons proposé de detecter indirectement I'expression de miR-10a/10/155/146a dans
des cellules CD34" en utilisant des constructions plasmidiques et lentivirales dans
lesquelles le géne de la GFP est placé sous le controle du promoteur des microARN.
Nous n‘avons pour le moment réussi qu‘a cloner les séquences promotrices
spécifiques des microARN miR-155 et miR-146a, la spécificite des constructions
ayant été vérifiée sur des lignées cellulaires exprimant 1‘un ou 1‘autre des microARN
(résultats non montrés). Des cytaphéréses de patients LMC ont ensuite été transduites
avec ces deux constructions afin de trier par cytométrie de flux les cellules présentant
les marquages CD34'CD38""GFP* sensées exprimer miR-155 ou miR-146a.
Cependant, nos premiers résultats (non-montrés) suggérent que cette approche n‘est
pas assez sensible pour détecter une expression différentielle de mir-155 et miR-146a
entre la fraction CD34"CD38' (CSPH) et CD34*CD38" (progéniteurs précurseurs).
La détection de 1‘expression de microARN sur des cellules vivantes reste encore
aujourd‘hui un défi technique dans le domaine de 1‘étude fonctionnelle des microARN
et représente probablement une limite a notre projet. Une solution pourrait étre la
méthode développée par 1°‘équipe de Wang et al. en 2015 qui s‘appuie sur 1‘utilisation
de duplex artificiels de séquences correspondants au microARN d‘intérét®®. Le brin
sens est associ¢ a une nanoparticule d‘or tandis que le brin antisens est associé a une
molécule fluorescente (Cyanine3). Lorsque le duplex est associé, la molécule d‘or
quenche la fluorescence de la Cyanine3. En revanche, si le microARN d‘intérét est
présent dans les cellules transfectées par cette construction, il entre en compétition
avec le brin sens marqué par la molécule d‘or et se fixe a sa place au sein du duplex: la

fluorescence est alors détectable. Cette méthode a notamment été adaptée par Yoo et
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al. en 2016 pour le suivi in vivo de cellules métastatiques exprimant le microARN
miR-10b**. Elle pourrait éventuellement nous permettre de compléter notre étude
fonctionnelle des cellules CD34*CD38"" et CD34*CD38".

b. Etudes fonctionnelles in vitro

Des études fonctionnelles in vitro sont en cours au laboratoire avec le
développement de lignées modeles de LMC dont 1‘expression des microARN miR-
10a, miR-150, miR-155 et miR-146a a été inactivée a l‘aide de la technologie
CRISPR. Leffet de ces knock-out sera mesuré sur les paramétres suivants :
e Prolifération cellulaire et sensibilité aux ITK (a I‘aide du kit Cell Titer Glo®,
déja utilisé dans notre étude sur miR-21 et permettant un suivi rapide et
sensible du nombre de cellules) ;
e Etat du cycle cellulaire (par marquage intracellulaire au DAPI et détection par
cytométrie de flux) ;
e Réponse des cellules a I'apoptose induite par un ITK (par marquage a 1‘annexin
V et détection par cytométrie de flux).
Ces expériences seront complétées par des études de 1‘effet de la surexpression des
microARN sur ces mémes parametres.

L'équipe ayant acquis ces derniéres années une expertise dans l'utilisation de la
technologie CRISPR/Cas9, un objectif & moyen terme sera d'étudier les fonctions de
miR-10a, miR-150, miR-155 et miR-146a dans des cellules primaires de patients

LMC, afin de confirmer les résultats obtenus sur les lignées.
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