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Titre : Role de deux suppresseurs de tumeurs TET2 et P53 dans un contexte hématopoiétique
Mots clés : TET2, 5-hmC, instabilité génomique, mutagenese, P53, MDM2.
Résumé

TET?2 et P53, deux suppresseurs de tumeurs, jouent un role important dans 1’homéostasie des
cellules souches hématopoiétiques et sont trouvés mutés dans les hémopathies malignes. Ils
sont aussi impliqués dans le contrdle du cycle cellulaire et les mécanismes de réparation des
dommages de I’ADN, notamment la voie de réparation par excision de base (BER). Dans la
premiere partie de ce travail, nous avons montré que la surexpression de TET2 et
I’augmentation consécutive des 5-hmC, ralentit la progression du cycle cellulaire et la
transition GI1/S et induit une instabilit¢é chromosomique associée a une instabilité
centrosomique dans un modele cellulaire Ba/F3. De plus, la surexpression de TET2 induit
I’augmentation de la mutagenese particulierement des transitions C->T dans les sites CpG
dans un contexte déficient en thymidine DNA glycosylase (TDG), une protéine initiatrice du
BER. Dans la seconde partie de ce travail, nous avons montré que 1’activation de P53, par des
antagonistes de MDM?2, a un effet délétere sur tous les progéniteurs hématopoiétiques. Ces
antagonistes induisent une cytotoxicité non seulement dans les stades précoces de la
mégacaryopoiese, mais aussi dans les stades tardifs. Cette cytotoxicité n’est pas réversible,
contrairement a ce qui est observé en clinique, et ne peut pas étre restaurée par des doses
croissantes de thrombopoiétine. Au total, TET2 et P53 doivent €tre strictement régulés pour
assurer I’homéostasie et la stabilité génétique des cellules hématopoiétiques.

Title: Role of Two tumor suppressors, TET2 and P53, in a hematopoietic context.
Key words: TET2, 5-hmC, genomic instability, mutagenesis, P53, MDM2.
Abstract

Two tumor suppressors, TET2 and P53, play an important role in the homeostasis of
hematopoietic stem cells and have been found mutated in hematological malignancies. They
are also involved in cell cycle control and DNA repair mechanisms, including the base
excision repair pathway (BER). In the first part of this work, we showed that TET2
overexpression and the consequent increase of 5-hmC, inhibit cell cycle progression
particularly G1/S transition and induce chromosomal instability associated with centrosome
instability in Ba/F3 cellular model. In addition, overexpression of TET2 induces increased
mutagenesis particularly transitions C->T at CpG sites in a context deficient in thymidine
DNA glycosylase (TDG), a protein initiating BER. In the second part of this work, we have
shown that P53 activation by MDM?2 antagonists has deleterious effect on all haematopoietic
progenitors. These antagonists also induce cytotoxicity not only in the early stages of
megakaryopoiesis but also mainly in the late stages. This cytotoxicity is not reversible, in
contrast to what is observed in clinic, and cannot be restored by increasing thrombopoietin
doses. To conclude, TET2 and P53 must be strictly controlled to ensure homeostasis and
genetic stability of the hematopoietic cells.
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INTRODUCTION



I- Hématopoiese:

I-1 Hiérarchie de I’hématopoiése

L’hématopoiese est le processus physiologique qui aboutit a la formation, a la maturation et
au remplacement continu de toutes les cellules sanguines matures dites myéloides a savoir, les
globules rouges, les globules blancs et les plaquettes et I’ensemble du systéeme immunitaire
innée et adaptatif (lymphocytes T et B, cellules NK, cellules dendritiques, lymphocytes de

I’immunité innée) a partir d’une cellule souche hématopoiétique (CSH).

Le systeme hématopoiétique est un tissu tres hiérarchisé et pyramidal. Au sommet de la
pyramide se trouvent les CSHs. Ces cellules sont caractérisées par deux propriétés
fondamentales : 1’auto-renouvellement, ¢’est a dire la capacité de se diviser a 1’identique afin
de conserver le stock médullaire des CSHs et la multipotence qui représente la capacité de se
différencier pour générer les différentes lignées cellulaires du sang (Orkin 2000). Ainsi, une
CSH peut générer, de facon asymétrique, deux cellules filles dont une restera en contact avec
la niche hématopoiétique des cellules souches tout en conservant sa propriété d’auto-
renouvellement, tandis que ’autre s’engage spécifiquement vers I’'une des deux principales

voies de différenciation hématopoiétique : la lignée lymphoide ou la lignée myéloide.

L’hématopoiese est décrite comme un systéme dans lequel une CSH donne des progéniteurs,
des précurseurs et finalement des cellules matures différenciées, sous l'effet des cytokines et

des facteurs de croissance.

Les progéniteurs sont des cellules ayant une capacité d’auto-renouvellement et de
multipotence plus restreinte que celle des CSHs. Apres plusieurs divisions, les progéniteurs
deviennent spécifiques d'une seule lignée a ce stade et vont apres division, rentrer dans la
différenciation dite terminale ou maturation. Les précurseurs les plus immatures sont les
myéloblastes, les proérythroblastes, les mégacaryoblastes, les lymphoblastes et les

monoblastes. Ce sont les premieres cellules morphologiquement identifiables.

Selon le modele classique, une CSH donne naissance a un progéniteur multipotent commun
(PMC) qui a son tour se différencie en progéniteur lymphoide commun (PLC) et progéniteur
myéloide commun (PMyC) (Kondo et al. 1997) (Akashi et al. 2000). Le PLC se différencie
d’abord en différents progéniteurs qui vont donner les différentes lignées lymphoides y

compris les cellules NK et les cellules dendritiques d’origine lymphocytaire.
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La hiérarchie des cellules hématopoiétiques a été déterminée par deux types d’analyses : le
premier basé sur des tests biologiques (Colony Forming Unit) et de transplantation, le second

sur ’immunophénotypage des cellules.

Dans les abords biologiques, les CSHs ont été d’abord définies par des tests de transplantation
qui ont abouti a la démonstration de 1’hétérogénéité des CSHs avec des CSHs reconstituant a
long terme et d’autres a court terme. Le premier test quantitatif du compartiment des CSHs a
été décrit en 1961 par Till et Mc Culloch (Till and Mc 1961), le test du CFU-S correspondant
a une cellule multipotente avec des capacités d’autorenouvellement. Ces cellules
correspondent a des CSHs reconstituant a court terme ou méme des cellules encore plus
engagées. Les progéniteurs ont eux été définis par des tests de clonage in vitro en milieu semi
solide. Le progéniteur le plus immmature est multipotent et est appelé CFU-GEMM (Colony
Forming Units-Granulocyte/ Erythrocyte/ Macrophage/ Megacaryocyte), ce dernier va
générer des progéniteurs plus différenciés comme les CFU-GM (Granulocyte/Monocyte), -Eo
(Eosinophile), -B (Basophile ou mastocytaire), -MK (Mégacaryocyte) ou -E (Erythrocyte)
sachant que dans la lignée érythroblastique deux types au moins de progéniteurs ont été
définis I’un immature appelé¢ BFU-E et ’autre plus mature appelé CFU-E. Ces progéniteurs
sont spécifiques d’une seule lignée et apres un nombre variable de divisions aboutissent eux-
mémes a des précurseurs immatures (myéloblastes, monoblastes, proérythroblastes et
mégacaryoblastes), qui donneront naissance aux granulocytes neutrophiles, aux granulocytes
éosinophiles, aux granulocytes basophiles, aux mastocytes et aux monocytes/macrophages qui
peuvent donner ensuite des ostéoclastes et des cellules dendritiques myéloides, aux
érythrocytes et aux plaquettes, respectivement. Dans ce systeme deux types de progéniteurs
bipotents on été définis, les granulo-monocytaires (CFU-GM) et les érythroides-
mégacaryocytaires (CFU-EMég). Les différentes étapes de 1’hématopoiése, selon le modele

classique, sont résumées dans la figure 1 (Figure 1).

Le développement hiérarchique depuis les CSHs jusqu’aux cellules sanguines matures
implique une perte progressive des capacités de la CSH et I’acquisition de potentiels
spécifiques des lignées engagées. Cette hiérarchie peut aussi €tre étudiée par des antigénes de
différenciation (CD) a ’aide d’anticorps pour réaliser des immunophénotypages. Cet abord a
en particulier permis de définir une hiérarchie complete chez la souris avec la purification de
CSH a long terme avec des puretés de 50%. Des approches similaires mais plus préliminaires

ont ¢ét¢ réalisées chez 1’homme. Les cellules multipotentes ayant la capacité
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d’autorenouvellement sont des cellules Lin CD34"CD38 Thyl"CD45RA™ chez 1I’homme.
Thyl (CD90) et le CD34 sont des glycoprotéines membranaires fortement glycosylées. Ces
cellules seraient I’équivalents des CSHs a long terme, les cellules CD34"CD38 CD90
CD45RA" seraient I’équivalent des CSHs 2 court terme et les cellules CD34"CD38 CD45RA"
FLT3" représenteraient 1’équivalent du PLC. L’expression du CD38 marque la perte de la
capacité d’autorenouvellement et du potentiel bipotent lymphomyeloide (Hao et al. 1998)
(Terstappen et al. 1991). Ainsi les cellules CD34'CD38", qui représentent la fraction
majeure de la population CD34" sont des cellules plus différenciées. La coexpression du
CD10 ou CD7 dans les cellules CD34" caractérise 1’engagement vers les progéniteurs
lymphoides (Galy et al. 1995) (Hao et al. 2001; Manz et al. 2002). La fraction
lin CD34"CD38" peut étre séparée en trois populations distinctes: les cellules IL-
3Ro°CD45RA™ (les PMyCs), les cellules IL-3Ra’°CD45RA" (les PGMs) et les cellules IL-
3Ra CD45RA  (les PMEs). Ces trois populations expriment de facon relativement uniforme
le récepteur du SCF c-Kit (CD117), le CD13, le CD33, et le HLA-DR, mais elles n’expriment
plus le marqueur Thy-1 (CD90) (Manz et al. 2002).

I-2 Localisation de ’hématopoiése :

Chez I’homme, la mise en place de I’hématopoiese se déroule en trois étapes: i)
I’hématopoiese primitive au cours de I’embryogenése, ii) I’hématopoiése définitive au cours
du développement feetal et ii1) I’hématopoicse adulte. L hématopoicse primitive commence a
partir de la 3°™ semaine (J19) de la vie embryonnaire et dure jusqu'a la fin de la 8™ semaine
du développement intra-utérin. Elle est caractérisée par la formation d’ilots sanguins au
niveau du sac vitellin. Au sein des ilots sanguins, les cellules centrales se différencient en
érythrocytes nucléés et les cellules périphériques forment les premieres cellules endothéliales.
A ce stade il n’y a pas de vraies CSH. L hématopoiése définitive commence 4 partir de la 8™
semaine et se poursuivit jusqu’au 6°™ mois, d’abord localisée dans la région splanchnique.
Elle émerge a partir de cellules endothéliales de I’aorte dorsale de la région dite AGM (Aorte-
Gonade-Mésonéphros) par une transdifférenciation des cellules endothéliales en CSH,
processus appelé transition endothelio- hématopoiétique, TEM). Les mécanismes
responsables ou régulant cette TEM sont en cours de caractérisation mais le flux sanguin par
la génération d’AMPc joue un role majeur ainsi que probablement la voie Notch. Un des
points fondamentaux dans les théories actuelles est que les CSHs émergent en seule fois en

nombres restreints et seront ensuite amplifiées pour la vie entiere. Une fois formées, les CSHs

17



initiales migrent dans le foie feetal pour étre amplifiées et donner une hématopoiese qui va
donner tous les types de cellules sanguines, puis dans la rate. Parallelement et a partir du gome
mois de la vie intra-utérine, la moelle osseuse commence a étre colonisée, et prendra
progressivement la releve des autres sites. Elle sera le site exclusif de I'hématopoiese a la
naissance et pour toute la vie. Jusqu’a l'4ge de 5 ans tous les os ont une activité
hématopoiétique. Ensuite, cette activité va progressivement se limiter au niveau des os courts

et plats (sternum, cotes, vertebres, os iliaques)
I-3 Régulation de I’hématopoiése :
I-3-1 Cytokines et facteurs de croissance

La régulation de I'hématopoiese est assurée en grande partie par des facteurs de croissance
appartenant a la superfamille des cytokines. Cette derniere comprend les interleukines, les
interférons, les facteurs de nécrose (TNF), les facteurs de croissance (Colony-
Stimulating Factor, ou CSF), les chimiokines et certaines hormones comme la
thrombopoiétine (TPO) et 1’érythropoiétine (EPO), la TPO au contraire de ’EPO étant a la

fois une hormone et une cytokine classique.

Ces facteurs agissent soit a toutes les étapes de la différenciation, soit a des stades précis. Leur
action majeure est impliquée dans la survie, la prolifération et la différenciation des
progéniteurs hématopoiétiques et des cellules en cours de maturation. Cependant, il existe des
arguments de plus en plus importants sur le role des cytokines sur les CSHs (quiescence,
prolifération, survie et méme détermination vers une lignée). L’ensemble des cytokines
agissant au niveau des différentes étapes de 1’hématopoiese est indiqué dans la figure 1

(Figure 1).

En fonction de leur site d’action au cours de 1’hématopoiese, on peut distinguer 3 types de

facteurs de croissance :

-Les facteurs multipotents : ils permettent la survie et la différenciation des CSHs. Ce sont
I’IL3 et le GM-CSF que I’on retrouve a tous les stades de différenciation de la lignée

myéloide.

-Les facteurs de promotion : ils augmentent le nombre des CSHs et les sensibilisent a I'action
d’autres facteurs de croissance. Ce sont principalement I'IL1, 1'lL4, I’'IL6, le SCF (Stem Cell

Factor) et le Flt3-L.
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-Les facteurs restreints (ou spécifiques de lignées) : ils agissent sur les cellules déja engagées
en favorisant la multiplication cellulaire et la maturation des précurseurs. Ce sont le G-CSF, le

M-CSF, I'lL4, I'ILS, I'IL6, I'EPO et 1a TPO.

En fait cette classification ne correspond pas a la réalité car de nombreuses cytokines ont des
actions majeures a la fois sur les temps précoces et tardifs de I’hématopoiése. Les trois
exemples sont le SCF (il a une action sur les mastocytes et les CSHs), la TPO (elle a une
action sur les mégacaryocytes/plaquettes et les CSHs) et le M-CSF (qui a une action sur les

macrophages et les CSHs).

Des interactions complexes des différentes cytokines assurent le maintien de I'hématopoiese
normale. Les facteurs de croissance comme I’EPO, le GM-CSF, le SCF, le G-CSF et I’'IL-3
favorisent la différenciation des progéniteurs érythroides et myéloides. D’autre part,
I’interféron, les interleukines, le TGF-B et le TNF-o ont une action complexe sur les CSHs
pouvant les mettre en cycle (Interférons et TNF-a)) ou au contraire les mettre en quiescence
(TGF-B). Le déséquilibre entre 1’action des facteurs stimulateurs d’un coté et les facteurs
inhibiteurs de ’autre coté pourrait étre a 1’origine d’un effet myélo-suppresseur et d’une

défaillance de la moelle osseuse.

L’hématopoiese est aussi régulée par un systtme complexe de nombreux composants non
cytokiniques liés au microenvironnement (les interactions cellulaires, les médiateurs du
systeme neurologique et la matrice extracellulaire). Ce systeéme aboutit a la notion de niches
hématopoiétiques. La caractérisation de ces niches a été ces dernieres années un sujet
d’investigation trés important avec la caractérisation de deux niches : une niche sinusoidale et
une niche péri artériolaire, ayant des roles importants dans la régulation des CSHs. De
maniere intéressante des cellules hématopoiétiques jouent un role important dans cette niche
comme les ostéoclastes, les macrophages, les cellules lymphoides et les mégacaryocytes. Des
altérations de cette niche pourraient étre a 1’origine de maladies hématologiques (aplasies,
hémopathies malignes) et contribuer au vieillissement du systeme hématopoiétique, processus
majeur dans le déficit immunitaire et I’émergence d’hémopathies myéloides malignes

associées avec I’age.
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Figure 1 : Hiérarchie de ’hématopoiése selon le modéle classique et sa régulation par les
cytokines. Au cours de I’hématopoiése la cellule souche hématopoietique (CSH) donne
naissance a un progéniteur lymphoide commun (PLC) et a un progéniteur myéloide commun
(PMyC). Le PLC se différencie d’abord en progéniteurs immatures, les lymphoblastes (Pro-B
et Pro-T), qui aboutiront aux lymphocytes B et T. Le PMyC se différencie en progéniteurs
plus matures appelés CFU-GM (Granulocyte/Monocyte) et CFU-E/Még (Erythrocyte/
mégacaryocyte) qui donneront naissance aux granulocytes, aux monocytes/macrophages, aux
érythrocytes et aux plaquettes, respectivement. Un ensemble de cytokines régulent la
prolifération et la différenciation des CSHs et des progéniteurs vers les cellules matures.
Certains de ces cytokines sont nécessaires pour les stades précoces de I’hématopoicse,
d’autres sont requises pour les stades terminaux et la maturation cellulaire.

I-3-2 Facteurs de transcription hématopoiétiques

La différenciation des CSHs multipotentes vers des cellules sanguines matures et
fonctionnelles exige la régulation des profils d'expression des genes spécifiques de chaque
lignée et a chaque stade de I’hématopoicse. Ce processus est assuré par de nombreux facteurs
de transcription qui agissent de fagon synergique ou antagoniste. Ces facteurs modulent

I’expression de genes qui sont impliqués dans le maintient des fonctions de la CSH (comme
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RUNX1/CBFa, SCL/TAL-1 et GATA2) ou qui aboutissent a I’engagement de progéniteurs
immatures dans la lignée myéloide (comme GATAI et PU.1) ou lymphoide (comme

GATA3, PAXS et Ikaro)

Au niveau de la CSH: SCL/TAL-1 et son partenaire LMO2 (Lim-domain only 2) sont
essentiels pour le développement de I’hématopoiése primitive et définitive (Kim et Bresnick
2007). En leur absence, aucune génération de cellules sanguines n’est possible. MLL et
RUNXI1 sont aussi essentiels pour la génération des CSHs au niveau des différents sites
(Orkin 2000). RUNXI1 est le facteur de transcription directement impliqué dans la TEM au
niveau de ’aorte dorsale. La diminution de I’expression de PU.1 et de C/EBPa peut affecter
le controle de ’autorenouvellement des CSHs. L’altération de 1’expression de PU.1 a la
naissance conduit a I’épuisement rapide des CSH (Iwasaki et al. 2005), tandis que celle de

C/EBPa induit I’expansion des CSHs (Zhang et al. 2004).

Au cours de la différenciation : I’expression de PU.1 est requise pour passer aux stades de
PMC et PLC. L’expression des facteurs GATA et I’interaction de GATA-1 avec FOG-1
(Friend of GATA) sont indispensables pour le développement érythroide et mégacaryocytaire
(Iwasaki et Akashi 2007) (Chang et al. 2002). 1l existerait une compétition entre GATAI et
PU.1 pour induire la détermination d’un PMyC vers les lignées granulo-monocytaires ou
érythro-Mégacaryocytaires. GATA-1 régule tous les stades de la différenciation terminale
mégacaryocytaire et érythroblastique (Kaushansky 2005). D’autres facteurs de transcription
sont aussi impliqués dans le contrdle de la différenciation MK, FLI-1 est essentiel dans les
stades précoces et intermédiaires de la mégacaryopoiese alors que NF-E2 régule les stades
tardifs et la production des plaquettes (Shivdasani 1996) (Shivdasani 2001). EKLF n’est pas
exprimé dans les CSHs, il est faiblement détecté au niveau du PMC, cependant, son
expression augmente sélectivement au cours des stades terminaux de la différenciation
érythroide (Siatecka et Bieker 2011). On a suggéré qu’il existait une compétition entre EKLF
et FLI1 qui détermine la différenciation d’un PEMég ou bien vers la lignée mégacaryocytaire

ou bien vers la lignée érythroblastique (Bouilloux et al. 2008).

L’engagement du progéniteur myéloide vers la granulopoiese est conditionné par un équilibre
entre D’action du C/EBPa et celle du PU.I. En effet, tandis que C/EBPa permet
préférentiellement la différentiation en polynucléaires neutrophiles, la forte expression de
PU.1 favorise plutot la différentiation en monocyte (Borregaard 2010) (Reddy VA et al. 2002)

(Dahl R et al. 2003). Le facteur C/EBPo est actif durant toute la différenciation
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granulocytaire. GFI-1 favorise I’engagement et la progression de la granulopoiese et inhibe la
transcription des genes impliqués dans la différentiation monocytaire (Horman et al. 2009).
C/EBPa en synergie avec le G-CSF induit 1’augmentation de 1’expression de C/EBPe
permettant ainsi la formation des granulations spécifiques et la différentiation terminale des
granulocytes. Les principaux facteurs de transcription régulant I’hématopoiese sont indiqués

dans la figure 2 (Figure 2).
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Figure 2: Régulation de I’hématopoiése par les facteurs de transcription. La
différenciation des cellules souches hématopoiétiques (CSHs) vers des cellules sanguines
matures et fonctionnelles exige la régulation des profils d'expression des genes spécifiques de
chaque lignée et a chaque stade de I’hématopoicse. Ce processus est assuré par de nombreux
facteurs de transcription qui agissent de facon synergique ou antagoniste. Ces facteurs
modulent I’expression de genes qui sont impliqués dans le maintien des fonctions de la CSH
ou qui aboutissent a 1’engagement de progéniteurs immatures dans la lignée myéloide ou
lymphoide, ainsi que pour la différenciation terminale et la maturation cellulaire.

I-4 La différenciation érythroide :
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L’¢érythropoiese est également hiérarchisée tout comme I’hématopoiése. Les progéniteurs
érythroides les plus précoces sont les BFU-E. Ces cellules expriment les antigénes CD33,
CD34, HLA-DR et peu de récepteurs a 1’érythropoiétine (EPO-R). Les BFU-E ont une forte
capacité de prolifération et nécessitent les facteurs de croissance multi lignage comme 1’IL3,
le GM-CSF et surtout le SCF pour leur prolifération et leur survie en plus de ’EPO. L’EPO
est a la fois un facteur mitogene et un facteur de survie pour les BFU-E. Le SCF synergie
avec I’EPO pour induire 1’augmentation de la taille des colonies de BFU-E et éviter
I’apoptose. Il a été suggéré que des BFU-E en présence de SCF et de corticostéroides et plus
récemment d’activateur de PPARa pouvaient s’autorenouveler permettant une expansion
majeure de I’érythropoiese en cas de stress (Kolbus et al. 2003) (Lee et al. 2015). Les CFU-E
sont les descendants directs des BFU-E, ils ont un potentiel prolifératif limité. Les CFU-E
n’expriment plus le CD34 et le HLA-DR mais expriment le CD36, fortement le récepteur de
la transferrine (le CD71), et ’EPO-R dont I’expression a augmenté. A ce stade, ’EPO est
plutdt un facteur de survie qu'un facteur mitogene. Il a été suggéré que la régulation de
I’érythropoicse est régulé par la sensibilit¢ a ’EPO, en condition basale seules les
progéniteurs trés sensibles a I’EPO survivent, en cas de stress 1’ensemble des progéniteurs
entrent en différenciation. Chez les souris transgénique qui n’expriment pas I’EPO ou I’EPO-
R, I’érythropoiése s’arréte au stade CFU-E (Kieran et al. 1996). En effet jusqu’au stade CFU-
E, le SCF est le facteur majeur, ensuite I’EPO devient indispensable. Les CFU-E donnent
naissance aux proérythroblastes, les premieres cellules érythroides morphologiquement
identifiables. Au cours de leur maturation, les proérythroblastes passent par différents stades
(basophile, polychromatophile et acidophile) qui représentent les stades successifs du
processus d’hémoglobinisation et de condensation nucléaire. L’énucléation des érythroblastes
acidophiles donne naissance aux réticulocytes. Les réticulocytes perdent progressivement
leurs ARN et leurs mitochondries dans la moelle puis deviennent des globules rouges matures

apres leur entrée dans la circulation (Robb 2007) (Nakahata and Okumura 1994).
Il existe des preuves croissantes que la régulation de 1’érythropoicse terminale en particulier

les modifications de taille et du noyau est assurée par un processus dépendant des caspases

proche de I’apoptose (Zermati et al. 2001) (Ribeil et al. 2007) (Zeuner et al. 2003).

Les cytokines inflammatoires comme 1’interféron-y (IFN-y), IL-1 (o et B), IL6 et le tumor-
necrosis factor-a (TNF-a) empéchent la production de ’EPO (Faquin et al. 1992) (Vannucchi
et al. 1994) (Frede et al. 1997).
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I-5 La différenciation mégacaryocytaire:

La mégacaryocytopoiese est un processus physiologique complexe qui consiste en la
différenciation de la cellule souche multipotente vers la lignée mégacaryocytaire, la
prolifération des progéniteurs mégacaryocytaires et la différenciation terminale générant les

plaquettes ou thrombocytes a partir de cellules géantes, les mégacaryocytes (MK).

Les BFU-MK, générés a partir du PMC, représentent les progéniteurs mégacaryocytaires les
plus primitifs et possedent une aptitude de prolifération tres élevée. Les BFU-MK sont
caractérisés par les marqueurs CD34 et CD117 (Briddell et al. 1989). Les BFU-MK donnent
naissance a des colonies composées de plus de 50 cellules, les CFU-MK (Briddell et al.
1989), qui continuent a exprimer a leurs surfaces le CD34 mais aussi le CD38 et le CD33. Les
CFU-MK ont une plus faible capacité de prolifération que les BFU-MK. Les CFU-MK
génerent les promégacaryoblastes caractérisés par le CD33, CD41 et le CD61 puis les
mégacaryoblastes. Ces dernieres se différencient en promégacaryocytes puis en
mégacaryocytes. Les mégacaryoblastes et les mégacaryocytes expriment les CD41, CD61,

CD42a et CD42b (Chang et al. 2007) (Patel et al. 2005).

Avant que le MK acquiere la capacité de libérer les plaquettes, il doit achever sa maturation.
Ainsi, le mégacaryoblaste augmente considérablement son diametre (100 pm) et sa masse
cytoplasmique et accumule de grandes quantités de ribosomes qui facilitent la production de
protéines spécifiques des plaquettes (Long et al. 1982). Cette augmentation du volume de la
cellule est assurée par polyploidisation, conséquence d’une succession d’endomitoses, un
processus qui amplifie la quantité de I’ADN avec absence de division cellulaire. Au cours de
I’endomitose, la cellule entre en phase S puis fait une mitose incompléte au cours de laquelle
la cytokinese ne se produit pas puis la cellule ré-initie un nouveau cycle cellulaire. Il en
résulte la formation de MK polyploides dont le noyau multilobé renferme un ADN allant de

4N jusqu’a 128N dans chaque mégacaryocyte (Odell et al. 1970).

La masse cytoplasmique du mégacaryocyte mature forme des projections appelées
proplaquettes (Tablin et al. 1990). L’action du flux sanguin permet, ensuite, la fragmentation

des proplaquettes et la production des plaquettes (Junt et al. 2007).

La thrombopoietine (TPO) est le régulateur principal de la mégacaryopoicse (Kaushansky
2005) (Kaushansky et Drachman 2002). La TPO assure la survie et I’expansion des CSH et

des progéniteurs MK seule ou en combinaison avec d’autres cytokines y compris le GM-CSF,
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I’IL-3, ’'IL-6, I'IL-11, le SCF, le FMS-like tyrosine kinase (FLT), le fibroblast growth factor
(FGF) et ’EPO (Pick et al. 2002) (Bruno et al. 2003) (Ivanovic 2004) (Sitnicka et al. 1996).
Cependant, la TPO n’est pas impliquée directement dans la formation des plaquettes. Son role

est d’assurer la prolifération, la polyploidisation et la maturation des MK.

I-6 La différenciation granulo-monocytaire :

La granulopoi¢se est ’ensemble des mécanismes qui aboutissent a la production de
granulocytes appelés aussi polynucléaires (PN), ce sont des cellules dont le cytoplasme est
riche en granulations, il s’agit des neutrophiles, des €éosinophiles et des basophiles. Tous les
PN sont issus d'un méme progéniteur commun le CFU-GEMM qui se différencie en
progéniteurs plus matures, le CFU-Eo a I’origine des polynucléaires eosinophiles, le CFU-
Basophile qui génere les polynucléaires basophiles et le CFU-GM (CD34") qui donnent
naissance aux CFU-M et CFU-G. Le CFU-G (CD34") est a ’origine des polynucléaires
neutrophiles alors que le CFU-M donnera les monocytes. Dans cette analyse de la
différenciation les liens entre la lignée basophile et mastocytaire sont mal connus mais il

s’agirait de deux différenciations indépendantes.

Méme si les précurseurs tardifs sont différents pour chaque type de PN, les stades précoces de
la différenciation sont communs a tous les PN. Les promyélocytes sont les premieres cellules
de la différenciation a posséder des granulations présentes dans les trois types de PN donc
non-spécifiques. Les promyélocytes donnent des myélocytes qui possedent des granulations
différentes et dites spécifiques selon le PN. Ce stade est caractérisé par 1’arrét des divisions
cellulaires. Les myélocytes donnent ensuite des métamyélocytes, qui vont eux-mémes étre a
l'origine des PN matures. Ces derniers restent dans la moelle osseuse pendant 4-6 jours afin
de former un stock ou un réservoir a partir duquel ces cellules sont rapidement mobilisées en
réponse a une infection ou inflammation pour les PN neutrophiles (Rankin 2010). Les PN-Eos

sont essentiellement des cellules résidents dans les tissus.

Les marqueurs précoces de la granulopoiese sont représentés par 1’expression du récepteur au

G-CSF et des marqueurs de surface CD33 et CD13.

Le G-CSF est la cytokine régulatrice la plus importante dans le processus de granulopoiese

neutrophile, il induit la différenciation myéloide, stimule la prolifération des précurseurs
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granulocytaires et joue un role dans la mobilisation des granuleux matures de la moelle
osseuse (Semerad et al. 2002). Les effets biologiques du G-CSF sont transmis via son
récepteur le G-CSFR (CD114). Le G-CSF agit en synergie avec de nombreux autres facteurs

en particulier aux stades les plus précoces comme le GM-CSF, I’IL-3 et I'IL6.

Les monocytes sont les cellules sanguines ayant la plus grande taille. Ils dérivent de la lignée
CFU-GEMM puis des CFU-GM et enfin des progéniteurs tardifs CFU-M. La premiere cellule
de la lignée morphologiquement identifiable est le promonocyte. Le promonocyte se
différencie par la suite en monocyte. Les monocytes sont une population cellulaire tres
hétérogene avec différents types spécialisés soit dans I’inflammation et la réaction
immunitaire soit au contraire dans les remaniements tissulaires et peuvent étre distinguées en
ces différents sous types par différents marqueurs. Les monocytes sont des cellules de
transition qui dans les tissus vont donner des macrophages, des cellules dendritiques et des

ostéoclastes.
I1- Les hémopathies myéloides malignes :
II- 1 Classification :

La classification des hémopathies malignes tient compte de la voie de différenciation qui est
affectée : lymphoide ou myéloide, du caractere chronique ou aigu de la maladie, de certains

caracteres morphologiques, cytochimiques, histologiques et aussi immunophénotypiques.

Selon la classification de I’Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS) 2008 (Vardiman et al.
2009), il existe cinq catégories d’hémopathies myéloides malignes: les néoplasmes
myéloprolifératifs (NMP), les syndromes myélodysplasiques (SMD), les formes
intermédiaires entre les deux appelées néoplasmes myélodysplasiques/myéloprolifératifs
(SMD/NMP), les leucémies aigués myéloides (LAM) et les néoplasmes myéloides et
lymphoides associés avec une éosinophilie et des anomalies du PDGFRA, PDGFRB et
FGFR1 (Figure 3).
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Hémopathies myéloides

LAM SMD NMP NMP/SMD NML-Eo

| |

NMP rares NMP non classés NMP-Ph (+): (LMC) NMP Classiques-Ph (-): ET, PV, MFP

Figure 3: Classification des hémopathies myéloides malignes selon ’OMS 2008. Les
néoplasmes myéloides sont classés en cinq catégories: les leucémies aigués myéloides
(LAM), les syndromes myélodysplasiques (SMD), les néoplasmes myéloprolifératifs (NMP),
les formes intermédiaires entre les deux appelées néoplasmes myélodysplasiques
/myéloprolifératifs (SMD/NMP), et les néoplasmes myéloides et lymphoides associés avec
une éosinophilie et des anomalies du PDGFRA, PDGFRB et FGR1 (NML-Eo). Les NMP
sont a leurs tours subdivisés en NMP rares, NMP non classés, NMP positifs pour le
chromosome Phyladelphie (NMP-Ph+) appelés aussi leucémies myéloides chroniques (LMC)
et NMP classiques ou (NMP-Ph-) qui englobent la thrombocytémie essentielle (TE), la
polyglobulie de Vaquez (PV) et la myélofibrose primaire (MFP).

Le caractere principal des hémopathies myéloides malignes est la myélopoiese clonale dues a
des dérégulations au niveau du compartiment des CSH, a I’exception des LAM qui peuvent
provenir de ’amplification de progéniteurs plus ou moins engagés. Ils sont la résultante

d’anomalies de prolifération et/ou de différenciation.

I1-2- La leucémie aigué myéloide (LAM) :

La LAM est une maladie génétiquement hétérogéne, due a ’accumulation d’altérations
génétiques dans la CSH et/ou dans les cellules progénitrices. Elle est caractérisée par 1’arrét
de la différenciation myéloide avec une prolifération clonale des cellules myéloides
immatures dans la moelle osseuse et qui infiltrent d’autres organes comme le foie et la rate.
Selon I’OMS, les LAM se définissent par la présence de 20% de blastes (cellules immatures)
dans la moelle osseuse ou dans le sang périphérique. La LAM est considérée comme la
leucémie aigué la plus répandue chez les adultes. L’4ge moyen de développement de la
maladie est de 72 ans avec une incidence de 15 a 25 cas sur 100 000 a partir de cet age. Il
existe les LAM de novo et les LAM secondaires survenant suite a un traitement ou a la
progression de NMP ou de SMD (Marcucci et al. 2011). Les altérations génétiques qui

caractérisent la LAM peuvent étre des aberrations chromosomiques (translocations, inversions
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et délétions) ou bien des mutations somatiques plus subtiles. Les études les plus récentes ont
montré que plus que 70% de cas de LAM présentent des mutations des genes de méthylation
de I’ADN ou de modification des histones ce qui montre que les modifications épigénétiques
jouent un rdle important dans le développement de la maladie (Deneberg et al. 2011). Il a été
montré que les mutations de DNMT3A, par exemple, apparaissent tot au cours de 1’évolution
de la maladie et entrainent 1’expansion clonale de sous-populations de cellules
préleucémiques (Shlush et al. 2014). TET2 est muté dans 7-23% des cas de LAM. Les
mutations de TET2 ont été toujours associées a un mauvais pronostic dans les LAM sans
anomalies cytogénétiques (Patel et al. 2012). Les LAM peuvent étre dues a des translocations
comme la t(15 ;17) ou la translocation t(8 ;21) ou a des délétions comme la monosomie 7. Ces
translocations impliquent des facteurs de transcription ou des composants du complexe
transcriptionnel ce qui montre que ’initiation et la progression de la maladie est en partie due
a D’altération de 1’activité des facteurs de transcription (Mehdipour et al. 2015). Une étude a
identifié 9 catégories de geénes impliqués dans la pathogénese de la LAM y compris les
facteurs de transcription dans 18% des cas, NPM1 (nucléophosmine) dans 27% des cas , les
geénes suppresseurs de tumeurs dans 16% des cas, les génes liés a la méthylation de ’ADN
dans 44% des cas, les genes de signalisation dans 59% des cas, les génes modificateurs de la
chromatine dans 30% des cas, les facteurs de transcription myéloides dans 22% des cas, les
génes du complexe des cohésines dans 13%, et les genes de 1’épissage dans 14% des cas.
Presque tous les patients atteints de LAM présentent au moins une de ces mutations (Ley et

al. 2010)

I1I-3 Les syndromes myélodysplasiques

Les SMD sont un groupe d’hémopathies malignes hétérogenes dues a des anomalies acquises
au niveau de la CSH conduisant a la prolifération excessive de progéniteurs myéloides qui se
différencient de maniere anormale (= dysmyélopoiese). L’apoptose excessive des précurseurs
aboutit a un défaut de production et a des cytopénies périphériques, donc une hématopoicse
inefficace. Les SMD surviennent généralement chez le sujet agé au dela de 70 ans avec une
incidence qui dépasse les 20%. Ceci montre que ’origine de ces maladies pourrait étre liée a
la sénescence et au vieillissement (Blau et al. 2011) (Konopleva et al. 2009). Dans 45% des
cas, le taux de survie est de 3 ans, mais le pronostic est tres variable suivant le type de SMD.

Hormis I’age, les facteurs de risques de survenu des SMD incluent la chimiothérapie, la
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radiothérapie et moins fréquemment le tabac et I’exposition aux solvants et a certains agents

chimiques (Nisse et al. 1995).

L’événement déclencheur, a 1’origine de 1’avantage prolifératif et de I’expansion clonale n’est
pas connu. Presque la moitié des patients atteints de SMD présente des aberrations
chromosomiques affectant les chromosomes 5, 7, 8 et 20. Les microARN (miR), des
régulateurs de la chromatine et des facteurs d’épissage sont aussi impliqués dans 1’étiologie
des SMD. Des études récentes ont montré qu’il y a 40 génes différents mutés dans les SMD
(Papaemmanuil et al. 2013) (Haferlach et al. 2014). Presque 90% des patients atteints de
SMD présente au moins une mutation avec une moyenne de 2-3 mutations par patient. On
distingue : les mutations des geénes d’épissage (SF3BI, SRSF2, ZRSR2, U2AFI1, U2AF2,
ZRSR?2), les geénes de la méthylation de I’ADN (TET2, DNMT3, IDHI, IDH?2), les geénes
impliqués dans la modification de la chromatine (ASXLI, EZH?2), les voies de signalisation
avec une prévalence des mutations de RAS (NRAS, KRAS, CBL, JAK2), les facteurs de
transcription (7P53, RUNXI, EVI, GATA2) et les genes impliqués dans les voies de
réparation de ’ADN. Les mutations affectant I’épissage et les anomalies épigénétiques sont
les altérations les plus observées dans les SMD ce qui montre 1’importance de ces deux voies

dans la pathogénese des SMD.

Les SMD constituent un état pré-leucémique car ils présentent un grand risque d’évolution
vers les LAM qui surviennent chez un tiers des patients (Ades et al. 2014) (Mufti 2004).
Cette évolution est due a la perte de ’apoptose excessive observées au début de la maladie
(Raza et Galili 2012). Le traitement des SMD varie du traitement symptomatique de la
cytopénie par la transfusion sanguine a la transplantation allogénique de cellules souches

(alloTCS). L alloTCS reste le seul traitement curatif chez ces patients (Vaughn et al. 2013).

I1-4 Les néoplasmes myélodysplasiques/ myéloprolifératifs :

C’est un ensemble hétérogéne d’hémopathies malignes clonales qui présentent a la fois les
caractéristiques des NMP et ceux des SMD. Ils incluent la leucémie myélomonocytaire
chronique (LMMC) qui est la maladie la plus fréquente dans ce groupe, la JMMC une LMMC
juvénile, la leucémie myéloide chronique atypique (LMCa) et les NMP/SMD inclassables.
Les mutations des genes TET2, ASXLI et SRSF2 sont tres récurrentes dans la LMMC, chacun
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de ces genes a été identifié muté dans plus que 45% des patients (Smith et al. 2010)

(Meggendorfer et al. 2012).

I1-5 Les néoplasmes myéloprolifératifs :

Les néoplasmes myéloprolifératifs (NMP) ont été décrits pour la premiere fois en 1951 par
William Dameshek (Dameshek 1951). Ce sont des maladies malignes clonales, caractérisées
par la prolifération excessive des CSH dans la moelle osseuse sans trouble de la maturation ni
de la différenciation. Il en résulte une production augmentée de cellules sanguines matures
dans le sang périphérique. Selon la classification de OMS 2008 (Vardiman et al. 2009), les
néoplasmes myéloprolifératifs chroniques regroupent plusieurs hémopathies : principalement,
la polyglobulie de Vaquez (PV), la thrombocytémie essentielle (TE), la myélofibrose primaire
(MFP) et la leucémie myéloide chronique (LMC), mais également la mastocytose systémique,
la leucémie chronique a éosinophiles, la leucémie a polynucléaires et les néoplasmes

myéloprolifératifs non classés. (Figure 3)
I1-5-1 La leucémie myéloide chronique (LMC) :

La LMC est caractérisée la plupart du temps par la présence du chromosome Philadelphie,
produit de la translocation réciproque entre les chromosomes 9 et 22 [t (9; 22) (q34; q11)].
Cette fusion des genes, Breakpoint cluster region (BCR) et Abelson (ABL) aboutit a la
synthése d’un geéne chimere codant pour une protéine de fusion a activité tyrosine kinase
constitutive localisée dans le cytoplasme (BCR-ABL). La LMC est une entité clinique
homogene dont le pronostic a été révolutionné grace a 1’utilisation d’inhibiteurs de tyrosine
kinase. Cette maladie toujours létale en 3 ans du fait d’une transformation en LAM voir LAL
(leucémie aigué lymphoide) secondaires est devenue une maladie chronique avec une survie
proche ou identique a des sujets de méme age. Il s’agit d’une des rares maladies malignes

monogéniques.

Les autres NMP (PV, TE et MFP) représentent un ensemble hétérogene de syndromes,
regroupés sous le terme de néoplasmes myéloprolifératifs Philadelphie négatif (NMP-Ph-) ou

NMP BCR-ABL négatifs dits aussi NMP « classiques ».

I1-5-2 Les néoplasmes myéloprolifératifs classiques :
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Ces maladies sont caractérisées par une hypersensibilit¢ ou par une indépendance aux
cytokines, qui est la caractéristique biologique de ces pathologies. Dans la PV, le lignage
affecté est celui de la production des globules rouges. L’atteinte de la lignée mégacaryocytaire
entraine un exces de plaquettes sanguines qui caractérise la TE, alors que la MFP est
caractérisée par des défauts de différenciation des lignées MK et érythroblastiques et un exces

de précurseurs granulocytaires associés a une fibrose médullaire qui définit la maladie.

Les aspects moléculaires des NMP classiques étaient méconnus jusqu’a I’identification de la
mutation JAK2V617F en 2005. 1l s’agit de la mutation somatique la plus récurrente dans les
NMP. Cette mutation induit la substitution de la valine en position 617 par la phénylalanine
(James et al. 2005), (Kralovics et al. 2005), (Levine et al. 2005), (Baxter et al. 2005). JAK2-
V6I17F touche environ 95% des PV et entre 50% et 60% des TE et des MFP. Ainsi
JAK2V617F n’est pas spécifique d’un NMP particulier et son absence ne peut exclure aucun

de ces néoplasmes.

Dans les TE, la mutation JAK2V617F est le plus souvent hétérozygote. Cependant, dans la
majorité des cas de PV et de PMF, la mutation est observée sous forme homozygote ; ceci
résulte le plus souvent d’une recombinaison mitotique aboutissant a la perte de 1’allele
sauvage et a la duplication de 1’allele mutée (Jones et al. 2005). Ces observations suggerent

un lien entre la charge allélique de JAK2V617F et le phénotype clinique de la maladie.

Les NMP classiques sont des maladies hétérogenes avec des tableaux cliniques différents
mais qui peuvent progresser entre elles de la TE a la myélofibrose (MF) en passant parfois par

la PV. Elles peuvent aussi évoluer en leucémies secondaires (Tefferi 2013).

L’age moyen de diagnostic des NMP est compris entre 65-74 ans pour la PV, 64-73 ans pour
la TE et 69-76 ans pour la MFP (Moulard et al. 2014)

11-5-2- a Mutation JAK2-V617F :

JAK2 est une protéine a activité tyrosine kinase qui se lie a des récepteurs de cytokine plus
particulicrement des récepteurs homodimériques comme ceux de 1’érythropoiétine (EPO-R),
de la thrombopoiétine (MPL) et du G-CSF (GSF-R). La fixation du ligand a son récepteur
provoque un changement conformationnel permettant I’activation de la kinase JAK2 par
autophophorylation, puis la transphosphorylation des récepteurs servant alors de sites
d’échaffaudage permettant 1’induction des voies de signalisation intracellulaires en aval,

31



comme la voie PI3K/AKT ou la voie des MAPK et ERK kinases. L’activation des
récepteurs induit surtout la phosphorylation et la translocation nucléaire des facteurs de
transcription STAT (Signal Transducer and Activator of Transcription) et par conséquent
I’activation de la transcription des cibles surtout impliquées dans la prolifération et les

processus anti-apoptotiques.

L’absence de la protéine JAK2 chez les souris Jak2 knockout induit la mort embryonnaire a
cause de D’altération de 1’érythropoicse définitive (Neubauer et al. 1998). D’autre part la
délétion conditionnelle inductible de Jak2 chez des souris adultes entraine une anémie sévere
et une thrombocytopénie induisant la mort de I’animal (Park et al. 2013) (Grisouard et al.
2014) (Akada et al. 2014). Dans les lignées cellulaires, I’expression ectopique de JAK2V617F
induit une indépendance aux facteurs de croissance (James et al. 2005). De plus, tous les
modeles murins rétroviraux, knock-in ou transgéniques de Jak2V617F, dans les cellules
hématopoiétiques de souris induisent un phénotype allant de la TE a la PV et évoluant selon
les modeles en MF. (Lacout et al. 2006) (Hasan et al. 2013) (Marty et al. 2010) (Tiedt et al.
2008) (Wernig et al. 2006). Ainsi, JAK2V617F est une mutation responsable du phénotype et

de la progression de la maladie en MF.

Hormis JAK2V617F, d’autres mutations somatiques (délétions/ duplications/ substitutions) du
géne JAK? ont aussi été détectées dans les NMP. Ces mutations touchent ’exon 12 du gene

JAK? et surviennent exclusivement dans 2-4% des cas de PV (Scott et al. 2007).

Récemment des mutations germinales de JAK2 ont été décrites dans des syndromes familiaux,
dont la plupart sont associées a des thrombocytoses héréditaires (Mead et al. 2012) (Etheridge
et al. 2014) (Marty et al. 2014). Chez ces patients I’hématopoiése reste polyclonale.

II-5-2- b Les autres génes mutés dans les NMP :

Pour mieux comprendre les mécanismes génétiques et moléculaires a ’origine de ces
pathologies, de nombreuses études génétiques ont été menées qui ont permis d’identifier
d’autres mutations somatiques touchant des génes codant pour des protéines impliqués dans
la voie récepteur de cytokine/JAK2 comme le gene « Myeloproliferative leukemia protein»
(MPL), le gene SH2B3 codant pour le « lymphocyte specific adaptor protein » (LNK) qui est

un facteur de régulation négative de la voie d’activation JAK-STAT, le gene Casitas B-
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lineage lymphoma (CBL) et plus récemment le géne de la calréticuline (CALR). Toutes ces

mutations induisent une activation de la voie de signalisation JAK/STAT.

Les mutations du géne MPL sont spécifiques de la TE et de la MFP et surviennent chez 3% et
5-10% des cas, respectivement. Plusieurs mutations du géne MPL ont été décrites
particulicrement dans I’exon 10 mais également dans d’autres exons. Elles touchent
principalement le résidu tryptophane en position 515 qui peut étre remplacé par n’importe
quel autre résidu (W515L, W515K, W515A, W515A) mais aussi le résidu sérine en position
505 (S505N) qui peut étre aussi impliqué dans des thrombocytoses héréditaires et enfin le
résidu S204 et Y591. Les mutations les plus fréquentes de ce gene sont les substitutions
WSI15L et W515K. Toutes ces mutations induisent 1’activation constitutive du récepteur en

modifiant la conformation du récepteur (Pardanani et al. 2006).

Récemment, des études ont identifiées des mutations dans le gene de la calréticuline (CALR)
25-35% des patients atteints de TE et de MFP, et de rares cas de PV. Les mutations de CALR
sont observées théoriquement exclusivement des mutations de JAK2 et de MPL. Toutes les
mutations CALR décrites sont situées dans 1’exon 9 entrainent un décalage du cadre de la
lecture (+1) entrainant la génération d’une nouvelle séquence en C-terminal identique quelque
soient les mutants et la perte du motif de rétention au réticulum endoplasmique, le motif
KDEL (Klampfl et al. 2013) (Nangalia et al. 2013) (Chi et al. 2014) (Lundberg et al. 2014)
(Maffioli et al. 2014) (Rumi et al. 2014). Comme les mutations de JAK2 et MPL, les
mutations de CALR activeraient également la voie JAK/STAT (Klampfl et al. 2013) (Lau et
al. 2015) (Rampal et al. 2014).

Les mutations de signalisation des genes JAK2, MPL et CALR sont les plus récurrentes chez
les patients atteints de NMP. Ces mutations sont dites des mutations « driver » ou motrices,
car elles sont capables d’induire le phénotype de la maladie. Tout ceci fait de la voie
JAK2/STAT une voie initiatrice centrale dans les NMP classiques. Dans les NMP, ces
mutations sont jusqu’a présent mutuellement exclusive mais de rares cas d’association ont été
décrits y compris avec BCR-ABL (Lundberg et al. 2014) (Lin et al. 2015) Nous avons
d’ailleurs identifié un patient présentant une myélofibrose positive pour JAK2V617F qui a
développé en plus une LMC positive pour BCR-ABL. Dans ce travail, nous avons montré que
I’anomalie BCR-ABL est survenue dans un clone JAK2V617F pré-existant et nous avons mis

en évidence des pertes d’hétérozygotie de JAK2V617F successives dans des clones
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indépendants. Malgré la rémission complete de ce patient pour la LMC apres traitement, nous
avons trouvé une persistance du clone JAK2V617F/BCR-ABL dans les CSHs (Yamada et al.
2014). Ceci montre qu’il existe une instabilité génétique dans ces maladies et que des génes

de prédispositions favorisant celle-ci pourraient étre identifiés.

Les patients atteints de MFP et qui ne présentent aucune de ces trois types de mutations sont
appelés les patients triple-négatifs et représentent 10% des patients MFP. Dans cette

catégorie, les mutations « driver» ne sont pas encore identifiées.

Le concept de mutations «driver non phénotypiques » a été aussi décrit. Ces mutations
touchent un ensemble de genes qui peut €tre subdivisé en deux groupes : les genes initiateurs
a la maladie comme TET2 et DNMT3A et les genes impliqués dans la progression de la
maladie comme CBL, AXSLI, EZH2, IDHI et IDH?2. Ces mutations touchent des cellules déja
mutées pour I’un des génes « driver », souvent JAK2-V617F et jouent un role important dans
la progression des NMP (Skoda et al. 2015). Par ailleurs, les mutations des facteurs

d’épissage induisent des phénotypes dysplasiques.

Actuellement, il semble que 50% des NMP BCR-ABL négatifs sont comme la LMC des

maladies monogéniques.
II-5-2- ¢ Mutations impliquées dans les leucémies secondaires :

Les mutations d’I/DH1/2 ou d’ASXLI voir d’EZH?2 sont associées au risque de transformation
en LAM secondaire, cependant d’autres mutations, également non spécifiques des NMP,

peuvent étre acquises lors de la progression de la maladie.

Des mutations, le plus souvent bi-alléliques et associées a une disomie uniparentale en 17p,
du gene suppresseur de tumeur 7P53 sont retrouvées dans 27.3% des LAM post-NMP contre
4.3% des LAM de novo et 1.6% des NMP en phase chronique, ou elles sont de plus
généralement mono-alléliques (Milosevic et al. 2012) (Harutyunyan et al. 2011). De plus, des
amplifications de MDM4 sont retrouvées ce qui amene a 40% des cas les anomalies sur la
voie p53. Des mutations d’/KZF1 ou des délétions 7p sont observées dans 19% des LAM
post-NMP (Jager et al. 2010). In vitro, le knock-down d’IKAROS induit une hypersensibilité
aux cytokines et la surexpression d’un dominant négatif active la voie de signalisation JAK-
STAT (Jager et al. 2010) (Kano et al. 2008). Les anomalies d’IKZFI sont retrouvées a la

méme fréquence dans les LAM post-NMP et les LAM de novo. La délétion 7q a été reliée a la
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perte du facteur de transcription CUX/, régulateur du cycle cellulaire (Truscott et al. 2008) et
apparait, comme les mutations de TP53, relativement spécifiques des LAM secondaires. Des
mutations de RUNXI et des délétions d’ETV6 (dell2p) ont également été décrites dans les
LAM post-NMP (Milosevic et al. 2012). Seules les mutations de 7P53 ont un impact
pronostique péjoratif pour la survie des patients atteins de LAM secondaires (Milosevic et al.

2012).
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III- TET2 et instabilité génétique
III-1 L’épigénétique :

Les changements de phénotype cellulaire qui ne dérivent pas de 1’altération de la séquence de
1I’ADN sont attribués aux mécanismes épigénétiques qui incluent les modifications covalentes
de la cytosine, les modifications covalentes des histones et les séquences d’ARN non codantes
comme les miRNA. Les modifications épigénétiques sont essentielles dans de nombreux
processus cellulaires comme le développement embryonnaire et la différenciation, la
réplication de ’ADN, la progression du cycle cellulaire, I’assemblage et la ségrégation des

chromosomes et les réponses au microenvironnement cellulaire.

L’organisation de la chromatine fluctue entre une configuration ouverte, dite euchromatine,
accessible aux facteurs de transcription et a la machinerie transcriptionnelle et une
configuration fermée, dite hétérochromatine, ou la transcription est réprimée. Cette
accessibilit¢ de la chromatine a la transcription est dépendante de plusieurs enzymes
régulant le degré de méthylation de I’ADN, induisant des  modifications post-
traductionnelles des histones ou encore modifiant leurs interactions avec la fibre
chromatinienne. La capacité de certaines protéines comme les facteurs de transcription de se
lier a ’ADN est dépendante de la structure de la chromatine et elle est majoritairement
influencée par le type et le degré des modifications des cytosines et des histones au niveau

d’un locus particulier.

La modification des histones la plus étudiée est la méthylation des histones qui est assurée par
plus de 80 méthyltransférases et deméthylases différentes. Les histones méthyltransférases
méthylent le résidu lysine ou arginine, généralement, des histones H3 et H4 (Plass et al. 2013)
(Helin and Dhanak 2013). Ces marques peuvent étre soit activatrices soit répressives et sont a

I’origine de ’activation des oncogeénes ou de la répression des génes suppresseurs de tumeurs.

Par exemple, la LAM avec réarrangement MLL (Mixed Lineage Leukemia) est considérée
comme le prototype de cancer dérivé par des dérégulations épigénétiques. MLL est une lysine
méthyltransférase qui méthyle la lysine 4 de I’histone H3 (H3K4). Les réarrangements MLL
sont détectés dans 5-10% des cas de LAM et ils impliquent la translocation de 1’extrémité
terminale 5° du gene MLL (11g23) avec plus que 70 partenaires de fusion identifiés. Le
partenaire de fusion le plus commun dans la LAM est AF9. Le mécanisme par le quel la

translocation MLL-AF9 aboutit a la leucémogenése n’est pas bien ¢lucidé. Cependant, il a été
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montré que les protéines de fusion associées a MLL induisent une élévation de I’expression
d’environ 100 geénes probablement due a I’induction des marques H3K4me3 et H3K7me?2.
Les genes les plus caractérisés par cette régulation positive sont la famille des genes HOXA,

en effet la surexpression du gene HOXA9 est associée a la leucémogenese.

I1I-1-1 Méthylation de ’ADN

La méthylation du résidu cytosine sur son carbone en position 5 (5-mC) est une marque
épigénétique répressive de la transcription que 1’on retrouve dans un contexte cytosine —
guanine dinucléotide (CpG). Dans le génome humain, 70-90% des CpG sont normalement
méthylés (Ehrlich et al. 1982). Au niveau de certaines régions nommées ilots CpG, les
dinucléoides CpG sont concentrés avec une densité élevée avec un ratio de 60% de CG sur un
minimum de 200 paires de bases (pb). Les ilots CpG sont souvent localisés tout au long ou
juste a proximité de 60% des promoteurs des genes dans le génome humain. Les ilots CpG
non méthylés favorisent la structure de 1’euchromatine et se trouvent au niveau des
promoteurs des genes activement transcrits, souvent ayant la fonction de géne de ménage. Par
contre, les ilots CpG méthylés sont associées avec la structure d’hétérochromatine et par
conséquent a la répression de la transcription. Ils sont localisés au niveau des loci
suppresseurs de tumeurs dans les cellules cancéreuses (Estecio and Issa 2011). Le role de la
méthylation en dehors des dinucléotides CpG n’est pas connu (Laurent et al. 2010) hormis
dans les cellules souches embryonnaires humaines et murines ol la méthylation de la cytosine
a été décrite dans un contexte CHG ou CHH (ou H peut €tre une adénine, une cytosine ou une
thymine) (Ramsahoye et al. 2000) (Lister et al. 2009), indiquant une probable caractéristique

des cellules souches embryonnaires indifférenciées.

La méthylation de I'ADN est assurée par des enzymes spécifiques, les DNA
methyltransférases (DNMTs) a partir d'un donneur de méthyl, la S-adénosyl-méthionine
(SAM). Chez les mammiferes, il existe 3 DNMTs, DNMT1, DNMT3A et DNMT3B, qui
catalysent le transfert du groupement méthyl (CH3) sur la cytosine. Durant I’action de
méthylation, une cystéine dérivée de la DNMT se comporte comme un nucléophile et forme
une liaison covalente avec le carbone C6 de la cytosine. En méme temps, un résidu glutamate
stabilise la charge négative de la cytosine qui récupere le groupement méthyl de la S-
adenosyl-L-méthionine (SAM) et le convertit en S-adenosyl-L-homocystéine. L’étape finale
consiste en I’élimination de la liaison C(5)-C(6) qui libere la DNMT et établit un groupement

méthyl sur le carbone (5) de la cytosine.
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Les modifications covalentes de la cytosine génerent une série de dérivés oxydés de la
cytosine incluant la 5-méthylcytosine (5-mC), la 5-hydroxyméthylcytosine (5-hmC), 5-
formylcytosine (5-fC) et 5-carboxylcytosine (5-caC).

L’hypothése que D’altération de la méthylation de ’ADN peut étre impliquée dans la
leucémogenese a été renforcée par la découverte des mutations récurrentes de DNMT3A (Ley
et al. 2010). Les mutations de DNMT3A ont été détectées dans de nombreuses hémopathies
myéloides malignes comme la LAM (Ley et al. 2010) (Yan et al. 2011) (Patel et al. 2012)
(Thol et al. 2011), les SMD (Walter et al. 2011) (Bejar et al. 2012), la LMMC (Jankowska et
al. 2011) la mastocytose systémique (Traina et al. 2012), et rarement dans les NMP
(Stegelmann et al. 2011) (Brecqueville et al. 2012). On pense que I’altération de la
méthylation contribue a I’oncogenese en altérant la transcription des génes clé dans le cancer
(oncogenes et suppresseurs de tumeurs). Le profil de méthylation de patients atteints de LAM
et de SMD définit différents groupes en fonction du schéma global du statut de méthylation
des CpG qui correle avec des aspects génétiques et cliniques spécifiques (Figueroa et al.
2009) (Shen et al. 2010). Cependant, 1’altération de la méthylation a été aussi dissoci¢e des

mutations de DNMT3A, laissant ainsi penser qu’il pourrait y avoir des mécanismes alternatifs.

I11-1-2 Déméthylation de ’ADN

Durant longtemps, il a été admis que la méthylation de I’ADN était un processus irréversible,
il est maintenant évident que la déméthylation de I’ADN est incontournable et importante
pour un ensemble de processus cellulaire durant I’embryogencse, la différenciation des

cellules souches embryonnaires et les processus de cancérogenese.

La déméthylation de la cytosine consiste en I’élimination du groupement répressif méthyl au
niveau de I’ADN. Initialement, on pensait que la déméthylation de la cytosine était un
processus exclusivement passif qui se produisait par les cycles de réplication de I’ADN. Un
processus actif avait été suggéré sans qu’aucun mécanisme n’ait ét¢ mis en évidence.
Cependant la perte rapide de la méthylation de I'ADN qui se produit en un seul cycle
cellulaire lors du développement embryonnaire indique la présence d'activités enzymatiques
qui éliminent et/ou modifient des résidus 5-mC dans I'ADN. Des études récentes ont mis en
lumiere des mécanismes sous-jacents a la déméthylation active des 5-mC. Notamment, la
découverte de la famille des protéines TET a montré que la déméthylation peut se produire

via un mécanisme actif (Tahiliani et al. 2009). De plus, certaines études on montré que les 5-
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mC peuvent se désaminer spontanément pour générer un produit mutagene la thymine,

convertissant les CpG en TpG (Zhao and Jiang 2007).

III-2 La famille TET :

La famille des protéines TET comprend trois membres TET1, TET2 et TET3. TET1, situé en
10921, était le premier membre de la famille identifié, comme un partenaire de fusion du geéne
MLL, dans la translocation chromosomique t(10 ;11) (q22 ;q23) détectée dans de rares cas de
LAM (Ono et al. 2002) (Lorsbach et al. 2003). Des recherches similaires ont permis par la
suite d’identifier TET2 et TET3 en 4q24 et 2p13, respectivement.

Le géne TET2 comprend 11 exons et s’étend sur plus de 150 Kb (96 Kb), codant pour un
ARNm de 9.7Kb et une protéine TET2 codée par les exons 3 a 11 et qui comporte 2002
acides aminés (15, 16). L’ARNm de TET2 code par épissage alternatif pour 3 isoformes 1, 2
et 3 de 2002, 1164 et 1194 acides aminés respectivement. Les 3 isoformes sont ubiquitaires
mais s’expriment différemment d’un tissu a l'autre y compris dans les cellules

hématopoiétiques (Langemeijer et al. 2009).

I1I-2-1 Expression et localisation cellulaires des TET's

Les genes de la famille TET sont exprimés de facon ubiquitaire. TETI est
particulierement exprimé dans les cellules souches embryonnaires (Ito et al. 2010) (Koh et
al. 2011) et TET3 est le seul transcrit de la famille détecté dans les oocytes et le zygote au
stade unicellulaire (Wossidlo et al. 2011) (Igbal et al. 2011). Dans le systeme
hématopoiétique, les genes TET sont exprimés dans les CSH et leur expression diminue au
cours de I’engagement dans la différenciation (Lorsbach et al. 2003). L’expression de TET2
augmente au cours de la granulopoiese (de facon similaire a TET3) et de la lymphopoiese B

(Langemeijer et al. 2009).

Les protéines TET1 et TET2 sont généralement localisées dans le noyau alors que TET3 est
nucléo-cytoplasmique. Une étude a montré que la surexpression de la protéine AID induit un
changement de localisation des protéines TET vers le cytoplasme et une relocalisation de AID
dans le noyau suggérant que 1’activation d’AID régule leur localisation subcellulaire (Arioka

et al. 2012).
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I11-2-2 Structure des protéines TET

Les analyses de structure ont montré des similitudes entre les trois protéines. La région
carboxy- (C) terminale des trois membres comprend un domaine catalytique dioxygénase en
double hélice B. L’activité de ce domaine est d’oxyder les 5-mC. Ce domaine contient des
sites de liaison pour I’ a-Kétoglutarate (a-KG) et le Fe(II) qui sont nécessaire pour sa fonction
catalytique. On distingue pour les trois protéines: 3 sites de liaison au Fe(Il) (TET1 : aa 1672,
1674, 2028 ; TET2 : aal382, 1384, 1884 ; TET?3 : aa 942, 944, 1538) et un site de liaison au
2-oxoglutarate (TET1 : aa 2043, TET2 : aa 1896, TET3 : aa 1553). Au centre et juste avant le
domaine catalytique en double hélice, les protéines TET partagent aussi une région riche en
cystéine, ce domaine est nécessaire pour assurer la liaison a I’ADN. La région (N) terminale
des protéines TET1 et TET3 comprend un domaine CXXC qui joue un role dans la liaison des
résidus cytosine non méthylés (Xu et al. 2012). TET2 ne présente pas ce domaine. Le
domaine CXXC de TET2 s’en est séparé au cours de I’évolution et est devenu une protéine a
part codée par le géne IDAX, localisé a I’extrémité 5’ de TET2 (Ko et al. 2013). (Figure 1.
Articlel). IDAX régule négativement I’activité de TET2 en facilitant sa dégradation (Ko et
al. 2013).

Les protéines a domaine CXXC sont impliquées dans la répression transcriptionnelle
(comme CXXCI1/Cfpl et CXXC3/Mbdl) (Jorgensen et al. 2004) ou la régulation de la
voie de signalisation Wnt/B-caténine (CXXC4/IDAX et CXXCS5/RINF) (Andersson et al.
2009). Elles sont également impliquées dans le contrdle de la méthylation de I’ADN
(CXXC9/DNMT1 et CXXC6/TET1) et des histones (CXXC7/MLL1,
CXXC8/KDM2a/FBXL11, CXXC2/KDM2b/FBXLI10 et CXXCI11/FBXL19) (Ayton et al.
2004).

II1-2-3 Fonction enzymatique des TETs

Les trois membres sont des enzymes dioxygénases dépendantes du Fe(Il) et de I’a-KG, qui
hydroxylent les résidus cytosines pour générer les 5-hmC qui constituent des composants
intermédiaires clé dans le processus de déméthylation. Les 5-hmC sont a leur tour oxydées
par les TET pour produire les 5-fC puis les 5-caC. Ces derniers sont reconnus et réparés par la
thymidine DNA glycosylase (TDG) via la voie de réparation par excision de base (He et al.

2011). Dans le génome, les 5-fC et 5-caC sont beaucoup moins abondantes que les 5-hmC
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(Ito et al. 2011). Ceci est du au fait qu’ils sont générés moins activement et qu’ils sont pris en
charge par des enzymes spécifiques, éventuellement des décarboxylases et des déformylases
(Wu and Zhang 2014). Des études récentes ont montré que les protéines TET sont également

capables d’hydroxyler la thymine en 5-hmU (Pfaffeneder et al. 2014). (Figure 2. Articlel)

De nombreuses études suggerent que les 5-hmC ne sont pas simplement des produits
intermédiaires dans le processus de déméthylation, mais peuvent aussi réguler I’expression

génique dans la cellule (Wu et al. 2011) (Shen et al. 2013).

Les protéines TET jouent ainsi un role dans la régulation épigénétique de la transcription,
mais il parait évident que les 5-hmC puissent aussi avoir une fonction épigénétique propre
(Valinluck et Sowers 2007). Ces marques sont notamment importantes pour le recrutement de
Mbd3 (sous-unité du complexe co-répresseur NurD) et la régulation des genes de

pluripotence des cellules ES (Yildirim et al. 2011).

Les protéines TET sont devenues des enzymes clé dans la déméthylation de ’ADN et la
découverte de mutations récurrentes de TET2 dans les hémopathies malignes suggere que la
régulation de la méthylation de la cytosine est critique dans la transformation des cellules

hématopoiétiques et dans I’hématopoiese normale.

I11-3 Les fonctions biologiques de TET2 sont décrites en détails dans I’articlel.

I11-4 Les mutations de TET2 dans les hémopathies myéloides malignes

Les mutations récurrentes de TET2 ont d’abord été décrites par notre laboratoire
conjointement avec 1’équipe d’Olivier Bernard dans des cas de SMD et de NMP
(Delhommeau et al. 2009). Ces mutations ont ét¢ identifiées a partir d’une combinaison
d’outils moléculaires incluant la cytogénétique, 1’hybridation génomique comparative et des
SNP arrays qui ont permis de mettre en évidence des pertes d’hétérozygotie ou des délétions
dans la région du chromosome 4q24.

Les mutations de TET2 sont parmi les évenements les plus fréquents dans les hémopathies
myéloides méme si elles ont aussi été identifiées dans les pathologies lymphoides (Quivoron
et al. 2011). Elles sont présentes dans plus de 50% des patients atteints de LMMC, dans
environ 26% des patients atteints de SMD, dans environ 10-20% des cas de NMP, dans les
mastocytoses (35%) et dans 7-23% des cas de LAM. Dans les NMP, les mutations de TET2
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ont été observées dans 16% des PV, 5% des TE, 17% des MFP, 14% des PV ayant évolué
vers la MFP, 14% des TE ayant évolué vers une MFP, et dans 17% des NMP en phase
blastique (Delhommeau et al. 2009), (Tefferi et al. 2009) (Langemeijer et al. 2009) (Figure
4).

NMP SMD LMMC LAM Sujets sains agés ¥ TET2muté

TET2normal

o S w — 4

10-20% 26% 30-50% 7-23% 6%

Figure 4 : Fréquence des mutations de TET2 dans les hémopathies myéloides. TET?2 est
muté dans diverses hémopathies myéloides avec différentes fréquences mais aussi chez
certains sujets agés sains.

Ces mutations touchent surtout les parties codantes (exons 3-11) mais aussi des mutations au
niveau des sites d’épissage de TET2. Différents types de mutations on été observés : faux-
sens, non-sens, insertions/délétions avec décalage du cadre de la lecture. Les mutations faux-
sens sont relativement plus présentes dans le domaine catalytique (Huang et al. 2014). La
présence de mutations induisant le décalage du cadre la lecture et/ou 1’apparition d’un codon
stop suggere que les anomalies de TET2 entrainent I’inactivation du géne. La présence d’une
seule mutation chez la moitié des patients indique un effet haplo-insuffisant (Langemeijer et
al. 2009), (Delhommeau et al. 2009), (Viguie et al. 2005). Cependant, 1’observation des
mutations bi-alléliques de TET2 chez 50% des cas mutés (Delhommeau et al. 2009) suggere
que la perte totale de TET2 est surement importante pour la progression des pathologies

notamment des NMP.

Ainsi, il est évident que toutes les mutations décrites alterent la fonction normale de TET2
(Delhommeau et al. 2009) (Abdel-Wahab et al. 2009) (Tefferi et al. 2009) (Kosmider et al.
2009). L’¢tude du statut mutationnel des cellules de patients présentant des SMD, NMP,
CMML, et LAM et la quantification du taux global des 5-hmC par dot blot ou par

spectrométrie de masse ont montré que les mutations TET2 correlent avec une réduction

42



significative du taux des 5-hmC génomique (Ko et al. 2010) (Pronier et al. 2011) (Figueroa et

al. 2010). Aucune évidence de la présence de dominants négatifs n’a été encore reportée.

Au niveau de I’hématopoicse, les mutations de TET2 ont été identifiées dans les NMP, les
LMMC et les SMD dans les populations de progéniteurs immatures CD90"CD34" chez les
patients montrant que ces mutations sont acquises trés tot au niveau de I’hématopoicse, tres

probablement au niveau des CSHs (Smith et al. 2010).

De nombreuses études suggerent que les mutations TET2 sont des événements précoces et
initiateurs de la maladie dans certains cas comme les SMD et les NMP. Dans les NMP, elles
pourraient étre acquises avant JAK2V617F, par exemple, probablement pour induire une
dominance clonale qui pourrait permettre d’amplifier le clone JAK2V617F. Elles pourraient
aussi étre acquises secondairement a JAK2V617F au cours de la progression vers la
myélofibrose ou vers la transformation leucémique. En effet, elles on ét€ aussi détectées chez
des patients atteints de LAM secondaire a des NMP transformés. Enfin, I’ordre d’apparition
des mutations pourrait également avoir un impact sur le phénotype de la maladie. En effet,
une ¢étude récente a montré que 1’acquisition d’une mutation de TET2 avant JAK2V617F

résultait en un phénotype de TE alors que lorsque quand JAK2V617F précédait celle de

TET?2, les patients développaient plus fréquemment une PV (Ortmann et al. 2015).

Les mutations de TET2 peuvent co-exister dans certaines maladies avec d’autres mutations
comme des mutations de signalisation ou d’autres mutations d’épigénétique ou liés a
I’épissage des ARN (NRAS, KRAS, KIT, ASXLI, DNMT3A, EZH2, JAK2 et SRSF2 (Shih et al.
2012) (Tefferi 2011). Il a été récemment reporté que 1’altération de Ter2 coopere avec la
perte concomitante d’autres suppresseurs de tumeurs comme Asx// (Abdel-Wahab et al.
2013), Ezh2 (Muto et al. 2013) et Ncstn (Lobry et al. 2013) ou avec la mutation KITD816V

(De Vita et al. 2014) pour accélérer le phénotype de la maladie dans des modeles de souris.

Les mutations de TET2 sont associées a un mauvais prognostic chez les patients atteints de
LAM sans anomalie cytogénétique (Patel et al. 2012). Pour les SMD, il semble qu’elles soient
plutdt de bon pronostic. En revanche, leur role sur le pronostic des patients atteints de NMP

est controversé (Metzeler et al. 2011) (Bejar et al. 2011).

A T’heure actuelle deux hypotheses, non exclusives, sur le mécanisme de prédisposition aux

hémopathies induit par les mutations de TET2 ont été émises. Elles pourraient induire un
43



phénotype d’hypermutabilité, en altérant par exemple les mécanismes de réparation de I’ADN
ou de la réponse aux dommages de I’ADN, favorisant I’acquisition d’autres mutations et le
développement des maladies. Au contraire, les mutations de TET2 pourraient également
donner un avantage de sélection a des clones mutés préexistants incapables de se développer
seuls puisque récemment, des mutations de JAK2V617F ont été identifiées dans la population

générale.

De plus, toutes ces mutations y compris celles de TET2 sont retrouvées enrichies chez les
sujets agés et associées a une hématopoi¢se clonale sans que les sujets soient atteints d’une
quelconque pathologie. Ceci est probablement dii au changement de I’hématopoiese avec le
vieillissement et suggere que ces mutations donnent probablement un avantage prolifératif
aux CSHs permettant de contrebalancer les effets du vieillissement de I’hématopoicse, mais
qui pourrait augmenter le risque d’hémopathies myéloides malignes (Busque et al. 2012) (Xie

et al. 2014) (McKerrell et al. 2015) (Jaiswal et al. 2014).

IT1-5 Conséquences de I’altération de TET2 dans les modéles murins

Afin de mieux comprendre le role de TET2 dans le développement hématopoiétique, de
nombreuses équipes ont généré des modeles murins de 7Ter2 par différentes approches : des
knock out, des knock out conditionnels, des stratégies de « gene-trap » générant des transcrits
de fusion comme Tet2-BGalactosidase. Les souris avec la délétion conditionnelle de I’exon 11
(Quivoron et al. 2011) ou de I’exon 3 (Moran-Crusio et al. 2011) ou la délétion systémique
des exons 8-10 (Ko et al. 2011) sont viables et suivent les lois mendéliennes. Cependant,
I’altération de Tet2 affecte de différentes facons la survie des souris géne-trap : les souris avec
insertion d’une casettes LacZ-néomycine au niveau de I’intron 2 du locus Ter2 meurent en
période périnatale (Kunimoto et al. 2012) (Shide et al. 2012). Par contre les souris gene-trap
avec insertion dans I’exon 3 (Li et al. 2011) ou I’intron 9 (Quivoron et al. 2011) étaient
viables. Dans tous ces modeles de souris, la quantit¢ de I’ARNm de Ter2 était
significativement réduite, aucune régulation compensatrice n’a été observée au niveau des
ARNm de Tetl et de Tet3, et les taux des 5-hmC étaient réduits (Quivoron et al. 2011) (Ko et
al. 2011) (Kunimoto et al. 2012) (Moran-Crusio et al. 2011) (Shide et al. 2012) (Li et al.

2011). Les mécanismes a I’origine de ces différences ne sont pas connus.
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Les différents modeles de souris mutées pour 7Tet2 montrent un phénotype similaire. La perte
de Tet2 chez les souris adultes induit I’augmentation de 1’autorenouvellement des CSHs et
I’expansion progressive des compartiments LSK (Lineage™ Scal® Kit") et LK (Lineage™ Scal
Kit") qui sont enrichies en CSH et en progéniteurs myéloides, respectivement (Quivoron et

al. 2011) (Ko et al. 2011) (Moran-Crusio et al. 2011) (Li et al. 2011).

Les progeniteurs obtenus aprés une série de cultures in vifro en milieu semi-liquide
(méthylcellulose) montrent un profil d’expression génique similaire a celui du progéniteur
myéloide commun (PMyC) avec augmentation de 1’expression des génes impliqués dans
I’autorenouvellement comme c-kit, Meisl, Evil et la diminution de I’expression des genes
spécifiques de la lignée myéloide suggérant que ces cellules ont acquis les propriétés des
cellules souches avec une réduction du potentiel de différenciation (Moran-Crusio et al.
2011). La perte conditionnelle de 7er2 dans le compartiment hématopoiétique induit le
développement avec 1’age d’une maladie proche de la LMMC caractérisée par une anémie,
une thrombocytopénie et une augmentation monocytes et des leucocytes associée a une
hématopoiese extramédulaire, une hépatomégalie et une splénomégalie (Quivoron et al. 2011)
(Moran-Crusio et al. 2011) (Li et al. 2011). La rate présentait une désorganisation de sa
structure due a une infiltration massive de cellules myéloides ou érythroides. Ces souris
induisent également une perturbation de I’hématopoi¢se lymphoide (Quivoron et al. 2011).
D’autres modeles murins knockout de Tet2, développent une maladie proche des SMD avec
une expansion des progéniteurs érythroides ou des maladies proches des NMP avec leucémie
myéloide (Li et al. 2011). Le fait que ces souris développent une maladie avec 1’age suggere
que la délétion de Tet2 prédispose a I’apparition et au développement des pathologies
malignes. La latence d’apparition des différentes maladies étant raccourcie dans des
expériences de transplantations secondaires suggere que Tet2 est un facteur intrinseque de
controle du développement de la maladie et que la maladie pourrait dépendre de

I’accumulation d’événements secondaires entrainant des maladies différentes.

Le fait que ces souris induisent une augmentation des progéniteurs et développent des
maladies proches des CMML est en accord avec les résultats trouvés chez ’homme (Ko et al.

2010) (Pronier et al. 2011)

Des expériences de transplantation montrent que I’inactivation de Ter2 dans les cellules
progénitrices du foie feetal induit également une expansion des cellules LSK avec
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augmentation de I’autorenouvellement et de la capacité de repopulation (Kunimoto et al.
2012) (Shide et al. 2012) (Muto et al. 2013) suggérant que Tet2 dans les conditions normales
limite I’expansion et les fonctions des CSHs aussi bien chez le feetus que chez ’adulte.

L’effet de I’inactivation de TET2 au cours du développement des hémopathies myéloides est

résumé dans la figure 5 (Figure 5).
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Figure 5 : Effet de ’inactivation de TET2 au cours du développement des hémopathies
myéloides. L’inactivation de TET2 au niveau de la cellule souche hématopoiétique (CSH)
entraine  une augmentation des capacités d’autorenouvellement et une expansion du
compartiment myéloide qui acquiert I’expression des marqueurs de la pluripotence (Evil,
Meisl, et c-kit). L’acquisition de la mutation JAK2V617F ou d’une mutation secondaire de
TET?2 ou d’autres altérations génétiques peuvent orienter la progression de la maladie vers les
NMP ou les SMD pouvant étre suivies d’une évolution en leucémies secondaires ou vers les
LAM de novo.

II1-6 TET2, 5-hmC et méthylation:

Comme TET2 hydroxyle les 5-mC en 5-hmC, I’hypothése que la perte de Dactivité
enzymatique de TET2 induit une augmentation de la méthylation de cytosine et une réduction
du taux des 5-hmC dans le génome semble tout a fait normale. Cependant, comment les
mutations TET2 modulent la méthylation de ’ADN reste controversé. Les études de la
méthylation du génome de patients atteints d’hémopathies malignes associées a des mutations
de TET2 ont décrit et une hyperméthylation et une hypométhylation selon les régions.
Figueroa et al, en adoptant la technique HELP ont trouvé que les progéniteurs CD34" de
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patients atteints de LAM de novo portant des mutations de TET2 montrent un nombre,
relativement faible, de site Hpall hyperméthylés en comparaison avec les cellules CD34"
purifiées a partir de la moelle osseuse de sujets normaux (Figueroa et al. 2010). Néanmoins, il
a été reporté que la réduction du taux de 5-hmC chez des patients avec différentes
hémopathies myéloides malignes étaient associée principalement a une faible
hypométhylation de I’ADN au niveau de la plupart des sites CpG différentiellement méthylés
(Ko et al. 2010). L’utilisation de la technique « Illumina Infinium 27k methylation array »
pour étudier le profil de méthylation de patients atteints de SMD et d’autres hémopathies
myéloides malignes chroniques mutées pour TET2 suggere que la méthylation globale de
I’ADN global n’est pas altérée dans les cellules de moelle osseuse de ces patients (Ko et al.
2010). L’¢étude du profil de méthylation de patients présentant des LMMC montre que les
patients mutés pour TET2 présentent plus de régions hypométhylées au niveau des sites CpG
différentiellement méthylés (Perez et al. 2012). Une étude similaire, sur des patients atteints
de LMMC mutés TET2 a révélé, uniquement, deux genes hyperméthylés, AIM2 et SP140
(Yamazaki et al. 2012). De plus, le knockdown de Ter2 est associé majoritairement a une
diminution des 5-hmC dans le corps des genes ainsi qu’a une perte des 5-hmC au niveau des
régions exons/introns dans les cellules souches embryonnaires (CSE). Au niveau des
promoteurs et des transcription staring site (TSS) le knock down de Tet2 résulte en une

augmentation des 5-hmC probablement dlie a une compensation par Tet/ (Huang et al. 2014).

Ces différences de variations du profil de méthylation en raison de I’inactivation de TET2
pourraient €tre dues aux variations génétiques comme la présence de mutations additionnelles
telles que les mutations d’IDHI1/2 ou les mutations de DNMT3A, ou bien au contexte de la
maladie (SMD versus LAM) ou encore aux différences entre les approches techniques
utilisées et les populations cellulaires utilisées par les différents groupes ou les régions

concernées.
II1-6-1 Autres mutations affectant les 5-hmC :

111-6-1-a IDH1/ IDH?2 :

IDH1 et IDH2 sont deux enzymes métaboliques qui métabolisent I’isocitrate en a-KG de
facon NADP" dépendante, au cours du cycle de Krebs. Les mutations de IDHI ont été

initialement détectées dans le glioblastome (Yan et al., 2009), elles ont été ensuite observées
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dans 10% des LAM (Mardis et al., 2009) et dans les NMP (2-5% des cas) et les SMD (3%
des cas). Ces mutations touchent principalement le codon R132 de IDH] et les codons R140
et R172 de IDH2. Les enzymes mutées ont la capacité de transformer I’ a-KG en 2-HG (Ward
et al., 2010), (Dang et al., 2010).

Comme I’a-KG est nécessaire pour la production des ShmC par les protéines TET (He et al.,
2011), I’accumulation du 2-HG inhibe I’activité de TET2 et conduit a une diminution des 5-
hmC et a une augmentation consécutive des SmC au niveau de régions promotrices des genes
cibles. Au cours de I’hématopoicse, ceci résulte en ’altération de la différenciation et induit
une augmentation des CSH et progénitrices (Figueroa et al., 2010a), (Figueroa et al., 2010b),

un phénotype similaire a celui observé dans les cas mutés pour TET?2.

Chez la souris, le Knock-in conditionnel d’IdhiRI32H, dans le compartiment
hématopoiétique, entraine la production de 2-HG, I’expansion du pool des progéniteurs
hématopoiétiques, 1’altération de la différenciation. De plus, les souris présentent une anémie,
une splénomégalie et une hématopoiese extramedullaire. L’étude du profil de méthylation des
progéniteurs hématopoiétiques confirme la tendance vers I’hypermethylation observée dans le

génome des patients mutés IDH (Sasaki et al., 2012).

Dans les hémopathies malignes, les mutations de IDHI/2 sont associées a un pronostic

défavorable (Tefferi et al., 2012).

Les 2-HG inhibent non seulement la fonction de TET2, mais aussi d’autres protéines
dépendantes de 1’a-KG telles que les histones déméthylases induisant ainsi une altération de
la déméthylation des histones et une accumulation de la marque répressive di- et tri-

méthylation de la lysine (Lu et al., 2012a).

II1-6-1-b- Autres :

Le taux des 5-hmC ne dépend pas uniquement du statut d’activation des protéines TET. En
effet, les mutations des enzymes métaboliques succinate dehydrogénase (SDH) et fumarate
hydratase (FH) entrainent I’accumulation de leurs métabolites respectifs, le succinate et le
fumarate, qui inhibent I’activité¢ de TET2 et réduisent par conséquent le taux des 5-hmC dans
les cancers (Xiao et al. 2012) (Letouze et al. 2013). Comme les 2-HG, ces métabolites

peuvent inhiber les histones méthylases et induire une augmentation de la méthylation des
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histones (Letouze et al. 2013). L’altération de la succinate dehydrogénase est répandue dans
les tumeurs stromales gastrointestestinales (GIST). L’évaluation par immunohistochimie du
taux de 5-hmC dans une cohorte de patients (GIST) chez qui la SDH est inactivée montre
I’absence de 5-hmC dans 90% de ces tumeurs (Mason and Hornick 2013). Récemment, des
mutations de la sous-unit¢ SDHB de la SDH on été décrites a 1’origine des tumeurs de
paragangliomes et phéochromocytomes. Des mutations germinales de la FH et des mutations
somatiques désactivant le second allele ont été identifiées dans ces tumeurs induisant la
réduction des 5-hmC (Castro-Vega et al. 2014). Il est a noter que les conséquences
épigénétiques des mutations de la FH sont similaires a celles observées dans les tumeurs
associées a des mutations de la sous unité SDHB suggérant que I’inhibition de TET2 et
d’autres déméthylases pourraient avoir des conséquences épigénétiques qui chevauchent. Bien
que ces mutations ne soient pas encore détectées dans les hémopathies malignes, il est
possible que I’abondance de ces oncométabolites ou d’autres puisse affecter 1’activité de
TET?2 et la production des 5-hmC. Toutefois, il est important d’explorer les mutations de ces
enzymes et les taux relatifs de succinate et de fumarate dans les hémopathies myéloides

malignes.

De plus, il a été reporté que les souris déficientes pour Dnmt3a™ présentent une réduction du
taux des 5-hmC dans des régions particulieres du génome au niveau des CSHs et
superposables aux régions démunies de méthylation (Jeong et al. 2014). Dans les régions
présentant une réduction de la méthylation et non pas son absence totale, le taux des 5-hmC
était plus élevé. Ainsi, les mutations de DNMT3A qui entrainent une réduction de son activité
et par conséquent une réduction de la méthylation, dans la LAM, pourraient affecter la
production des 5-hmC en fonction du degré de la méthylation résiduelle et de sa localisation

génomique.
Les différents facteurs affectant le taux de 5-hmC sont indiqués dans la figure 6 (Figure 6).

De nombreuses études suggerent que les 5-hmC ne sont pas simplement des produits
intermédiaires dans le processus de deméthylation mais peuvent aussi réguler 1’expression

génique dans la cellule (Wu et al. 2011) (Shen et al. 2013).
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Figure 6: Les différents facteurs affectant le taux des 5-hmC. Le taux de 5-hmC dans la
cellule peut étre affecté directement ou indirectement par différents facteurs. Les mutations
d’DH /2 favorisent la conversion de 1’isocitrate en 2-hydroxyglutarate (2-HG). Les mutations
de la succinate déhydrogénase (SDH) et la fumarate hydratase (FH) entrainent I’accumulation
de leurs substrats respectifs, le succinate et le fumarate. Ces deux derniers en plus du 2-HG
sont des métabolites compétiteurs de 1’a-KG, nécessaires pour ’activit¢ des TETs. La
déplétion ou I’inactivation de DNMT3A induit indirectement la réduction du taux de 5-hmC
suite a la réduction de la méthylation. La vitamine C favorise I’activité des dioxygénases
comme TET2 en permettant le recyclage du Fe II. Le miR-29a est capable de diminuer les 5-
hmC en régulant I’expression de TET?2.

I11-6-2 Métabolisation des 5-hmC: la réparation par excision de base

Les 5-hmC sont reconnus et pris en charge par les protéines de la voie de réparation par
excision de base (BER).

Le BER reconnait et répare les modifications subtiles de I'ADN en particulier les bases
modifiées, les sites abasiques, les cassures simple-brin et double-brin de I’ADN. De tels
dommages résultent des mécanismes de déamination, d’oxydation ou de méthylation (Krokan
et Bjoras 2013) (Sancar et al. 2004). Beaucoup de ces dommages proviennent de 1’altération
spontanée de I’ADN (Lindahl 1993) par des stress endogenes en particulier par les especes

réactives oxygénées, les ROS. Cependant, des dommages similaires peuvent aussi résulter de
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facteurs environnementaux comme I’exposition a des agents chimiques, a des radiations, ou a

un traitement par des drogues cytotoxiques.

I11-6-2-1 Etapes et mécanisme de la réparation par BER

D’une fagon générale, la réparation par BER est un mécanisme multi-étape :

D’abord une ADN glycosylase reconnait et excise la base modifiée générant un site
apurinique/apyrimidique (AP). Ensuite, ’endonucléase (APE1) incise le site (AP) et génere
des groupes 3°-OH et 5'-deoxyribose phosphate (dRP). Une ADN polymérase intervient par la
suite pour synthétiser la région endommagée. Finalement, une ADN ligase lie les extrémités

et restaure la continuité de la liaison phosphodiester.

I11-6-2-1-a Détection de la lésion par les DNA glycosylases :

La premicre étape est I’intervention d’une enzyme appelée ADN glycosylase, responsable de
la détection des altérations prises en charge par cette voie. L’ADN glycosylase glisse le long
de ’ADN a la recherche d’éventuels dommages (Dunn et al. 2011), une fois qu’elle reconnait
la Iésion, elle pousse la base endommagée en dehors de la double hélice et coupe la liaison N-
glycosyl entre le sucre (déoxyribose) et la base endommagée (Svilar et al. 2011) permettant
ainsi la libération de cette dernicre et la génération d’un site abasique connu sous le nom de
site apurinique/apyrimidinique (AP) (McCullough et al. 1999) (Mol et al. 1999). La
réparation des sites (AP) est trés importante dans le maintien de I’intégrit¢ du génome car il
s’agit de dommages trés mutagénes (Lindahl 1990) (Loeb 1985). Un site (AP) peut étre
rapidement le siege d’une mutation ou d’une Iésion plus complexe comme la cassure simple

brin.

Le mécanisme de BER fait intervenir 11 ADN glycosylases différentes en fonction du type de
Iésion détectée (Krokan and Bjoras 2013). Dans la cellule humaine, les 1€sions oxydatives
pyrimidines sont généralement reconnues par les enzymes hNTHI1, hNEIL1, ou hNEIL2,

alors que les 1ésions purines oxydatives sont détectées par hOGGI.

Les glycosylases sont classées en deux groupes:

-Les glycosylases monofonctionelles sont celles qui ont uniquement une activité glycosylase

comme la N-méthylpurine-ADN glycosylase (MPQ), I’uracil N-glycosylase (UNG), la mutY
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homolog glycosylase (MUTYH), la thymine-DNA glycosylase (TDG), la methyl-CpG-
binding domain protein 4 (MBD4) et la single-strand selective monofunctional uracil
glycosylase (SMUGTI). 1l a été montré que certaines glycosylases monofonctionnelles restent
liées a ’ADN au niveau du site AP pour le protéger d’une cassure spontanée du brin et/ou

pour coordonner I’action de I’APE1 (Hegde et al. 2008).

-Les glycosylases bifonctionnelles : sont les enzymes qui ont a la fois une activité glycosylase
et une activité AP-lyase. Ainsi, la glycosylase bifonctionnelle peut convertir la lésion de base
en une cassure simple brin sans I’intervention d’une AP endonucléase. Parmi ces enzymes il y
a I’endonuclease IlI-like protein 1 (NTHI1), la 8-oxo-Guanine glycosylase (OGG1) qui
reconnait les 8-0xoG appariées avec la cytosine dans I’ADN et les membres de la famille des

endonucléases VIII-like protein (NEIL1, NEIL2 and NEIL3).

En fonction du nombre de nucléotides éliminés (courte ou longue excision), le mécanisme du
BER procede soit en empruntant la voie de réparation short-patch soit la voie de réparation
long-patch et ceci en recrutant différentes protéines pour chaque voie (Krokan et Bjoras
2013).

I11-6-2-1-b La BER Short-patch : cette voie n’implique qu’une seule base et fait intervenir
un ensemble de protéines y compris, I’endonucléase-AP (APEL), I’ADN polymérase 3 (Polf),
I’ADN ligase III (LIG3) et la protéine X-Ray repair cross-complementing (XRCC1).

L’APE] incise le site pour permettre ’action de reconstruction. Le nucléotide excisé est
remplacé par un nouveau nucléotide grice a la polymérase P qui travaille en étroite
collaboration avec APEI. Le scellement du nouveau segment a I’intérieur du brin de ’ADN

est réalisé par un complexe de deux protéines, XRCC1 et I’ADN ligase 3 (Figure 7A).

I11-6-2-1-c La BER Long-patch : cette voie mobilise les bases voisines de la lésion. Quand
la partie 5° de la 1ésion n’est pas sensible a 1’action de I’incision par APEI, I’excision est
élargie a plusieurs nucléotides et génere un enlevement de 2-10 nucléotides. Les polymérases
d/e en coopérant avec PCNA (proliferating cell nuclear antigen) synthétisent le nouvel
oligonucléotide. Ce brin long va étre découpé par une endonucléase flap (FEN1) qui le
rameéne a la longueur nécessaire. L’ADN ligase 1 (LIG1) va finalement sceller le nouveau
brin aux deux extrémités de I’ancien brin et terminer ainsi la réparation (Dianov et al. 1998)
(Kim and Wilson 2012) (Wilson and Kunkel 2000). (Figure 7B).
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Figure 7: Les différentes étapes de la réparation par excision de base. La thymine-DNA
glycosylase (TDG) reconnait et excise la base modifiée (X) générant un site
apurinique/apyrimidique (AP). L’endonucléase (APE1) incise, ensuite, le site AP. L’incision
peut mobiliser une seule base (short patch (A)) ou un oligonucucléotide (long patch (B)). (A)
la polymérase B remplace le nucléotide excisé par un nouveau nucléotide. L’ADN ligase 3 en
coopérant avec XRCC1 scelle le nouveau segment a I’intérieur du brin de ’ADN. (B) Les
polymérases 6/ en coopérant avec PCNA (proliferating cell nuclear antigen) synthétisent le
nouveau oligonucléotide qui est ensuite découpé par une endonucléase flap (FEN1) qui le
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ramene a la longueur adéquate. L’ADN ligase 1 (LIG1) scelle le nouveau brin aux deux
extrémités de 1’ancien brin et termine ainsi la réparation.

L’hypothese de I’implication du BER dans le processus de la déméthylation a stimulé
les recherches d’enzymes glycosylases candidates qui pourraient exciser la cytosine modifiée.
Certaines études proposaient que les deux principales ADN glycosylases pouvant initier la
réparation des cytosines déaminées et des 5-mC au niveau des sites CpG soient la Methyl-
Binding Domain Protein 4 (MBD4) et la Thymine DNA Glycosylase (TDG). En effet, il a été
rapporté que MBD4 et TDG partageaient des activités similaires chez les mammiferes (Zhu
2009) et que ces deux genes sont retrouvés mutés dans de nombreuses tumeurs chez I’homme.
Entre temps, les évidences que TDG jouait un rdle dans la déméthylation de I’ADN ont
émergé. En effet, il a été montré que TDG interagit avec de nombreux facteurs de
transcription, avec des enzymes modulatrices de la chromatine et avec les DNMTs (Dalton et
Bellacosa 2012) suggérant ainsi la possibilit¢ que TDG pouvait avoir un role dans la
modulation de la transcription des genes soit grace a son activité glycosylase soit en tant que

co-activateur de la transcription (Dalton and Bellacosa 2012).

Apres la découverte des protéines TET, des études ont montré que TDG était nécessaire pour
le développement embryonnaire (Cortazar et al. 2011) (Cortellino et al. 2011). Les études
moléculaires montrent que les embryons 7dg-/- ou catalytiquement inactivés présentent des
aberrations épigénétiques. Ces embryons présentent une diminution significative de
I’expression des facteurs de transcription développementaux comme les membres de la
famille hox, avec altération de la méthylation au niveau de leurs séquences (Cortazar et al.
2011) (Cortellino et al. 2011). Bien que ces découvertes augmentent la possibilité que TDG
soit essentielle pour la déméthylation de I’ADN, la nature de ses cibles génomique reste mal

comprise.

III-7 La thymidine DNA glycosylase (TDG) :

II1-7-1 Structure de TDG

Chez I’homme, le géne TDG est localisé sur le chromosome 12q24.1 et s’étend sur une région
de 23 kb. Sa partie codante est de 3,251 bp et comprend 10 exons. TDG est un membre des

Mismatch Uracil Glycosylase (MUG), une branche de la super-famille des uracil DNA
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glycosylase monofunctionnelles (Cortazar et al. 2007). Ce groupe de glycosylases partagent
une structure en hélice a/f et possedent tous un domaine catalytique conservé. TDG est une
protéine de 410 acides aminés, son domaine catalytique (domaine glycosylase) couvre les
résidus de 123 a 300. Les extrémités terminales de la protéine modulent son activité
enzymatique et assurent les interactions de TDG avec les autres protéines comme les
récepteurs nucléaires et d’autres régulateurs de la transcription (Missero et al. 2001) (Tini et
al. 2002) (Chen et al. 2003) (Li et al. 2007). De plus, le domaine C-terminal contient un site
de conjugaison avec des groupes SUMO (site Lys330) alors que le domaine N-terminal
contient un domaine régulateur qui constitue une cible d’acétylation sur de nombreux résidus
lysine (Smet-Nocca et al. 2008) (Hardeland et al. 2002). Toutes ces interactions sont
susceptibles de modifier la fonction de TDG et certaines contribuent a assurer la spécificité

vis-a-vis du substrat, I’interaction avec le substrat et la cinétique de libération de la base.

I11-7-2 Fonctions et Réle de TDG au cours de la déméthylation active :

La premiere évidence que TDG est impliquée dans le processus de déméthylation active a été
fourni par 1’équipe de Bellacosa quand ils ont généré des souris knock in avec une mutation
inactivatrice de TDG (Cortellino et al. 2011). Ils ont trouvé que cette mutation entraine une
1étalité embryonnaire prouvant ainsi que 1’activité catalytique de TDG est indispensable pour
le développement. Ils ont aussi montré que TDG forme un complexe avec AID et la protéine
de réponse aux dommages de I’ADN, GADD45a, suggérant un mécanisme de déméthylation
a deux étapes, au cours du développement. TDG est aussi nécessaire pour protéger les CpG de
I’hyperméthylation. Au total, ils ont proposé un modele de déméthylation active, impliquant
TDG dans le quel les 5-mC sont d’abord hydroxylés par les TET pour produire les 5-hmC.
Les 5-hmC peuvent étre déaminées par des cytidines déaminases de la famille AID/APOBEC
(activation-induced cytidine deaminase | apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic
polypeptide like) pour générer les S-hydroxyméthyluraciles (5-hmU) (Cortellino et al. 2011).
Alternativement, les 5-mC peuvent étre directement déaminées en thymine (T). Les lésions
consécutives peuvent étre excisées par TDG et réparées par excision de base (BER) qui
remplace la 5-mC par une cytosine (C) (Bhutani et al. 2011). Enfin, TDG est capable
d’exciser également les 5-fC et 5-caC, correspondant a des produits oxydés par les TETs (He

et al. 2011) (Maiti and Drohat 2011). Tous les substrats de TDG en plus de la thymine et des
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5-hmU peuvent entrainer des lésions au cours du mécanisme de la déméthylation active

(Bhutani et al. 2011) (Hardeland et al. 2003) (Figure 2. Articlel).

Au total, la voie BER assure la détection et la réparation des bases endommagées, des sites
(AP) et des cassures simple-brin. Ainsi, le BER joue un réle dans le maintien de la stabilité
génomique et dans la lutte contre le développement de certaines maladies humaines comme le

vieillissement prématuré, le cancer et les maladies neurodégénératives.

II1I-8 BER et cancer

La BER est un processus critique pour le maintien de la stabilité génomique comme le montre
le phénotype des animaux présentant des anomalies de la voie BER, et développant des
cancers, un vieillissement prématuré et des anomalies métaboliques (Mostoslavsky et al.

2006) (Vartanian et al. 2006).

L’altération des voies de réparation des dommages de I’ADN entre autres la voie BER
conduit a des prédispositions au cancer. En effet, des mutations somatiques de la Pol B ont été
détectées dans 30% des cancers chez I’homme (Starcevic et al. 2004). Des mutations de
I’ADN glycosylase MUTYH ont été décrites dans le cancer du colon (Al-Tassan et al. 2002)
(Gryfe 2009). Des polymorphismes génétiques d’APE] ont été associés a un risque de
carcinome rénal (Cao et al. 2011) et a une progression du cancer du sein (Kang et al. 2013).
Récemment, des polymorphismes génétiques d’OGGI ont été trouvés associés a des risques
de cancers colorectal et pancréatique (Chen et al. 2014) (Su et al. 2014). La déplétion ou
I’inactivation catalytique de 7DG est associée a la 1étalité embryonnaire chez la souris
(Cortellino et al. 2011). Ce phénotype a été retrouvé associé a des aberrations épigénétiques

affectant I’expression des genes de développement (Cortazar et al. 2011).
II1-9 TET2, BER et instabilité génétique

Les résultats préliminaires sur la fonction de TET2 dans les hémopathies suggerent que son
altération est précoce et précede la mutation JAK2V6I7F dans les NMP. L’une des
hypotheses est que 1’inactivation de ce géne génere un état « pré-leucémique » avec expansion
clonale. Dans ce contexte, la survenue d’une mutation oncogénique secondaire ferait évoluer
I’état pré-leucémique vers un NMP, un SMD ou une leucémie aigué. TET2 pourrait donc
avoir un role dans I’apparition de ces deuxieémes événements en jouant sur le contrdle de la
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stabilité du génome. En accord avec cette hypothese, les souris knock-out ret2 développent
des hémopathies myéloides ressemblant a des SMD mais avec un délai assez long. En
revanche ce délai est trés raccourci lors de transplantations secondaires. Ainsi, ces données
suggerent que TET2 favorise 1’apparition d’événements génétiques secondaires. D’autres
données viennent étayer cette hypothese. Notamment, la fonction d’hydroxyméthylation des
TET a été montrée étre couplée au mécanisme du BER (Cortellino et al. 2011) (Guo et al.
2011). TET1 et TET2 ont aussi été montré comme co-régulés avec les protéines du BER
comme XRCCI et APEI lors de la déméthylation des cellules primordiales germinales
(Hajkova et al. 2010). Ainsi, la déméthylation de I’ADN étant en lien avec le mécanisme de
BER, il est légitime de se poser la question du contrdle de la stabilité génétique lors de cette
¢tape. En effet, I’élimination des 5-hmC par des ADN glycosylases et des endonucléases
créée des sites abasiques et des cassures de I’ADN, respectivement pouvant engendrer des
lésions génotoxiques et mutagenes. De plus, les cytosines oxydées et déaminées, et
I’utilisation d’une polymérase B dite « infidele » pour la resynthése peuvent aussi participer a

ce phénomene.

Enfin, I’absence de méthylation elle-méme peut étre responsable d’instabilité génomique. En
effet, ’hypométhylation génomique dans les souris hypomorphes Dnmtl induit des
lymphomes T agressifs présentant une grande instabilité chromosomique (Gaudet et al. 2003).
L’ensemble de ces données suggere fortement un réle des protéines TET et de la

déméthylation dans I’instabilité génomique.
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>La méthylation de I’ADN est associée a de
nombreux processus biologiques et concerne
la méthylation de la cytosine en position 5
(5-mC). Un mécanisme actif de déméthylation,
jusqu’alors discuté, a été mis en évidence en
2009 a la suite de la découverte des protéines
TET (ten-eleven-translocation). Ces protéines
sont des enzymes capables d’hydroxyler la 5-mC
en 5-hydroxyméthylcytosine. Simultanément,
d’autres études ont montré la fréquence et
le role des mutations acquises de TETZ dans
les hémopathies et leur pathogenese. Depuis,
ces protéines ont été impliquées dans de tres
nombreux processus, ouvrantunnouveaudomaine
de recherche. Dans cette revue, nous discuterons
les fonctions enzymatique et biologique de ces
protéines, ainsi que leurs rdles, notamment au
cours de I’hématopoiese et du développement. <

Structure de la famille des protéines TET

Les protéines de la famille TET (TET1, -2 et -3) ont été
découvertes a la suite de I’identification du géne TETI
en tant que partenaire de fusion du géne MLL (mixed
lineage leukemia) dans les translocations t(10;11)
(q22;q23) [1]. Les génes TET sont conservés dans le pro-
cessus évolutif, puisque des génes orthologues existent
dans les génomes de drosophile et du trypanosome.
Les trois protéines partagent deux régions hautement
conservées, I'une au centre de la protéine et I'autre
a I’extrémité carboxy-terminale. Elles incluent deux
domaines caractéristiques de la famille des dioxygé-
nases : un domaine riche en cystéine et un domaine en
double hélice de feuillets 3 (DSBH) permettant la fixa-
tion du fer (Fe Il) et du 2-oxoglutarate (20G). De plus,
TETL et TET3 présentent un domaine a motif en doigt de
zinc, CXXC, permettant une fixation a ’ADN, en particu-
lier @ des séquences CpG non méthylées (Figure 1). La
structure cristallographique de TET2 a montré qu’elle se

Vignette (Photo © Inserm-Anas Fadloun et Maria €lena Torres-Padilla).

m/s n® 3, vol. 31, mars 2015
DOl :10.1051/medsci/20153103012

Propriétés et
roles biologiques
des protéines

TET au cours du
développement et
de hématopoiese
€mna Mahfoudhi'*, Lise Secardin'-3,

Laurianne Scourzic'3, Olivier Bernard 13,
William Vainchenker'-?, Isabelle Plo*-3

Ynserm 1170,

Institut Gustave Roussy,
114, rue €douard Vaillant,
94805 Villejuif, France ;

2 |nstitut Gustave Roussy,
Villejuif, France ;

5 Université Paris XI, Orsay,
France ;

“ Laboratoire d’hématologie

moléculaire et cellulaire

(S. Abbes), Institut Pasteur
de Tunis, Belvédere, Tunisie.
isabelle.plo@gustaveroussy.fr

fixe aux 5-mC grdce a trois atomes de zinc, qui sont coordonnés par les
domaines riches en cystéine et le domaine DSBH [2].

Fonction enzymatique des TET

Les enzymes TET sont impliquées dans la premiere étape d’un processus
de déméthylation actif qui se termine par le remplacement par une
cytosine non méthylée. Elles sont capables d’initier ce processus en
hydroxylant les 5-mC en 5-hydroxyméthylcytosines (5-hmC) (Figure 2)
[3]. Les 5-hmC ont été principalement identifiées dans les cellules
souches embryonnaires (CSE) et les neurones adultes, ol elles repré-
sentent 15 a 40 % des 5-mC; elles sont aussi présentes dans tous les
types cellulaires, mais n’y constituent que 1 a 5 % des 5-mC [3, 4]. 11y
a ensuite deux voies de transformation des 5-hmC :

+ Les 5-hmC peuvent étre déaminées par des cytidine déaminases de
la famille AID/APOBEC (activation-induced cytidine deaminase / apo-
lipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic polypeptide like) pour
générer les 5-hydroxyméthyluraciles (5-hmU). Des enzymes impliquées
dans les mécanismes de réparation de I’ADN par excision de base (BER)
sont ensuite utilisées pour la resynthése de la cytosine non méthylée.
Ainsi, les 5-hmU sont reconnues par la thymidine ADN glycosylase
(TDG), en association ou pas avec la methyl-binding protein 4 (MBD4),
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Figure 1. Représentation sché-
matique des protéines TET. A. Les

trois membres de la famille TET

partagent une région carboxy-ter-
minale hautement conservée au
cours de I’évolution. Cette région

comprend un domaine riche en

cystéines suivi d’une séquence

en double hélice avec feuillets f3

(DSBH) qui est le domaine cataly-
tique de ces protéines. TET1 et TET3
présentent, a leur extrémité amino-

terminale, un domaine de liaison

a la chromatine (CXXC), alors que
TET2 en est démuni ; mais TET2 agit
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puis une endonucléase apurinique/apyrimidique (APE1) excise le
nucléotide. Enfin, la resynthese de la cytosine se fait par I"intervention
d’un complexe constitué de la polynucléotide kinase/phosphatase
(PNKP), de la polymérase [3, de la ligase 3 et de XRCC1 (CX repair cross
complementing protein 1) [5, 6].

- Les protéines TET sont aussi capables de poursuivre I"oxydation des
5-hmC en générant successivement la 5-formyleytosine (5-fC), puis
la 5-carboxycytosine (5-caC). Ces composés sont moins abondants
que les 5-hmC puisqu’ils sont produits moins activement et, d’autre
part, trés rapidement oxydés et probablement pris en charge par des
enzymes spécifiques, notamment par la TDG [7] ou, potentiellement,
par des décarboxylases ou des déformylases.

- Des travaux récents indiquent que les protéines TET seraient éga-
lement capables d’hydroxyler les thymines en 5-hmU, qui pourrait
stimuler la réparation de ’ADN ou moduler la liaison de facteurs de
transcription [8].

Ainsi, la famille TET, via I’hydroxylation des 5-mC, est impliquée
dans le contréle de la méthylation de "ADN. Toutefois, une ques-
tion se pose encore concernant le contrdle de la stabilité géno-
mique au cours de ce processus : en effet, I’élimination des 5-hmC
par des ADN glycosylases et des endonucléases crée des sites aba-
siques et des cassures de I’ADN respectivement, pouvant engendrer
des lésions génotoxiques et mutagenes. De plus, les cytosines oxy-
dées (qui peuvent étre considérées comme un dommage oxydatif)
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en partenariat avec IDAX (CXXC4,
une protéine & domaine CXXC). B. Le
domaine DSBH des protéines TET
comprend deux sites de fixation au
Fe Il et un site de liaison au 2-oxo-
glutarate (20G).

et déaminées, et l'utilisation d’une polymérase B
dite «infidéle » pour la resynthese, peuvent aussi
participer a ce processus d’instabilité.

Role des TET dans le contrdle de I’expression
génique

Un certain nombre d’études montrent aujourd’hui que
les protéines TET pourraient réguler la transcription
génique, que ce soit, ou non, par le biais de leur activité
catalytique (Figure 3).

Réle activateur de la transcription via

les 5-hydroxyméthylcytosines

Plusieurs laboratoires ont réalisé une cartographie
des sites de liaison des protéines TET1 et TET2 sur le
génome, essentiellement dans les cellules souches
embryonnaires (CSE). TET1 se fixe au niveau des régions
d’initiation de la transcription (TSS) enrichies en CpG
et, @ un degré moindre, dans le corps des génes [7, 9].
La fixation de TET2, malgré un certain chevauchement
avec les sites de fixation de TET1, prédomine dans le
corps des génes qui sont activement transcrits [10].
Ces sites de fixation se trouvent dans des régions ou
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Figure 2. Les protéines TET et la déméthylation de I’ADN. Les protéines de la
famille TET oxydent les 5-mC en 5-hmC, 5-fC et 5-caC. Les 5-fC et 5-caC sont
reconnues et excisées par la TDG. Les 5-hmC sont déaminées en 5-hmU par les
protéines AID/APOBEC, puis excisées par la TDG en association ou pas avec MBD4
et SMUG1 (single-strand selective monofunctional uracil DNA glycosylase 1). Les
sites abasiques (AP), qui résultent de I’excision des bases modifiées, sont enfin
réparés et remplacés par une cytosine non modifiée via un mécanisme qui fait

intervenir la voie du BER.

les 5-hmC sont particulierement enrichies : les promoteurs, les exons
des génes fortement transcrits, mais aussi au niveau des frontieres
introns-exons dans certains types cellulaires, comme les cellules du
cerveau et les cellules primordiales germinales. La différence de loca-
lisation des sites de fixation de TET1 et TET2 pourrait étre attribuée
au domaine CXXC de TETL, qui se lie aux séquences non méthylées
comme le sont généralement les Tlots CpG et les séquences CG dans
les promoteurs. Il a aussi été montré que TET1 et TET2 se fixent a des
séquences super-régulatrices liées, entre autres, au locus Nanog,
pour permettre la transcription de longs ARN
non codants [11, 33] (=»). Un certain nombre
d’études dans les cellules souches embryonnaires

(=) Voir la Synthése
de T. Pedrazzini,

page 261 de ce numéro
ou chez les patients porteurs de mutations de

TET2, ont montré que I"absence ou I'altération de I'activité enzyma-
tique des protéines TET induisaient une diminution significative des
5-hmC, sans que le niveau de 5-mC global ne soit sensiblement affecté
[12]. Cependant, les 5-hmC ne représentant qu’une faible proportion
des 5-mC, la méthylation a ensuite été analysée au niveau de certains
locus précis. Ainsi, les protéines TET permettent la déméthylation de
certains promoteurs de génes impliqués dans le contrdle et le maintien
de la pluripotence, comme Nanog dans les cellules souches embryon-
naires. La génération des 5-hmC par les TET pourrait aussi étre impor-
tante pour I’expression génique, car ces dernieres fixent des protéines
spécifiques ou empéchent la fixation de protéines spécifiques des
5-mC comme I’ADN méthyltransférase 1 (DNMT1) [7], des methyl-bin-
ding protein (MBD1/2 ou MeCP2 [methy! CpG binding protein 2]) [13]
ou de facteurs de transcription, comme le répresseur zinc finger and
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BTB domain containing 2 (ZBTB2) [14]. Tous ces méca-
nismes pourraient donc contribuer au réle des protéines
TET dans la régulation de la transcription des genes.

Role répresseur indépendant de I’activité catalytique
De fagon surprenante, le défaut de TETI induit, non seu-
lement une diminution de "expression de certains genes,
mais aussi ’augmentation de I"expression d’autres genes.
Les protéines TET1 se fixent aux mémes régions géniques
que le complexe multiprotéique de répression appelé
polycomb repressing complex 2 (PRC2) (€€D/SUZ12/€7H2
[enhancer of zeste homolog 2]), et pourraient étre impli-
quées de fagon indirecte dans son recrutement sur la
chromatine [7, 9]. La fonction de PRC2 est de participer
a la compaction de ’ADN en catalysant la triméthylation
de I’histone H3 sur la lysine 27 (H3K27me3), généra-
lement sur des promoteurs dits bivalents, capables de
s’activer ou de se réprimer rapidement. De fait, les profils
d’expression génique des cellules déficientes en €EED ou
en TET1 sont tres similaires, suggérant un role répresseur
de TET1 via PRC2. De plus, TET1 interagit avec Sin3A, un
corépresseur associé A une activité déacétylase [9], et
induit son recrutement et, en conséquence, la répression
de la transcription [9].

Au contraire, TET2 ne semble pas avoir les mémes fonc-
tions sur ces complexes répresseurs : elle agirait plutot
comme un activateur de la transcription via le recru-
tement de la B-D-N-acétylglucosamine (0-GlcNac)
transférase (OGT) sur la chromatine. Linteraction de
TET2 avec OGT facilite la 0-GlcNacylation de I'histone
2B sur la sérine 112 (H2B Ser112 0-GlcNAc), indépen-
damment de I'activité catalytique de TET2. Cette fonc-
tion de TET2 est partagée par TET1 et TET3, puisque I'in-
teraction se fait par le domaine catalytique, commun
aux trois protéines. De plus, TET2 interagit aussi avec le
groupement 0-GlcNAc du host cell factor 1 (HCF1), qui
est un composant du complexe de la H3K4 méthyltrans-
férase Setl/compass, induisant son activation [15].

Régulation des TET

Régulation post-transcriptionnelle

Uexpression des genes Tetl/2/3 est contrdlée par le
miARN miR-22, qui engendre une instabilité des trans-
crits, notamment au cours du processus d’hématopoiése
ou du développement de la glande mammaire [16]. Ainsi,
chez les souris transgéniques exprimant miR-22 de fagon
conditionnelle dans le lignage hématopoiétique, on
observe une diminution du taux de 5-hmC ; le phénotype
des souris est proche de celui des souris déficientes pour
Tet2, avec une amplification des cellules souches héma-
topoiétiques (CSH) et I’apparition d’hémopathies.



/ ' Au niveau de PADN \
MeCP2 @

Répression
de la transcription

Au niveau des histones

Gene

| TET1

B '@_T’Z) D
Activation

de la transcription
' Gene

C
Sinda /"l \ Répression
{ L
g{: g{q de la transcription
( Setl/” N\
< comp ass, Activation
TeT { €<< de la transcription

Gene

/\””

_4

5-mC gfq

H3K27me3

? 5-hm(C :{S H3K4me3

Figure 3. Les protéines TET et le contrdle de I'expression génique via ’hydroxyméthylation. A. Sur ’ADN : les DNMT se fixent, notamment, au niveau des

séquences riches en CG non méthylées des promoteurs, et méthylent les cytosines qui sont alors reconnues par des protéines comme la protéine répressive

MeCP2. B. Les protéines TET se lient a la chromatine et oxydent les 5-mC en 5-hmC. Chydroxylation des 5-mC inhibe la liaison des protéines spécifiques des

5-mC, telles que les DNMT ou MBD1/2, ainsi que des répresseurs de la transcription

comme ZBTB2. C. Au niveau des histones : TET] interagit directement

avec la protéine corépressive Sin3a et, indirectement, avec le complexe PRC2 (€ZH2/€€D/SUZ12). Sin3a est membre d’un complexe porteur d’une activité

déacétylase et EZH2 catalyse la triméthylation la lysine 27 de I’histone H3 (H3K27me3), participant ainsi a la répression de la transcription. D. TET1/2/3

interagissent avec OGT et recrutent la protéine sur la chromatine au niveau des promoteurs. 0GT stabilise le complexe SET1/Compass via le facteur HCF1

(host cell factor 1) GlcNacétylé, ce qui favorise la triméthylation de la lysine 4 (H3K4me3) de I’histone H3, induisant ainsi une activation transcriptionnelle.

La protéine TET2 peut étre également protéolysée via la protéine IDAX
(inhibition of the Dvl and axin complex), appelée aussi CXXC4. Le géne
CXX(4 se situe a coté du géne TET2, mais il est transcrit en sens inverse.
Ces deux genes pourraient résulter de la scission d’un gene unique au
cours de I’évolution, séparant les séquences codant pour le domaine
de fixation & ’ADN (CXXC4) et le domaine catalytique (TET2) ; ce
n’est pas le cas des protéines TET1 et TET3. Ainsi, IDAX se fixe par son
domaine CXXC sur des séquences riches en CpG non méthylées de I’ADN
au niveau des promoteurs, et permet de recruter TET2. Il en résulte une
activation des caspases, un clivage et une dégradation de TET2 [17].
La protéine TET3 serait régulée de la méme fagon par son domaine
CXXC.

Localisation cellulaire

Les protéines TET1 et -2 sont généralement localisées dans le noyau,
alors que TET3 est nucléo-cytoplasmique. Une étude a montré que la
surexpression de la protéine AID induit un changement de localisation
des protéines TET, qui migrent vers le cytoplasme, et une relocalisation
d’AID dans le noyau, suggérant que 'activation de cette derniere régule
la localisation subcellulaire des TET [18].
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Régulation de la fonction enzymatique

Uactivité catalytique des protéines TET est également
régulée. En effet, elle est dépendante du fer, du 20G et de
I’oxygene. Ainsi, tout facteur capable de faire varier ces
trois composés peut moduler 'activité de ces protéines.
Le 20G peut provenir de différentes sources, incluant soit
la transamination, soit la désamination de I'acide gluta-
mique, soit la déshydrogénation de I’isocitrate via le cycle
de Krebs. Cette derniére étape fait intervenir des enzymes
appelées isocitrate déshydrogénases, cytosolique pour
IDH1 (isocitrate dehydrogenase 1), mitochondriale pour
IDH2. Des mutations dans les genes codant pour ces
deux protéines ont été identifiées dans les hémopathies
[19]. Les protéines mutées ont la capacité de synthétiser
’énantiomére R du 2-hydroxyglutarate, capable d’inhi-
ber I'activité des dioxygénases, dont les membres de la
famille TET, par compétition avec le 20G. Enfin, certains
cofacteurs, comme la vitamine C, favorisent I'activité de
ces dioxygénases en permettant le repliement du domaine
catalytique et le recyclage du Fe Il [20].
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Fonctions biologiques dans I’embryogenése
et la reprogrammation

Souris invalidées génétiquement (knock-out [KO]) pour Tet1 ou Tet2
Les souris invalidées pour les genes Tetl ou Tet2 sont viables et ne
présentent pas de trouble du développement, méme si les souris Tet] ™/
sont de plus petite taille que les souris sauvages [21, 22]. Les souris
Tet3”~ meurent en période périnatale. Chez ces souris, la reprogram-
mation épigénétique du génome paternel est altérée. Les femelles dont
I’allele maternel est déficient pour Tet3 (Tet3™*/pat*) ont une fécon-
dité réduite, et leurs descendants décedent avec des anomalies dans
de multiples organes [23]. Il en est de méme pour les souris double KO
Tetl1”~ Tet2”’~ dont plus de la moitié meurent en période périnatale de
troubles développementaux séveres. Les souris viables sont celles qui
compensent par une augmentation de 'expression de Tet3, suggérant
un réle redondant des trois génes durant le développement [24]. De
fait, les souris triple KO ne sont pas viables, et la 5-hmC est totale-
ment absente des cellules souches embryonnaires, soulignant le rdle
primordial des 5-hmC dans le développement (Figure 4) [25].

Cellules souches embryonnaires

Tetl et Tet2 sont tous deux exprimés dans les cellules souches embryon-
naires de souris, contrairement aux cellules souches embryonnaires
humaines, ol TETI prédomine [4, 26]. Les CSE murines TetI”~ de souris
sont pluripotentes, mais présentent un défaut de différenciation (biais
vers moins de neuroectoderme et plus d’endoderme). Quant & Iinacti-
vation de TetZ, elle n’abolit pas la pluripotence, mais induit un biais de
différenciation vers le neuroectoderme aux dépens des autres feuillets
embryonnaires (mésoderme/endoderme) et entraine, dans les cellules
souches embryonnaires humaines, une diminution de la génération de
cellules hématopoiétiques. Les cellules souches embryonnaires Tetl ™"
Tet2”~ sont pluripotentes, mais expriment un biais de différenciation en
faveur du lignage trophoblastique [24]. €n revanche, la pluripotence est
considérablement réduite dans les CSE murines triple KO [25].

Ces données montrent que les protéines TET sont impliquées dans la
pluripotence et le développement. Leurs rdles dans le contrdle de
I’expression des facteurs de pluripotence, tels que Nanog, et la répres-
sion des facteurs de différenciation via le complexe PRC2 sont connus,
mais ils ne représentent probablement qu’une partie du mécanisme en
jeu (Figure 4) [7].

Au cours de la reprogrammation

Ces protéines sont également impliquées dans la reprogrammation de
cellules somatiques différenciées en cellules souches pluripotentes
iPSC (induced pluripotent stem cells), puisque le défaut de Tetl ou de
Tet2 diminue I'efficacité de reprogrammation de fibroblastes murins ou
humains en iPSC [27, 28]. Ce mécanisme fait intervenir soit la régulation
des genes de pluripotence par les protéines Tet en partenariat avec Nanog
et/ou Oct4 (octamer-binding transcription factor 4), soit la régulation
directe du promoteur de Nanog par les Tet. Tetl peut aussi remplacer Oct4
dans le processus de reprogrammation a partir des fibroblastes, via la
déméthylation du promoteur Oct4 [29]. Enfin, Tet2 facilite la dérépression
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des genes myéloides au cours de la transdifférenciation,
induite par CEBPoL (CCAAT enhancer binding protein o), des
cellules pré-B en macrophages [30].

Fonctions dans le systeme hématopoiétique

Hémopathies humaines

Les transcrits de fusion MLL-TETI ont tout d’abord été
décrits dans des leucémies aigués. Puis, en 2009, avec
des approches de cytogénétique et de génomique, deux
groupes - dont le ndtre - ont identifié des mutations
acquises de TET2 chez 15 a 20 % des patients atteints de
syndromes myélodysplasiques (SMD) et de néoplasmes
myéloprolifératifs (NMP) [31]. Il s’agit de mutations
faux-sens, non-sens et de sauts du cadre de lecture,
qui inactivent le gene. Des pertes d’hétérozygotie ont
été détectées dans 10 a 20 % des cas. Par la suite, des
mutations de TET2 ont été découvertes dans beaucoup
d’autres hémopathies myéloides, notamment les leu-
cémies myélomonocytaires (LMMC) (environ 50 %), les
mastocytoses (20 %), les leucémies aigués myéloides
(LAM) (10-20 %) et lymphoides (lymphomes B [2 %],
les lymphomes du manteau [4 %], lymphomes B diffus
a grandes cellules [12 %], lymphomes T [12 %], et
surtout les AITL [angioimmunoblastic T-cell lymphoma,
33%]) [32]. Les mutations peuvent apparaitre tdt ou
tardivement au cours du développement des maladies.
Toutefois, la valeur pronostique de TET2 reste encore
trés controversée, surtout dans les LAM et les NMP.

Fonction de TET2 dans I’hématopoiése

TET2 et TET3 sont exprimées dans le tissu hématopoié-
tique, avec toutefois des différences entre les types cel-
lulaires (faible expression dans les érythroblastes, forte
expression dans les lymphocytes B matures). Nos études
in vitro de la fonction de TET2 chez I’homme ont montré
que sa déplétion conduit a une altération de I"hémato-
poiese en augmentant la capacité d’autorenouvellement
des cellules souches hématopoiétiques (CSH) ainsi que
la différenciation monocytaire, aux dépens des différen-
ciations granuleuse et érythrocytaire [12]. Les différents
modeles de souris knock-out ou hétérozygotes pour
Tet2 que nous avons analysés présentent des anomalies
similaires de ’hématopoiese : expansion des CSH, puis
développement avec une pénétrance élevée, mais aprés
un délai assez long, d’hémopathies myéloides ressem-
blant & des LMMC, des SMD et des érythroleucémies [22].
Les mutations de TET2 sont retrouvées dans les CSH mul-
tipotentes. Elles surviennent précocement dans le déve-
loppement des hémopathies, entrainant une dominance
clonale précédant souvent I’événement oncogénique
responsable du phénotype de la pathologie, comme par
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Figure 4. Effet de la déplétion en TET au cours de ’embryogenése et de la reprogrammation chez ’homme et la souris. Le knock-down ou knock-out

des différents membres de la famille TET diminue la capacité de reprogrammation des cellules somatiques adultes, et biaise ou altére la pluripo-

tence et le développement embryonnaire chez I’lhomme et la souris.

exemple la mutation V617F de JAK2 (Janus kinase 2) dans les NMP. Enfin,
il faut aussi souligner la présence de mutations de TET2 chez 5 a 6 % des
personnes agées ayant une hématopoiese clonale, mais sans hémopa-
thie maligne. Ainsi, toutes ces données suggerent que I'inactivation de
TET2 entraine une expansion clonale des CSH sans hémopathie avérée,
état dit « pré-leucémique ». Dans ce contexte, la survenue d’une muta-
tion oncogénique secondaire ferait évoluer I’état pré-leucémique vers un
NMP, un SMD ou une LAM. La proportion de ces états pré-leucémiques qui
peuvent évoluer vers une hémopathie maligne chronique ou aigué reste
indéterminée. Dans certains cas, les mutations de TET2 peuvent aussi
apparditre tardivement au cours de I’évolution de la maladie, y compris
au moment de leur transformation, comme dans certains NMP.

Conclusion
Lélucidation de la fonction enzymatique des protéines de la famille TET2
et leurs mutations dans les hémopathies malignes ont permis d’ouvrir

un nouveau domaine de recherche. U'implication de ces enzymes dans
la déméthylation active du génome a constitué une avancée importante
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dans la compréhension de la régulation de I'expression
génique. Par la suite, ces protéines ont été impliquées
dans le controle de la pluripotence, le développement, la
reprogrammation et la régulation des tissus hématopoié-
tique et neuronal. Un certain nombre de questions restent
en suspens. Quels sont leurs partenaires protéiques ?
Comment la déméthylation se déroule-t-elle sans affec-
ter I'intégrité du génome ? Par quels mécanismes la perte
de TET2 engendre-t-elle le développement des hémo-
pathies ? Est-ce simplement en entrainant une héma-
topoiese clonale, ou une instabilité génétique et des
dérégulations géniques sont-elles également provoquées
par la perte de TET ? ¢

SUMMARY

DNA methylation is associated with a large number of
biological processes and mainly concerns the cytosine
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methylation at position 5 (5-mC). An active demethylation mechanism
was highlighted in 2009 following the discovery that TET proteins were
enzymes implicated in the hydroxylation of 5-mC to 5-hydroxymethyl-
cytosine. Simultaneously, other studies showed frequent acquired TET2
mutations in hematological malignancies and have depicted their role
in their pathogenesis. An entire field of research has developed rapidly
showing that these proteins are involved in many biological processes. ¢
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IV-P53

IV-1- Structure de p53

Le gene TP53 a été découvert en 1979 (Lane and Crawford 1979) (Linzer and Levine 1979)
(DeLeo et al. 1979) et dix ans apres il a été identifié comme suppresseur de tumeur (Baker et
al. 1989) (Finlay et al. 1989). TP53 est localisé au niveau du chromosome 17p13.1, s’étend
sur 20kb et comprend 11 exons et 10 introns. Chez ’homme, TP53 code pour une protéine de

393 acides aminés, P53.

P53 est un homotétramere, chaque monomere est constitu¢ de 4 domaines structurels et
fonctionnels différents, tous nécessaires pour assurer les différentes fonctions de P53. Le
domaine N-terminal, appelé domaine de transactivation (résidus 1-60), un domaine riche en
proline (résidus 61-94), un domaine central : le domaine de liaison a I’ADN (résidus 102-292)
et un domaine C-terminal (résidus 301-393) qui contient le domaine de tétramérisation
(résidus 324-355) et le domaine de régulation (résidus 363-393) (Saha et al. 2015) (Meek
2015) (Figure 8).

Le domaine N-terminal : est nécessaire pour assurer la liaison avec les coactivateurs et les

corépresseurs de la transcription. Ce domaine est structuré en double hélice de feuillet B et
comprend deux domaines adjacents de transactivation, TAD1 et TAD2. Cette région est
cruciale pour la liaison a MDM2, une E3 ubiquitine ligase. Ce sont les résidus Phel9, Leu22,
Trp23 et Leu26 qui sont les acides aminés clé dans I’interaction de p53 avec MDM2 (Kaar et
al. 2010). L’interaction avec MDM?2 permet ’ubiquitination de p53 et sa dégradation. Ainsi,
de nombreuses études s’intéressent a cette région et développent de petites molécules et des

peptides pour inhiber la formation du complexe MDM?2-p53.

Le domaine riche en proline : (PRD) comprend 5 motifs de type PXXP (ou P=proline et

X=n’importe quel acide amin¢). Cette région ne semble pas étre directement impliquée dans
’activité de transactivation de p53 mais participerait plutdt a la régulation de sa stabilisation
(Dornan et al. 2003) et aux mécanismes de répression, d’apoptose et de réponse aux

irradiations ionisantes (Campbell et al. 2013).

Le domaine central de P53 : (DBD) cette région englobe le domaine de liaison a ’ADN. La

formation stable du complexe ADN-P53 est un processus Zn>*-dépendant. Le Zn®* est
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coordonné par les résidus Cys176, His179, Cys238 et la Cys242 (Joerger et al. 2004).
L’absence de Zn”* entraine 1’agrégation de P53 et 1altération de sa structure affectant ainsi la
spécificité de la liaison a I’ADN (Duan and Nilsson 2006). Le domaine central est caractérisé
par une faible stabilité thermodynamique et cinétique (Canadillas et al. 2006) (Khoo et al.
2009). Selon les données de base des mutations de 7P53 établie par I’International Agency
for research of cancer, 95% des mutations de TP53 sont localisées dans ce domaine (Olivier et

al. 2002).

La région C-terminale : renferme des séquences nécessaires pour la localisation nucléaire, et

pour la liaison non spécifique a I’ADN, un domaine de tétramérisation et un domaine de
régulation. La région régulatrice est soumise a différentes modifications post traductionnelles
qui jouent un role clé dans le contrdle du renouvellement de p53 et la régulation fine de ses

activités (Appella et Anderson 2001) (Carr et al. 2012) (Dai and Gu 2010).

: Poly P
N [ TAD1 [TAD2 Domaine de |iaisona|'ADN}'\£S4 TET | { REG] C
(1-40) (41-60) (102-292) (320-356) (363-393)

Figure 8: Structure d’un monomére de la protéine P53. P53 est un homotétramere.
Chaque monomere est constitué de 4 domaines : le domaine N-terminal comprend deux
domaines de transactivation (TAD1 et TAD2), un domaine riche en proline (poly P), un
domaine central : le domaine de liaison a ’ADN et un domaine C- terminal qui contient le
domaine de tétramérisation (TET) et le domaine de régulation (REG). Adapté de (Meek
2015).

IV-2- Fonctions de P53 :

IV-2-1 Générales :

P53 a été nommé « le gardien du génome » (Lane 1992), ou le « cellular gatekeeper » (Levine
1997) en raison du rdle central qu’il assure dans la coordination des réponses cellulaires aux
multiples facteurs de stress cellulaires. P53 est un facteur de transcription qui assure a la fois
une activité de transactivation et de transrépression (Beckerman et Prives 2010). P53 module
I’expression de centaines de genes impliqués dans la régulation de processus cellulaire

physiologiques comme la prolifération, la division, la survie et la mort cellulaire programmée.
60



Dans les conditions normales, P53 a une durée de vie courte en raison de son interaction de
type rétrocontrdle avec MDM2 et MDM4 qui la dégradent (Hu et al. 2012) (Figure 9A).
Cependant, en réponse a un stress induit par de nombreux stimuli comme les dommages de
I’ADN ou I’activation des oncogenes, P53 est stabilisée essentiellement par inhibition de sa
dégradation ce qui entraine 1’augmentation de son niveau d’expression protéique dans la
cellule. Une fois stabilisée, pS3 induit selon le type et le degré de stimulation I’arrét du cycle
cellulaire, ou la sénescence, ou 1’apoptose, ou la réparation de I’ADN, ou le métabolisme
cellulaire ou 1’autophagie (Figure 9B). Ceci afin d’arréter la prolifération incontrdlée des
cellules et permettre de réparer leur ADN éventuellement endommagé ou bien de les éliminer.
P53 joue aussi un rdle dans la régulation du métabolisme cellulaire. Grace a sa capacité a
réguler les genes impliqués dans la respiration cellulaire et le métabolisme intermédiaire, p53
peut réduire le flux a travers les voies de glycolyse et des pentoses phosphates et stimuler la
fonction mitochondriale (Vousden and Ryan 2009). Ainsi p53, stimule la phosphorylation
oxydative mitochondriale induisant la production de I’ATP et la réduction de synthése de
substrats nécessaires a la prolifération et la division cellulaire. De plus, p53 régule la voie
IGF-1/mTOR (Feng and Levine 2010) et donc régule les voies par lesquelles sont contrdlées

la prolifération, la survie et le métabolisme de 1’énergie.

La protéine suppresseur de tumeur p53 joue un rdle critique dans le maintien de 1’intégrité
cellulaire en conditions de stress et ceci en controlant ses génes cibles qui régulent ’arrét du
cycle cellulaire, 1’apoptose, la sénescence, la réparation des dommages de I’ADN et les

changements de métabolismes (Figure 9B).
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Figure 9: Régulation de P53 par MDM2 au repos et en réponse a un stress. (A) Au repos,
MDM2 lie P53, l'ubiquitine et induit sa dégradation réprimant ainsi son activité
transcriptionnelle. (B) En réponse a un stress P53 est stabilisée essentiellement par inhibition
de sa dégradation. Une fois transloqué dans le noyau, P53 lie ’ADN et active la transcription

de MDM2, son régulateur négatif, et de génes impliqués dans divers processus comme 1’arrét
du cycle cellulaire, I’apoptose, la sénescence et la réparation de I’ADN.
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IV-2-2 Réle de p53 dans I’hématopoiése :

Dans le systeme hématopoiétique chez la souris, p53 est préférentiellement exprimée dans les
CSH en comparaison avec les progéniteurs myéloides y compris le progéniteur (PMyC), le
progéniteur (PGM) et le progéniteur (PME) (Liu et al. 2009). Les différents modeles de souris
p53 développés comprennent soit des souris knockout ou hétérozygotes pour pS3 ou bien
knock-in pour un certain nombre de mutants de p53. Toutes ces souris sont viables mais sont
tres enclines a développer des maladies malignes parfois hématopoiétiques surtout des
lymphopathies (Donehower et al. 1992) (Pant et al. 2012). Sur le plan hématologique, les
souris p53-/- présentent aussi un défaut lymphoide au niveau des cellules B matures et une
augmentation modérée des granuleux et des macrophages (TeKippe et al. 2003). P53 régule la
quiescence et I’autorenouvellement des CSH. L’absence de p53 chez les souris entraine une
augmentation de 2 a 3 fois du nombre de CSH. Toutefois, les CSHs p53-/- perdent leurs
propriétés fonctionnelles et leur capacité de reconstitution (Chen et al. 2008) (Liu et al. 2009).
Ceci montre que p53 joue un role dans le controle des CSHs en quiescence et que ces
dernicres tendent a entrer en prolifération en absence de p53, ce qui explique probablement
leur perte de fonction. Ceci a été confirmé avec 1’utilisation d’un inhibiteur chimique de p53 :
la pifithrin £ qui induit la prolifération des CSHs in vivo et in vitro (Leonova et al. 2010). En
revanche, des expériences de greffes compétitives ont montré que la moelle de souris p53-/-
induisait un avantage prolifératif sur la moelle normale, montrant que des progéniteurs ou des
facteurs externes pouvait induire ce phénomene (TeKippe et al. 2003). 11 a été aussi montré
que la suppression de I’activité de p53 facilite la reconstitution hématopoiétique aprés un
traitement cytotoxique (Wlodarski et al. 1998). L’augmentation de la prolifération des CSHs
due a I’absence de p53 les prédispose alors a I’accumulation des mutations (Kemp et al.
1994), ce qui explique que les souris p53-/- ou les souris receveuses de cellules
hématopoiétiques p53-/- meurent généralement beaucoup plus tOt en raison de tumeurs

hématologiques.

En plus de son rdle sur la quiescence et 1’autorenouvellement, dans les conditions normales,
pS3 se comporte comme un anti-oxydant et réduit le taux des especes réactives oxygénées
dans la cellule au repos, induisant ainsi la protection de la CSH contre les mutations, les
dommages de ’ADN (Sablina et al. 2005) et le vieillissement (Ito et al. 2006) (Figure 10).
Ceci expliquerait aussi I’augmentation de 1’incidence des hémopathies malignes dans les
souris p53" " et p537".
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Figure 10: Role de P53 au cours de ’hématopoiése. Dans le systeme hématopoiétique, pS3
est préférentiellement exprimée dans les CSH en comparaison avec les progéniteurs
myéloides y compris le progéniteur (PMyC), le progéniteur (PGM) et le progéniteur (PME). 11
régule la quiescence et l’autorenouvellement des CSH mais joue aussi un role de
cytoprotecteur et réduit le taux des especes réactives oxygénées (ROS) dans la cellule au
repos, induisant ainsi sa protection contre les dommages de I’ADN, le vieillissement et la
mutagenese. Le niveau d’expression de p53 diminue au cours de I’hématopoicse afin de
permettre la prolifération des progéniteurs et leur différenciation vers les cellules matures.

IV-3 Régulation de p53

Aussi bien en condition normale qu’en condition de stress, pS3 est soumis a un controle strict
par une large gamme de modifications post traductionnelles (MPT). Ces modifications
incluent : [’ubiquitination, 1’acétylation, la Ser/Thr phosphorylation, la sumoylation et
d’autres modifications en fonction du contexte cellulaire. Plus de 36 acides aminés de pS3 ont
été observés modifiés (Kruse and Gu 2008). Par ailleurs, une publication récente, dans
laquelle des modifications de p53 dans une lignée cellulaire standard ont été analysés par

spectrométrie de masse, a identifié pas moins de 150 MPT différentes de la protéine, ceci
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suggerant que ces modifications sont beaucoup plus étendues et plus complexe que ce qui
avait été précédemment publié (DeHart et al. 2014). Ces modifications jouent un role
important dans la régulation du taux de p53, de son activité, des interactions protéine-

protéine, de sa localisation subcellulaire et dans 1’activation d'autres voies de signalisation.
IV-3-1 Régulation négative par MDM2 et MDM4

En condition normale, le taux de P53, dans la cellule, est maintenu faible en raison de son
ubiquitination et de sa dégradation protéasomale par I’intermédiaire de 1’ubiquitine ligase E3,
MDM?2 (Murine Double Minute2) ou HDM2 pour (Human Double Minute2) (Brooks et Gu
2006) (Ringshausen et al. 2006) (Figure 9A). Les résidus lysine localisés au niveau de la

région C-terminale de p53 (Lys’", Lys>’%, Lys’>, Lys®, Lys** and Lys’ 86

) constituent les
cibles majeures du processus d’ubiquitination (Rodriguez et al. 2000). Néanmoins, il a été
reporté que MDM2 est capable d’ubiquitiner aussi d’autres résidus lysine de la protéine P53
(Krummel et al. 2005). L’augmentation du taux de MDM2 dans la cellule induit la
polyubiquitination de P53 et entraine sa dégradation alors qu’une faible quantit¢ de MDM?2,
induit la mono-ubiquitination de P53 ce qui facilite son export nucléaire (Li et al. 2003).
MDM?2 et P53 agissent dans un boucle de rétrocontrole dans lequel P53 transactive
I’expression du géne MDM?2 et donc maintient ou augmente la quantité de son propre
régulateur négatif (Wu et al. 1993) (Figure 9B). L’augmentation de 1’expression de MDM?2

suite a I’activation de P53 est essentielle pour restaurer le taux homéostatique de P53 apres la

disparition du signal inducteur.

MDM4 (ou MDMX), est un homologue structurel de MDM?2. Bien que MDM4 soit dépourvu
d’activité ubiquitine ligase intrinséque, il est capable de former un dimere avec MDM2 pour
activer 1’ubiquitination et la dégradation de P53 (Linares et al. 2003) et (Gu et al. 2002).
Comme MDM?2, MDM4 peut se lier au domaine de transactivation de P53 et réprimer son
activité transcriptionnelle (Shvarts et al. 1996). Le recyclage de MDM4 et MDM2 se fait par
I’intermédiaire de MDM2 (Chen et al. 2005) (Pereg et al. 2005), mais aussi par d’autres
protéines comme PCAF [p300/CBP (cAMP-response-element-binding protein-binding

protein)-associated factor] (Linares et al. 2007).

Une fois que P53 a effectué son activité transcriptionnelle, MDM2 et MDM4 dissocient les

molécules de P53 liés a la chromatine et recrutent une histone déacétylase qui déacétyle P53
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et les histones proches (Kruse and Gu 2009). MDM?2 peut aussi affecter la structure du
domaine central de P53 inhibant ainsi son interaction spécifique avec I’ADN (Cross et al.
2011). De plus, en favorisant la monoubiquitination de P53, MDM2 peut démasquer un signal
d’export nucléaire sur P53 et provoquer sa translocation vers le cytoplasme (Carter et al.
2007). D’autres ¢études montrent que MDM?2 est capable d’inhiber la traduction de I’ARNm
de P53 indirectement en induisant la dégradation de la protéine ribosomale L26, un activateur
de la traduction de TP53 (Ofir-Rosenfeld et al. 2008) (Biderman et al. 2012). Toutes ces
activités agissent en coordination et en complémentarit¢ afin de maintenir un taux
homéostatique de P53. Ainsi, I’'ubiquitination joue un role majeur pour contrdler la stabilité
de P53, de sa localisation cellulaire et de son activité transcriptionnelle vs non

transcriptionnelle.

IV-3-2 Réle de MDM2 et MDM4 dans I’hématopoiése :

Mdm?2 et Mdm4 sont 2 genes essentiels dans le développement car les souris knock out de
I’un ou de I’autre sont 1étales au stade embryonnaire, indiquant qu’il n’y a pas de redondance
entre ces 2 genes. De plus cette 1étalité est completement abrogée par la délétion de p53. Les
souris KO de Mdm2 meurent avant 1’implantation a cause d’une apoptose massive (Montes de
Oca Luna et al. 1995) (Jones et al. 1995). Les souris KO de Mdm4 meurent également en
cours de gestation a cause de défaut de prolifération. Elles présentent des anomalies du
développement neuronal et de 1’érythropoiése feetale (Parant et al. 2001). En ce qui concerne
les souris doublement hétérozygotes pour Mdm2 et Mdm4, elles présentent également une
1étalité embryonnaire avec des troubles neuronaux ainsi que de 1’hématopoiese en particulier
une hypoplasie de la moelle et une atrophie de la rate et du thymus ainsi qu’une diminution de
toutes les cellules sanguines (Terzian et al. 2007). Enfin, les knock out conditionnels de Mdm?2
ou Mdm4 dans la lignée érythroblastiques montrent que Mdm2 est essentiel pour
I’érythopoiése primitive avec aucune naissance alors que Mdm4 est plutoét impliqué dans la
différenciation érythroblastique définitive (Maetens et al. 2007). A Dinverse les souris

transgéniques Mdm2 ou Mdm4 prédisposent a un certains nombre de cancers en particulier

des sarcomes (Jones et al. 1998) (Xiong et al. 2010).

IV-4 Les mutations de P53 ou les amplifications de MDM2 ou MDM4 dans les cancers

L’altération de p53 est le dénominateur commun de nombreux cancers. En effet, plus de 50%
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des tumeurs humaines présentent des mutations du gene TP53. Plus de 80% des mutations
somatiques et germinales de TP53 sont des mutations faux sens qui conduisent a la synthese
d’une protéine mutée stable qui s’accumule dans le noyau des cellules tumorales (Soussi et
Wiman 2015). Plus de 90% des mutations de 7P53 sont localisées au niveau du domaine
central de la protéine (100 a 300) avec des zones de hot spot. Dans cette région, chaque résidu
a été trouvé muté au moins 5 fois dans différentes tumeurs et plus de 2000 fois pour les
mutants dans les régions de « hot spot » (Leroy et al. 2014) (Soussi 2011). Une étude récente
a montré que 6 mutations « hot spot » sur les résidus (R175, G245, R248, R249, R273 et
R282) de p53 sont classées parmi les 15 mutations les plus observées dans les cancers
humains (Soussi et Wiman 2015). De facon plus générale, les mutants P53 sont toujours
parmi les 10 variants les plus fréquents sauf pour le cancer des reins et les LAM. La
stabilisation et 1’accumulation de la protéine P53 dans les cellules tumorales est une
caractéristique des mutants de P53. Ces mutations sont de 2 types: soit des mutations
affectant ’assemblage de P53, soit des mutations dans les régions de liaison a I’ADN. De
nombreuses études sur des lignées cellulaires tumorales ont montré la présence de mutations
p53 dont la protéine était stabilisée due a une absence totale d’ubiquitination (Li et al. 2011)
(Soussi et Wiman 2015).

Des mutations hétérozygotes et germinales de 7P53 ont aussi été identifiées dans le syndrome
de Li-Fraumeni. Ce syndrome prédispose a une tres grande variété de cancers notamment des
sarcomes musculaires, osseux, des tissus mous, des tumeurs cérébrales, des mélanomes, des

cancers du sein et de facon moins fréquente des leucémies et des lymphomes.

L’amplification des génes MDM?2 et MDM4 ou la surexpresssion de MDM4 a été observée
dans un certain nombre de cancers y compris le cancer colorectal P53-wild type et dans le
cancer de 1’cesophage (Shibagaki et al. 1995) (Forslund et al. 2008). MDM2 est
particulierement surexprimé dans le cancer du sein, les mélanomes et certains sarcomes, alors
que MDM4 est fréquemment surexprimé dans le cancer du sein, les mélanomes et le cancer
colorectal (Li et Lozano 2013) et (Wade et al. 2013). De plus, la quantit¢ de MDM4 semble
avoir un effet sur la sensibilisation aux effets de la chimiothérapie dans les réponses
apoptotiques dépendantes de P53 (Wade et al. 2013) (Yu et al. 2014). La surexpression des
protéines MDM?2 et de MDM4 avec ou sans I’augmentation de nombre de copies est observée
dans les cancers séveres et plus fréquemment dans les tumeurs P53 non mutées (Wade et al.

2013). En plus de I’amplification, les mécanismes transcriptionnels et post-transcriptionnels
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ont été aussi proposés comme pouvant étre a 1’origine de la surexpression des protéines
MDM2 et MDM4 (Fahraecus et Olivares-Illana 2014). Les mutations de TP53 et les
amplifications de MDM?2 sont mutuellement exclusives et ont un intérét particulier dans la

sélection des patient pour le traitement visant a réactiver la P53 (Ito et al. 2011).

IV-5 Les mutations de 7P53 dans les hémopathies malignes

Contrairement aux tumeurs solides, les hémopathies malignes présentent une faible incidence
des altérations du gene TP53 (10%-20%). Les mutations de 7P53 y compris les délétions ont
été observées dans la leucémie lymphocytaire chronique (LLC), le lymphome de la zone
marginale, le lymphome folliculaire et le lymphome diffus large des cellules B. T7P53 est muté
dans 10-20% des cas de LLC, 3-8% des cas de LAM, moins de 3% de LAL et 10-12% des cas
de myélome multiple (MM). Dans les hémopathies malignes, les aberrations du gene 7P53
(mutation ou délétion) sont a un haut risque, associées a un mauvais pronostic et la résistance
au traitement (Pekova et al. 2011) (Nahi et al. 2008) (Agirre et al. 2003) (Avet-Loiseau et al.
1999) (Chng et al. 2007) (Chang et al. 2005) (Reece et al. 2009) (Xu-Monette et al. 2012)
(Preudhomme et Fenaux 1997) (Krug et al. 2002). En effet, la perte de P53 constitue un
marqueur prognostic de la LAM (Oscier et al. 2010).

Dans les NMP, les mutations du géne TP53 sont rares en phase chronique, toutefois cette voie
est tres dérégulée (Nakatake et al. 2012) suggérant qu’elle est importante pour le
développmeent de la maladie. Les mutations de 7P53 sont généralement associées a la
progression vers la myelofibrose et la leucémie aigué secondaire. Il a été montré que certains
patients en phase chronique portent des mutations somatiques de 7P53 durant plusieurs
années représentées avec une faible charge allélique qui augmente rapidement au cours de la
transformation leucémique suite a une perte d’hétérozygotie et un envahissement de
I’hématopoiese par le clone (Lundberg et al. 2014). En revanche, les anomalies de 1’axe
MDM4/P53 sont particulierement fréquentes dans les leucémies post-NMP. En effet il a été
trouvé des mutations de TP53 dans 28% des cas avec 20% de mutations bialléliques
(Harutyunyan et al. 2011). Bien que ces mutations aient pour conséquence des changements
d’acides aminés situés dans le domaine central de P53, elles ne correspondent pas aux 6
résidus retrouvés dans les cancers solides (Harutyunyan et al. 2011) (Rampal et al. 2014).

Enfin, récemment la perte de 7P53 a été montré comme accélérant les NMP dans un modele
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rétroviral de souris surexprimant JAK2V617F et entraine avec une pénétrance élevée une

maladie proche de la leucémie (Rampal et al. 2014).

En présence de TP53 wild-type, d’autres mécanismes peuvent altérer 1’expression et
I’activation de P53. Ces mécanismes impliquent I’augmentation de 1’expression des
régulateurs négatifs de P53 comme MDM2 et MDM4. Chez ’homme la surexpression de
MDM?2 a été observée dans la leucémie lymphocytaire chronique (LLC), le lymphome de la
zone marginale, le lymphome folliculaire et le lymphome diffus large des cellules B, le
lymphome de Burkitt, la LAM, la leucémie aigué lymphoblastique et le myélome multiple
(Xu-Monette et al. 2012) (Preudhomme and Fenaux 1997) (Krug et al. 2002) (Oscier et al.
2010) (Post et al. 2010). Nakatake et al ont montré que la mutation JAK2V617F altere la
réponse de P53 aux dommages de I’ADN via la surexpression de ’antigéne La qui induit la
surexpression de MDM?2 (Nakatake et al. 2012). 1l a été aussi reporté que le taux de MDM?2
est augmenté dans les cellules primaires CD34" de patients PV et que le taux de P53 est réduit
dans les cellules CD34" de patients PV et ceux MFP (Nakatake et al. 2012) (Lu and Hoffman
2012). L’amplification du géne MDM4, conséquence de 1’amplification du chromosome 1q, a
été décrite dans 20% des patients atteints de leucémies secondaires a des NMP (Harutyunyan
et al. 2011). Ainsi, I’amplification de MDM4 est mutuellement exclusive des mutations 7P53,
ce phénomene est aussi observé dans les tumeurs solides (Veerakumarasivam et al. 2008). Au
total, ceci montre que les anomalies de 1’axe P53/MDM4 dans les LAM post-NMP sont tres
fréquentes (50%) et contrastent avec les données sur les LAM de novo dans lesquelles les
mutations de 7P53 sont peu fréquentes. Ceci montre que cet axe est important pour la
transformation des NMP. La surexpression de MDM4 a été€ aussi reportée dans la LLC, qui ne
répond pas ou peu a la Nutline (inhibiteur de MDM2), suggérant ainsi le réle important que
joue MDM4 dans I’inhibition de P53 et par conséquent dans la transformation dans les

systemes hématopoiétiques (Bo et al. 2010).
IV-6 Implication de P53 dans les maladies hématologiques comme les ribosomapathies

Le stress ribosomique résulte d’un défaut de biogenéese des ribosomes ou bien d’un défaut de
fonction des ribosomes. Ceci est la cause de nombreuses maladies hématologiques comme
I’anémie de Blackfan-Diamond (ABD) ou le syndrome 5q- ou d’autres syndromes avec des
atteintes médullaires. Dans toutes ces pathologies, il a ét¢ montré que I’activation de P53 est
en partie responsable des phénotypes. Par exemple dans ’ABD, un certains nombre de genes
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codant pour des protéines ribosomiques sont mutés comme RPLI9 puis RPS24, RPSI17,
RPS10, RPS26, RPS7, RPL5, RPLI1, et RPL35. RPS14 fait partie de la région minima délétée
dans le syndrome 5g-. Des anémies ont été identifiées dans ces deux types de maladies. Le
défaut de RPL19 ou RPSI4 par une stratégie shARN a pour conséquence une élévation de
P53 spécifiquement dans le lignage érythroblastique et induit un défaut de différenciation
(Dutt et al. 2011). Ceci est probablement dii a une interaction forte de MDM2 avec des
protéines ribosomales comme par exemple RPL11 qui empéche la dégradation de p53 (Dutt et
al. 2011). Ainsi la suractivation de P53 dans ce contexte semble étre délétere pour

I’érythropoicse et mime les phénotypes des souris KO Mdm2 ou/Mdm4.

IV-7 Implication de p53 en clinique dans les hémopathies myéloides malignes

Chez I’homme, bien que la moitié des cancers présente une protéine P53 wild-type,
I’expression et les fonctions de celle-ci sont réduites ou abolies par d’autres mécanismes
comme 1’augmentation de 1’expression de 1’oncogéne MDM2 qui est un régulateur négatif de
P53. MDM2 se lie a la région N-terminale de pS3 inhibant son interaction avec la machinerie
transcriptionnelle et induisant sa dégradation protéosomale. Ainsi, I’interaction p53-MDM?2
constitue une cible thérapeutique et ces dernieres années, des efforts importants ont été faits
pour évaluer ’efficacité de I’inhibition de MDM?2 dans le traitement des cancers. Différentes
stratégies ont été identifiées comme les oligonucléotides anti-sens, les ARN interférants, ou
les composés naturels comme le Ginsenoside et le curcumin, capables d’entrainer la
dérégulation négative de MDM?2 (Nag et al. 2014). Actuellement, un grand nombre
d’antagonistes de la liaison MDM?2/P53 a été développé.

IV-7-1 Les petites molécules inhibitrices de I’interaction pS3-MDM?2

Les antagonistes de MDM?2 utilisés dans les essais cliniques sont des inhibiteurs de
I’interaction MDM2-P53 (Figure 11). Le premier produit développé a été la Nutline, une
molécule cis-imidazoline capable de lier et de masquer la poche de liaison de P53 a la
protéine MDM?2 induisant ainsi la stabilisation de P53. La découverte de la Nutline a stimulé
de trés nombreux intéréts pour le développement d’autres petites molécules inhibitrices de
I’interaction P53-MDM2. Jusqu’ici, les études menées sur 1’efficacité de ces drogues dans le

traitement des cancers restent encore a des niveaux précliniques ou en essais cliniques. Les
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petites molécules antagonistes de MDM2, dont P’efficacité a été testée sur des modeles

d’hémopathies malignes, sont la Nutline-3, le MI-219, le RG7112 et le SAR405838.
a. La Nutline

C’est I'une des molécules activatrices de P53 les plus prometteuses (la forme active de la
Nutline est la Nutline-3 et en particulier 1’énantiomere Nutline-3A, alors que 1’énantiomere
Nutline-3B est inactif), antagoniste tres spécifique et non génotoxique de MDM?2 qui
fonctionne comme un compétiteur de I’interaction P53-MDM?2. La Nutline-3 est un analogue
cis-imidazoline qui se lie a MDM2 au niveau de la poche de liaison de P53 inhibant sa
dégradation (Vassilev et al. 2004). Dans des études précliniques, la Nutline-3 montre un grand
potentiel dans le traitement des cancers humains avec une P53 normale (Tovar et al. 2006)
(Xia et al. 2008) (Shangary and Wang 2008). L’efficacité anti-tumorale des Nutlines a été
montrée in vitro, par I’induction de 1’arrét du cycle cellulaire et de I’apoptose, dans différentes
tumeurs solides ainsi que dans des lignées cellulaire leucémiques exprimant une protéine P53
normale (Tovar et al. 2006) et (Kojima et al. 2005). Les résultats des effets de la Nutline-3 sur
la LLC different selon les études, alors que Bixby et al confirment avec des études in vitro
une meilleure réponse des patients atteints de LLC portant un P53 normal (Bixby et al. 2008),
un autre groupe montre dans une étude similaire que I’effet de la Nutline-3 seule était plutot
modeste mais plus efficace en combinaison avec d’autres agents cytotoxiques (Coll-Mulet et
al. 2006). Dans des cellules isolées de patients LAM, la Nutline induit 1’apoptose via
I’activation des protéines pro-apoptotiques de la famille des Bcl-2 et via la perméabilisation
mitochondriale indépendante de la transcription (Kojima et al. 2005). Dans les NMP, il a été
montré que la Nutline-3 d’une part abroge la pousse spontanée de lignées cellulaires
exprimant JAK2V617F (Nakatake et al. 2012) et d’autre part active P53 et déclenche
’apoptose dans les cellules primaires CD34" de patients atteints de PV (Lu et al. 2012). La
méme équipe a reporté que la combinaison d’une faible dose d’interferon Pegylé IFNa 2a
avec la Nutline-3 induit I’apoptose des cellules PV CD34" et inhibe significativement (a 50%)
la formation de colonies d’érythroblastes mutées pour JAK2V617F dans les PV (Lu et al.
2012).

b. Le MI-219

Le MI-219 est un antagoniste de MDM?2 qui appartient a la famille des spiro-oxindoles qui a

été développé par Sanofi-Aventis. Il se lie a MDM?2 avec une affinité 7 fois plus élevée que
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celle de la Nutline-3. En effet, contrairement a la Nutline qui imite 3 résidus clé de P53
impliqué dans la liaison a MDM2 (Phel9, Trp23 and Leu26), le MI-219 imite 4 résidus (Phe
19, Leu22, Trp23 and Leu26) (Shangary, PNAS, 2008). Ces résidus forment une liaison
hydrogene et des interactions hydrophobes plus optimales avec MDM?2 ce qui explique la plus
grande affinité pour MDM2. Le MI-219 et la Nutline-3 ont chacun des potentiels de liaison a
MDM2 500 fois plus important que celui du peptide naturel correspondant a P53 (Mohammad
et al. 2009).

MI-219 active les voies P53 et inhibe sélectivement la prolifération cellulaire dans des lignées
cellulaires avec une P53 normale. L’activité anti-tumorale de MI-219 a été décrite in vitro
pour des cellules provenant de LAM (Long et al. 2010), de LMC (Peterson et al. 2011) et de
lymphome de type B (Sosin et al. 2012). Dans une étude menée sur I’activité anti-tumorale du
MI-219 sur des cellules de patients ou de lignées cellulaires de lymphome, 1l a été montré que
le MI-219 agit en altérant la fonction de MDM?2 et ceci en augmentant son auto-ubiquitination
et sa dégradation. Ceci suggere que les divers inhibiteurs de MDM2 suscitent d’autres
évenements moléculaires qui dépassent la dissociation p53-MDM?2 et qui pourraient €tre

d'une importance thérapeutique (Sosin et al. 2012).

Bien que le MI-219 montre une efficacité anti tumorale in vivo et in vitro et est bien toléré
comme I’a montré I’évaluation de la toxicité chez les animaux, cette drogue n’est pas adaptée
pour le développement clinique. En effet, une activité anti-tumorale complete de MI-219

nécessite une forte dose (300 mg/kg 2 fois par jour).

c. LeRGI1172
RG7112 est une molécule développée par Roche oralement biactive, résistante a I’oxydation.
C’est le premier membre de la famille des Nutlines qui a été évalué cliniquement dans
différentes étapes d’une phase I. L’activation de P53 en réponse a ’administration de

RG7112 a été reportée dans trois études cliniques différentes.

Des études précliniques chez la souris ont montré que 1’administration orale de RG7112 a des
souris nudes portant des xénogreffes de tumeurs humaines entraine une inhibition et une
régression de la tumeur de facon dose-dépendante a des concentrations non toxiques (Tovar et
al. 2013). En revanche, il a été montré que I’administration de RG7112 a des rats et des singes
abouti a une thrombocytopénie sévere avec une diminution du nombre des globules blancs et

dans une moindre mesure du taux d’hémoglobine (Iancu-Rubin et al. 2014). L’activité anti-
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tumorale de RG7112 a été évaluée dans différents essais cliniques de type phase 1 sur des
tumeurs solides et des d’hémopathies malignes (Andreeff et al. 2015), (Patnaik et al. 2015),
(Ray-Coquard et al. 2012). Cependant, les patients traités avec RG7112 montrent une toxicité
majeure hématologique, particulierement, il induit des thrombocytopénies, une toxicité qui

limite I’augmentation de la dose (Ray-Coquard et al. 2012).

Dans des études in vitro, RG7112 réduit la formation des colonies de progéniteurs CFU-GM
et BFU-E des patients atteints de PV de fagcon dose dépendante. De plus, comme en
association avec la Nutline-3, la combinaison de faibles doses de RG7112 avec le Peg-IFNa
2a potentialise significativement le ciblage des progéniteurs hématopoiétiques et des cellules
souches particulicrement ceux porteurs de la mutation JAK2V617F dans les patients atteints
de PV et de MF (Lu et al. 2014). Ceci se faisant a la fois par une induction de la transcription
de P53 et par la stabilisation de la protéine. Ainsi, le RG7112 pourrait étre intéressant a
utiliser en clinique en combinaison avec Peg-IFNa 2a pour mettre en rémission un plus grand

nombre de patients (actuellement d’environ 30%) ou pour accélérer la rémission.

d. Le SAR405838
L’optimisation du MI-219 par Sanofi-Aventis a abouti au développement du SAR405838
(MI-77301), qui est plus de 10 fois plus puissant que le MI-219 pour la liaison a MDM?2 et
donc pour I’activation de P53 (plus forte et plus soutenue) dans les cellules tumorales qui
expriment une protéine P53 normale (Wang et al. 2014). L’¢tude de la structure
cristallographique de !’interaction de cette molécule avec MDM2 montre que, comme la
Nutline, le SAR405838 imite les trois acides aminés essentiels de P53 responsable de
I’interaction a MDM2 (Phel9, Trp23, and Leu26) mais assure en plus d’autres interactions.
En effet, la région N-terminale de MDM2 (résidus 10-18) se replie, ce qui a pour conséquence
d’induire des interactions fortes avec le SAR405838 via les acides aminés Vall4 et Thr16 qui
stabilisent le complexe, et qui ne sont pas normalement impliqués dans [’interaction

physiologique P53-MDM2 (Kussie et al. 1996) et dans I’interaction Nutline-MDM?2.

Le SAR405838 a une bonne stabilité chimique en solution, évitant ainsi le probléme
d’isomérisation associ¢ a certains inhibiteurs de MDM2 de la famille des spiro-oxindoles
comme le MI-888 (Zhao et al. 2013) mais aussi une bonne pharmacocinétique orale chez les

souris, les rats et les chiens (Wang et al. 2014).

73



Les résultats préliminaires ont montré que le SAR405838 induit 1’apoptose et/ ou I’arrét du
cycle cellulaire de facon dépendante de P53 dans différentes lignées cellulaires cancéreuses
wild-type pour p53: RS4;11 (modele de leucémie aigu€), LNCaP (modele de cancer de
prostate), HCT-116 (modele de cancer du colon) mais aussi dans la lignée SISA-1 (modele
d’ostéosarcome) qui est caractérisée par une protéine p53 normale mais par une amplification
du géne MDM?2 (Wang et al. 2014). Cependant, le SAR405838 n’induit aucun effet sur le
I’expression des protéines p21, MDM?2 et PUMA dans les lignées cellulaires avec mutation ou

délétion de TP53.

En ce qui concerne son efficacité anti-tumorale, les études préliminaires ont rapporté que le
SAR405838 montre une forte activité antitumorale dans des modeles murins de xénogreffe de
différents types de tumeurs avec une P53 normale et sans amplification du gene MDM?2. En
effet, cette drogue induit de facon dose dépendante : une régression tumorale complete dans le
modele de xénogreffe de leucémie aigué (RS4;11), une régression tumorale partielle (80%)
dans le modele de xénogreffe de cancer de prostate (LNCaP) et une inhibition complete de la
prolifération tumorale dans le modele de cancer du colon (HCT-116). La régression tumorale
observée correle avec la capacité du SAR405838 a induire une forte apoptose dans les
tumeurs. Ceci a suggéré que SAR405838 pouvait avoir un potentiel thérapeutique dans le
traitement des cancers humains portant une P53 normale et sans amplification du gene
MDM2. En revanche, le SAR405838 a aussi entrainé la régression complete et durable des
tumeurs dans le modele de xénogreffe avec la lignée SISA-1. Sachant que celle ci présente
une amplification du gene MDM?2, le SAR405838 pourrait également contrecarrer de grandes
quantités de MDM?2 probablement du a la puissance de la molécule. Il est a noter qu’a la fois
le MI-219, la Nutline-3a et le RG-7112, ont échoué a induire une régression tumorale

complete dans ce modele.

Grace a ces résultats, le SAR405838 a été sélectionné pour le développement clinique et est
actuellement en essais clinique de phase I. Comme pour le RG7112, le SAR405838 montre

une toxicité hématopoiétique avec thrombocytopénie réversible (Wang et al. 2014).

Cependant, récemment, une étude a montré que les lignées cellulaires de leucémie aigué
(RS4;11 et MV4;11), traitées par le SAR405838 in vivo ou in vitro sont devenues résistantes
au traitement en raison d’acquisitions de mutations de 7P53 (Hoffman-Luca et al. 2015). Ce

phénomene a été€ déja observé avec la Nutline-3. En effet, des lignées cellulaires cancéreuses
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traitées longtemps avec la Nutline-3 ont acquis des mutations inactivatrices de 7P53 qui ont

rendu la P53 non fonctionnelle et ont par conséquent induit une forte résistance a la drogue

(Aziz et al. 2011) (Michaelis et al. 2011). L’étude de cette résistance in vivo (xénogreffe) et in

vitro (culture cellulaire) en utilisant la lignée cellulaire SISA-1 comme modele suggere que

les mécanismes d’acquisition de la résistance pour une méme drogue peuvent &tre tres

différents entre in vivo et in vitro (Hoffman-Luca et al. 2015).
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Figure 11: Régulation de P53 par les antagonistes de MDM2. En présence d’un
antagoniste de MDM2 celui-ci mime la liaison de P53 a sa poche au niveau de MDM?2 via des
résidus clé et inhibe I’interaction P53-MDM?2 induisant ainsi la stabilisation de P53 et son

activité transcriptionnelle.
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OBJECTIFS DU TRAVAIL:

Le laboratoire au sein duquel j’ai effectu¢ ma thése travaille sur I’hématopoie¢se normale et
pathologique en particulier des néoplasmes myéloprolifératifs. Ainsi, je me suis centré sur la
fonction de deux suppresseurs de tumeurs TET2 et TP53 dans le contexte des cellules

hématopoiétiques.
Les objectifs principaux de ma these ont été de deux ordres :

Le premier objectif a consist¢é a étudier P'impact de la génération des 5-

hydroxymethylcytosine (5-hmC) sur ’instabilité génétique.

TET?2 est une déméthylase qui convertit consécutivement les 5-methylcytosine (5-mC) en 5-
hydroxymethylcytosine (5-hmC), 5-formylcytosine (5-fC), et 5-carboxylcytosine (5-caC).
TET?2 induit, ainsi, la déméthylation active et la substitution des 5-fC et 5-caC par une
cytosine non modifiée via la voie d’excision de bases (BER) initiée par la thymidine ADN
glycosylase (TDG). La réparation des bases modifiées via la voie BER induit la génération
d’intermédiaires de réparation comme les sites apuriniques/apyrimidiques (AP) et les cassures
simple brin qui sont mutagenes et génotoxiques pour la cellule. Ainsi, nous avons étudié
I’effet des 5S-hmC sur la progression du cycle cellulaire, I’instabilité chromosomique et des

centromeres ainsi que sur la mutagenese en présence de Tdg ou non.

Le second objectif a consisté a étudier le role de la stabilisation de P53 par des

antagonistes de MDM?2 dans I’hématopoiese.

P53 est un suppresseur de tumeur strictement régulé in vivo. Dans la cellule au repos, p53 est
peu exprimé a cause de son ubiquitination par MDM2 et de sa dégradation par la machinerie
proteosomale 26s. En revanche, en réponse a des stress cellulaires, P53 est stabilisé et activé
suite a la dégradation de MDM2. Chez I’homme, TP53 est muté dans la moitié des tumeurs.
Dans I’autre moiti€, son activité est altérée, entre autre, par la surexpression de son régulateur
négatif MDM2. Ainsi, la réactivation de p53, par altération de I’interaction p53-MDM2 dans
les tumeurs qui expriment une protéine p53 normale constitue une approche thérapeutique.
Cependant, 1’évaluation clinique des drogues utilisées a cette fin a révélé une cytotoxicité
hématopoiétique caractérisée surtout par une thrombocytopénie sévere. Dans ce contexte,
nous avons étudié, en utilisant différents antagonistes de MDM?2, en particulier le

SAR405838, I’effet de la stabilisation de p53 sur la survie et la différenciation cellulaire au
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cours de 1’hématopoic¢se y compris sur les stades précoces et tardifs de la différenciation

mégacaryocytaire.
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RESULTATS



RESULTATS 1:

La surexpression de TET2 et ’augmentation consécutive des 5-
hmC induit une instabilité génétique et augmente la mutagenese

en absence de Tdg
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Contexte et objectifs du travail :

TET?2 est un suppresseur de tumeur qui est impliqué dans la déméthylation active de la
cytosine méthylée. Le geéne TET2 comprend 11 exons sur 150kb et est exprimé de facon
ubiquitaire. La protéine TET2 appartient a une famille de trois membres dont TET1 et TET3.
Les protéines de la famille TET (TET1, 2 and 3) partagent deux régions treés conservées, une
au centre de la protéine et I’autre a I’extrémité C-terminale. Cette derniere région présente la
structure en double chaine d’hélice B (DSBH) des oxygénases dépendante du Fe(Il) et de
I’oxoglutarate (20G) qui catalyse la conversion de la 5-methylcytosine (5-mC) dans I’ADN
en 5-hydroxymethylcytosine (5-hmC) (Ko et al. 2010) (Tahiliani et al. 2009). Les 5-hmC ont
été principalement identifiées dans les cellules souches embryonnaires et le cerveau
(Tahiliani et al. 2009) (Kriaucionis and Heintz 2009), mais elles sont présentes dans tous les
types cellulaires. Les 5-hmC peuvent étre déaminées par les cytidines déaminases de la
famille AID/APOBEC pour générer les 5-hydroxymethyluracil (5-hmU) qui sont a leur tour
excisées par la thymidine DNA glycosylase (TDG) mais aussi par les protéines methyl-
binding protein 4 (MBD4) et single-strand specific monofunctional uracil-DNA glycosylase 1
(SMUGT1) (Cortellino et al. 2011) (Morera et al. 2012) et ensuite substituée par une cytosine
non modifiée via la voie de réparation par excision de base (BER) (Krokan et Bjoras 2013).
Les protéines TET oxydent itérativement les résidus 5-hmC en 5-formylcytosine (5-fC) and 5-
carboxycytosine (5-caC) (He et al. 2011) (Ito et al. 2011). Ces métabolites sont moins
abondants que les 5-hmC dans le génome. Ceci est du au fait qu’elles sont générées de facon
moins actives et sont pris en charge par des enzymes spécifiques comme TDG et
d’éventuelles décarboxylases et déformylases (Wu and Zhang 2014). Récemment, il a été
reporté que les protéines TET hydroxylent la thymine en 5-hmU (Pfaffeneder et al. 2014).
Chez I’homme, TDG excise avec haute efficacité les résidus 5-fC, 5-caC et 5-hmU dans le
contexte CpG, ce qui montre I’implication directe du BER dans le mécanisme de
déméthylation active de ’ADN et qui fait intervenir les protéines TET/ AID ou APOBEC (He
et al. 2011) (Maiti et Drohat 2011).

Dans ce contexte, la question qui se pose est de savoir si les processus de 1’élimination
active des 5-mC et leur substitution par des cytosines non modifiées et qui impliquent les
protéines TET et les protéines de la voie BER ne pourraient pas avoir un impact sur la
stabilité génomique de la cellule. En effet, cette déméthylation active est accompagnée de la

génération d’intermédiaires de la réparation de ’ADN qui peuvent étre mutagénes et
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génotoxiques comme les bases oxydées et déaminées, les sites abasiques, les cassures simple
brin et I’implication d’une ADN polymérase B dite « infidele ». Ainsi, 1’objectif de ce projet
est d’¢étudier le role des 5-hmC générées par TET2 sur I’instabilité génétique et la mutagénese

(Figure 12).

.
5hmC 5fC ‘| n
ofC 5caC
iy Instabilité génomique
+ i Bases déaminées — et
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ot
Spal ———s AP 1 Sites AP
5hmU ——— AP

Figure 12 : Hypothese du projet. TET2 induit la conversion des 5-mC en 5-hmC puis en 5-
fC et 5-caC. Les 5-hmC sont ensuite déaminées par les déaminasse de la famille des
AID/APOBEC en 5-hmU. Les 5-hmU, 5-fC, 5-caC sont des métabolites reconnus et excisés
par TDG. La surexpression de TET2 pourrait induire ’augmentation de ces bases modifiées,
des sites apurinique/apyrimidique (AP) et des cassures de I’ADN conduisant a une instabilité
génétique. L’absence de TDG pourrait induire 1’accumulation des bases modifiées (5-hmU,
5-fC et 5-caC) et étre a I’origine d’une augmentation de la mutagenese.

Résultats :

Pour répondre a cette question, nous avons construit des lignées cellulaires de souris
(Ba/F3-EPOR) et humaine (UT-7) exprimant des vecteurs inductibles par la doxycycline
codant pour TET2 sauvage (TET2 WT), ou un mutant catalytique tronqué au niveau du résidu
1514 (TET2*) ou bien un deuxieme mutant catalytique avec deux mutations ponctuelles
H1382Y et D1384A (TET2HxD). L’expression au niveau transcriptionnel (ARNm) et

protéique de TET2 a été vérifié pour chacune des lignées. Nous avons ensuite confirmé
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I’élévation des 5-hmC par dot blot a 1’aide d’un anticorps dirigé contre les 5-hmC, en
présence de la surexpression de TET2 WT. En revanche les mutants catalytiques ne

présentent pas d’effet sur le niveau des 5-hmC.

Nous avons ensuite étudié 1’effet de TET2 et de I’augmentation des 5-hmC sur la
progression du cycle cellulaire. Il apparait aprés marquage au Hoechst que la surexpression de
TET?2 induit un ralentissement du cycle cellulaire avec une augmentation des cellules en
phase G1 et début de la phase S. Ceci a été observé uniquement en présence de la
surexpression de TET2 WT a la fois dans les cellules UT7 et Ba/F3 mais pas avec les
mutants. Ces résultats ont été confirmés dans les cellules Ba/F3 par une technique
d’incorporation au BrdU qui mesure précisément les cellules qui rentrent en phase S. Ainsi
nous avons pu préciser que la surexpression de TET2 WT induit deux points de controles : un
en G1/S et un autre a ’intérieur de la phase S qui peuvent refléter un ralentissement du cycle
cellulaire. Cette dérégulation de la progression du cycle cellulaire n’était pas associée avec

diminution de la prolifération cellulaire ou avec 1’apoptose.

Suite a ces résultats, nous avons étudié I’impact de 1’augmentation des 5-hmC induite
par TET2 sur I’instabilité¢ des chromosomes dans les cellules Ba/F3. Nous avons trouvé une
aneuploidie accrue significative en présence de la surexpression de TET2 WT en comparaison
avec les cellules controles ou les mutants catalytiques de TET2. Cette aneuploidie n’était pas
associée a une augmentation des échanges de chromatides sceurs qui est le résultat du
mécanisme de recombinaison homologue. Nous avons aussi vérifié le nombre de centrosomes
en métaphase dans ces lignées, par immunofluorescence en utilisant un anticorps anti-y-
tubuline, et nous avons observé que I’instabilité chromosomique détectée dans la lignée TET2
WT est corrélée a une instabilit¢ du nombre de centrosomes. Aucune aberration

centrosomique n’a été observée dans les cellules contrdles ou les mutants TET2HxD.

Afin de rechercher d’éventuels dommages de type cassure des brins de I’ADN et qui
pourraient expliquer le phénomene observé, nous avons regardé le niveau de la protéine y-
H2AX phosphorylé (y-H2AX) par western blot ainsi que la présence des foyers y-H2AX dans
les cellules par immunoflorescence, en utilisant un anticorps spécifique. Aucune différence

n’a été observée dans les cellules TET2 WT par rapport aux cellules controles.

Comme les 5-hmC sont réparées et substituées par une cytosine non modifiée via le

mécanisme de BER initié par la DNA glycosylase TDG (Figure 12), nous avons étudié
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I’impact de la surexpression de TET2 WT et de I’augmentation des 5-hmC dans la cellule en
absence de TDG en utilisant des fibroblastes embryonnaires murins (MEF) invalidés pour 7dg
(tdg-/-). Nous avons, étudié la mutagenése spontanée au niveau du locus NA*/K*ATPase dans
les MEF Tdg KO en présence de TET2 WT. Les colonies mutantes ont été sélectionnées par
’ouabaine au bout de six générations, amplifiées et I’ADNc du géne NA"/K" ATPase a été
séquencé. Nous avons trouvé que la surexpression de TET2 WT n’induit aucun effet sur la
mutagenese spontanée dans les MEF. Par contre, la fréquence de mutagenese spontanée
augmente de 3 fois dans les MEF Tdg KO en absence de TET2 WT et de 5 fois en présence
de la surexpression de TET2 WT. Le spectre de mutagénese montre surtout des transitions
C>T, particulierement au niveau des sites CpG. La technique de hMedip réalisée dans les
cellules MEF en absence ou en présence de TET2 WT, montre un enrichissement en 5-hmC

au niveau des sites des mutations ou juste a proximité.
Discussion et perspectives:

Cette premicre partie, visait a étudier I’effet des 5-hmC sur D’instabilité génétique.
Nous avons trouvé que la surexpression de TET2 WT induisait 1’altération de la progression
du cycle cellulaire qui était associée a une aneuploidie et a une instabilité centrosomique. Ce
phénomene est observé uniquement dans les lignées cellulaires qui surexprimaient TET2 WT
et pas des mutants catalytiques TET2* et TET2HxD. Ceci montre que ce phénomene dépend
de I’activité catalytique de TET2 et est la conséquence de I’augmentation du taux des 5-hmC
dans la cellule. Nous pensons que le ralentissement du cycle cellulaire est dfi a I’accumulation
des 5-hmC qui au cours de la réplication pourraient induire 1’arrét transitoire de la machinerie
transcriptionnelle afin de permettre la réparation de ces métabolites considérés comme des
bases modifiés. Nous n’avons pas détecté d’apoptose ou de sénescence ce qui suggere que la
phase G2/M a été accélérée. Il serait important de synchroniser les cellules en phase GO et
d’étudier les effets de la surexpression de TET2 sur I’entrée en phase S. D’autre part,
I’augmentation des 5-hmC pourrait aussi affecter I’expression des génes responsables de la
régulation du cycle cellulaire. Le ralentissement du cycle cellulaire pourrait aussi €tre du a la
présence de TDG au niveau des sites abasiques générés apres 1’excision des thymines et de
’uracile, puisqu’il a déja été montré que la surexpression de TDG induit un ralentissement de
la phase S du cycle cellulaire (Hardeland et al. 2007). Ainsi, la surexpression de TET2 WT
pourrait  stabiliser TDG et prévenir sa dégradation. De plus, [instabilité

chromosomique/centrosomique que nous avons observée en présence de TET2 WT n’était pas
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associée avec une augmentation des échanges de chromatides sceurs (ECS). Les ECS sont le
résultat du mécanisme de recombinaison homologue induit par les cassures double brins de
I’ADN. En plus, I’absence de modification de y-H2AX dans les cellules en présence de TET2
WT montre que ce mécanisme de réparation n’est probablement pas dérégulé. Pour mieux
comprendre les mécanismes a 1’origine des aberrations chromosomiques et centrosomiques
observées, il serait intéressant d’étudier les niveaux des protéines kinases qui régulent le cycle
des centrosomes comme les kinases Aurora A/B. L’absence d’apoptose et de sénescence
suggere que dans les cellules qui surexpriment TET2 WT, les 5-hmC et ses dérivés (5-fC, 5-
caC et 5-hmU) générés par TET2 et AID (Cortellino et al. 2011) ; (He et al. 2011) ; (Ito et al.
2011) et pris en charge par TDG ne sont pas cytotoxiques et induisent un phénotype

transitoire probablement du fait de la dégradation rapide de TET2 dans ces cellules.

Ces résultats ont été confirmés dans la deuxieme partie de ce travail. En effet, en
absence de TDG, la surexpression de TET2 induit I’augmentation de 5 fois de la mutagenese
spontanée au niveau du locus Na'/K* ATPase. L’analyse du spectre de mutations montre
surtout une augmentation de la transition C->T dans un contexte CpG. Ceci pourrait étre
expliqué par le fait que les 5-hmC sont déaminées en 5-hmU qui sont substituées par une
Thymine en absence d’une réparation efficace dans les MEF TDG KO (Figure 13). Pour
confirmer cette hypothése, nous avons montré, par hMedip, ’accumulation des 5-hmC au
niveau des séquences mutées. Ces résultats suggerent que les 5S-hmU, 5-fC et 5-caC, générées
par la surexpression de TET2 induisent un phénotype mutateur en absence de TDG. La
différence de phénotype mutateur obtenu dans les cellules des souris KO TDG portant le
locus reporter « Big Blue » peut étre expliquée par le fait que TDG est impliqué dans la
réparation des aberrations de méthylation de novo de ’ADN (Cortazar et al. 2011). Le gene
Na'/K" ATPase étant un gene fortement exprimé de fagon ubiquitaire pourrait étre plus

soumis a cette régulation.

CG—>5mCG ——>5hmC:G——s5hmU.G—> 5-hmU: A —> T:A
A A A A
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DNMT: TE Machinerie de la
@ TET% réplication
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Figure 13: Mécanismes aboutissant a la transition C->T apres méthylation des cytosines.
Les DNMTs méthylent les cytosines au niveau du carbone en position 5 pour générer les 5-
mC. Au cours du processus de la déméthylation active, les 5-mC sont hydroxylées par les
protéines TETs en 5-hmC. Les 5-hmC sont ensuite déaminées et donnent des 5-hmU. En
absence de TDG les 5-hmU non réparées s’apparient en face des adénines (A) Au cours de la
réplication. Finalement les 5-hmU mésappariées sont remplacées par des thymine (T)
aboutissant a une transition A:T.
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ABSTRACT (207 words)

The family of Ten-Eleven Translocation (TET) proteins is implicated in the process of active
DNA demethylation and thus in epigenetic regulation. TET1, 2 and 3 proteins are oxygenases
that can hydroxylate 5-methylcytosine (5-mC) into 5-hydroxymethylcytosine (5-hmC) and
further oxidize 5-hmC into 5-formylcytosine (5-fC) and 5-carboxylcytosine (5-caC).
Moreover, TET proteins can also oxidize thymine into 5-hydromethyluracil (5-hmU).
Alternatively, 5-hmC residues could be further converted into 5-hmU by the activation-
induced deaminase (AID). Resulting 5-hmU, 5-fC and 5-caC residues opposite to guanine are
removed and replaced by regular cytosine in the base excision repair (BER) pathway. The
question arises whether active modification of SmC residues and their subsequent elimination
could affect the genomic DNA stability. Here, we generated two inducible cell lines (Ba/F3-
EPOR, and UT7) overexpressing wild-type and/or catalytically inactive human TET2 proteins.
TET2 induction resulted in an increased level of 5-hmC and a cell cycle defect associated
with chromosomal and centrosomal abnormalities. Furthermore, the TET2-mediated increase
of 5-hmC induces mutagenesis characterized by GC->AT transitions in a CpG context in a
thymine-DNA glycosylase (7dg) deficient context, suggesting a mutagenic potential of 5-
hmU, 5fC and/or 5-caC. Altogether, these data suggest that tight control of TET2 protein as
well as 5-hmC residue and its derivatives is required to avoid genetic and chromosomal

instabilities.



Introduction

The family of TET proteins (TETI, 2 and 3) was first discovered as a result of the
identification of the TET! gene as an MLL fusion partner in the translocation t(10;11)
(922;923) in a leukemia (1). Later, TET2 mutations were identified in both myeloid and
lymphoid hematological malignancies (1). More recently, it was shown that TET/ expression
was downregulated in non-Hodgkin B cell lymphoma (2). All three TET proteins share a
conserved region at the C-terminus of the proteins corresponding to double sheet B-helix
(DSBH) domain. Through this catalytic domain, TET proteins belong to 2-oxoglutarate-
(20G) and Fe(Il)-dependent oxygenases that can convert 5-methylcytosine (5-mC) into 5-
hydroxymethylcytosine (5-hmC), and subsequently convert 5-hmC into 5-formylcytosine (5-
fC) and 5-carboxylcytosine (5-caC), which are less abundant than 5-hmC in the genome (3.4).
Moreover, TET proteins can also oxidize thymine into 5-hydroxymethyluracil (5-hmU) (5).
Even if it is still a matter of debate, 5-hmC could be deaminated by cytidine deaminases
(AID/APOBEC family) to generate 5-hmU, which in turn is excised mainly by the thymine-
DNA glycosylase (TDG), the methyl-binding protein 4 (MBD4) and the single-strand specific
monofunctional uracil-DNA glycosylase 1 (SMUGI1) and then replaced by regular cytosine in
the base excision repair (BER) pathway (6,7). Altogether, this pathway leads to active DNA
demethylation.

The TET proteins are critical enzymes involved in the differential gene expression (10,11).
They are implicated in the development and pluripotency of embryonic stem (ES) cells (8).
Notably, the Tet proteins are differentially expressed among different tissues. The 5-hmC are
abundant in embryonic stem (ES) cells and adult neurons reaching 15-40% of 5-mC, but they
are present in all cell types at lower rates (1-5% of 5-mC) (3,9).

TDG can excise with high efficiency 5-fC, 5-caC and 5-hmU residues in a CpG context,

suggesting direct involvement of BER in active DNA demethylation (4,6). It has been shown



that Tdg knockout mice are embryonic lethal due to aberrant de novo DNA methylation of
CpG islands in the promoters of developmental genes, which results in failure to establish
and/or maintain cell type-specific gene expression programs during embryonic development
(6,12). The nuclear fraction of TDG associates tightly with euchromatin and binds to the CpG
rich promoters of transcribed genes including the pluripotency and developmental genes (12).
It was suggested that TDG scans the CpG sites for mismatches and regulates gene expression,
either by protecting CpG from de novo DNA methylation, or via interaction with chromatin
and transcription factors.

In light of these observations, the question arises concerning the control of genome
stability during the process of active erasure of 5-mC residues via TET2-mediated cytosine
modifications and TDG-mediated BER, since the generation of highly genotoxic and
mutagenic DNA repair intermediates such as AP (apurinic/apyrimidinic), DNA strand breaks,
oxidized and deaminated cytosine residues and the involvement of an "unfaithful" DNA
polymerase 3 for DNA re-synthesis. Therefore, the aim of this work was to study the possible

role of TET2-mediated increase of 5-hmC level in the genetic instability and mutagenesis.



Material and methods

Cell lines

The murine, pro B Ba/F3-EPOR cell lines were cultured in DMEM medium (Invitrogen,
Thermo Fisher, Illkirch, France) complemented with 10% FBS (Stem Cell Technologies) and
1 U/mL EPO. The human UT-7 megakaryoblastic cell lines were cultured in MEM medium
(Invitrogen), complemented with 10% FBS and 10ng/mL GM-CSF (gift from Amgen,
Thousand Oaks). Mouse embryonic fibroblasts (MEF) WT and MEF tdg” cell lines were

obtained from Dr. P. Schar (12) and cultured in DMEM with 10% FBS.

Quantification of 5-hmC

5-hmC was quantified using dot blot assays with an anti-5-hmC antibody (Active Motif).

Gene expression analysis
Specific primers were used as described in Table S1. All genes were expressed relatively to

PPIA or HPRT or B2microglobulin.

Cell cycle analysis

S phase analysis was performed by using an "APC BrdU flow kit" from BD (Beckton
Dickinson). Cells (10%) were induced for 24 h with doxycycline then incubated for 30 min in
the presence of bromodeoxyuridine (BrdU) (10uM). Cells were washed, fixed, permeabilized
for 30 min. Cells were then treated with DNase (300ug/ml) for 1h at 37°C, washed and
stained with an anti-BrdU antibody and 7-AAD. Analysis were performed with a BD

FACSCanto II (BD)



Chromosomes and Sister chromatid exchange assay

A total of 3.5 x 10° cells were seeded in a 24-well plate containing 4 pg/mL BrdU. After 2
cell divisions in the presence of BrdU (30 hours), colcemid (Sigma-Aldrich) (0.5 pg/mL) was
added for 2 hours. Cells were washed, trypsinized, collected, and centrifuged. Cells were
resuspended in 10 mL of 0.075M of KCIl and incubated for 15 minutes at 37°C. Before
centrifugation, 100 uL of methanol-acetic acid (3:1) was added. The pellet was then fixed and
incubated overnight at 4°C. Cells were then centrifuged, washed with fresh fixative solution,
and dropped onto wet slides. The slides were covered for 20 minutes with 10 pg/mL of
Hoechst nucleic acid stain 33258 (Sigma-Aldrich) and subsequently incubated in a solution of
(2X) sodium saline citrate twice, pH 6.3, for 2 hours under ultraviolet light. The slides were
plunged into sodium saline citrate twice, pH 6.3, at 60°C for 15 minutes, and stained with

1.5% Giemsa.

Mutagenesis measurements

At least 5 to 6 independent cultures were plated and cultured to confluence. Cells were
counted. One part was used for plating efficiency. The remaining cells were plated and the
mutant colonies were selected with 2 mM ouabain. The number of ouabain-resistant clones
was used to calculate the mutagenesis frequency. The rate of mutagenesis per cell per
generation and the rate of mutagenesis per locus per generation were calculated using the

fluctuation analysis of Luria and Delbriick and Capizzi and Jameson.

Constructs and viral particles production
The ¢cDNA coding for GFP-fused full-length TET2 was cloned into doxycycline inducible
lentiviral vectors pSIN TRE hPGKRTTA2S M2. Site-directed mutagenesis was done to

generate GFP-fused TET2HxD ([H1382Y][D1384A]) or TET2* ([L1514*]) lentivirus



particles were produced. Cells were transduced and sorted for GFP in the presence of

doxycycline (2ug/mL), on BD influx sorter.

hMeDIP experiment

hMeDIP reactions were performed using hMedip kit according to the manufactor’s protocol
(Active Motif). hMeDIP samples and input were analyzed by qPCR, with specific primers
(Table S1) using the Power SYBR Green PCR Master Mix (Invitrogen). Fold enrichments

were calculated by comparing ChIP samples to genomic DNA control and IgG.



Results and Discussion

Generation of doxycyclin inducible TET2-overexpressing cell lines

We generated two growth factor-dependent cell lines the human megakaryoblastic UT-7 and
the murine B cell Ba/F3-EPOR cell lines that overexpress doxycycline-inducible TET2 with
N-terminal fusion GFP constructs using different lentiviral vectors encoding either TET2 WT,
TET2* (truncated form of the protein at the aminoacid residue L1514) or TET2HxD
(mutations leading to change in the 1382 and the 1384 aminoacid residues) (3) (Figure 1A).
The expression of TET2 constructs was verified at both mRNA using qRT-PCR and protein
levels by western-blotting with anti-TET2 or anti-GFP antibodies (Figure 1B and C). We
checked the enzymatic activity of TET2 constructs in the different cellular models by
analyzing 5-hmC by dot-blot. As shown in Figure 1D, overexpression of TET2 WT induced
by doxycycline resulted in a strong increase in 5-hmC content of the cells, whereas no
increase was observed after overexpression of TET2* and TET2HxD mutants. These results

are consistent with previous findings (3).

Impact of TET2-induced 5-hmC on cell cycle

Next, we examined the cell cycle distribution in cells overexpressing TET2 by Hoechst
staining. As shown in Figure 2, we observed a significant difference in the cell cycle
distribution with an increase in number of cells accumulating between G1 and early S phase
in both UT7 and Ba/F3-EPOR cells overexpressing TET2 WT while TET2* or TET2HxD
overexpression did not alter cell cycle (Figure 2A and B). Since G1 and S were difficult to
differentiate in these experiments, we further investigate the S phase with a more sensitive
technique by performing a 30 min pulse BrdU/7-AAD staining in TET2 overexpressing
Ba/F3-EPOR cells. In fact, we found that TET2 WT overexpression induced a strong

inhibition of cells in S phase and especially in late S phase, whereas no effect was found in



TET2* or TET2HxD Ba/F3-EPOR cell lines (Figure 2C). These results indicate that
overexpression of TET2 induces an accumulation of cells in G1 and not in S as found with
Hoechst labeling alone. Unexpectedly, this deregulation of the cell cycle was not associated
with decreased cell proliferation or apoptosis (not shown), suggesting that G2/M phase could
be accelerated or that the effects of the TET2 induction was transient due to a subsequent
degradation of TET?2.

Altogether, these results suggest that TET2-induced 5-hmC may be involved in the delay of
both the S phase entry and the S phase progression leading to accumulation of cells in late G1
or early S phase. This cell cycle delay could be linked to the generation of 5-hmC residues
which: (i) might perturb DNA replication; or (ii) may activate G1-S and intra-S checkpoints;
or (iii) could be further converted into 5-hmU, 5-fC, 5-caC residues and then into genotoxic
DNA repair intermediates such as AP sites and DNA strand breaks generated by TDG-BER,
and oxidized and deaminated cytosine residues generated by TETs and AID (6,13,14).
Increased level of 5-hmC residues might also indirectly affect cell cycle by affecting

expression of genes responsible for DNA replication or elongation or damage responses.

Impact of TET2-induced 5-hmC on chromosomal instability

Since TET2 overexpression affects cell cycle, we tested if increased TET2 level could induce
chromosomal and centrosomal abnormalities. As shown in Figure 3A, a significant increased
number of aneuploid cells was observed in Ba/F3-EPOR-TET2 WT as compared to control
cell lines and TET2* cell line. However, we did not observe a significant impact of TET2
overexpression on sister chromatid exchange (SCE), which occurs as a result of homologous
recombination during DNA replication induced by strand breaks and DNA damage (Figure
3B). We checked the number of centrosomes in mitosis of the different cell lines by

immunofluorescence using an anti—y-tubulin antibody (Figure 3C and D) and found abnormal



centrosome numbers in TET2 WT overexpressing cells (10%) but not in TET2 HxD (5%) as
compared to control cells lines (2%).

These results show that TET2-mediated formation of 5-hmC in DNA induces genomic
instability with impairment in the numbers of centrosomes associated with great aneuploidy
without augmentation in SCE. This phenomenon could be related to a DNA replication defect
caused by increased level of the TET2 protein and 5-hmC residues, which in turn could
initiate TDG-mediated removal of modified cytosines. It was shown that overexpression of
TDG leads to a delay in S phase possibly due to the inability of TDG to dissociate from AP
sites generated after excision of mismatched T and uracil residues which would cause DNA
replication block (15). Based on these observations, we may speculate that TET2
overexpression and increased 5-hmC levels stabilize the TDG protein in S phase, thus
counteracting cell cycle controlled ubiquitylation and proteasome degradation of TDG. In
agreement with our data, recent work of Nakatani et al. reported an impaired DNA replication
and abnormal chromosome segregation of maternal chromosomes in Stella” embryos in a
Tet3-dependent manner (16). Activation of CHK2 and P53 and subsequent y-H2AX have
been also shown to be increased with Tetl catalytic domain (17). Alternatively, changes in
methylation may be by itself responsible for genomic instability as genomic hypomethylation
in Dnmtl hypomorphic mice induces aggressive T-cell lymphomas with a high chromosomal

instability (18).

Impact of TET2-induced 5-hmC on mutagenesis

To further substantiate the role of TET2 in genome stability, we examined the spontaneous
mutagenesis at the Na'/K'-ATPase (d4tplal) locus in the MEFs Tdg™" and Tdg”
overexpressing or not TET2 WT protein allowing monitoring point mutations (Figure 4A and

B). Spontaneous mutagenesis was calculated by fluctuation analysis with 10® cells per test.
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We found that in 7dg™" MEF, the TET2-catalyzed activity had no effect on the spontaneous
mutation rate suggesting that 5-hmC residues are not mutagenic per se. However, 5-hmC can
be converted into 5-hmU, 5-caC or 5-fCa, which are then processed by Tdg in the BER
pathway. We observed a 3-fold increase in the frequency of spontaneous mutagenesis in the
Atplal locus of Tdg” MEF cells (without TET2 overexpression) (Figure 4C) with respect to
WT MEF. However, a previous work that compared the phenotypes of Tdg and Mbd4
knockout MEFs demonstrated that TDG did not impact mutation frequencies in a Big Blue
transgenic 7dg”~ MEF whereas Mbd4~ MEF exhibited higher spontaneous mutation rate as
compared to WT MEFs (12). The phenotypic differences could be explained by the fact that
Atplal is a housekeeping gene involved in homeostasis of Na” and K', which is constitutively
expressed. Given the association of Tdg with transcribed genes (19), we may propose that the
gene coding for the Atplal interacts with Tdg to counteract aberrant de novo DNA
methylation.

A further 5-fold increase in mutation frequency was observed when 7dg”™ MEF
overexpressed TET2 WT (Figure 4C). The mutagenesis spectrum was analyzed after
sequencing the Atplal cDNA in the mutant clones. We observed an increase in GC->AT
transition in 7dg”~ MEF overexpressing TET2 WT cells as compared to control 7dg” MEF at
the expense of GC->CG transversion (Figure 4D), particularly at CpG sites (9/21 clones,
43%) (Figure 4E). This result may indicate an increased conversion of 5-hmC to 5-hmU via
deamination with following 5-hmU to T base substitution in absence of TDG or inefficient
repair of 5-hmU. Nevertheless, it is unlikely that TET2-mediated oxidize thymine into 5-hmU
would be mutagenic unless 5-hmU might initiate the involvement of long-patch BER or
translesion synthesis in which the mutagenesis outcome may depend on the polymerase
involved.

In order to examine the presence of 5-hmC residues at mutated loci, we performed hMedip on

11



DNA from MEF overexpressing or not the TET2 WT protein in 2 regions of Atplal (exon 4
and 17). As expected, we observed a great enrichment of 5-hmC residues in TET2
overexpressing cells in the above regions, further confirming the presence of 5-hmC at the
mutation sites or in close proximity to them (Figure 4F).

These results suggest that 5-hmU, 5-caC and 5-fC generated by overexpression of TET2 in
Tdg” cells may be responsible for mutagenic phenotype of 7dg”~ MEF. Altogether, we
observed the involvement of TDG-BER in the removal of TET2-generated genotoxic
intermediates in locus specific manner. In agreement, it has been demonstrated that loss of
TDG in tumor cells of mismatch repair deficient patient resulted in high number of base
substitution mutations providing the first in vivo evidence for the role of TDG in mutation
prevention (20). Therefore, we may hypothesized that the C->T mutagenesis occur either
during aging and in cancers when BER is less efficient or following oxidative stress that may
saturate the repair enzymes involved in removal of oxidized bases. For example ionizing
radiation and chemotherapeutic agents could overwhelm the repair systems of the cell.
Therefore, during development that involves genome-wide epigenetic reprogramming, in
order to maintain genome stability, the equilibrium of all enzymes involved in the active

DNA demethylation should be kept in balance.

In conclusion, the intracellular level of the TET proteins, 5-hmC residue and its

derivatives and BER enzymes should be tightly regulated to avoid increase of chromosomal

and genetic instabilities, which are a hallmark of cancers initiation and progression.
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Figure legends

Figure 1: Doxycycline inducible TET2-overexpressing cell lines. (a) Scheme of TET2
constructs. Ba/F3-EPOR or UT7 cells were cultured in the presence of EPO (1 U/mL) or GM-
CSF (10ng/mL), respectively. Wild-type (WT) or mutants TET2 were induced with
doxycycline (2pg/mL) at various times (0 to 24 hours) (b) TET2 expression was analyzed by
gRT-PCR. (c) TET2 expression was analyzed by Western-blot using anti-TET2 (mouse
antiserum) or anti-GFP antibodies (Roche, Mannheim, Germany). HSC70 was used as
loading control. (d) 5-hmC levels were analyzed by dot-blot using an anti-5-hmC antibody

(Active Motif, Carlsbad, CA) (1:10,000).

Figure 2: TET2-induced 5-hmC mediated cell cycle defect. (a, b) Cell cycle distributions
were analyzed by flow cytometry after Hoechst staining in Ba/F3-EPOR and UT7 cell lines.
(a) UT7 cells were induced with doxycycline for 12 hours and the percentages of cells in each
cell cycle phase are indicated for GFP™ and GFP" fractions. (b) Ba/F3-EPOR cells were
induced or not for TET2 WT or mutants with doxycycline for 12 hours. Results are mean
+SEM of at least 3 independent experiments (* p<0.05, ** p<0.01 by student #-test) (c)
Ba/F3-EPOR cells were induced or not for TET2 WT or mutants with doxycycline for 24
hours. S phase measurement was performed then incubated for 30 min in the presence of

BrdU (10uM) by using an "APC BrdU flow kit" from BD (le Pont de Claix, France).

Figure 3: TET2-induced 5-hmC favors chromosomal instability.

(A) The ploidy of the Ba/F3-EPOR different cell lines was investigated by cytogenetic
analysis. More than 70 metaphasic cells per cell line were analyzed, and a non-parametric
analysis of variance was used for statistical significance of the distribution. Significant

difference was found in Ba/F3-EPOR overexpressing TET2 WT compared to EV (P<0.001).
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(B) Ba/F3-EPOR cells were cultured in the presence of BrdU (4 ug/mL, 30 hours, 2 cell cycle
divisions), colcemid (Sigma-Aldrich) was added. The sister chromatid exchange (SCE) of the
different Ba/F3-EPOR cell lines was counted after cytogenetic and Hoechst 33258 staining
(Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallaviers, France). 50 metaphases were counted and no
difference was detected. (C) Ba/F3-EPOR cell lines were analyzed with an anti—y-tubulin
antibody (Sigma-Aldrich) by immunofluorescence. More than 200 metaphases were analyzed
and the percentage of cells with abnormal number of centrosomes was calculated. > test was
done (***p<0.001 compared to EV+). (D) Examples of centrosome abnormalities observed in
Ba/F3-EPOR cell lines overexpressing TET2 WT anti—y-tubulin (red) immunostainning.

Nuclei are labeled by Hoechst (blue).

Figure 4: TET2-induced 5-hmC impacts on mutagenesis.

(a, b) TET? and Tdg gene expressions were analyzed by qRT-PCR and specific primers
(Table S1) in MEF and Tdg”™ MEF (12) overexpressing TET2 WT or not. Results are the
mean £ SEM of 3 independent experiments. * represents significant results using student t test
(*P<0.05) (c) Spontaneous mutagenesis was calculated in MEF and Tdg”” MEF by fluctuation
analysis (Luria and Delbruck, Capizzi and Jameson) with 5-6 independent cultures at the
Atplal locus using ouabain (2 mM) (*P<0.05). (d) Total RNA of each mutant (7 clones in
Tdg” context and 21 clones in Tdg” overexpressing TET2 WT) was amplified and the
Atplal cDNA was sequenced after retrotranscription to determine the mutational pattern in
Tdg” and Tdg”+ TET2 WT MEF. (¢) Examples of mutations in CG context in 7dg” + TET2
WT. (f) DNA was purified from MEF overexpressing TET2 WT (12-hour doxycycline) or not
and fold enrichments on 5-hmC in the A#plal gene (exon 4 and 17) were measured by

hMeDip kit (Active Motif, Carlsbad, CA) followed by quantitative PCR. Results are the mean
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+ SEM of 3 and 4 independent experiments for exon 4 and exon 17, respectively. * represents

significant results using student Mann and Whitney test (*P<0.05).
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Supplemental Table 1

Specific primers used

Primer name Sequence (5'->3’) Experiment
mAtp1al_F_exon4 CGGTCTGGGAGGCAACAGCGCTACC

mAtp1al_R_exon4 GTTTCCTGGCTTATGGCATCCGAAG hMeDIP
mAtp1al_F_exon17 CCAGTAACATTCCGGAAATCACCCCCTTCTTGATA

mAtp1al R _exon17 CTCACGTACCATGTCAGTGCCCAAGTCAATGC

mAtp1al 1F GGTTGGACGAGACAAGTATGAG

mAtp1al_1R GCACGTTGGCTACGATGATA

mAtp1al 2F TGATCCTTGAGTACACCTGGC Sequencing
mAtp1al 2R CCCTCCACAATGATGAGCTT mAtpial cDNA
mAtp1al 2F GCCGCCTGATAATGAGCTT

mAtp1al 2R TACCACACAGAGATCGTCTTTGC

hTET2 _F ACGCAAGCCAGGCTAAACA

hTET2 R GCTGGGACTGCTGCATGA

mtdg_F ATGTCGGGGCTGAGTGAGGT

mtdg_R GGTGTTGCGTTCAATGCCTTTC

hPPIA_F GTCAACCCCACCGTGTTCTT gRT-PCR
hPPIA R CTGCTGTCTTTGGGACCTTGT

hHPRT_F GGACAGGACTGAACGTCTTGC

hHPRT_R CTTGAGCACACAGAGGGCTACA

mpB2microglobuline F

TATATCCTGGCTCACACTGAATTC

mpB2microglobuline R

TCGATCCCAGTAGACGGTCTT




RESULTATS 2:

Effet de ’activation de P53 par les antagonistes de MDM2 sur les

progéniteurs hématopoietiques et la mégacaryopoiese
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Contexte et objectifs du travail :

P53 est un facteur de transcription qui joue le role d’un suppresseur de tumeur et qui est
exprimé de fagon ubiquitaire. Dans la cellule au repos, P53 est peu exprimé a cause de son
ubiquitination par MDM2 (Brooks et Gu 2006) (Ringshausen et al. 2006) et sa dégradation
par la machinerie proteosomale 26s. En revanche, en réponse a des stress cellulaires suite a
des stimuli intra ou extracellulaire comprenant I’action d’oncogenes, I’hypoxie, les agents
génotoxiques et conduisant a des dommages cellulaires ou de I’ADN, P53 est stabilisé et
activé suite a la dégradation de MDM2. Ainsi, elle active un programme transcriptionnel
multifacette qui en fonction du type cellulaire et du stimulus initie I’arrét du cycle cellulaire,
la sénescence, les voies apoptotiques ou la réparation de ’ADN. Comme P53 détermine le
destin cellulaire, il est strictement régulé in vivo. Chez ’homme, P53 est muté dans 50% des
tumeurs solides et dans 5% des hémopathies malignes. Dans le reste des cancers, la fonction
de P53 est altérée par d’autres mécanismes comme 1’augmentation de 1’expression de ses
régulateurs négatifs, MDM?2 et MDM4 (Wade et al. 2013). Ainsi, la réactivation de P53 dans
les tumeurs qui expriment une protéine P53 wild-type constitue une approche thérapeutique.
De nouvelles stratégies visent également a réactiver des formes mutantes de P53 comme
PRIMA-1. Durant la derniére décennie, de nombreuses molécules inhibitrices de I’interaction
P53-MDM?2 ont été développées. L’évaluation clinique et préclinique de certaines de ces
drogues a montré que le RG7112, actuellement en essais cliniques de phase I, induit chez les
rats et les singes une thrombocytopénie sévere avec une neutropénie et une anémie modérée
(Ramsahoye et al. 2000) (Iancu-Rubin et al. 2014). Les études in vitro ont montré que le
RG7112, comme la Nutlin, affecte la mégacaryocytopoiese au niveau des progéniteurs mais
aussi au stade de mégacaryocytes matures et de la production de plaquettes (Iancu-Rubin et
al. 2014). Le SAR405838, en évaluation clinique depuis 2012, induit chez les patients une
thrombocytopénie mais qui est réversible (Wang et al. 2014). Cette toxicité induite par les
antagonistes de MDM2 semble limiter la dose du traitement. Il est donc intéressant de tester si

cette toxicité peut étre restaurée par de fortes doses de cytokines.

Dans ce travail, nous avons étudié 1’effet du SAR405838, antagoniste de MDM?2 de la
famille de spiro-oxindole, au cours de I’hématopoi¢se. En particulier, nous nous sommes
centrés sur les stades précoces et tardifs de la différenciation mégacaryocytaire. Nous avons

aussi testé si de fortes doses de TPO étaient capables de reverser la toxicité induite par le
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SAR405838. Nous avons aussi comparé nos résultats avec le MI-219 et la Nutlin décrits

comme moins puissants que le SAR405838.
Résultats :

Dans ce projet, nous avons commencé par vérifier la fonctionnalit¢é de P53 dans les
progéniteurs hématopoiétiques CD34". Le traitement des cellules primaires CD34" avec
différentes doses de SAR405838 induit de facon dose dépendante 1’augmentation de
I’expression des cibles transcriptionnelles de P53 : MDM2, BBC3 et CDKIA. De fait, dans ces
cellules, P53 est fonctionnelle et son activation induit 1’activation de ses cibles.

Ensuite, nous avons testé¢ 1’effet du SAR405838 sur les progéniteurs hématopoiétiques. Il
induit de facon dose dépendante une réduction importante (50% a 0.5-1uM) de la formation
de colonies BFU-E, CFU-GM et CFU-MK apres un traitement continue de 12-14 jours en
culture semi-solide. Le MI-219 induit également une diminution du nombre de progéniteurs
mais avec un effet moindre. Cet effet du SAR405838 est aussi temps-dépendant et n’est pas
réversible. En effet, le traitement de cellules CD34" par le SAR405838 ou par le MI-219
pendant 3 ou 5 jours en culture liquide suivi d’un lavage avant I’ensemencement en culture
semi-solide induit aussi la réduction du nombre de colonies dérivées de tous les types de
progéniteurs (BFU-E, CFU-GM and CFU-MK). La cytotoxicité induite par un traitement de 5
jours est plus importante que celle observée apres 3 jours de traitement uniquement
(IC50=0.5-1uM versus 2uM, respectivement).

De plus, nous avons montré que les progéniteurs immatures CD34"CD38” sont plus sensibles
a ’effet du SAR405838 que les progéniteurs plus matures CD34"CD38". Ainsi ’activation de
P53 induit un effet cytotoxique sur tous les progéniteurs hématopoiétiques y compris les
progéniteurs immatures.

Nous avons investigu¢é I’impact de la stabilisation de P53 sur la différenciation
érythroblastique. Le traitement des érythroblastes a J8 de culture avec le SAR405838 pendant
48h induit I’augmentation de I’expression de la protéine P53 en comparaison avec les cellules
controles non traitées. De plus, la stabilisation de P53 est associée non seulement a une
diminution de la prolifération cellulaire (IC50= 1.4 uM) mais aussi a une augmentation de
I’apoptose. L’effet de 1’activation de P53 sur la différenciation érythroide est dose dépendant.
Ainsi, D’activation de P53 a un effet cytotoxique aussi bien sur les progéniteurs
érythroblastiques que sur les cellules les plus différenciées de la lignée érythroblastique (IC50

environ 2.5 uM au bout de 48 h de traitement).
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Afin d’étudier ’impact de I’activation de P53 sur la mégacaryopoiese, nous avons suivi 1’effet
du SAR405838 sur la survie et la prolifération cellulaire au cours des stades précoces mais
aussi sur les mécanismes tardifs de la différenciation mégacaryocytaire. Le traitement des
cellules primaires CD34" avec le SAR405838 induit la diminution des cellules viables et
I’augmentation de I’apoptose de fagon dose- et temps-dépendante (IC50=2.8 uM pour 48h
versus 1.9 uM pour 72h). De méme, le traitement des mégacaryoblastes a J6 de culture
liquide avec le SAR405838 ou le MI-219 pendant 48 ou 72h montre également la diminution
de la prolifération cellulaire et I’augmentation de I’apoptose par rapport aux cellules controles
non traitées. A ce stade, les cellules sont plus sensibles, et leur nombre est diminué de moitié
a une dose de 0.5 uM. Par contre, I’effet de la stabilisation de P53 sur ’expression du
marqueur mégacaryocytaire CD41 a ce stade n’était pas significative. L’étude de la ploidie
des mégacaryocytes par cytométrie de flux apres 6 a 9 jours de culture liquide, montre que la
stabilisation de P53 par le SAR405838 induit une diminution de la ploidie moyenne (N=3,3
versus N= 4.4 dans les cellules contrdles). De plus, le nombre de proplaquettes (PPT)
produites par des mégacaryocytes traitées par le SAR405838 a J10 diminue considérablement
a une dose de 0.5 uM et est completement abolie a 1 uM de SAR405838. L’inhibition de p53
par un sh dirigé contre P53 permet de restaurer la formation des PPT. Ainsi, la réduction de
formation de PPT induite par le SAR405838 est bien dépendante de la stabilisation de P53.
Celle-ci est également fonctionnelle dans les mégacaryocytes a J11 de la différenciation
mégacaryocytaire puisqu’elle est associée a I’activation de p21, Bax, et PUMA.

Comme le probleme majeur des antagonistes d¢ MDM?2 comme le RG7112 et le SAR405838
est la toxicité hématopoéitique et en particulier la thrombocytopénie, nous avons testé si
I’effet cytotoxique du SAR405838 pouvait étre réversible par I’addition de forte dose de
thrombopoiétine (TPO). Les mégacaryoblastes en culture liquide en présence de SCF et de
faibles doses de TPO (Ing/ml) ont été traités a J6 pendant 48h avec du SAR405838 en
présence ou pas de différentes doses de TPO. Nous montrons que I’augmentation de la dose
de TPO ne restaure pas la toxicité induite par la stabilisation de TP53.

Les résultats sur la mégacaryopoiese montrent que 1’activation de P53 est plus cytotoxique
durant les stades tardifs avec une IC50 =0.5 pM versus 2.5 uM sur les progéniteurs

mégacaryopoiétiques.

Discussion :

Dans ce travail, nous montrons que 1’axe MDM2-P53 est fonctionnel dans les progéniteurs
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hématopoiétiques et au cours de la différenciation érythroide et mégacaryocytaire. De plus, la
stabilisation de P53 par les antagonistes de MDM2 comme le SAR405838, mais aussi le
MI-219 et la Nutlin qui sont moins puissants que le SAR405838 montre un effet délétere sur
I’hématopoiese. Tous les phénotypes observés avec le SAR405838 sont plus prononcés que
ceux avec la Nutlin et le MI-219 qui ont une plus faible affinité pour MDM?2.

Nos résultats montrent que SAR405838 induit un effet cytotoxique sur tous les progéniteurs
hématopoiétiques (érythroide, granuleux et mégacaryocytaires) y compris les progéniteurs
immatures. La cytotoxicité induite par le SAR405838 sur les progéniteurs est non seulement
dose dépendante mais aussi temps dépendante, ceci suggere que la réponse a SAR405838 est
dépendante de la prolifération et du nombre de divisions cellulaires. Ces résultats sont
similaires aux effets déléteres de RG7112 sur les progéniteurs mégacaryocytaires (lancu-
Rubin et al. 2014). De plus, nous avons montré que l'effet sur les progéniteurs était
irréversible puisque: i) méme apres lavage, 1'effet cytotoxique de SAR405838 a persisté et ii)
I’addition de TPO a haute dose n'a pas réussi a inverser cette toxicité. Ces résultats montrent
que l'utilisation de TPO pour restaurer la thrombocytopénie induite par les antagonistes de
MDM?2, comme a été suggéré pour le RG7112 (Iancu-Rubin et al. 2014) serait inutile.
Nous avons également montré que ’activation de p53 induite par le SAR405838, le MI-219
ou la Nutlin affecte aussi bien les stades précoces que tardifs de la mégacaryopoiese mais
avec une plus grande sensibilité sur les mégacaryocytes que sur les progéniteurs
mégacaryocytaire. Cette sensibilité est due a I’augmentation de 1'apoptose dépendante de P53
et a la diminution de la prolifération cellulaire. Le SAR405838 a aussi un impact négatif sur
la polyploidisation des mégacaryocytes. Ces effets des antagonistes de MDM?2 sur la
mégacaryopoicse ont également été observés avec les inhibiteurs dHDAC qui eux aussi
impliquent des mécanismes dépendants de P53 (Ali et al. 2013). Enfin, le SAR405838 réduit
considérablement la formation de proplaquettes 1’abolissant a une concentration de 1uM. Les
effets du SAR405838 sur la différenciation des mégacaryocytes sont en parfaite concordance
avec ceux observés pour RG7112 sur les progéniteurs, la maturation et la formation de PPT
(Iancu-Rubin et al. 2014).

De plus, nous avons observé que la réactivation de P53 par SAR405838 a aussi un impact sur
la différenciation érythroide et induit la diminution des cellules viables par induction
d'apoptose. Les singes traités avec RG7112 montraient, d’ailleurs, une anémie modérée
(Iancu-Rubin et al. 2014). Cependant, en clinique, 2 patients sur 20 présentaient une anémie
modérée. Ceci correle avec le role de MDM2-P53 dans la régulation de 1'érythropoiese
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comme le montre ’altération de 1'érythropoiese précoce et tardive observés dans les souris
knock-out conditionnel pour MDM2 (Maetens et al. 2007). Il est aussi important de noter que
I'anémie observée dans les syndromes 5q et de Blackfan-Diamond pourrait étre liée a
I'induction de p53 par un stress ribosomal (Dutt et al. 2011) (Komrokji et al. 2013) (Sieff et
al. 2010).

Le fait que le SAR405838 affiche une toxicité générale sur tous les progéniteurs
hématopoiétiques et pas spécifiquement sur les progéniteurs MK, semble en partie
contradictoire a ce qui a été observé en clinique, puisque les patients présentent surtout une
forte thrombocytopénie qui pourrait étre expliquée par la sensibilité plus importante de la

différenciation mégacaryocytaire a ces différents de MDM2.

Perspectives :

Il serait donc important de mesurer et d’analyser les parametres sanguins des patients traités
par le SAR405838, ceci permettra de comprendre d’éventuelles différences entre les
phénotypes observés in vivo et in vitro. Les prélevements de la moelle osseuse de patients
thrombopéniques pourraient étre instructifs pour savoir si le SAR405838 affecte uniquement
la production des mégacaryocytes ou d’autres lignées. Le dosage plasmatique de la TPO
pourrait également €tre utile, car dans ce cas, il refleterait la masse mégacaryocytaire puisque
en clinique, la thrombocytopénie observée semble €tre réversible en quelques semaines. Dans
I'ensemble, nous suggérons que I’origine de la thrombocytopénie est liée a deux mécanismes
différents: le premier sur les derniers stades tardifs de la différenciation des mégacaryocytes,
plus particulierement sur la formation des proplaquettes et le deuxieme sur les progéniteurs

immatures.
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Abstract (181 words)

TP53 also known as p53 is a tumor suppressor gene mutated in a variety of cancers. P53 is
involved in cell cycle, apoptosis and DNA repair mechanisms and is thus tightly controlled by
many regulators. Recently, strategies to treat cancer have focused on the development of
MDM2 antagonists to induce p53 stabilization and restore cell death in p53 non-mutated
cancers. However, some of these molecules display adverse effects in patients including
thrombocytopenia. In the present study, we have explored the effect of SAR405838 not only
on human megakaryopoiesis but also more generally on hematopoiesis. We compared its
effect to MI-219 and Nutlin, which are less potent MDM2 antagonists than SAR405838. We
found that all these compounds induce a deleterious effect on all types of hematopoietic
progenitors, as well as on erythroid and megakaryocytic differentiation. Moreover, they alter
both early and late stages of megakaryopoiesis including ploidization and proplatelet
formation. In conclusion, MDM2 antagonists induced a major hematopoietic defect in vitro as
well as an inhibition of all stages of megakaryopoiesis that may account for in vivo

thrombocytopenia observed in treated patients.



INTRODUCTION
TP53 is a tumor suppressor gene mutated in numerous cancers, including more than 50%
of solid tumors and less than 5% of hematological malignancies. P53 mutations are loss-of-
function affecting the DNA binding or the transactivation domain. P53 plays a key role in cell
death regulation, cell cycle checkpoint and DNA repair control by regulating the expression
of many genes such as P2/, GADD45 and pro-apoptotic genes including PUMA, NOXA and
the pro-apoptotic Bcl-2 family member called BAX[1, 2]. P53 protein levels are maintained at
low levels due to a tight regulation by the ubiquitin ligase MDM2. In response to a cellular
stress, the level and activity of p53 rise due to its stabilization following MDM?2 degradation.
Recently, strategies of treatment based on the stabilization of p53 have been considered in
pS53 non-mutated cancers and aim at disrupting the interaction between MDM2 and p53[3].
Thus, many MDM?2 antagonists with various activities have been designed for solid tumors as
well as hematological cancers [4-7]. Clinical and preclinical data in rats and monkeys have
shown that some MDM2 antagonists such as Nutlin or the RG7112 compound led to a major
thrombocytopenia associated with a neutropenia or less frequently with a mild anemia in
monkeys[6, 8]. Similar adverse effects were found with the SAR405838 compound, which
showed a hematopoietic toxicity with a reversible thrombocytopenia [9]. In vitro studies have
also demonstrated that these molecules impair megakaryopoiesis mainly at the progenitor
level, but also directly decrease mature megakaryocytes (MKs) and platelet production[8]. All
these observations suggest that MDM2 antagonists profoundly affect megakaryopoiesis.
Megakaryopoiesis is a unique model of differentiation that combines two specific
features: a physiological polyploidization of the bone marrow precursors known as MKs, and
their cytoplasmic fragmentation at the end of their differentiation to produce mature
circulating blood platelets.[10, 11] Ploidization is related to a process called endomitosis,

which is a consequence of defective cytokinesis and karyokinesis.[12-14] The modal MK



ploidy in the marrow is 16N and the ploidy level can reach 64N or more, indicating that the
MK cell cycle is not blocked at 4N [15, 16]. By increasing the size of the genome and the size
of the cell at each round of DNA duplication[17, 18], polyploidization increases platelet
production.[16] BAX has been found to play a major role in the p53-induced death by
apoptosis of the MK,[19] proplatelet (PPT) formation and platelet shedding.[19, 20]

In the present study, we have explored the effect of SAR405838 not only on human
megakaryopoiesis but also more generally on hematopoiesis. Moreover, we have compared its
effect to the MI-219 compound, which is a less potent MDM2 antagonist than
SAR405838[21]. Specifically, we have studied their effect on hematopoietic progenitors, on

MK differentiation, ploidization and proplatelet formation.



RESULTS

Effect of p53 stabilization on CD34" progenitors.

To investigate the impact of p53 stabilization on hematopoietic progenitors, CD34" cells were
cultured for one day in serum-free medium with TPO and SCF in the presence of the MDM2
antagonist SAR405838 before quantifying the p53 target genes by qRT-PCR. As shown in
Figure 1A, SAR405838 induced a dose-dependent effect on MDM2, PUMA and P2]
expression confirming a functional p53 in these cells.

The effect of increasing concentrations of SAR405838 was tested on the number of
progenitors by colony assays and compared to MI-219, a less potent MDM?2 antagonist.
SAR405838 induced a strong dose-dependent reduction of all the progenitors including the
BFU-E (Burst Forming Unit-Erythroid), the CFU-GM (Colony Forming Unit-Granulocyte
Macrophage) and the CFU-MK (Colony Forming Unit-Megakaryocyte) compared to
untreated control cells. SAR405838 induced a 50% reduction of BFU-E, CFU-GM and CFU-
MK numbers around the dose of 0.5-1uM while MI-219 has a significant less potent activity
compared to SAR405838 (Figure 1B/C/D).

To study the time-response effect of SAR405838 and its reversibility, CD34" cells were
seeded in serum-free medium supplemented with cytokines and exposed for 3 or 5 days to
either SAR405838 or MI-219 at different concentration. The treated cells were washed and
plated in colony assay to assess the number of progenitors. A 3-day SAR405838 treatment
induced a strong reduction of all progenitors (BFU-E, CFU-GM and CFU-MK) decreasing
even further after 5 days of treatment. IC50 were around 2uM after 3 days of treatment
(Figure 2A/B/C) and 0.5 to 1uM after 5 days (Figure 2D/E/F). These results strongly suggest
that the deleterious effect of MDM?2 antagonist is related to the number of cell division and is
not reversible.

Then, we tested the dose-effect of SAR405838 on immature CD34"CD38 progenitors (a



population enriched in hematopoietic stem cells) in comparison to the more mature
CD34'CD38" progenitors. The CD34'CD38 progenitors were slightly more sensitive to
SAR405838 than the CD34"CD38" progenitors, especially the BFU-E (Figure 3A/B/C).

Altogether, p53 activation induced an irreversible deleterious effect of all hematopoietic

progenitors including immature progenitors.

Effects of p53 activation during erythroid differentiation.

The effect of p53 stabilization was explored during erythroid differentiation. For that purpose,
CD34" progenitors were cultured in serum-free medium with SCF and EPO for 8 days.
SAR405838- or MI-219-treated erythroblasts were analyzed for p53 expression by western-
blot. As shown in Figure 4A, SAR405838 induced an increase in pS3 expression compared to
untreated cells and at higher levels than MI-219 as expected for this less potent MDM?2
antagonist. Day 8-erythroblasts were treated with various doses of SAR405838 or MI-219 for
48 hours. The viable cells were counted by trypan blue exclusion and the apoptotic cells were
quantified by flow cytometry analysis using annexin V/ propidium iodide labeling. As shown
in the Figure 4B/C, SAR405838 induced a great decrease in viable cells compared to MI-219
and the IC50 was 0.5 uM for SAR405838. Concomitantly, apoptotic cells increased in a dose-
dependent manner with a 48 hour SAR405838 treatment as low as 0.5 uM.

Altogether these results showed that SAR405838 by p53 stabilization has a cytotoxic effect

on the erythroid lineage, which is as sensitive as progenitors.

Effects of p53 stabilization on the viability of CD34" progenitors at early stages of
megakaryocytic differentiation.
We explored the effect of p53 stabilization on the viability of CD34" progenitors at early

stage of megakaryocytic differentiation. CD34" progenitors were cultured for one day in



serum-free medium supplemented with SCF and TPO and treated with SAR405838 or MI-
219. After a 48 or 72 hour incubation, cells were counted by trypan blue exclusion and
apoptotic cells were quantified by flow cytometry using Annexin V / Propidium iodide
labeling. SAR405838 induced a great decrease in the number of viable cells compared to MI-
219 or control and the IC50 was found to be around 1.5 uM at 48 hours and 72 hours of
SAR405838 treatment (Figure 5A). Concomitantly, apoptotic cells increased in a dose-
dependent manner for 48 hours of SAR405838 treatment as low as 1pM.

Altogether these results confirmed previous finding showing that p53 stabilization has a
cytotoxic effect on progenitor cells harboring early stages of MK differentiation at a similar

range of concentration than found for the inhibition of their cloning efficiency.

Effects of p53 stabilization during megakaryocytic differentiation.

We also explored the effects of p53 stabilization at later stage of megakaryocytic
differentiation. CD34" progenitors were cultured in serum-free medium with SCF and TPO.
Day 7-MKs were treated with 5 uM Nutlin 3a for 24 or 48 hours, which led to an increase
levels of p53, p21, BAX, BCL2 and BCL-XL confirming a functional p53 activity (Figure
6A). Similar results were obtained with SAR405838 (1 uM, 24 hours) in day 11-MKs with a
significant increase in P21, BAX, PUMA and BCL2L] transcripts compared to 1puM MI-219
or untreated control (Figure 6B). Consequently, we observed an increase in apoptotic cells in
day 8-MKs exposed after 24 hours treatment with 5 pM Nutlin 3a but not with Nutlin 3b (an
inactive compound) or control (Figure 6C). Similar results were found with day 6-
megakaryoblasts treated with two doses of SAR405838 for 72 hours (Figure 6D/E) without
any major effect on the megakaryocytic differentiation monitored by the percentage of CD41"
cells (Figure 6F). As shown in Figure 6D/E, the SAR405838 at the dose of 0.5uM induced a

50% decreased in the number of viable cells while the apoptotic cells reached 50% of the total



cells. We checked if the effect of SAR405838 on MKs could be reverted by the addition of
high TPO doses. CD34" progenitors were cultured in serum-free medium supplemented with
SCF and low dose of TPO (1 ng/mL) for 6 days. Day 6-megakaryoblasts were then treated
with 1.5 uM of SAR405838 for 48 hours and various doses of TPO. As shown in the Figure
6G, increasing doses of TPO were unable to revert the effect of SAR405838-mediated MK
apoptosis demonstrating an irreversible effect of SAR405838.

Altogether these results showed that p53 reactivation has a stronger cytotoxic effect during
late stages of megakaryocytic differentiation with a lower IC50 (0.5 uM) than on MK

progenitors (2.5 uM).

Effects of p53 stabilization on late stages of megakaryocyte differentiation

First, we investigated if MDM2 inhibitors affect MK ploidization. SAR405838 induced a
significant reduction in the mean ploidy (3.0 N at the dose of 1uM versus 4.4 N for untreated
control or for MI-219 treatment) (Figure S1).

Then, we explored the effects of p53 stabilization on proplatelet formation (the step before
platelet release). On day 10-MKs, proplatelet formation was inhibited with 0.5 pM
SAR405838 and completely abrogated at 1 uM (Figure 7A). To confirm that this was due to
p53 stabilization, we knocked down p53 with 2 shRNA showing a decrease in P53 RNA and
protein level (Figure 7B/C) and reduced expression of p53 targets (Figure 7D). Both shRNA
against p53 significantly reverted the effect of SAR405838 on PPF (Figure 7E). This result
clearly demonstrates that the drastic effect of SAR405838 on terminal MK differentiation is

directly linked to p53 activation and not to an off-target effect.



Discussion

In this study, we showed that the MDM?2/p53 axis is functional in hematopoietic progenitors,
and during erythroid and megakaryocytic differentiation. Moreover, p53 stabilization by
MDM2 antagonists such as Nutlin, MI-219 [21] or a more potent one SAR40583, has a major
impact on hematopoiesis. All the phenotypes observed in presence of SAR405838 were more
pronounced than those with MI-219 or Nutlin that display lower binding affinities to
MDM2[9, 21].

Our results mainly show that SAR405838 induces a cytotoxic effect in all hematopoietic
progenitors (erythroid, granulocytic, monocytic and megakaryocytic) including immature
progenitors. SAR405838 induced not only a dose-response but also a time-response
cytotoxicity on progenitors suggesting that it is related to the proliferation and cell division.
These results agree with those showing the deleterious effect of RG7112 on megakaryocytic
progenitors[8]. Moreover, the effect on progenitors was irreversible since: i) the cytotoxic
effect persisted even after the compound was washed and ii) high doses of TPO failed to
revert the toxicity. These results demonstrate that the use of TPO or TPO mimetics to rescue
MDM?2 antagonist-mediated thrombocytopenia would be useless.

We have also shown that p53 reactivation induced by SAR405838, MI-219 or Nutlin affects
early and late stages of megakaryopoiesis with a greater sensitivity on mature MKs than on
MK progenitors. The sensitivity was clearly due to an increased apoptosis and a decrease in
viable cells. Moreover, SAR405838 negatively impacts on the ploidization of MKs leading to
hypoploid MKs. These effects of MDM2 antagonists on megakaryopoiesis are quite similar to
those of HDAC inhibitors, which also involve p53-dependent mechanism [22]. Finally,
0.5uM SAR405838 drastically decreased while 1uM completely abolished the PPT
formation. Moreover, the effect of MI-219 was less potent than SAR405838. These effects on

the MK differentiation completely matched with the results found for RG7212 on progenitors,



maturation, ploidization and proplatelet formation [8].

We also observed that p53 reactivation induced by SAR405838 impacts other lineages such
as the erythroid differentiation with a decrease in viable cells due to apoptosis. Mild anemia
was observed in monkeys treated with RG7112 [8]. This finding correlates well with the role
of MDM2/p53 in the regulation of erythropoiesis, which has been suggested by the defects in
early and late erythropoiesis observed in mice with a conditional Mdm2 knockout[23].
Noteworthy, the pathogenesis of the anemia in 5g- and Diamond-Blackfan syndromes could
be related to p53 induction by a ribosomal stress[24-26].

The fact that SAR405838 displays a general toxicity on all hematopoietic progenitors and not
specifically on MK progenitors seems in part contradictory to what was found in clinics since
the patients harbor a strong thrombocytopenia associated or not with other cytopenia.
Dissecting the blood parameters of the treated patients would be crucial to understand if they
are real difference between in vivo and in vitro effects.

In clinics, the effect on thrombocytopenia seems reversible in a few weeks. Overall, the major
hypothesis to explain the thrombocytopenia may be related to two different non exclusive
mechanisms: one on late stages of MK differentiation, particularly the PPT formation and
another one on immature progenitors. However, a depletion in immature progenitors would
lead to a prolonged thrombocytopenia with a mild neutropenia and anemia. However, as this
toxic effect requires several mitosis and early progenitors are mostly quiescent, this may
explain that MDM?2 inhibitors mostly target mature progenitors. Therefore, one can speculate
that the major effect of p53 reactivation in vivo is related to late stages of MK differentiation

and platelet formation.
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MATERIAL AND METHODS

Chemicals

SAR405838 and MI-219 were provided by Dr Laurent Debussche (Sanofi R&D Vitry-sur-
Seine France). Nutlin3 a and b were a gift from Dr. Vassilev (Roche, Nutley, USA). Nutlin-3

was purchased from Calbiochem (Merck, Nottingham, UK).

CD34 " cell isolation

CD34cells were obtained from leukapheresis samples after mobilization of donors after
informed consent in agreement with our Institute Ethic Committee (Assistance Publique des
Hopitaux de Paris) and in accordance with the Declaration of Helsinki. CD34 cells were
isolated by a positive selection using an immunomagnetic cell sorting system (AutoMacs;

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany).

Hematopoietic progenitor cell assays

500 to 1000 normal CD34 cells were plated either in 1% methylcellulose assay (StemCells
technologies, Vancouver, Canada) to quantify erythroid (BFU-E) and granulocytic (CFU-
GM) progenitors or in serum-free fibrin clot assay for quantification of MK progenitors
(CFU-MK) in the absence or presence of various concentration of SAR405838 or MI-219.
Cultures in methylcellulose were stimulated by addition of human recombinant growth
factors: G-CSF (20 ng/mL), IL-3 (10 ng/mL) SCF (25 ng/mL, Biovitrum AB, Stockholm,
Sweden), IL-6 (10 ng/mL), FLT3 (10 ng/mL) and human EPO (1 U/mL). Cultures in fibrin
clot were stimulated with 10 ng/mL TPO (Kirin Brewery, Tokyo, Japan) and 25 ng/mL SCF.
BFU-E and CFU-GM colonies were enumerated at day 14 day of culture. CFU-MK colonies
were enumerated at day 12 after labeling by an indirect immuno-alkaline phosphatase staining

technique using an anti-CD41a monoclonal antibody (MoAb; Becton Dickinson, le Pont de

11



Claix, France; clone HIPS), as previously described. [27]

Cell culture conditions

Normal CD34" cells were cultured in serum-free medium supplemented with SCF (25 ng/mL),
EPO (1 U/mL) and 15% of fetal calf serum for erythroblasts to induce erythroid
differentiation. CD34" cells were cultured in serum-free medium in the presence of TPO (10

ng/mL) and SCF (25 ng/mL) to induce megakaryocyte differentiation.

Lentivirus production

Lentiviruses encoding GFP and three different short hairpin RNA (shRNA) targeting p53 (0,
2 and 4) shRNA-0: gactccagtggtaaictac shRNA-2: gagggatgitigggagatg; ShRNA-4:
cggegeacagaggaagaga or a sShRNA control were prepared and stored as previously described.

(28]

Real Time quantitative RT-PCR
PCRs were carried out in the ABI Prism GeneAmp 5700 (Perkin-Elmer) using the Power
SYBR-Green PCR Master Mix (ABI) containing the specific primers. The expression levels

of all genes were calculated relatively to HPRT or to PPIA housekeeping gene.

Western blot analysis

Expression levels were performed by western-blot analysis using mouse anti-p53 and anti-j3-
actin (Sigma-Aldrich), anti-BAX (Oncogene), anti-p21 (Beckton Dickenson), anti-MDM?2
(BD Pharmingen), anti-BCL-XL, and rat anti-HSC70 (Stressgen). Proteins were quantified by

Image J software.
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Apoptosis assay
Apoptosis was measured by Annexin V-FITC detection kit (BD Pharmigen, San Diego, CA)

and analyzed by flow cytometry on a LSRII (Becton Dickinson Mountain View, CA).

Proplatelet formation assay

CD41'GFP' MKs were sorted at day 8 of culture and plated in 96-well plates at a
concentration of 2,000 cells/well in serum-free medium containing TPO, and quantification of
PPT MK was performed as previously described[29]. The percentage of PPT MKs was
estimated by counting MKs exhibiting one or more cytoplasmic processes with areas of
constriction. A total of 200 cells per well were counted during 4 days. Images were obtained
using an inverted microscope (Carl Zeiss, Gottingen, Germany) at a magnification of 40x

using the Axio Vision 4.6 software.
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Figures legend

Figure 1: Effects of SAR405838 on CD34" progenitors. A) Dose-effect of SAR405838 on
p53 target genes by qRT-PCR. CD34" cells were treated with SAR405838 at various doses (0,
0.75M, 1.5uM, 2.5uM and SuM). The expression of P53 and its targets (MDM2, PUMA,
P21) were quantified by qRT-PCR related to PPIA. Results are the mean + SEM of 2
independent experiments in duplicate. B, C, D) Cells were seeded in methylcellulose (B, C) or
in fibrin clot (D) in the presence of MI-219 or SAR405838 to assay the number of BFU-E,
CFU-GM and CFU-MK progenitors. Results are presented as percentage compared to control.
Results represent the mean of 3 experiments for BFU-E and CFU-GM and 3 experiments for
CFU-MK made in triplicate. * represents statistical significance using student ¢ test (* P<0.05;

**P<0.01; ***P<0.001).

Figure 2: Irreversibility of SAR405838 on CD34" progenitors. A, B, C, D, E, F) Cells
were treated with various doses of MI-219 or SAR405838 for 3 days (A, B, C) or 5 days (D,
E, F), washed and seeded in methylcellulose (A, B, D, E) or in fibrin clot (C, F) to assay the
number of BFU-E, CFU-GM and CFU-MK progenitors. Results are presented as percentages
compared to control. The results represent the mean of 2 experiments made in triplicate. *

represents statistical significance (* P<0.05; **P<0.01; ***P<(0.001).

Figure 3: Effect of SAR405838 on immature and committed progenitors. A, B, C,) Cells
were sorted either as CD34'CD38” immature cells or as CD34'CD38" committed cells. They
were seeded in methylcellulose (A, B) or in fibrin clot (C) in the presence of various doses of
MI-219 or SAR405838 to assay the number of BFU-E, CFU-GM and CFU-MK progenitors.

Results are presented as percentages compared to control. The results represent the mean of 2

17



experiments made in triplicate * represents statistical significance between CD34"CD38" and

CD34'CD38" cells (* P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001)

Figure 4: Effect of SAR405838 on erythroid differentiation. A) Day 8-erythroblasts treated
with MI-219 or SAR405838 were analyzed for p53 expression by western-blot. B-actin was
used as loading control. B) Day 8-erythroblasts were treated with various doses of MI-219 or
SAR405838 for 48 hours and counted by trypan blue exclusion. C) Day 8-erythroblasts were
treated with various doses of MI-219 or SAR405838 for 48 hours and apoptotic cells were
analyzed by flow cytometry using Annexin V' assay. The results represent the mean of 3
independent experiments. * represents statistical significance (*P<0.05; **P<0.01;

*#%p<0.001)

Figure 5: Effect of SAR405838 on early stage of megakaryocytic differentiation. CD34"
cells were cultured for one day and then treated with various doses of MI-219 or SAR405838
for 48h or 72h. A) Cells were counted by trypan blue exclusion. B) Apoptotic cells were
analyzed by flow cytometry using Annexin V' assay. The results represent the mean of 3
independent experiments. * represents statistical significance (*P<0.05; **P<0.01;

*#%P<(.001)

Figure 6: Effect of pS3 reactivation on late stage of megakaryocytic differentiation. A)
Day 10-MK treated with Nutlin 3a (5uM for 24h or 48h) were analyzed for p53, p21, Bax,
Bcl-2, Bel-xL expression by western-blot. B-actin was used as loading control. B) Day 11-
MKSs treated with MI-219 or SAR405838 (5uM for 24h) were analyzed for p53 expression by

western-blot. B-actin was used as loading control. In parallel, the expression of P53, BAK,
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BCL2LI, NOXA, PUMA, BAX, P21 and P53 were quantified by qRT-PCR related to HPRT.
C) Day 7-megakaryoblasts were exposed to 5 uM Nutlin 3a or Nutlin 3b for 24 hours and
apoptotic cells were analyzed by flow cytometry using Annexin V assay. (n=3). D, E, F) Day
6-megakaryoblasts were exposed to MI-219 or SAR405838 (0.5 or 1uM for 72h) and cell
viability (D), apoptosis (E) or CD41 expression (F) were investigated. The results represent
the mean of 2 experiments. * represents statistical significance (*P<0.05; **P<0.01;
*#%P<0.001). G) Day 6-megakaryoblasts were exposed to SAR405838 (1.5uM for 48h) in the
presence of various doses of TPO and apoptotic cells were analyzed by flow cytometry using

annexin V assay. One representative experiment (n= 2).

Figure 7: Effects of pS3 stabilization on PPF formation. A) Percentage of proplatelet-forming

day 10-MKs after incubation with 0.5 or 1 uM of SAR405838 or MI-219. The percentage of
proplatelet-forming MKs was estimated by counting MKs exhibiting one or more cytoplasmic
processes with areas of constriction. A total of 200 cells per well were counted during 4 days. Error
bars in histograms represent the SD of one representative experiment performed in triplicate wells.
Similar results were obtained in 3 repeated experiments. * represents statistical significance
(**P<0.01). B) Cells were transduced at day 4 of culture with a control lentivirus (shCnt) or a
lentivirus encoding either shARNA p53 (shp53_0) or (shp53_2/4) and p53 protein level in GFP'/CD41"
sorted cells was analyzed at day 9 of culture by western-blot. B-actin was used as internal loading
control. C) Real-time PCR was used to quantify p53-dependent genes in p53 knockdown day 9-MKs
and related to HPRT (n=5). D) p53, MDM?2, BCL-XL, BAX and p21 protein levels were analyzed in
GFP'/CD41" sorted cells by Western blot (at days 10 and 13 of culture). B-actin was used as loading
control. (n=3) * represents statistical significance (**P<0.01). E) Percentage of shCnt and shp53-
transduced proplatelet-forming MKs exposed to 0.25 or 1 uM SAR405838 or MI-219. Day 8-MKs
were sorted on the expression of GFP and CD41. Day 10-MKs were seeded with or without

SAR405838 at 2x10° cells/well in 96-well plate. A total of 200 cells per well were counted during 4
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days (from day 11 to day 14). The histogram represents the percentage of proplatelet-forming MKs at

day 12 of culture. (n=3) * represents statistical significance (**P<0.01).
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Impaired hematopoietic progenitors and megakaryopoiesis by p53 activation
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Supplemental Figure legends:

Figure S1 : Effect of SAR405838 on polyploidization. Day 6 megakaryoblasts were treated
for 72 hours with various doses of MI-219 or SAR405838. At day 9, ploidy was analyzed by flow
cytometry using a CD41/CD42/vital Hoechst staining. N represents the mean ploidy. As shown,
SAR405838 induced a significant reduction in the mean ploidy (3.0N at the dose of 1uM versus 4.4N
for control or for MI-219 treatment)

The Figure illustrates a representative experiment in triplicate. Two other experiments in triplicate

gave similar results
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Partie I : La surexpression de TET2 et I’augmentation consécutive des 5-hmC induit

I’instabilité génomique et augmente la mutagenese en absence de TDG:

L’objectif général du projet était de déterminer si TET2, via ’activation de la déméthylation
active de I’ADN, jouait un rdle sur la stabilit¢ du génome. Nous avons observé que la
surexpression de TET2 entraine un ralentissement du cycle cellulaire et une importante
aneuploidie associée a une instabilité centrosomique dans les cellules Ba/F3-EPOR. Ce
phénomene est dépendant du site catalytique. Notre étude a aussi permis de montrer que
TET2 peut induire une mutagenese spontanée dans un contexte déficient en tdg avec un

spectre de mutagenese de C->T. Ce résultat suggere que 1’accumulation de 5-hmC ou 5-hmU

induit un phénotype mutateur.
I- Surexpression de TET?2 et ralentissement du cycle cellulaire

Nous pensons que le ralentissement de la progression en phase S du cycle cellulaire, induit
par la surexpression de TET2 WT est due a la présence des 5-hmC. En effet, I’accumulation
des 5-hmC pourrait freiner la réplication de I’ADN possiblement par une mauvaise
reconnaissance de la base modifiée par I’ADN polymérase. Ainsi, les 5-hmC seraient
assimilées par les systemes de réparation a des dommages de ’ADN, ce qui ralentirait ou
bloquerait la progression de la machinerie de réplication. Il serait intéressant d’étudier les
origines de réplication ainsi que la vitesse d’¢longation des fourches de réplication par
peignage moléculaire. Alternativement, on peut émettre 1’hypothése que TET2 pourrait
controler I’expression des protéines du cycle, en régulant la méthylation de certains
promoteurs. En particulier, TET2 pourrait réguler les cyclines A ou E qui en se fixant 8 CDK2
(cyclin-dependent kinase 2), sont requises pour la transition G1/S et S, respectivement. Ainsi,
TET2 comme d’autres suppresseurs de tumeurs, notamment P53 pourrait étre capable de
réguler le cycle cellulaire (Gudkov et Komarova 2010). Une étude dans ce sens rapporte que
la surexpression de Tetl dans la lignée MGC-803 (un modele cellulaire de cancer gastrique)
est associée a une faible prolifération et a une déméthylation notamment du promoteur de la
DNA-PK qui permet d’activer P53 (Fu et al. 2014). Ces données montrent aussi que
I’activation des TET et des 5-hmC permet I’expression de facteur impliqué dans la réparation
d’ADN comme la DNA-PK (élément important de la recombinaison non homologue).
Hajkova et al ont aussi montré que I’expression des protéines TET1 et TET2 augmente de

facon concomitante a celle des protéines XRCC1 et APE1 impliquées dans le BER lors de la
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déméthylation dans les cellules primordiales germinales (Hajkova et al. 2010). II serait donc
important d’étudier 1’expression des protéines impliquées dans la voie de réparation BER
(comme APEI et XRCC1) apres induction de la surexpression de TET2. Il faudrait aussi
étudier I’implication de TET2 dans d’autres voies de réparation telle que la voie de réparation
par excision de nucléotide, la recombinaison ou la réparation des mésappariements de bases
(MMR). Dans ce contexte, nous envisageons d’étudier en collaboration avec 1’équipe de
Murat SAPARBAEV (Gustave Roussy), ’effet de la surexpression de TET2 en absence de
MSH2, une protéine clé dans la voie MMR.

I1- Surexpression de TET?2 et instabilité chromosomique

Nous montrons que la surexpression de TET2 induit une aneuploidie significative associée a
des aberrations de nombre de centrosomes par cellule au cours de la métaphase. Ces résultats
nous poussent a penser que les 5S-hmC pourraient étre considérées comme des dommages de
I’ADN. En effet les dysfonctionnements de nombreux mécanismes de réparation de I’ADN
qui génerent des dommages a I’ADN, induisent de fortes instabilités chromosomiques
associées a des défauts de centrosomes. C’est le cas notamment pour des défauts des protéines
du BER comme XRCCI1 ou de la recombinaison homologue comme RADS51, XRCC2 ou
XRCC3 ou encore de P53 (Daboussi et al. 2005) (Sonoda et al. 1998) (Deans et al. 2003)
(Griffin and Thacker 2004). L’instabilit¢ chromosomique pourrait étre aussi liée a la
déméthylation puisque celle-ci a été¢ corrélée a I’instabilité chromosomique. En effet, les
souris hypomorphes pour Dnmtl qui présentent une hypométhylation génomique dans tous
les tissus, développent des lymphomes T agressifs avec une instabilité chromosomique et une
fréquence élevée de trisomie 15 (Gaudet et al. 2003). Une augmentation de la fréquence des
réarrangements chromosomiques telle que la perte de 1’hétérozygotie a aussi été observée

dans les cellules souches embryonnaires de souris mutantes pour DnmtI (Trinh et al. 2002).

De facon intéressante, il a ét¢ rapporté qu’EVII, un facteur de transcription hématopoiétique
fréquemment surexprimé dans les hémopathies malignes myéloides humaines (Kustikova et
al. 2013) et qui régule I’autorenouvellement de la cellule souche et induit des modifications
épigénétiques (Lugthart et al. 2011) induit une instabilité chromosomique associée a des
anomalies du nombre de centrosomes via une cytokinese anormale (Karakaya et al. 2012). 1l
serait donc intéressant de déterminer I’impact de TET2 sur la formation du fuseau mitotique

au cours de la mitose par vidéo-microscopie ainsi que sa localisation en examinant avec
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attention sa co-localisation avec la y-tubuline au niveau des centrosomes. L’impact sur les
kinases impliquées dans la régulation du cycle des centrosomes comme les Aurora pourrait

étre aussi étudié.

III- TDG/TET2 un partenariat pour la maintenance de la déméthylation et de ’'intégrité

du génome.

La transition C->T : le type de mutation la plus fréquente dans le génome humain est la

transition de G>A ou C>T dans les sites CpG. Elle représente 23% des mutations dans les
maladies héréditaires humaines et 24% des polymorphismes (SNP) (Krawczak et al. 1998)
(Tomso and Bell 2003). Dans les cancers humains, les transitions au niveau des CpG
représentent environ 24% des mutations de P53, y compris au niveau des « hot spot » (Waters
et Swann 2000). La prédominance de ces mutations est due en grande partie au caractere
hautement mutagene des paires de bases G:C a A:T au niveau des sites CpG. Elles sont les
conséquences des mésappariements G:T non réparés qui résultent de déamination spontanée
des 5-mC dans les CpG. Les 5-mC sont beaucoup moins stables que la cytosine et peuvent
étre déaminées de fagon spontanée en thymine avec une fréquence 5 fois plus élevée que pour
la cytosine non méthylée (Kumar et Subramanian 2002). Notre étude montre aussi que les 5-
hmC peuvent €tre mutageénes et induire des transitions de C->T en absence d’une protéine

impliquée dans la réparation des cytosines déaminées : TDG (Figure 13).

TDG protege les ilots CpG de [’hyperméthylation:

TDG joue un rdle important non seulement dans le maintien de I’intégrité génétique mais
aussi de la régulation épigénétique. TDG excise la thymine a partir des mésappariements G : T
entrainées par la déamination des 5-mC et d’autres 1€sions comme 1’uracile (U) et les 5-hmU.
Au cours de la déméthylation de ’ADN, TDG est capable d’exciser aussi les 5-fC et les 5-
caC générées a partir des 5-mC par les enzymes TET. Les souris Tdg Knock-out ne sont pas
viables (Cortellino et al. 2011) (Cortazar et al. 2011), et la réparation du mésappariement G:T
a été trouvée abolie dans les extraits nucléaires MEF tdg'/ " (Cortellino et al. 2011) (Cortazar et

al. 2011).

En plus de sa fonction catalytique, TDG peut affecter la déméthylation et 1’activation de la
transcription en agissant comme co-activateur ou comme protéine de structure dans des

complexes intervenant dans la déméthylation. TDG pourrait par exemple favoriser 1’ouverture
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de la chromatine et la transcription via des interactions protéines-protéines (Bird
2002) et (Illingworth and Bird 2009). L’interaction de TDG avec DNMT3a et DNMT3b
résulte dans la stimulation de 1’activité de TDG et dans une inhibition de 1’activit¢ DNMT3a
(Li et al. 2007) (Boland et Christman 2008). Par ailleurs, TDG interagit aussi avec 1’histone
acétyltransférase p300 et CREB- binding protein (CBP) (Tini et al. 2002), ce qui permet de
protéger les ilots CpG de I’hyperméthylation et d’activer la transcription (Cortellino et al.
2011) et (Cortazar et al. 2011). Grace a ce role de co-activateur de la transcription , TDG
module I’activité de nombreux récepteurs d’hormones nucléaires comme le récepteur alpha de
I’cestrogéne (ERa) ou les récepteurs de I’acide rétinoique (Tini et al. 2002), (Cortellino et al.
2011), (Chen et al. 2003), (Missero et al. 2001) et (Um et al. 1998). TDG est aussi impliquée
dans le controle de la déméthylation des promoteurs de nombreux genes qui sont impliqués
dans I’embryogénése et le développement (Maiti and Drohat 2011) (Cortellino et al.
2011) et (Cortazar et al. 2011). En absence de TDG, il a été observé une perte des marques
activatrices des histones (H3K9ac, H3K14ac, H3K4me2) et une augmentation des marques
répressives des histones (H3K27me3 et H3K9me3) (Cortellino et al. 2011) et (Cortazar et al.
2011). Ainsi, TDG interagit avec les facteurs de transcription, les DNMT et les histones
acetyltransférases pour protéger les ilots CpG de 1’hyperméthylation (Chen et al. 2003) (Li et
al. 2007) (Gallais et al. 2007) (Tini et al. 2002).

Au total, les cellules déficientes en TDG présentent deux altérations majeures: d’une part une
réduction de la capacité de réparation par BER induisant une augmentation de la sensibilité
aux dommages mutagénes et I’accumulation de mutations et d’autre part la perte de la
capacité a déméthyler les régions promotrices ce qui entraine une expression inappropriée des

genes.

On peut donc penser que TET2 et TDG agissent en partenariat pour maintenir une
déméthylation des CpG et une intégrit¢ de I’ADN, la perte de TDG entrainant une
mutagenese accrue au niveau des CpG. TET2/TDG est donc un complexe permettant de

controler I’homéostasie de la déméthylation.

Implication potentielle de MBD4, une autre glycosylase

L’absence de Mbd4 chez les souris (mbd4”") entraine également une augmentation des
mutations C->T dans les CpG et accélere la formation de tumeurs intestinales chez les souris

qui présentent une prédisposition comme des mutations du gene APC (adenomatous polyposis
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coli gene (Apc™™*) (Millar et al. 2002) (Wong et al. 2002). MBD4 est muté dans de
nombreux cancers qui présentent une instabilité des microsatellites, en entrainant 1’expression
d’une protéine MBD4 tronquée de son domaine glycosylase qui a un effet dominant négatif
(Bader et al. 1999) (Bader et al. 2007) (Riccio et al. 1999). En conséquence, il y a une
réduction des facultés de la réparation dans les cellules cancéreuses et augmentation des
mutations dans les sites CpG mais aussi dans d’autres régions du génome (Bader et al. 1999)
(Bader et al. 2007). De facon intéressante, MBD4 a été trouvé comme se liant aux ShmU
(Morera et al. 2012) suggérant que MBD4 pourrait intervenir dans I’action de TET2 et TDG.
Des études devront €tre menées pour savoir si la mutagenese est différente en présence de

TET?2 dans des cellules déficientes a la fois en MBD4 et en TDG.

IV- Comparaison entre le phénotype observé suite a I’augmentation des 5-hmC et le

traitement par les agents déméthylants

Les effets de la surexpression de TET2 et I’utilisation des agents hypométhylants comme
I’azacitidine ou la décitabine, utilisés dans le traitement des SMD ou des LAM pourraient étre
comparés bien qu’empruntant deux voies de déméthylation distinctes. En effet, TET2 induit
une déméthylation active faisant intervenir les déaminases et les protéines du BER tandis que
les agents hypométhylants induisent la déméthylation passive dépendante des divisions
cellulaire et la dégradation protéosomale des DNMTs (Ghoshal et al. 2005). De facon tres
intéressante, il a été rapporté¢ que I’incorporation d’agents hypométhylants dans I’ADN des
cellules malignes induit des dommages de I’ADN et active la réponse aux dommages a
I’ADN (via I’activation des checkpoint kinases (Chk-1 et Chk-2) et la phosphorylation de -
H2AX) (Thepot et al. 2011) mais aussi la voie BER (Orta et al. 2014). De plus, il a été montré
que les cellules déficientes en XRCCI1 sont plus sensibles au traitement par 1’azacitidine,
suggérant un role de XRCCI1 dans la réparation des lésions génétiques induites par ce genre
de traitement (Orta et al. 2014). Ceci est en concordance avec nos résultats qui montrent que
la déméthylation induite par la surexpression de TET2 en absence de TDG induit
I’augmentation de la mutagenese. Par ailleurs, il a été décrit que les patients qui présentent
des mutations de TET2, sans anomalies additionnelles, répondent aux agents hypométhylants
mieux que les patients avec TET2 sauvage (Itzykson et al. 2011) (Bejar et al. 2014). De plus,
des expériences de transplantation de moelle osseuse chez la souris ont montré que
I’exposition a 1’azacitidine diminue 1’avantage clonal associé¢ a la perte de la fonction de
TET?2. Cependant, les mécanismes par lesquels les mutations ou la perte de TET2 peuvent
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influencer la réponse au traitement par les agents hypométhylants n’est pas clair (Moran-

Crusio et al. 2011) (Li et al. 2011).
V- Défaut en TET2 et instabilité chromosomique.

Dans cette étude, nous nous sommes principalement focalisés sur les effets de la
surexpression de TET2 et sur la génération anormale des 5-hmC sur ’instabilité génétique et
chromosomique. Etant donné que dans les hémopathies malignes, il a été identifié des
mutations pertes de fonctions de TET2 et non des surexpressions ou des amplifications de
TET2, nous nous interrogeons aussi sur le role d’un défaut de TET2 dans I’instabilité
génétique. Les résultats du laboratoire et d’autres sur la fonction de TET2 dans les
hémopathies suggerent que son altération est précoce et précede la mutation JAK2V617F
dans les NMP ou d’autres oncogeénes comme KITD816V dans la mastocytose. L’une des
hypothéses est que I’inactivation de ce géne génére un état « pré-leucémique » avec expansion
clonale. Dans ce contexte, la survenue d’une mutation oncogénique secondaire ferait évoluer
I’état pré-leucémique vers un NMP, un SMD ou une LAM. TET2 pourrait donc modifier
I’hématopoiese pour permettre a des cellules contenant des oncogenes de s’amplifier ou bien
TET2 pourrait avoir directement un role dans 1’apparition de ces deuxiémes événements en
jouant sur le contrdle de la stabilité du génome ou bien le défaut en TET2 en induisant une
prolifération augmentée du systeme hématopoiétique en générant une hématopoicse clonale
induirait un stress réplicatif et favoriserait indirectement des mutations. En accord avec ces
deux dernieres hypothese, les souris knock-out tet2 développent des hémopathies myéloides
ressemblant a des LMMC, mais avec un délai assez long. En revanche ce délai est tres
raccourci lors de transplantations secondaires (Quivoron et al. 2011). D’autre part, certains
résultats encore controversés dans les NMP semblent suggérer un mauvais pronostic pour les

patients présentant des mutations de TET2 (Lundberg et al. 2014).

Des données de la littérature ont montré que la déplétion de Tetl joue aussi sur le cycle
cellulaire dans les cellules NIH3T3 en bloquant I’accumulation de la cycline D1 en phase G1
du cycle cellulaire, inhibant la phosphorylation de Rb et par conséquent entrainant un
ralentissement de ’entrée en phase G1/S. Ceci montre que Tetl est nécessaire pour la
prolifération cellulaire et que ce processus se produit via la voie Rb (Huang et al. 2013). Nos
résultats préliminaires sur 1’effet de la déplétion en TET2 montrent qu’une déficience en

TET?2 induit également une instabilité chromosomique dans des lignées cellulaires en utilisant
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des shARN. Ceci suggere aussi qu’une diminution des 5-hmC, c’est a dire vraisemblablement
une augmentation des 5-mC serait aussi néfaste pour les cellules sur le plan de la stabilité du
génome. Nous pouvons émettre 1’hypothese qu’un défaut de TET2 pourrait conduire a une
méthylation de promoteurs de certains génes de réparation. Ces résultats sont tres intéressants
pour expliquer a la fois ’hétérogénéité des hémopathies malignes des patients mutées pour
TET2, et d’autres part la longue latence des souris invalidées pour Tet2 pour développer des

LMMC ou des MDS.

Ainsi, d’autres travaux devront étre développés pour savoir si le défaut en TET2 ou des
mutations de TET2 entrainent une mutagenese et une instabilité génétique. Dans nos modeles
de cellules Ba/F3, nous avons trouvé que la surexpression ectopique d’une protéine TET2
tronquée (TET2*) ou qui présentent des mutations ponctuelles au niveau des résidus de
fixation de Fe** (H1382Y et D1384V, HxD) n’affecte pas le taux des 5-hmC en comparaison
avec les cellules controles montrant que ces deux mutations ne sont pas de type dominant
négatif. Invalider le géne TET2 endogéne ou mimer des mutations de TET2 par la technique
CRISPR-cas9 au niveau des acides aminés clés permettrait d’étudier 1’effet exclusif de la
mutation sur I’instabilité génétique. Générer des cellules induites a la pluripotence a partir de
cellules de patients qui présentent des mutations du site catalytique pourrait étre aussi un
modele d’étude. Enfin, les souris ko ter2 constitutives pourraient étre utilisées pour générer

des fibroblastes embryonnaires fer2”” par exemple.
VI- Divers roles joués par les 5-hmC

Nous attribuons le phénotype d’instabilit¢é chromosomique et de mutagenese observé dans
notre étude a I’augmentation des 5-hmC dans la cellule. En effet, il est maintenant évident que
les 5-hmC ne sont plus de simples intermédiaires de la déméthylation active. Bien qu’elles
aient été¢ découvertes pour la premiere fois dans I’ADN mammaire en 1972 (Penn et al. 1972),
les 5-hmC n’ont fait I’objet de recherches qu’a partir de 2009. Depuis, de nombreuses études
se sont intéressées a la fonction et au métabolisme de ces composés et de leurs dérivés et ont
montré que les 5-hmC peuvent avoir un role dans le cytosquelette, le transport des ions, la
transcription, 1’adhésion cellulaire, la mort cellulaire, le développement, la différenciation, la
maturation, la structure de la chromatine, I’épissage, 1’autorenouvellement et la myélopoicse
(Kriaucionis et Heintz 2009), (Tahiliani et al. 2009), (Ito et al. 2010), (Hahn et al. 2013),
(Mellen et al. 2012), (Ko et al. 2010), (Szulwach et al. 2011), (Jin et al. 2011), (Dawlaty et al.
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2011), (Pastor et al. 2011), (Wossidlo et al. 2011), (Koh et al. 2011), (Song et al. 2011),
(Ivanov et al. 2012) et (Wang et al. 2012). Les changements de la distribution et de la
concentration des 5-hmC dans un tissu peuvent étre a 1’origine de maladies. Certaines
maladies neurologiques comme la RTT (maladie postnatale neurologique et
développementale due a I’absence du géne MeCP) et la maladie d’ Alzheimer sont corrélées a
des aberrations des 5-hmC. Il a été reporté que le taux des 5-hmC, 5-fC et 5-caC jouent un
role dans la progression de la maladie d’Alzheimer. En effet, la concentration de ces
métabolites varie entre les différentes régions du cerveau et selon les stades de progression de
la maladie (préclinique et stade tardif) (Bradley-Whitman MA et Lovell MA. 2013). Dans les
cancers colorectaux et les cancers gastriques, il a été montré que le taux des 5-hmC est
considérablement plus faible en comparaison avec les tissus normaux appariés adjacents (Li
and Liu 2011) et (Kudo et al. 2012). Le taux des 5-hmC et de TET2 a été trouvé fortement
augmenté dans le naevus benin, le naevus dysplasique, le mélanome superficiel et les

maladies cutanées métastasiques (Gambichler et al. 2013).

Les 5-hmC sont les produits d’hydroxylation des 5-mC induite par les protéines TET.
Néanmoins, le taux des 5-hmC ne dépend pas uniquement du statut des TET dans la cellule
(sauvage ou muté), mais aussi d’autres protéines impliquées dans la régulation de la fonction
enzymatique des TET. Il a été montré que les 5-hmC sont absents dans toutes les tumeurs
stromales gastrointestinales déficitaires pour la succcinate déhydrogénase (SDH) (Mason and
Hornick 2013). L’absence de SDH peut entrainer l’accumulation de succinate, un
oncométabolite qui peut inhiber I’activité des enzymes dioxygenases dépendantes de 1’a-
kétoglutarate comme les protéines TET. Des mutations identifiées dans les hémopathies des
enzymes appelées isocitrate déshydrogénase, IDH1/2 (isocitrate dehydrogenase 1/2) ont la
capacité¢ de synthétiser 1’énantiomeére R du 2-hydroxyglutarate, capable aussi d’inhiber
I’activité des dioxygénases par compétition avec le 20G (Koivunen et al. 2012). Enfin,
certains cofacteurs, comme la vitamine C, favorisent I’activit¢ de ces dioxygénases en
permettant le repliement du domaine catalytique et le recyclage du Fe II (Blaschke et al.
2013). Enfin des miRNA comme miR-29a peuvent diminuer les 5-hmC en régulant
I’expression de TET3 et de TDG chez des souris agées (Zhang et al. 2013). Ceci suggere que
les mi-RNA peuvent réguler le taux des 5-hmC dans la cellule et entrainer le vieillissement

(Figure 6). Le dosage du taux des 5-hmC comme marqueur de 1’activité catalytique de TET2
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dans 1’hématopoiese au cours du vieillissement pourrait étre recherché puisque les mutations

de TET2 ont été détectées chez des personnes agées présentant une hématopoiese clonale.

Partie II : Effet de D’activation de P53 par des antagonistes de MDM2 au cours de

I’hématopoiese.

La boucle de rétrocontrole P53—-MDM2 est une voie clé pour réguler P53 (Bargonetti et
Manfredi 2002). Par conséquent, cette voie constitue la piste la plus étudiée pour activer P53
dans les cellules tumorales via le développement d’agents qui bloquent I’interaction P53-
MDM2 (Shangary et Wang 2008) (Tovar et al. 2006). L’activité de ces inhibiteurs de MDM?2
dépend de I’activation de P53 dans les cellules exprimant une protéine P53 normale. Ainsi, les
hémopathies malignes comme les néoplasmes myéloprolifératifs (NMP) qui expriment une
P53 normale en phase chronique sont potentiellement des tumeurs cibles pour ce type de
traitement. Les petites molécules inhibitrices qui ont ét€ décrites pour pouvoir induire la
stabilisation et la réactivation de P53 dans différentes hémopathies malignes sont nombreuses
et incluent la Nutline-3, le MI-219, le MI-63, le RITA, et récemment le RG7112 et le
SAR405838.

Dans cette deuxieme partie de these, nous avons montré que le SAR405838, un antagoniste de
MDM2, en évaluation clinique depuis 2012, induit I’apoptose de facon dépendante de P53 des
cellules progénitrices CD34" normales isolées par cytaphérése de donneurs. L’activation de
P53 dans ces cellules est associée a 1’activation des cibles classiques comme MDM?2, BBC3 et
CDKIA. Nous avons ensuite montré que le SAR405838 réduit de facon dépendante de la dose
et du temps le nombre des progéniteurs érythroides, granuleux et mégacaryocytaires. Dans la
lignée mégacaryocytaire, cet effet est plus prononcé aux stades tardifs de la différenciation
par rapport aux stades précoces. Le SAR405838 entraine une diminution de la ploidie et de
facon dose dépendante et P53-dépendante une réduction de la production des proplaquettes
(Figure 14). Nous avons aussi montré que 1’addition de fortes doses de TPO ne corrige pas la

cytotoxicité induite par le SAR405838.
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Figure 14: Effet de la stabilisation de P53 au cours de ’hématopoiése. La stabilisation de
p53 dans les cellules primaires entraine la diminution du nombre de tous les progéniteurs
myéloides y compris les BFU-E, les CFU-GM et les CFU-Még mais aussi 1’altération de la
polyploidisation des mégacaryocytes (Még) et de la formation des proplaquettes (PPT).

I- Un effet dépendant des divisions cellulaires :

Nos données tendent 2 montrer que la toxicité induite par les SAR405838 est liée au nombre
de divisions cellulaires. En effet, la toxicité est d’autant plus forte que le temps de traitement
est important au niveau des progéniteurs. De plus, ce sont les progéniteurs BFU-E qui sont les
plus sensibles a 1’effet de SAR405838 en comparaison avec les CFU-MK et les CFU-GM.
Enfin, nous avons observé une diminution des mégacaryocytes polyploides (N>4N). Ainsi,
nous pensons que la cytotoxicité induite par le SAR405838 dépend des divisions cellulaires et

pour confirmer cette hypothese nous envisageons d’étudier le nombre de divisions mitotiques
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des progéniteurs en présence ou non de SAR405838 et ceci par cytométrie de flux par le test

CFSE (Carboxyfluorescein succinimidyl ester).
II- L’addition de fortes doses de TPO ne diminue pas la cytotoxicité :

Comme la thrombocytopénie observée en clinique, chez les patients traités par le SAR405838
est réversible au bout de quelques semaines, il a été suggéré que le traitement par la TPO ou
par ses agonistes comme I’Eltrombopag pourrait restaurer cette cytopénie (Iancu-Rubin et al.
2014). La TPO est un facteur de survie pour les cellules de la lignée mégacaryocytaire. En
effet la TPO induit I’expression de Bcl-xL, une protéine anti-apoptotique de la famille des
Bcl-2 (Kirito et al. 2002). Nous avons étudié cette hypothese et nous avons montré que
I’addition de fortes doses de TPO ne freine pas 1’apoptose et ne restaure pas la
cytotoxicité induite par SAR405838. Inversement, nous avons montré que 1’effet négatif d’un
inhibiteur de Bcl-XL est trés diminué par un shRNA contre TP53, suggérant bien un
antagonisme entre Bcl-XL et la voie p53 sur la mégacaryopoiese. Cependant, il est possible
que des les doses de TPO considérées comme faibles in vitro (1ng) sont en fait des doses
élevées par rapport a 1’in vivo (10 pg/ml) et que ces doses induisent déja une expression quasi
maximum de Bcl-XL. II est donc possible que de fortes doses de TPO in vivo puissent en

partie avoir un effet et permettre de diminuer les effets toxiques des inhibiteurs de MDM?2.
I11- Effet du SAR sur la mutation JAK2V617F dans les hémopathies malignes :

Comme les néoplasmes myéloprolifératifs (NMP), constituent un prototype des hémopathies
malignes caractérisées par ’inactivation fonctionnelle de P53, due a la surexpression de son
régulateur négatif MDM2, nous avons étudié¢ I’effet d’une gamme de concentrations de
SAR405838 sur les cellules primaires CD34" de patients atteints de NMP positifs pour la
mutation JAK2V617F (Figure 15). Nous montrons que le SAR405838 n’a aucun effet
spécifique sur les clones malins JAK2V617F positifs. Dans la littérature le RG7112, seul
réduit, modérément, la formation des colonies CFU-GM et BFU-E de patients PV de facon
dose dépendante (Lu et al. 2014) et doit étre combiné a l’interferon-a (IFNa) pour
potentialiser la réduction de la charge allélique de JAK2V617F chez les patients atteints de PV
et de TE. Cependant, il existe des patients résistants a ’IFNa et il serait légitime de se
demander s’ils présentent des mutations de P53 puisque ces mutations sont présentes avec

une forte proportion quand les NMP se transforment.
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Figure 15: Effet des antagonistes de MDM?2 sur les cellules JAK2V617F positives dans
les néoplasmes myéloprolifératifs (NMP). Dans les NMP, la mutation JAK2V617F entraine
la surexpression de MDM?2 via I’induction de la surexpression de 1’antigéne La. Ceci entraine
la réduction du taux de P53 suite a son ubiquitination et sa dégradation. L’addition de
SAR405838, un antagoniste de MDM?2 avec une plus forte affinité que celle de P53 induit la
stabilisation de P53 et consécutivement I’arrét du cycle cellulaire et I’apoptose.

IV- Résistance aux drogues et autres approches pour cibler p53 :

Dans les cellules cancéreuses qui expriment une P53 normale, I’inhibition de P53 est une
étape critique dans la progression du cancer. Comme presque la moitié des cancers présente
une P53 normale, il a été proposé que les molécules qui sont capables d’activer les réponses
dépendantes de P53 dans les cellules tumorales puissent avoir des bénéfices thérapeutiques.
Néanmoins, il a été reporté que les tumeurs développent souvent une résistance a ces drogues
via I’acquisition de mutations de P53 (Lane DP. 2005). Ce phénomene a été observé dans les
lignées cellulaires traitées par le SAR405838 (Hoffman-Luca et al. 2015) ou par la Nutlin-3
(Aziz et al. 2011) (Michaelis et al. 2011). Ainsi, les stratégies thérapeutiques devraient, a la

fois, cibler la P53 normale et mutée.
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Outre ’abolition de I’interaction P53-MDM2, d’autres approches thérapeutiques ciblant la

protéine p53, ont été développées et certaines sont en évaluation clinque.

IV-1- Restauration des fonctions normales de P53 mutée

De nombreuses molécules ont été décrites pour leur faculté a reverser les propriétés
oncogéniques de P53 muté. Parmi ces molécules, PRIMA-1, une petite molécule en
évaluation clinique depuis 2012, est capable de restaurer la conformation normale de P53
muté ainsi que sa liaison spécifique a I’ADN et par conséquent induire 1’apoptose dans les
cellules tumorales exprimant une protéine P53 mutée. Elle active aussi bien P53 normale que
P53 mutée (Lambert et al. 2009). PRIMA-1 tout comme son dérivé méthylé plus actif,
PRIMA-1™*T inhibent la prolifération cellulaire aussi bien dans différentes cellules malignes
exprimant un mutant de P53 que dans des xénogreffes de tumeurs dans des modeles animaux
(Duffy et al. 2014). Néanmoins, I’effet de ces drogues est associé a une légere toxicité chez
les animaux testés (Zandi et al. 2011). De plus, une mutation, Phe176, de P53 semble étre
réfractaire 2 PRIMA-1. PRIMA-1M*T induit ’apoptose et inhibe la prolifération cellulaire,
selon le type de cancer, via les autres membres de la famille P53, P73 et P63 (Saha et al.
2013). Parmi les genes dont I’expression est modifi¢ par PRIMA-1 ou PRIMA-1MT Jes cibles
classiques de P53 wild-type comme P21, NOXA, PUMA, GADDA45, les caspases 2, 3 et 9) et
MDM2 (Zandi et al. 2011).

IV-2- La thérapie génique par un gene 7P53 wild type

La thérapie génique consiste a I’administration d’un vecteur rétroviral codant pour un geéne
TP53 normal directement dans la tumeur. Cette approche n’a pas induit de cytotoxicité par
contre les essais cliniques n’ont pas montré de régression tumorale mais des anomalies
génomiques. Ainsi, le rétrovirus a ét€é remplacé par un adénovirus (Roth 2006) dont
I’évaluation clinique a révélé un effet sur ’apoptose, I’absence de cytotoxicité, mais comme
le rétrovirus, une efficacité treés limitée sur la régression tumorale. Malgré ces résultats
I’adénovirus-P53 est commercialisé et son utilisation est autoris€ée en Chine mais pas en

Europe ou aux états unis (Duffy et al. 2014).
IV-3- la lIétalité synthétique :

La troisieme approche thérapeutique ciblant P53 est la 1étalité synthétique (SL). Le processus

de la 1étalité synthétique se produit lorsque deux mutations non létales entrainent la 1étalité
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lorsqu’elles sont présentes simultanément dans une cellule. Ainsi, cibler les geénes qui
montrent une létalit€ synthétique avec TP53 muté peut &tre néfaste pour les cellules
cancéreuses. 98 genes ont été décrits comme des genes potentiellement SL avec TP53 (Wang
et Simon 2013). Ces geénes sont impliqués dans de nombreuses fonctions biologiques comme
les modifications post-traductionnelles, la prolifération cellulaire, le cycle cellulaire et les
voies de signalisation. L’un des partenaires les mieux caractérisé comme induisant la SL avec
P53 est CHK1 (Schoppy et Brown 2012), (Ma et al. 2012). En effet, la combinaison d’un
inhibiteur de CHK1 (UCN-01 or AZD7762) avec I’irinotécan (un inhibiteur de la
topoisomérase 1 qui induit des cassures de 1'ADN préférenticllement dans les cellules
cancéreuses) dans un modele murin de cancer du sein, réduit la croissance tumorale
spécifiquement dans les tumeurs mutées pour P53 (Ma et al. 2012). L’hypoth¢ese rationnelle
de cette relation de 1étalité synthétique est la nécessité de cellules déficitaires en P53 et CHK1
d’arréter la progression du cycle cellulaire au niveau de la phase S et G2 (Schoppy et Brown
2012). Ainsi, quand les points de contréle en S et G2 sont bloqués suite a I’inhibition de

CHKI, les cellules déficitaires en P53 succombent a l'apoptose et a la catastrophe mitotique

(Ma et al. 2012) (Figure 16).
IV-3-1 Combinaison avec d’autres drogues :

IV-3-1-a Dans notre étude : Combinaison de SAR405838 avec un anti-CHKI, le MK-8776

Dans ce contexte, et suite 1’inefficacité du SAR405838 seul sur la réduction des clones
JAK2V617F chez les patients atteints de NMP, nous avons étudi¢ I’effet de la combinaison
du SAR405838 et du MK-8776, un inhibiteur de CHK1 en essais cliniques de phase 1-2.
Nous avons testé cette combinaison sur 8 patients (1-8) : 2 PV, 2 TE, 2 PV->MF et 2 TE-
>MF et évalué I’'impact sur les progéniteurs JAK2V617F. La réponse a la combinaison des
deux molécules est tres variable d’un patient a ’autre, les doses qui induisent la réduction du
clone muté ne sont pas les mémes d’un patient a I’autre. Pour certains, ces doses efficaces sur
le clone muté sont cytotoxiques et affectent également le clone WT. Nous pensons qu’il
faudra augmenter le nombre d’échantillons étudiés pour pouvoir faire des statistiques et

conclure sur I’effet de cette combinaison.
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Figure 16: Effet combiné du SAR405838 et de MK-8776 sur les cellules JAK2V617F
positives dans les néoplasmes myéloprolifératifs (NMP). La mutation JAK2V617F entraine
I’ubiquitination de p53 et sa dégradation et la phosphorylation de la protéine CHK-1 (A).
L’addition concomitante de SAR405838 et de MK-8776, un inhibiteur de CHK-1, induit
I’apoptose suite a I’activation de p53 et ’amplification des dommages de I’ADN en I’absence
de point de contrdle conduisant a une catastrophe mitotique et une augmentation de la mort
cellulaire (B).

IV-3-1-a Dans les autres études :

De nombreuses combinaisons entre drogues ont montré une synergie de 1étalité des cellules
malignes. L’inhibition de CHK1 par le MK-8776 sensibilise les cellules CD34" isolées a
partir de patients atteints de LAM au traitement par le vorinostat, un inhibiteur de HDAC. La
combinaison de ces deux drogues entraine des dommages de I’ADN et induit la diminution de
protéines impliquées dans la voie de réparation des cassures double brin par recombinaison

homologue. La synergie de ces deux molécules a été approuvée aussi bien dans les cellules
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leucémique P53 normale que dans les cellules P53 mutées (Dai et al. 2013). 1l a été montré
qu’in vitro PRIMA-1MFT synergise avec le cisplatine, ’adriamycine et la camptothecine dans
des lignées cellulaires de cancer du poumon, avec le cisplatine et le vinblastine dans des
lignées cellulaires de cancer colorectal et avec la camptothecine dans des lignées cellulaires
d’ostéosarcome (Bykov et al. 2005). In vivo, PRIMA-1M®T synergise avec le cisplatine dans
un modele de cancer des poumons et avec la dexamethasone dans un modele de myélome
multiple (Saha et al. 2013). Dans les NMP, la combinaison de faibles doses de RG7112 avec
le Peg-IFNa 2a inhibe significativement la formation de colonies par les progéniteurs
hématopoiétiques des patients PV et MFP. Cette combinaison induit aussi la diminution de
nombre de colonies positives pour la mutation JAK2V617F (Lu et al. 2014). La synergie du

Peg-IFNa 2a avec la Nutline-3 a été aussi montrée (Lu et al. 2014).
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CONCLUSION : TET?2 et P53, deux suppresseurs de tumeurs

Dans cette thése, j’ai étudié le réle de deux suppresseurs de tumeurs TET2 et P53 qui ont tous

deux des fonctions a la fois communes et différentes.

Ces deux genes semblent trés importants pour 1’homéostasie des CSHs et sont trouvés mutés
dans les hémopathies malignes. Les mutations de TET2 sont acquises tres tot au niveau de
I’hématopoiese (Smith et al. 2010) et précedent souvent les mutations comme JAK2V617F
dans les NMP méme si elles peuvent survenir aussi tardivement lors de la progression de ces
maladies vers la myélofibrose ou les leucémies. Les mutations de P53 sont rarement
détectées dans le diagnostic des hémopathies malignes et des NMP. Cependant leur
prévalence augmente au moment de la transformation des NMP en leucémies secondaires

avec 30% de mutations.

TET2 et P53 régulent le cycle cellulaire. En effet, la surexpression de TET?2 ralentit le cycle
cellulaire et la transition G1/S. De la méme facon, la stabilisation de P53 intervient dans le
controle du cycle cellulaire notamment aux points de contrdles G1/2 mais aussi en intra-S et

en G2/M (Figure 17).

TET2 et P53 régulent la transcription des genes. En effet, P53 est un facteur transcriptionnel
permettant 1’induction des genes. TET2 permet aussi probablement la stimulation de la
transcription des genes via son role dans la déméthylation active. Il reste a déterminer quels

genes TET2 peut réguler spécifiquement.

TET2 et P53 sont impliqués dans la réparation de I’ADN et I’induction de dommages. TET2
en générant des 5-hmC implique indirectement 1’activation des protéines du BER et la perte
de TDG entraine une mutagenese accrue. P53 est également impliqué dans la gestion des
dommages a I’ADN et dans la réparation. Sa stabilisation permet d’arréter le cycle cellulaire
pour permettre aux cellules de réparer en cas de stress et éventuellement d’éliminer par
apopotose les cellules trop endommagées. Il intervient aussi dans la régulation de nombreux
mécanismes de réparation d’ADN comme la recombinaison homologue ou le MMR. De
nombreuses études ont montré qu’il est impliqué dans la régulation et le contréle de
différentes étapes de la voie BER (Offer et al. 1999) (Zhou et al. 2001) (Seo et al. 2002)
(Achanta and Huang 2004) (de Souza-Pinto et al. 2004) et ceci soit directement en régulant la
transcription de OGGI (Chatterjee et al. 2006), soit indirectement via I’interaction avec de

nombreux effecteurs de la réparation comme APEI1 et la polymérase B. Seo et al. ont montré
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que les cellules déficitaires en P53 présentent une diminution des faculté de réparation par
BER (Seo et al. 2002). De plus, il a été montré que 1’expression de TDG est sous le contrdle
direct de ’activité transcriptionnelle de P53 via trois RE (Response Element) a P53 localisés
sur le promoteur de TDG (da Costa et al. 2012). Tous ces résultats confirment que P53 est
essentielle pour la réparation des 1ésions prises en charge par BER. La régulation de TDG par
P53 confere a la cellule la capacité de controler a la fois la stabilité génétique et épigénétique.
Il en résulte que la perte des fonctions de P53, soit suite a des mutations du gene soit via ses
régulateurs négatifs peut contribuer a la fois a un phénotype mutateur et a une instabilité
épigénétique. Dans ce cas, le phénotype mutateur résulterait de la diminution de la capacité de
réparation des mésappariements résultant de la déamination spontanée de la cytosine
méthylée, ce qui conduit a I'accumulation des transitions G:C a A:T, comme nous ’avons
montré en présence de TET2 dans un contexte déficient en TDG. D'autres études sont
nécessaires pour déterminer l'impact de la régulation de TDG par P53 sur la stabilité

génétique et épigénétique, in vivo.

Au total, TET2 et P53 sont des geénes trés importants puisqu’ils contrélent probablement
I’autorenouvellement, la prolifération, la différenciation et la réparation des CSHs. Il est
possible que ces genes cooperent ou interagissent puisque certaines études suggerent que
TET1 phosphoryle et active P53 via la DNA-PK (Fu et al. 2014) et qu’il existe une synergie
entre I’inactivation de TET2 et les mutations de P53 au cours de la tumorigenese (Jardin et al.

2011).

En revanche, contrairement a P53, TET2 n’a pas encore ét¢ impliqué ni dans I’apoptose ni

dans la sénescence et des études restent a mener.
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Figure 17: Roles de P53 et TET2, deux suppresseurs de tumeurs dans un contexte
hématopoiétique. TET2 et P53 ont des fonctions a la fois communes et différentes : P53
stabilisé et activé intervient dans le contréle du cycle cellulaire notamment aux points de
controles G1/2 et G2/M, la surexpression de TET?2 ralentit le cycle cellulaire et la transition
G1/S. TET2 et P53 sont impliqués dans la réparation de I’ADN : TET2 en générant des 5-
hmC implique indirectement 1’activation des protéines du BER notamment TDG et P53
régule directement 1’expression de TDG. Des études restent a mener sur des éventuelles

interactions entre TET2 et P53.
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ANNEXE 1

Emergence of a BCR-ABL translocation in a patient with the
JAK2V617F mutation: evidence for secondary acquisition of BCR-
ABL in the JAK2V617F clone
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Emergence of a BCR-ABL Translocation in a
Patient With the JAK2V617F Mutation:
Evidence for Secondary Acquisition of

BCR-ABL in the JAK2V617F Clone

Introduction

Myeloproliferative neoplasms (MPNs), such as essential
thrombocythemia, polycythemia vera (PV) and primary myelofi-
brosis (PMF), are distinct from chronic myeloid leukemia (CML),
which is positive for the Philadelphia chromosome (Ph) and the
BCR-ABL translocation. Significant numbers of Ph-negative
MPNs harbor an activating mutation in the Janus Kinase 2 gene
(JAK2V617F mutation),' and the JAK2 mutation and the BCR-
ABL translocation are considered to be mutually exclusive. We
observed the development of CML in a patient with PMF harbor-
ing the typical JAK2V617F mutation and investigated the emer-
gence of the JAK2V617F and BCR-ABL mutations at the single-cell
level. Clonal evolution of cancer cells was demonstrated, and di-
versity within the subclonal structure was investigated.

Case Report

A 67-year-old man whose WBC count had been elevated for several
years was referred to our hospital in April 2008 for evaluation of marked
leukocytosis (WBC, 22.6 X 10°/L). He was slightly anemic, with tear drop
cells, a hematocrit of 40.2%, and an elevated platelet count of 65.2 X
10'%/L (Fig 1; Hb, hemoglobin). A trephine biopsy revealed mega-
karyocytic hyperplasia with marked fibrosis. Chromosomal analy-

DIAGNOSIS

IN ONCOLOGY

sis revealed a normal karyotype. Genomic DNA was sequenced with
specific primers (5'-TGCTGAAAGTAGGAGAAAGTGCAT-3' and 5'-
TCCTACAGTGTTTTCAGTTTCAA-3") and a heterozygous G—T
transversion in JAK2 was detected (Figs 2A and 2B, arrows). These find-
ings met the diagnostic criteria for PMF,? and the patient was followed
without therapy. By April 2011, his leukocyte count had gradually in-
creased, and his spleen showed a marked enlargement, as indicated by the
larger red arrow in Figure 1. The small illustrations shown along the
x-axis in Figure 1 depict the location of the spleen. The spleen size
correlates with the thickness of the red arrow. A bone marrow
biopsy again revealed prominent myelofibrosis, with increased
megakaryocytes. Karyotype analysis was positive for t(9;22;21),
and the BCR-ABL fusion transcript was observed in 90% of periph-
eral blood neutrophils by fluorescent in situ hybridization (FISH).
The small photographs shown in Figure 1 depict FISH analyses
performed throughout the clinical course. The white arrows indi-
cate BCR and ABL transcripts, and the white arrowhead indicates
the BCR-ABL fusion transcript. A three-way variant Philadelphia
translocation (9;22;21)(q34;q11;q22) with a BCR-ABL fusion re-
siding on the der(22) was present, as is shown by arrows in Figure
3. A diagnosis of chronic-phase CML was made, although the level
of JAK2V617F had not changed. The patient was started on the
tyrosine kinase inhibitor (TKI) nilotinib in July 2011. Nilotinib
therapy was ceased 1 month later as a result of hyperglycemia, and
the patient was started on dasatinib. A complete molecular re-
sponse (CMR) for BCR-ABL,’ as determined by nested polymerase
chain reaction (PCR), was achieved after 6 months of treatment,
although no change in the JAK2V617F level was observed (Fig 2C,
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Fig 2.

arrow). Thus, the translocation generating BCR-ABL may have
been a molecular event independent of the JAK2V617F mutation
or a secondary event in the JAK2V617F-containing clone.

Results and Discussion

To address this question, CD34-positive cells were separated
from peripheral blood drawn from the patient at the emergence of
CML in 2011 (sample 2011S) and at the time of CMR in 2012
(sample 2012S). The cells were then plated at one cell per well by
cell sorting in serum-free medium, as previously described.* Col-
onies were selected, and direct reverse transcription was performed
using the SuperScript VILO cDNA Synthesis Kit (www.invitrogen-
.com) before PCR amplification. The mutational status of the JAK2
gene was determined for every colony of sorted CD34-positive cells
using a real-time PCR single-nucleotide polymorphism detection
system as previously described.' From the 2011S sample, 25 colo-
nies were obtained, of which two were wild type (WT) for JAK2, 22
were heterozygous for JAK2V617F, and one was homozygous for
JAK2V617E. Of the 51 colonies analyzed from the 2012S sample,
eight (15.7%) were WT, 38 (74.5%) were heterozygous, and five
(9.8%) were homozygous (Fig 4A). The BCR-ABL transcript was

www.jco.org

also examined by nested PCR in every colony. The primers
5'-GCTTCTCCCTGACATCCGTC-3" and 5'-GGCCCATGGTA
CCAGGAGTG-3" were used for the first nested PCR reaction, and
the primers 5'-GGAGCTGCAGATGCTGACCAAC-3" and 5'-
GTTTCTCCAGACTGTTGACTG-3 were used for the second PCR
reaction. In 2011S, only colonies that were heterozygous for
JAK2V617F (12 out of 22) were positive for the BCR-ABL tran-
script. In 20128, seven of the 38 colonies that were heterozygous for
JAK2V617F and two of the five colonies that were homozygous for
JAK2V617F were BCR-ABL positive as well. No colony contained
the BCR-ABL transcript in the absence of the JAK2 mutation.
Percentage of JAK2V617F heterozygous colonies with or without
BCR-ABL and representative agarose gels that indicate the pres-
ence of the BCR-ABL fusion gene are shown for both the 2011S and
2012S samples (Fig 4B; and Fig 5, red arrows). These results suggest
that a preexisting JAK2V617F heterozygous clone acquired the
BCR-ABL translocation. Although the patient achieved a CMR
according to standard diagnostic criteria,” the BCR-ABL transcript
remained in nine of 43 expanded colonies derived from CD34-
positive single cells with JAK2V617F. This observation suggests a
requirement for new surrogate markers of CMR in patients with
CML treated with TKIs. Moreover, it is crucial to detect the BCR-
ABL translocation in cases of PMF with an atypical clinical course
to permit TKI treatment before the onset of acute transformation.

Bocchia et al” and Bornhauser et al® reported a case of polycy-
themia vera and PMF that progressed to CML.>® They detected
JAK2V617F and BCR-ABL in hematopoietic colonies derived from
plated peripheral blood mononuclear cells. To expand on this idea,
we investigated at a single-cell level whether JAK2V617F and BCR-
ABL could coexist in the same progenitor cell. Our results suggest
that JAK2V617F might have preceded BCR-ABL acquisition, be-
cause clones were identified that contained JAK2V617F alone or in
combination with BCR-ABL, but no JAK2 WT colonies that also
contained BCR-ABL were identified in either 2011S or 2012S.
However, the dynamics of the JAK2V617F mutation were com-
plex, as the loss of heterozygosity appeared twice, once before the
BCR-ABL emergence and once after (Fig 6). Indeed, JAK2V617F
heterozygous colonies and homozygous colonies were identified
with and without BCR-ABL. This result further underscores the
fact that in cancer, the clonal architecture is complex, with a
branched structure.” One likely hypothesis is that JAK2 activation
increases genetic instability, contributing to the acquisition of a
translocation or to the loss of heterozygosity.® Alternatively, the
patient may have a germline predisposition to leukemia, or the
JAK2V617F mutation may have occurred on a hematopoietic stem
cell (HSC) with other somatic mutations that induce genetic insta-
bility. In addition to these possibilities, and in light of the observa-
tion that the patient had an enlarged spleen when CML emerged,
the spleens of patients with PMF may contain malignant HSCs that
are more prone to genetic insults that result in the BCR-ABL
translocation.” Overall, these results suggest that acquisition of the
BCR-ABL translocation provides a growth advantage over that
provided by the JAK2V617F mutation, including at the level of the
HSC. Indeed, BCR-ABL induces more potent and complex signal-
ing than JAK2V617F. BCR-ABL may stimulate HSC self-renewal by
increasing B-catenin expression'® and induce higher proliferation than
JAK2V617F, whose signaling activity remains tightly regulated by cyto-
kine receptors.
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In conclusion, we have described a rare case of a patient who
was diagnosed with PMF followed by a diagnosis of CML and
demonstrated at a single-cell level that a preexisting JAK2V617F-
positive clone acquired BCR-ABL translocation. A CMR for BCR-
ABL was achieved after 6 months of treatment, although no change
in the JAK2V617F level was observed. This might suggest the
necessity of screening for JAK2V617F mutation in patients with
CML with poor TKI response.
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Germline duplication of ATG2B and GSKIP predisposes
to familial myeloid malignancies

Joseph Salibal-%14, Cécile Saint-Martin!-3>14, Antonio Di Stefano!~*14, Gaélle Lenglet!~4, Caroline Marty! -,
Boris Keren®, Florence Pasquier! -4, Véronique Della Valle!-3, Lise Secardin!-4, Gwendoline Leroy?>,

Emna Mahfoudhi!~*9, Sarah Grosjean!4, Nathalie Droin!-3, M’boyba Diop!-3, Philippe Dessen!~3,

Sabine Charrier’, Alberta Palazzo!-3, Jane Merlevede!-3, Jean-Come Meniane8, Christine Delaunay-Darivon8,
Pascal Fuseau®, Francoise Isnard!®!1, Nicole Casadevalll>12, Eric Solary!-3, Najet Debili!-3, Olivier A Bernard!-3,
Hana Rasloval~3, Albert Najman!®!!, William Vainchenker!-41315, Christine Bellanné-Chantelot!-3>1115 &

Isabelle Plo!-415

No major predisposition gene for familial myeloproliferative neoplasms (MPN) has been identified. Here we demonstrate

that the autosomal dominant transmission of a 700-kb duplication in four genetically related families predisposes to myeloid
malignancies, including MPN, frequently progressing to leukemia. Using induced pluripotent stem cells and primary cells,

we demonstrate that overexpression of ATG2B and GSKIP enhances hematopoietic progenitor differentiation, including of
megakaryocytes, by increasing progenitor sensitivity to thrombopoietin (TPO). ATG2B and GSKIP cooperate with acquired JAK2,
MPL and CALR mutations during MPN development. Thus, the germline duplication may change the fitness of cells harboring
signaling pathway mutations and increases the probability of disease development.

Most myeloid malignancies, including acute myeloid leukemias
(AML), myelodysplastic syndromes (MDS) and MPN, are sporadic
diseases. Familial forms are rare but informative, as germline mutations
may phenocopy initiating mutations in sporadic leukemias. Such
germline mutations have been identified in RUNXI (in a familial
platelet disorder that predisposes to AML, or FPD/AML)!, CEBPA?
and GATA2 (refs. 3,4) coding sequences as well as in the 5"UTR of the
ANKRD26 (THC2) gene®.

Familial cases of MPN are usually transmitted by autosomal
inheritance with incomplete penetrance, appear in adulthood and
exhibit acquired genetic abnormalities that are similar to those
identified in sporadic cases, such as mutations of JAK2 (encoding
p-Val617Phe) and TET2 (refs. 6,7). The independent acquisition of
several oncogenic hits in the same patient with MPN suggested that
an unidentified germline predisposition locus might be present in
some sporadic cases®-8. For example, the JAK2 46/1 haplotype was
shown to increase the risk of developing MPN with JAK2 mutation
encoding p.Val617Phe’!1, whereas a germline intronic SNP in the
TERT gene is another susceptibility factor for MPN development!213.
Linkage and segregation analyses indicate that genetic predisposition

to MPN cannot be related to a common alteration and rather involves
a number of susceptibility loci responsible for independent familial
aggregations. Identification of these susceptibility loci may improve
understanding of the mechanisms of predisposition, which might
either result in the induction of genetic instability, favoring the acqui-
sition of oncogenic mutations, or correspond to a fertile ground for
the selection of somatic mutations.

Here we describe a newly identified germline copy number
variation (CNV) that predisposes to several myeloid malignancies,
particularly essential thrombocythemia, which can progress to
myelofibrosis or leukemia.

RESULTS

Identification of a germline CNV on chromosome 14

We identified two large families (F1 and F2) from the French West
Indies with affected individuals having clinical features distinct from
those of other familial cases of MPN (Fig. 1). Adult-onset hematological
malignancies, including MPN, chronic myelomonocytic leukemia
(CMML) and AML, were transmitted in these families with auto-
somal dominant inheritance (Table 1 and Supplementary Table 1).
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Figure 1 Pedigrees of the four families with MPN. Filled symbols represent cases. Under each symbol, the first line shows the genetic status for the
germline CNV (+, the CNV was found; —, otherwise); the second line indicates the phenotype at the time of diagnosis followed by the disease evolution.
ET, essential thrombocythemia; PV, polycythemia vera; MF, myelofibrosis; PMF, primary myelofibrosis; AML, acute myeloid leukemia; aCML, atypical
chronic myeloid leukemia; CMML, chronic myelomonocytic leukemia; NS, not studied.

Moreover, two-thirds of the patients (22/33) initially had essential
thrombocythemia, with half of them progressing to myelofibrosis or
AML. Genetic linkage analysis of the two families identified positive
linkage at the 14q32.13-q32.2 locus (logarithm of odds (LOD) score
Zmax = 3.7) (Fig. 2a). Using additional microsatellite markers and
taking advantage of a crossing-over event in one patient (F1:II-7)
and an ancestral patient from family F2, the susceptibility region
was further narrowed down to a 1.86-Mb interval (95.76-97.62 Mb,
hg19) (Supplementary Fig. 1a). Complete sequencing of the 1.86-Mb
candidate locus did not identify any germline mutation in coding
regions that segregated with the disease (data not shown). SNP array
analysis detected a 700-kb duplication located within the linkage
region and absent from the Database of Genomic Variants (DGVS,
v10) (Fig. 2b). We further confirmed the presence of the CNV in all
affected cases in both families by quantitative RT-PCR (qRT-PCR;
Fig. 1 and Supplementary Table 2). PCR analyses mapped the
proximal and distal breakpoints of the CNV and established this
duplication as a 700-kb head-to-tail tandem duplication (Fig. 2¢,d
and Supplementary Table 2). This region includes the genes TCLIA,
GSKIP, ATG2B, BDKRBI and BDKRB2, together with the first exon
of AK7 (Fig. 2e). Using quantitative PCR, we identified in two other
families the same CNV with identical breakpoints (families F3 and
F4; Fig. 1 and Supplementary Fig. 1b). These families shared with
the two initial families their geographical origin and the clinical fea-
tures of affected individuals. Analysis of the 4 families demonstrated

the high penetrance of the phenotype, as 24 of 34 carriers of the
germline CNV developed disease (Fig. 1). Asymptomatic carriers of
the CNV were matched by age to patients with MPN and presented
no major blood abnormalities (Supplementary Table 3). This CNV
was not identified in 199 control DNA samples from individuals
with the same geographical origin and 98 unrelated Eurocaucasian
familial MPN cases.

Molecular characterization of the familial MPN cases

Analysis of the genetic abnormalities associated with disease devel-
opment collected from 24 members of these families identified
a signaling mutation profile in MPN (essential thrombocythemia
or primary myelofibrosis (PMF)) similar to that observed in
sporadic cases: cases had JAK2 mutation encoding p.Val617Phe
(15/22, 68%), MPL mutation (2/22, 9%) or CALR mutation
(4/22, 18%) or were triple negative for these mutations (1/22, 5%)
(Fig. 3 and Table 1). Sequencing performed on the most recent
samples showed the acquisition of secondary events in TET2
(7/21, 38%), IDHI (2/21, 10%), IDH2 (4/21, 19%) and ASXLI
(1/21, 5%) with disease evolution to myelofibrosis and leukemia
(Fig. 3 and Table 1). Several patients exhibited biallelic muta-
tion of TET2 or a combination of epigenetic mutations (in TET2
and IDH2 or IDHI and IDH2; n = 3/21, 14%). No TP53 mutation
was detected. Complex karyotypes were observed only when the
leukemia occurred.
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Table 1 Clinical and molecular data for the four families with MPN

ARTICLES

Age at  Follow-up
Initial  diagnosis duration Signaling mutation
Family 1D Sex  diagnosis (years)  (years) Evolution Outcome (allele burden) Epigenetic mutation Karyotype
F1 I-1 Male AML4 75.4 0.5 Died NS NS 46,XY,del(13)(q12g22)
[11/46,XY,del(13)
(q12922),t(1;1)
(p34,3p36,3),t(2;20)
(p13;911,2),t(4;12)
(q12;q15),add(5)
(q35)[16]
Fl II-1  Female ET 63.5 7.5 AML Alive JAK2: p.Val617Phe (45%) IDH1: ¢.394C>T, p.Argl32Cys 46,XX,~7[101/47,-7,
+11/46,XX
F1 II-2  Female ET 39.5 20.2 MF Died JAK2: p.Val617Phe (84%) IDH2: c.419G>A, p.Argl40GIn 46 ,XX,der(6)t(6;7)
(p25)[71/46,XX,dup(12)
(q13g22)[21/46,XX[8]
F1 1I-3  Female ET 38 17 PV> Died JAKZ2: p.Val617Phe (48%) IDHZ2: c.563G>A, p.Arg188GIn 46 ,XX,+1,der(1;7)
MF>AML TET2: c.1648C>T, p.Arg550%/ (q10;p10) [111/46,XX[5]
c.2567delG, p.Gly856fs
F1 I1I-5  Female ET 41.2 21.8 Alive  JAK2: p.Val617Phe (62%) IDHI: c.394C>A, p.Argl32Ser  46,XX
IDHZ2: ¢.563G>A, p.Arg188GIn
F1 11-6  Male ET 36.8 17 Alive JAK2: p.Val617Phe (2%) IDH2: ¢.563G>A, p.Argl88GIn  46,XY[20]
TETZ2: c.3321dupA, p.Ser1107fs
F1 II-7 Male AML2 43.6 7.9 HSCT, Triple negative IDH1: ¢.394C>T, p.Argl32Cys 46,XY,~
alive 7,+14[121/46,XY[11]
F1l I11-1  Male ET 34 8 AML Died CALR: ¢.1099_1150del52 TETZ2: c.2058A>T, p.Arg686Ser 45 XY,-5,der(6)t(6;8)
(30%) (p22;921), —-17+mar(16)/
46,XY[1]
F1l I11-4  Male ET 35.5 8.5 Alive JAK2: None NS
p.Val617Phe (2%)
F2 II-1  Male ET 81 0.5 AML Died NS NS NS
F2 II-2  Female AML 52 1 Died NS NS NS
F2 11-3  Female AML 52 ns Died NS NS NS
F2 I1I-1  Female AML2 37.5 0.5 Died NS NS NS
F2 I11-2 Female ET 49 11 PV>MF Alive JAKZ: TET2: ¢.3500+3A>C 46,XY,inv(2)
p.Val617Phe (49%) (p24q14)[11]
F2 I11-4  Female aCML 48 0.9 AML Died Triple negative TETZ2: c.1954delC, p.GIn652fs/  46,XX,-7[20]
€.2490dupA, p.GIn831fs
ASXL1I: c.2893C>T, p.Arg965*
F2 I11-7  Male ET 36 22 AML HSCT, CALR:c.1099_1150del52 None 46,XY,inv(2)
alive (5%) (p24q11)c[23]
F2 111-8 Male CMML 45.5 0.5 Alive JAK2: p.Val617Phe (38%) TETZ2: c.4469delA, p.Glul490fs 46,XY,inv(2) (p25q13)[25]
F2 111-9  Male ET 41 9 AML HSCT, MPL: p.Trp515Leu (5%) TET2: c.5551G>T, p.Glul851*  46,XY,inv(2)
died (p275q174)[20]
F2 I11-10 Female ET 34 16 CML, MF  Alive CALR: ¢.1099_1150del52 None 46,XX,1(9,22)
(35%); (934,91 1171
m-Bcer (el/a2)
F2 I1I-11 Female ET 41.5 6.5 Alive MPL: p.Trp515Leu (3%) TET2: c.3804-2A>T NS
F2 111-13 Female AML2 35 0.8 HSCT, NS NS NS
died
F2 IV-2  Female ET 33 5 Alive  JAK2: p.Val617Phe (1%)  None 46,XY,inv(2) (p24q14)[11]
F2 V-4 Male PMF 36 0.5 Alive  JAK2: p.Val617Phe (72%)  ASXLI: c.1934dupA, p.Gly646fs  46,XY
F2 IV-10 Male ET 42 0.2 Alive JAKZ: p.Val617Phe (14%) NS NS
F2 IV-11 Male AML6 34 1.6 Died NS NS 45 XY,~7[18]
F3 II-1  Female AML5 64.8 0 Died NS NS 48,XX,+4,+8[15]
F3 11-2  Female ET 46.3 22 MF Alive  JAK2: p.Val617Phe (5%) TET2: ¢.3689delT, p.lle1230fs  46,XX[15]
F3 I1I-1  Female ET 42 8 Alive JAKZ2: p.Val617Phe (1.4%) None NS
F3 I11-2  Female ET 34 11 Alive Triple negative None NS
F3 IV-1 Female ET 29 2 Alive JAK2: p.Val617Phe (11%) NS NS
F4 II-1 Male ET 43.8 0.6 Alive CALR: c.1099_1150del52 None 46,XY[20]
(10%)
F4 II-2  Female ET 42 0.2 Alive JAKZ2: p.Val617Phe (0.6%) None NS
F4 11-3  Male PMF 38.5 0.8 HSCT, JAK2: p.Val617Phe None 46,XY[20]
alive (61%)

AML, acute myeloid leukemia (subtype according to French-American-British (FAB) classification); ET, essential thrombocythemia; PV, polycythemia vera; aCML, atypical chronic myeloid
leukemia (BCR-ABL negative); CMML, chronic myelomonocytic leukemia; PMF, primary myelofibrosis; HSCT, hematopoietic stem cell transplantation; m-Bcr (e1/a2), major breakpoint
cluster region rearrangement between exons 1 and 2; NS, not studied. Triple-negative individuals lacked the mutation in JAK2 encoding p.Val617Phe (c.1849G>T), the mutation in MPL
encoding p.Trp515Leu (c.1544G>T) and the 52-bp deletion (p.Leu367Thrfs*46) or 5-bp insertion (p.Lys385Asnfs*47) in CALR. ID is according to the pedigrees shown in Figure 1.
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Expression of the genes contained in the duplication

Using gene expression arrays, we found that three of the six duplicated
genes were expressed in Epstein-Barr virus (EBV)-transformed cell
lines (EBVCs) from three donors, namely TCLIA, ATG2B and GSKIP,
after normalization to the levels of a housekeeping gene (PPIA or B2M).
However, expression of only ATG2B and GSKIP was detected on micro-
arrays of CD34* purified hematopoietic progenitors from donors and
CD36" erythroblasts or CD41* megakaryocytes derived from CD34*
progenitors cultured in vitro. Moreover, ATG2B and GSKIP expression
levels were similar to those of RUNX1I and STAT5A, two genes well
expressed during normal hematopoiesis (Fig. 4a). Microarrays showed
significantly higher levels of ATG2B and GSKIP transcripts in EBVCs
derived from five patients in comparison to EBVCs derived from
three control relatives but no difference for TCLIA levels (Fig. 4b).
We further analyzed the expression of these two genes during normal
in vitro erythroid and megakaryocyte differentiation from CD34" pro-
genitors. Different cellular fractions were sorted by flow cytometry,
and the expression levels of ATG2B and GSKIP were quantified by
qRT-PCR (Fig. 4¢,d). GSKIP expression did not vary, whereas ATG2B
expression decreased during megakaryocyte and erythroid differentia-
tion. A strong increase in ATG2B expression was observed in terminal
erythroid differentiation. We confirmed by qRT-PCR the overexpres-
sion (by two- to threefold) of ATG2B and GSKIP in megakaryocytes
derived from patients as compared to controls (Fig. 4e).

Derivation of human induced pluripotent stem cells

To analyze the consequences of the duplication conferring predispo-
sition to MPN, we generated induced pluripotent stem cells (iPSCs)
from CD34* progenitor cells sorted from two patients; the patients
were selected from the same family to reduce genetic heterogeneity
(F2:I1I-2 (iPSC/P3) and F2:1V-2 (iPSC/P4))!4. Patient F2:I1I-2, who
developed essential thrombocythemia that progressed to myelofibrosis,
had a JAK2 mutation encoding p.Val617Phe (allele burden in granu-
locytes, 50%) and a heterozygous TET2 mutation (c.3500+3A>C)
associated with decreased 5-hydroxymethylcytosine (5ShmC) levels
(Supplementary Fig. 2). Patient F2:IV-2, who developed essential
thrombocythemia with a platelet count slightly above the normal value
(450-550 x 10° cells/1), had a JAK2 mutation encoding p.Val617Phe
with very low allele burden (<1% in granulocytes). We obtained clones
bearing only the CNV predisposition locus from patient F2:IV-2
(P4-CNV) and clones harboring the CNV together with one wild-
type JAK2 allele and one allele encoding the p.Val617Phe alteration,
with (P3-CNV-VF-TET2) or without (P3-CNV-VF) TET2 mutation,
from patient F2:1II-2 (Supplementary Fig. 2). We used as controls
previously published iPSC clones obtained by reprogramming CD34+
cells from healthy donors or sporadic MPN cases heterozygous for
the JAK2 mutation encoding p.Val617Phe (P2-VF)!>. All these clones
formed embryonic stem cell (ES)-like colonies. We selected two clones
of each genotype (a or b), performed genomic characterization using
comparative genomic hybridization (CGH) arrays, cytogenetics and

whole-exome sequencing (Supplementary Fig. 3a,b), and validated
the phenotype while checking for the silencing of transgenes, the
reexpression of endogenous pluripotent transcription factors, and the
ability to generate embryoid bodies in vitro and to form teratomas
in vivo (Supplementary Fig. 4a-g).

CNYV increases the generation of iPSC-derived hematopoietic cells
To explore the hematopoietic differentiation of iPSC clones, sac-like
structures were dissociated at day 12 and cultured on the OP9 stro-
mal cell line in the presence of cytokines!®. First, when hematopoietic
progenitor colonies were enumerated 10-12 d after seeding day 13
unfractionated cells in semisolid medium, we observed a tenfold
higher number of colonies for samples carrying the CNV predisposition
locus alone, regardless of an additional mutation in JAK2 or TET2, in
comparison to controls (Fig. 5a). Second, we performed kinetic analy-
ses from day 10 until day 21, and the percentages of megakaryocytes
(CDA41%), erythroblasts (GPA*) and monocytes (CD14%) were deter-
mined as previously described!>17:18. P2-VF iPSC clones (heterozygous
for the JAK2 mutation encoding p.Val617Phe) did not show marked
differences in the expression of hematopoietic markers in comparison
to control iPSC clones, whereas all the iPSC clones carrying the CNV
predisposition locus had a significantly higher proportion of mega-
karyocytes as differentiation progressed (Fig. 5b). Increases in the
proportions of differentiated cells for clones carrying the CNV alone
were further enhanced by the JAK2 mutation in P3-CNV-VF clones and
were even more remarkable, especially for erythroblasts, in P3-CNV-
VE-TET?2 clones mutated for both JAK2 and TET?2. Finally, when iPSCs
were sorted for the TRA-1-81 pluripotent surface marker and grown
on OP9 cells with a cocktail of cytokines, we observed significantly
higher absolute numbers of CD41%, CD14" and GPA™ cells generated by
P4-CNV iPSCs as compared to control iPSCs at day 18 (Fig. 5c¢).

These results indicate that the CNV predisposition locus could
be sufficient to increase the generation of hematopoietic progenitor
cells and the overproduction of erythroblasts, megakaryocytes and
monocytes, an effect that is reinforced by additional mutations in
JAK2 and/or TET2.

CNV and the response of progenitors to cytokines

Because hypersensitivity of hematopoietic progenitors to cytokines
is a characteristic feature of MPN!®, we cultured iPSC clones on OP9
stromal cells for 12 d in the presence of vascular endothelial growth
factor (VEGF) and hematopoietic cytokines and then sorted for the
hematopoietic progenitor cell fraction (GPA*CD41%). These cells
were grown for 12 d in methylcellulose in the presence of stem cell
factor (SCF) and increasing concentrations of erythropoietin (EPO).
The response to EPO was equivalent for control, P2-VF and P4-
CNV progenitor cells. In contrast, P3-CNV-VF and P3-CNV-VF-
TET?2 progenitor cells demonstrated increased sensitivity to EPO,
with around 30% of the colonies formed constituting endogenous
erythroid colonies (EECs) (Supplementary Fig. 5a). Moreover, the

>

>

Figure 2 Characterization of the germline CNV. (a) Positive linkage signal (zscore = 3.7) at 14q32. The dashed lines highlight the linkage signal in the
two initial families (F1 and F2). (b) SNP array analysis showing a 700-kb duplication in both families F1 and F2. A chromosome 14 ideogram is shown at
the top. For each individual, the lower plot shows the log R ratio (y axis) for 9,592 probes on chromosome 14 (x axis) and the upper plot shows the B allele
frequency (y axis) for each probe position (x axis). The array profiles for F1:11-5 and F2:111-7 show 3 copies of the genomic region chr. 14: 95.76-97.62
Mb, with an increased log R ratio of ~0.4 and B allele frequencies with values at O for the AAA genotype, 0.33 for the AAB genotype, 0.67 for the ABB
genotype and 1 for the BBB genotype. The array profile for F1:1-2 (a control) shows only 2 copies for this segment with a normal log R ratio and B allele

frequencies with values at O for the AA genotype, 0.5 for the AB genotype and 1 for the BB genotype. (c) Gel electrophoresis showing the amplification of a
962-bp junction fragment in patients (F1:111-4 and F2:111-10) and its absence in non-carrier controls (F1:111-6 and F2:1V-8). Analysis of DNA extracted from
blood and fibroblasts (F2:111-10) showed the germline status of the identified CNV. The primers used for PCR were Chr14_B2-C2.1F and Chr14_B1-C2.3R
(Supplementary Table 2). (d) Mapping and sequencing of the proximal and distal breakpoints established the duplication as a 700-kb head-to-tail tandem
duplication. (e) Schematic structural organization of the duplicated region including six genes. Arrowheads indicate the direction of transcription.
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percentage of large primitive erythroblast colonies was higher for
P3-CNV-VE-TET2 progenitor cells as compared to P3-CNV-VF and

control progenitor cells (Supplementary Fig. 5b,c).

ARTICLES

JAK?2 is a key molecule in the cytokine receptor signaling cascade,
and JAK2 Val617Phe induces constitutive activation of downstream

signaling pathways in cell lines and primary cells?. iPSC-derived
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Figure 3 Pie chart representation of acquired signaling and epigenetic
mutations in MPN from the four families.

erythroblasts were expanded in liquid culture in the presence of
EPO and SCF from day 12 to day 18 and then deprived of cytokines.
Constitutive STATS5, ERK and AKT phosphorylation was observed
only in P3-CNV-VF and P3-CNV-VE-TET2 cells (Supplementary
Fig. 5d), confirming their EPO-independent growth. This effect was
not observed in either P2-VF cells, bearing only a heterozygous JAK2
mutation encoding p.Val617Phe, or P4-CNV cells. EPO induced the
phosphorylation of STAT5, ERK and AKT in all erythroblast cultures,
whatever their genotype. These results argue for a synergistic effect of
the CNV and the JAK2 and TET2 mutations on erythroid progenitor
sensitivity to EPO.

We subsequently explored the TPO sensitivity of megakaryo-
cyte progenitors. Day 12 GPA*CD41* progenitors were sorted and
grown for 12 d in serum-free fibrin clots in the presence or absence
of increasing TPO concentrations. Rare TPO-independent mega-
karyocyte colonies, around 10% of the maximum number for TPO-
stimulated cultures, were obtained for megakaryocyte progenitors
generated from control iPSCs in contrast to the 50% of maximum
TPO-stimulated colonies obtained for TPO-independent mega-
karyocyte colonies generated from iPSCs heterozygous for the JAK2
mutation, as described!® (Supplementary Fig. 5e). Interestingly, the
predisposition locus alone (P4-CNV) caused a similar induction in
the formation of TPO-independent megakaryocytes (resulting in
around 40% of the maximum colony numbers for TPO-stimulated

a O EBVC b O Controls
W CD34* c 3 - M Patients
- 70,0009 g cpgq+ 2 "
5 3 < 60,000 B CD36+ 3
2N & 50,000 S,
¢8> 4000 ) *
S EC c
g8§ 3000 Y
o =¥ 2000 5
o 29 <
G 53 1,000 5
z < el
= S o
w

0
AP & P P P P TCL1A ATG2B GSKIP
'\0\%0‘{*20‘{3‘ ?f\@ e VQO\Aé\V

Figure 4 ATGZ2B and GSKIP are overexpressed by the CNV. (a) TCLIA, BDKRB1, BDKRB2, ATG2B, GSKIP, AK7,
STAT5A and RUNX1 signal intensities normalized to those for a housekeeping gene (PPIA or B2M) in microarrays
on EBVCs (n = 3), CD34+ progenitors (n = 3), CD34+ progenitor—derived CD41+ megakaryocytes (n = 3) and
CD34+ progenitor-derived CD36™ erythroblasts (n = 3). Data are shown as means +s.e.m for EBVCs from three
different donors in triplicate. (b) Relative fold change in TCL1A, ATG2B and GSKIP expression in control EBVCs
(n= 3 in triplicate) as compared to patient-derived EBVCs (n = 5 in triplicate). Data are shown as means +s.e.m.;

(2]

Expression relative to PPIA

cells), an effect that was further enhanced by the JAK2 mutation
(P3-CNV-VF), whereas TET2 mutation (P3-CNV-VF-TET2) did
not further modify the response to TPO. Finally, when GPA*CD41+
progenitors were cultured in the presence of SCF and TPO, the mega-
karyocytes derived from all iPSCs harboring the predisposition
locus showed enrichment for hyperploid megakaryocyte cells
(Supplementary Fig. 5f,g).

To validate these observations, we went back to CD34* hematopoi-
etic progenitors from patients, including F2:I11I-6 (CNV alone), F2:IV-2
(CNV and a low burden of JAK2 mutation (p.Val617Phe)), F2:III-2
(CNV and JAK2 (p.Val617Phe) and TET2 mutation) and F1:II-1
(CNV and JAK2 (p.Val617Phe) and IDHI mutation), and explored
their ability to form EECs and endogenous CFU-MKs. We observed
that the CN'V alone promoted the spontaneous generation of colony
forming unit-megakaryocytes (CFU-MKs) and that this effect was
reinforced by JAK2 mutation (Fig. 6a). We also detected a tiny amount
of spontaneous EEC formation with the CNV alone that was further
enhanced by the JAK2 mutation in patients F2:IV-2 and F1:.II-1
(Fig. 6b). The TET2 mutation, in contrast to the IDHI mutation, did
not have an additive effect on this response but instead affected the
size of the colonies and, thus, the proliferation rate of the erythroblasts
(F2:I11-6 versus F2:11I-2; Fig. 6¢). Taken together, the results suggest
that the CNV predisposition locus promotes megakaryopoiesis by
inducing the spontaneous generation of CFU-MKs and the formation
of hyperploid megakaryocytes. The CNV predisposition locus also
seems to cooperate with the JAK2 mutation to modify the response
of hematopoietic progenitors to EPO.

Characterization of genes involved in the phenotype

To investigate the function of ATG2B and GSKIP in hematopoiesis,
we transduced CD34* progenitor cells from controls with a lentivirus
expressing either short hairpin RNA (shRNA) targeting these genes or
a scrambled sequence, with GFP as a selection marker. The shRNAs
to ATG2B and GSKIP, alone or in combination, resulted in about a
40-50% reduction in the transcript levels of their respective targets
(Fig. 7a). We explored the effect of these shRNAs on megakaryo-
cyte progenitors and found a significant decrease in the frequency
of CFU-MKs with each shRNA alone or with the shRNAs used in
combination. In addition, the simultaneous silencing of both ATG2B
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*P < 0.05, **P < 0.01, Student’s ttest. (c,d) Primary cells from three control donors were sorted for CD34+* cells,

grown with SCF (25 ng/ml) and TPO (20 ng/ml) (c) or with SCF (25 ng/ml), interleukin (IL)-3 (10 ug/ml) and EPO (1 U/ml) (d), and sorted at day 6 or
10 for megakaryocyte (MK) differentiation (c) or at day 7 or 14 for erythroid differentiation (d). ATG2B and GSKIP levels were quantified by qRT-PCR
in each fraction. Expression relative to that of PP/A was calculated. Data are shown as means +s.e.m. (e) ATG2B and GSKIP expression was quantified
by gqRT-PCR in CD41+CD42+ cells derived from three controls and three patients at day 10 of megakaryocyte differentiation. Data are shown as

means £s.e.m.; **P < 0.01, Student’s t test.
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n=4; *P<0.05. (b) Hematopoietic differentiation of iPSCs (control, P2-VF, P3-CNV-VF, P3-CNV-VF-TET2 and P4-CNV) was induced by seeding

iPSCs onto OP9 stromal cells in the presence of VEGF and hematopoietic cytokines. Bulk and hematopoietic cells collected at days 8, 10, 12, 15, 18
and 21 were analyzed by flow cytometry. The relative percentages of CD41+, GPA* and CD14+* cells were calculated. Data are shown as means ts.e.m.;
n=3; *P<0.05, **P<0.01, ***P< 0.001, Student’s ttest for CD41* and CD14* cells and Bonferroni test for GPA* cells. (c) The hematopoietic
potential of iPSCs was quantified by plating one TRA-1-81+ cell per well in a 96-well plate coated with OP9 stromal cells. The absolute numbers of
CD41+, GPA+ and CD14+*cells in each clone were measured by flow cytometry at day 18. Data are shown as means +s.e.m.; n > 20 clones per genotype,
2 independent experiments; *P < 0.05, ***P < 0.001, Mann-Whitney test, two-tailed).

and GSKIP led to a further decrease in CFU-MK size beyond that
resulting from silencing with the shRNAs individually (Fig. 7b,c).

To investigate the role of these genes in the phenotypic conse-
quences of the genomic duplication, the shRNAs were virally trans-
duced, alone or in combination, into CD41*GPA* megakaryocyte
progenitors generated from P4-CNV iPSCs at day 12, and the progeni-
tors were grown for 12 additional days in serum-free fibrin clots in
the presence or absence of TPO (Fig. 7d). ATG2B and GSKIP shRNA
alone had no impact on spontaneous CFU-MK formation, but the
combination of these shRNAs resulted in a major inhibition of TPO-
independent CFU-MK formation (Fig. 7e). The role of ATG2B and
GSKIP in the spontaneous generation of megakaryocytes was further
confirmed by virally transducing both shRNAs into CD34* hemato-
poietic progenitor cells from patients (Fig. 7f,g). Conversely, we
failed to detect any effect of TCLIA downregulation by shRNA under
the same conditions, and overexpression of TCL1A in CD34* progeni-
tors did not result in the spontaneous generation of megakaryocytes
(data not shown). Altogether, our findings indicate that both ATG2B
and GSKIP are responsible for the megakaryocyte phenotype induced
by the CNV predisposition locus.

Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) analysis of the
genes differentially expressed by control- and patient-derived EBVCs
identified eight significantly different gene sets and points to abnormal

Figure 6 The CNV predisposition locus a o~ Controls
modifies the sensitivity to EPO and TPO in e
primary cells from patients. (a—c) Primary -o- F2:llI-2

CD34+cells from three control donors and

four patients (F2:111-6, F2:1V-2, F2:111-2 and
F1:11-1) were grown with SCF (25 ng/ml)

in the presence or absence of various doses of
TPO (a) or were grown with SCF (25 ng/ml)

and IL-3 (10 ug/ml) in the presence or absence
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functioning of the endoplasmic reticulum with deregulated chaper-
oning and glycosylation (Supplementary Table 4). Transcriptome
analysis showed a significant (P < 0.001) increase in the expression
of WIPI1 (ATGI8), which encodes a protein that interacts with
ATG2B, in patients with MPN. Moreover, autophagosome accumu-
lation was found in platelets from patients or asymptomatic carriers,
as shown by an increase in the levels of the autophagosome marker
LC3-II, a phosphatidylethanolamine-conjugated form of LC3-I
(Supplementary Fig. 6a,b).

DISCUSSION
We identified a 700-kb germline duplication that predisposes patients
to myeloid malignancies, including AML, MPN, CMML and frequent
essential thrombocythemia with progression to myelofibrosis and
secondary AML. Two of the six duplicated genes, namely ATG2B
and GSKIP, are overexpressed in hematopoietic progenitors. In turn,
megakaryocyte progenitors demonstrate increased sensitivity to TPO.
The overexpression of these genes cooperates with classical muta-
tions in JAK2, MPL and CALR to generate the MPN phenotype. This
germline duplication is, to our knowledge, the first identified genomic
alteration that accounts for familial MPN.

Some susceptibility alleles, such as the one in the JAK2 46/1
haplotype, an intronic SNP in the TERT gene®-!3 and variants in the
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The percentage of CFU-MKs (a) or erythroid colonies (b) was calculated in comparison to the condition with maximum growth (with either 10 ng/ml
TPO or 1 U/ml EPO, respectively). Results are shown as means *s.d. (¢) Images represent EECs (obtained without EPO). Scale bars, 200 pm.
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or GSKIP (shGSKIP), alone or in combination, and g9 W ShATG2B + shGSKIP 2g 10 . g © 75
the relative expression of ATG2B and GSKIP was § § S S 05 e gj 50 *
. . = O = -
calculated in comparison to PPIA levels. (b) CD34* cells o § o8 £5 25
from control donors were plated in plasma clots with § g 0 8 § 0
H [0
SCF and TPO, and the percentage of CFU-MKs was @ Without TPO ® ATG2B GSKIP a? SCR  ShATG2B +

o . shGSKIP
calculated for each condition in comparison to the

control with scrambled shRNA. (¢) CFU-MKs were classified on the basis of megakaryocyte cluster size (corresponding to the number of megakaryocytes
per colony). (d) CD41* cells derived from P4-CNV iPSCs were virally transduced with shRNAs to ATGZ2B and GSKIP, and the expression of these genes
was calculated in comparison to PPIA levels. (e) iPSC-derived hematopoietic progenitors (CD41+GPA*) were plated in plasma clots with or without
TPO, and CFU-MKs were counted at day 10 after indirect staining for CD41a. The percentage of spontaneous CFU-MKs was calculated for each
condition in comparison to the condition with maximum growth. (f) CD34+ cells purified from patients F2:111-2, F2:I1V-4, F2:IV-5 and F2:111-10

were virally transduced with scrambled shRNA or shRNAs to ATGZ2B and GSKIP, and the expression of these genes was calculated in comparison

to PPIA levels. (g) CD34+ cells from patients (F2:111-2, F2:1V-4, F2:I1V-5 and F2:111-10) were plated in plasma clots with or without SCF and TPO,

and CFU-MKs were counted at day 10 after indirect staining for CD41a. The percentage of inhibition of spontaneous CFU-MK formation with combined
shRNAs to ATGZ2B and GSKIP was calculated in comparison to the condition with scrambled control shRNA. Results are the means +s.e.m. of

three independent experiments for b, ¢ and e, four independent experiments for a, f and g, and five independent experiments for d; *P < 0.05,
**P<0.01, ***P< 0.001, Student’s t test.

ERCC2, ATM, CCDC6 and NR3CI (GR) genes, are diversely present a TET2 mutation is predictive of a poor outcome and a high risk of
in the general population and favor the development or evolution of  transformation into leukemia-3%37. No mutation of TP53 was found in
sporadic cases of MPN21:22. However, they appear to have limited  our cases, contrary to what was observed in AML evolving from MPN,
roles in familial MPN. CNVs, involving either deletion or amplifica-  suggesting two different pathways for leukemic transformation.
tion, have been frequently related to cancer predisposition?324. The A well-studied chromosomal duplication that predisposes to acute
700-kb germline duplicated region identified here, which segregates  leukemia is the trisomy 21 responsible for Down syndrome. Trisomy
among the 24 affected family members of the 4 families, is associated 21 predisposes to the acquisition of GATAI mutations resulting in
with a high penetrance level, above 80%. The predisposition locusis a short form of the transcription factor, which induces a transient
located in the 14q32.2 region, which is rarely affected by recurrent myeloproliferative disorder. In about 25% of cases, this transient
cytogenetic aberrations in chronic and acute phases of MPN evo-  proliferation evolves into megakaryoblastic leukemia through the
lution?3-?7, although trisomy 14 has been associated with myeloid acquisition of secondary mutations that target cohesin components,
malignancies that develop in older individuals?$2%, in MDS, atypical ~epigenetic modulators and signaling pathways, including JAK2 and
chronic myeloid leukemia (aCML) and CMML3031. Interestingly, one ~ MPL mutations3®. There is evidence that trisomy 21, by increasing
patient (F1:II-7) who directly developed an acute leukemia demon-  the proliferation of erythroid and megakaryocyte progenitors in fetal
strated mosaic trisomy 14 with up to five copies of the CNV, arguing  liver, predisposes to leukemia. This effect has been modeled in iPSCs,
for a gene dosage effect. as mouse models of trisomy 21 failed to fully recapitulate the dis-
Our familial MPN cases were characterized by an earlier age of MPN  ease predisposition3®40. We also established iPSC clones to explore
onset in comparison to sporadic cases (41 years versus >60 years). the consequences of the gene duplication, alone or in combination
Notably, the spectrum of acquired driver mutations leading to essen-  with acquired mutations, on hematopoiesis, showing that the CNV
tial thrombocythemia included JAK2 (p.Val617Phe), MPL and CALR (i) promotes the amplification of hematopoietic progenitors, includ-
mutations, with some cases triple negative for these mutations, similar ~ ing megakaryocytes, through increasing their sensitivity to TPO;
to the spectrum of mutations in sporadic essential thrombocythemia  (ii) consequently induces an increase in the size and ploidy of mature
cases®233. Additional genetic events were detected in this setting, CD41" megakaryocytes; (iii) cooperates with JAK2 (p.Val617Phe)
including the combination of a BCR-ABL fusion gene?* and epigenetic ~mutation to increase the sensitivity of erythroid progenitors to EPO
regulator gene mutations affecting TET2, IDHI, IDH2 and ASXLI, and promote constitutive activation of signaling pathways; and
when the MPN progressed. The percentage of cases with TET2 muta-  (iv) synergizes with TET2 and JAK2 (p.Val617Phe) mutations to
tions (38%) was very high when compared to that described for cases  promote erythroid cell proliferation and amplification. The hypersen-
of sporadic essential thrombocythemia and other familial clusters sitivity of hematopoietic precursors carrying the CNV to EPO and
of MPN (10-15%)7-3°. The detection of TET2 mutations (including  TPO was further confirmed in primary cells collected from patients.
biallelic mutations) and IDHI and IDH2 mutations was frequently  As with trisomy 21, the identified germline duplication did not result
associated with disease progression to acute leukemia, in agreement  in overt genetic instability but rather increased the fitness of the JAK2
with some observations suggesting that, in MPN, the acquisition of mutation encoding p.Val617Phe by acting synergistically with it.
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In agreement with this, we observed a similar occurrence of higher
numbers of mutations (around 10-15) during iPSC reprogramming
in cells derived from patients in comparison to control cells from
normal donors*!. Moreover, recent data show that the JAK2 mutation
encoding p.Val617Phe is quite frequent in the general aging popu-
lation#2-4>, suggesting that it rarely induces MPN development, as
demonstrated in mice engrafted with a single hematopoietic stem
cell (HSC) expressing Jak2 Val617Phe“®. Therefore, the duplication
could provide a favorable genetic background to facilitate the clonal
dominance of a cell expressing JAK2 Val617Phe (Supplementary
Fig. 7). In support of this hypothesis, (i) the duplication enhances the
fitness of mutations but does not directly cause a mutant phenotype
and (ii) the spectrum and distribution of signaling mutations in these
families are similar to those of sporadic MPN cases.

Of the six duplicated genes in the CNV region, only the expression
of ATG2B and GSKIP was reproducibly detected in hematopoietic
cells, including CD34* hematopoietic progenitors, megakaryocytes
and erythroid cells. TCLIA, whose expression was first described in
mature T cell leukemia, was not expressed in CD34* cells or myeloid
cells, nor was it overexpressed in patient-derived EBVCs. Strikingly,
ATG2B cooperated with GSKIP to induce the spontaneous formation
of CFU-MKs from patient-derived cells and iPSC-derived hematopoi-
etic cells, and silencing of ATG2B and GSKIP reversed this phenotype.
Loss-of-function mutations in ATG2B, which encodes an important
player in autophagy*’, have been identified in gastric and colorectal
cancers?®, and deregulated autophagy could affect HSC self-renewal
capabilities, for example, in aging subjects*®>0. Accordingly, we found
increased autophagosome accumulation in platelets from patients
and asymptomatic carriers of the CNV. The GSKIP gene encodes a
negative regulator of GSK3p (refs. 51,52), and its mutation may thus
mimic activation of the Wnt/3-catenin signaling pathway involved
in HSC homeostasis and normal megakaryopoiesis®>4, as well as
transformation in chronic myeloid leukemia and the development of
leukemia stem cells in AML3>%. Accordingly, the overexpression of
these two genes may account for the progression of essential thrombo-
cythemia to myelofibrosis and AML observed in the families studied
here. Complementary studies will explore how ATG2B and GSKIP
overexpression cooperates with JAK2 (p.Val617Phe) mutation to pro-
vide a growth advantage to HSCs. It may also be useful to determine
whether ATG2B or GSKIP amplification is a frequent event in a large
cohort of patients with sporadic MPN.

In summary, analysis of four families with the same geographical
origin identifies a locus whose duplication promotes the occur-
rence of severe MPN through overexpression of ATG2B and GSKIP,
resulting in increased fitness for cells bearing somatic mutations such
as mutations in JAK2, MPL and CALR. Together with the recent
observation that these mutations are frequent in otherwise healthy
aging individuals, these results pave the way for the search for other
genetic events that promote the expansion of mutated cells and the
generation of overt MPNs, with or without progression to myelofi-
brosis and AML.

METHODS
Methods and any associated references are available in the online
version of the paper.

Accession codes. The microarray data have been submitted to the
ArrayExpress data repository at the European Bioinformatics Institute
under accession E-MTAB-3570. CGH array data are available at
the Gene Expression Omnibus (GEO) under accession GSE67938.

ARTICLES

The CNVs found in patients were deposited in ClinVar under
accessions SCV000223992, SCV000224007, SCV000224008,
SCV000224009 and SCV000224010.

Note: Any Supplementary Information and Source Data files are available in the
online version of the paper.
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ONLINE METHODS

Patients. All participants in this study gave their written informed consent
in accordance with the Declaration of Helsinki, and the study was approved
by the local research ethics committee from Saint-Antoine Hospital (Paris,
France). MPN was defined according to World Health Organization (WHO)
criteria for essential thrombocythemia and myelofibrosis®”. Clinical features
and hematological parameters were collected at diagnosis and during the
course of the disease and recorded in an Access database approved by the
French computer commission (CNIL 815419).

We studied 4 families originating from the West Indies and analyzed as
controls 98 unrelated familial cases collected through a national network
previously described as controls®>8. We also used geographically matched
DNA controls from 39 sporadic MPN cases recruited from the Department
of Hematology (Fort de France Hospital) and 199 healthy controls of
West Indies origin collected by the Department of Genetics (Pitié-Salpétriére
Hospital).

iPSC generation and culture. CD34* and CD3" cells were purified from blood
mononuclear cells. CD34*CD38~ and CD347CD38* cells were cultured in
serum-free medium with cytokines for 5 d before being infected with VSV-G
pseudotyped retroviruses encoding Oct4, Myc, Kif4 and Sox2 (ref. 14). Six days
later, cells were seeded on irradiated mouse embryonic fibroblasts (MEFs) in
ES medium®. Colonies with an ES-like morphology were picked from day 20
to day 30 and expanded. Cells were routinely screened for mycoplasma using
the Plasma Test kit (Invivogen).

Hematopoietic differentiation was performed on OP9 stromal cells in the
presence of VEGF (20 ng/ml; Peprotech)6. The mouse OP9 cell line was from
the RIKEN Institute, Osaka University. On day 7, EPO (1 U/ml; Amgen), TPO
(20 ng/ml; a generous gift from Kirin), SCF (25 ng/ml; Biovitrum AB) and
IL-3 (10 ng/ml; Miltenyi Biotec) were added, and on days 11 and 12 cells were
enzymatically dissociated. The recovered cells were cultured or sorted on the
basis of the expression of GPA and CD41. Clonal differentiation of iPSCs was
also performed on OP9 cells.

Quantification of clonogenic progenitors in semisolid culture. Cells were
plated either in methylcellulose to quantify erythroid and granulomono-
cytic (CFU-GM) progenitors or in serum-free fibrin clot assays to quantify
CFU-MKs®. Cultures were scored after 12-14 d for all colonies!”. CFU-MKs
were enumerated at day 10 after labeling by an indirect alkaline phosphatase—
based immunostaining technique using a monoclonal antibody to CD41a
(Becton Dickinson, clone HIP8), as previously described®?.

Teratoma assays and embryoid bodies. iPSCs (1 x 10°) were scraped off
plates and resuspended in 140 pl of ES medium. Undiluted Matrigel (60 ul)
was added before subcutaneous injection into Rag2~/~yC~/~ mice. After §-12
weeks, tumors were isolated and fixed in 10% formalin. Sections were stained
for germ layer analysis. Spontaneous differentiation was achieved by embryoid
body formation!”.

Antibodies and flow cytometry analysis. Monoclonal antibodies directly
conjugated to fluorescent dye were used for iPSCs (SSEA4, eBioscience;
TRA-1-81, BD) and for the sorting and characterization of hematopoietic
cells (CD34, Beckman; CD43 (clone L10), CD42 (clone GRP-P) and GPA
(clone CLB-ery-1(AME-1)), Invitrogen; CD41 (clone HIP2) and CD14 (clone
MS5E2), Pharmingen). Cells were sorted on an Influx flow cytometer (BD) and
analyzed on a FACSCanto II (BD). iPSC colonies were stained by an alkaline
phosphatase reaction (Stemgent).

Quantitative RT-PCR and gene expression array analysis. Total RNA was
isolated using the RNeasy Mini kit (Qiagen), and cDNA was synthesized by
SuperScript IT Reverse Transcriptase (Invitrogen). PCR reactions were carried
out on the ABI Prism GeneAmp 7500 Sequence Detection System (Applied
Biosystems, Life Technologies), using Power SYBR Green PCR Master Mix
(Invitrogen) and TagMan gene expression assays for TCLIA, BDKRBI,
BDKRB2, ATG2B and GSKIP (Applied Biosystems, Life Technologies).
The expression for all genes was calculated relative to the levels of PPIA or
HPRT1. For microarray analysis, RNA was hybridized to Agilent 4X44K arrays

according to the manufacturer’s protocols. Analysis was performed using
Bioconductor and Rosetta Resolver (Microsoft). Gene set class comparison
was performed with KEGG to classify regulated genes.

Karyotypes and CGH arrays. CGH arrays for CD34" cells and iPSCs were con-
ducted on the human CGH 2x400K platform (G4448A, Agilent Technologies)
by hybridization of sample versus matched normal commercially available
reference, and hierarchical clustering was performed. Karyotype analysis
was performed using standard procedures on R-banded metaphase spreads
(450-600 bands).

Linkage analysis, microsatellite genotyping and single-nucleotide array
analysis. Families F1 and F2 were subjected to a genome scan using the 6 K
Ilumina SNP genotyping Linkage IVb panel on a BeadStation system
(Illumina). Allele detection and genotype calling were performed using
BeadStudio software (Illumina). Genotype data from the genome scan were
subjected to parametric linkage analyses in MERLIN using a dominant model
with incomplete penetrance (0.8), a disease allele frequency of 0.000005
and no phenocopy.

A total of 16 microsatellite markers spanning the chromosome 14 candidate
regions were added to the analysis. All microsatellites were analyzed by
electrophoresis on the ABI3730 Genetic Analyzer (PE Applied Biosystems),
and data were collected and analyzed using GENESCAN software Version
4.0 (PE Applied Biosystems). Multipoint parametric linkage analysis
was performed in ALLEGRO using a dominant model with incomplete
penetrance (0.8), a disease allele frequency of 0.000005 and no phenocopy.
Microsatellite allele frequencies were deduced from a matched control
population (n = 33).

SNP array analysis. Five affected cases (F1:II-2, F1:1I-5, F1:1I-7, F2:III-2 and
F2:111-7; Fig. 1) and one unaffected control (F1:1-2) were genotyped using the
Illumina Human CNV 370 BeadChip. Results were analyzed with the genome
viewer in Illumina GenomeStudio software. The duplicated region was further
confirmed by qRT-PCR based on SYBR Green I fluorescence using the ABI
7900 Sequence Detection System (Life Technologies, Thermo Scientific).
Primers were designed mapping to two genes in proximal and distal parts of
the duplicated region, and PCR was carried out in a 20-l reaction using SYBR
Green I PCR Master Mix (Life Technologies) together with 300 nmol/l of each
primer and 20 ng of DNA. We used as reference the 3-globin gene (HBB). The
number of copies was determined as previously described®!. Primer sequences
are available in Supplementary Table 2.

Characterization of the duplication. The breakpoints of the duplicated motif
were determined by quantitative RT-PCR based on SYBR Green I fluorescence.
Oligonucleotides were designed for 12 amplicons between 100 and 200 bp in
length (Supplementary Table 2). Refinement of the breakpoints and deter-
mination of the orientation of the two duplicated motifs were carried out by
PCR and agarose gel electrophoresis (Chr14_B2C2.1F and Chr14_B1C2.3R;
Fig. 2¢) followed by sequencing analysis (Chr14_B2C2.1F/Chrl4dup_joncR
and Chrl4dup_joncF/Chr14_B1C2.3R; Fig. 2d).

Targeted sequencing and whole-exome sequencing. Primers were designed
with Primer3plus. The coding sequence and exon-intron boundaries of
candidate genes were amplified, and PCR products were sequenced in both
directions with the ABI PRISM BigDye Terminator v1.1 Ready Reaction Cycle
Sequencing kit (Life Technologies) on an ABI PRISM 3730 Genetic Analyzer.
Sequences were analyzed with Seqscape software v 2.2 (Life Technologies),
and variants identified were analyzed with Alamutv2 software (Interactive
Biosoftware). Signaling mutations of JAK2 (c.1849G>T, p.Val617Phe), MPL
(c.1544G>T, p.Trp515Leu) and CALR (¢.1099_1150del, p.Leu367Thrfs*46 and
c.1154_1155ins, p.Lys385Asnfs*47) were analyzed as previously described3.
The spectrum of other acquired events was determined by Sanger sequencing
of IDHI and IDH2 (exons 4 and 5), ASXLI (exons 12 and 13) and the entire
coding regions of TET2, EZH2, DNMT3A and TP53.

Whole-exome sequencing was performed using the HiSeq 2000 platform
after capture with the Agilent kit (SureSelect v4). We analyzed the results
by comparing CD3* non-tumoral cells to either CD34* cells or iPSCs and by
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comparing CD34" cells to iPSCs (CD3* and CD34 cells were purified by CD34
or CD3 microbead kit (Miltenyi Biotec, 130-046-702 and 130-050-101)).

Immunoblot analysis. Signaling studies were performed on cultured
erythroblasts after overnight cytokine deprivation in serum-free medium.
Stimulation by EPO (10 U/ml) for 15 min served as a positive control.
Samples were subjected to immunoblot analysis using polyclonal antibodies
against the phosphorylated forms of STAT5 (Tyr694, 9359), ERK1 and
ERK2 (Thr202/Tyr204, 9101) and AKT (Ser473, 9271) and the LC3I/II form
of LC3 (12741) (Cell Signaling Technology). HSC70 was used as a loading
control, and the corresponding antibody was from Stressgen.

Constructs and viral particle production. The sequences for shRNAs
targeting human ATG2B and GSKIP (Supplementary Table 2) were
vectorized either in PLKO.1-puromycin-Ubc-turboGFP (Sigma-Aldrich) or
PRRLsin-PGK-eGFP-WPRE for GSKIP shRNA or in PRRLsin-PGK-mCherry-
WPRE for ATG2B shRNA (Généthon). Lentivirus particles were produced
as previously described®?. iPSC-derived CD34* cells or CD34" cells were
transduced with lentivirus encoding shRNA for GSKIP or ATG2B and sorted
for GFP or mCherry, respectively, on the BD Influx sorter. Alternatively, we
used selection with puromycin.

Statistics. Data are presented as means (£s.d. or s.e.m.). Statistical signifi-
cance was determined by Student’s ¢ test or Mann-Whitney Wilcoxon test.
P < 0.05 was considered statistically significant. A Bonferroni test was
performed in instances involving testing of multiple parameters. All the
tests were two-tailed and unpaired.
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Mots clés : TET2, 5-hmC, instabilité génomique, mutagenese, P53, MDM2.

TET2 et P53, deux suppresseurs de tumeurs, jouent un role important dans I’homéostasie des
cellules souches hématopoiétiques et sont trouvés mutés dans les hémopathies malignes. Ils sont
aussi impliqués dans le contrdle du cycle cellulaire et les mécanismes de réparation des dommages
de ’ADN, notamment la voie de réparation par excision de base (BER). Dans la premiére partie de
ce travail, nous avons montré que la surexpression de TET2 et [’augmentation consécutive des 5-
hmC, ralentit la progression du cycle cellulaire et la transition G1/S et induit une instabilité
chromosomique associée a une instabilité centrosomique dans un modéle cellulaire Ba/F3. De plus,
la surexpression de TET2 induit I’augmentation de la mutagenése particulicrement des transitions
C->T dans les sites CpG dans un contexte déficient en thymidine DNA glycosylase (TDG), une
protéine initiatrice du BER. Dans la seconde partie de ce travail, nous avons montré que I’activation
de P53, par des antagonistes de MDM2, a un effet délétere sur tous les progéniteurs
hématopoiétiques. Ces antagonistes induisent une cytotoxicit¢ non seulement dans les stades
précoces de la mégacaryopoicse, mais aussi dans les stades tardifs. Cette cytotoxicité n’est pas
réversible, contrairement a ce qui est observé en clinique, et ne peut pas étre restaurée par des doses
croissantes de thrombopoiétine. Au total, TET2 et P53 doivent étre strictement régulés pour assurer
I’homéostasie et la stabilité génétique des cellules hématopoiétiques.

Title: Role of two tumor suppressors, TET2 and P53, in hematopoietic context.
Key words: TET2, 5-hmC, genomic instability, mutagenesis, P53, MDM?2

Two tumor suppressors, TET2 and P53, play an important role in the homeostasis of hematopoietic
stem cells and have been found mutated in hematological malignancies. They are also involved in
cell cycle control and DNA repair mechanisms, including the base excision repair pathway (BER).
In the first part of this work, we showed that TET2 overexpression and the consequent increase of
5-hmC, inhibit cell cycle progression particularly G1/S transition and induce chromosomal
instability associated with centrosome instability in Ba/F3 cellular model. In addition,
overexpression of TET2 induces increased mutagenesis particularly transitions C->T at CpG sites in
a context deficient in thymidine DNA glycosylase (TDQ), a protein initiating BER. In the second
part of this work, we have shown that P53 activation by MDM2 antagonists has deleterious effect
on all haematopoietic progenitors. These antagonists also induce cytotoxicity not only in the early
stages of megakaryopoiesis but also mainly in the late stages. This cytotoxicity is not reversible, in
contrast to what is observed in clinic, and cannot be restored by increasing thrombopoietin doses.
To conclude, TET2 and P53 must be strictly controlled to ensure homeostasis and genetic stability
of the hematopoietic cells.
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