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RESUME 
 
Les Leucémies Aiguës Myéloïdes (LAM) représentent un groupe hétérogène d’hémopathies 

malignes, caractérisées par une accumulation de progéniteurs myéloïdes indifférenciés. Cette 

accumulation proviendrait de l’existence de cellules souches leucémiques responsables de la 

résistance aux traitements et de la rechute de la maladie. Les Cellules Souches Leucémiques 

(CSL) se comportent comme les cellules souches embryonnaires, lesquelles expriment des 

marqueurs embryonnaires leur procurant des capacités de prolifération, d’autorenouvellement 

et d’absence de différenciation. Plusieurs études ont démontré le rôle des facteurs de 

transcription embryonnaires composant le réseau cœur de la pluripotence (OCT4, NANOG, et 

SOX2) et de marqueurs membranaires (SSEA1 et SSEA3) dans la cancérogénèse, mais peu 

de données concernent les LAM. Dans le but d’identifier le rôle fonctionnel des marqueurs 

embryonnaires dans la LAM, une évaluation de leur expression dans les compartiments 

CD34+ de cellules hématopoïétiques et leucémiques a été réalisée. Leur surexpression et leur 

implication dans les propriétés des cellules leucémiques  nous laisse penser que ces antigènes 

embryonnaires (notamment OCT4), peuvent être utilisés comme marqueurs discriminants de 

la maladie résiduelle mais aussi comme cible thérapeutique potentielle. Cependant, les 

mécanismes de Leucémogenèse par lesquels les antigènes embryonnaires seraient impliqués 

restent encore à être élucidés. 
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ABSTRACT 
 

Study of Embryonic Antigens in Acute Myeloid Leukemia Stem Cells 

Acute Myeloid Leukemias (AMLs) represent a heterogeneous group of malignant 

haemopathies, characterized by an accumulation of undifferentiated myeloid progenitors. This 

accumulation comes from the presence of Leukemic Stem Cells (LSCs) responsible for the 

resistance to treatment and relapse of the disease. LSCs behave as embryonic stem cells, 

which express embryonic markers giving them proliferation, self-renewal and lack of 

differentiation. Several studies have demonstrated the role of embryonic transcription factors 

composing the core network of pluripotency (OCT4, NANOG and SOX2) and membrane 

markers (SSEA1 and SSEA3) in carcinogenesis, but there is few data in AML. In order to 

identify the functional role of the embryonic markers in AML, an evaluation of their 

expression in haematopoietic and leukemic cells CD34+ compartments was carried out. Their 

overexpression and involvement in the properties of leukemic cells suggest that these 

embryonic antigens (especially OCT4), can be used as discriminating markers of residual 

disease as well as a potential therapeutic target. However, the mechanisms of leukemogenesis 

by which embryonic antigens are involved remain to be elucidated.           
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ADN : Acide Désoxyribonucléique 
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BFU : Burst Forming Unit 

BFU-Meg : Burst Forming Unit 
Mégacaryocytaire 

C 

CBFβ-MYH11 : Core Binding Factor β-
Myosin Heavy chain 11 

CEBPA : CCAAT/enhancer binding 
protein alpha 

CFU : Colony Forming Unit 

CFU-Ba : Colony Forming Unit 
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CFU-Eo : Colony Forming Unit 
Eosinophiles 

CFU-G : Colony Forming Unit 
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Erythro-Mono-Macrophagiques 

CFU-GM : Colony Forming Unit Granulo-
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CFU-M : Colony Forming Unit Mono-
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CFU-MK : Colony Forming Unit 
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CSE : Cellule Souche Embryonnaire 

CSH : Cellule Souche Hématopoïétique 
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DNMT3A : DNMT3A DNA 
methyltransferase 3 alpha 

EGIL: European Group for the 
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EP : Progéniteur Erythrocytaire 

Esrrb : Estrogen-related receptor β 

EZH2 : Histone-lysine N-
methyltransferase 

FLT3 : Receptor-type Tyrosine-Protein 
Kinase  

FSC: Forward Scatter 
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GMP : Progéniteur Myéloïde 
Granulocytaire 

GMP : Progéniteur commun 
Granulocytaire Monocytaire 

GP : Progéniteurs Granulocytaires 

IDH : Isocitrate déshydrogénase 

iPS : Cellules Souches Pluripotentes 
Induites 
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Klf4 : Kruppel-like Factor 4 
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viral oncogene homolog 
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LAL : Leucémie Aiguë Lymphoïde 

LAM : Leucémie Aiguë Myéloïde 

LIF : Leukemia Inhibitory Factor 

Lin : Lineage (marqueur de lignée) 

LMPP : Progéniteur Multipotent biaisé 
Lymphoïde 

LTRC : Long-Term Repopulating cells 

M-N 

MacP : Progéniteurs Macrophages 

MAPK : Mitogen Activated Protein 
Kinase 

MBP : Progéniteurs Myéloïde des cellules 
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MCI : Masse Cellulaire Interne 

ME : progéniteur commun myéloïde-
érythroïde 

MEF : Cellules Nourricières sécrétant du 
LIF 

MEP : Progéniteur 
Erythrocytaire/Mégacaryocytaire 

METB : Cellule Souche Hématopoïétique 

MiRNAs : Micro-ARNs 

MkP : Progéniteurs Mégacaryocyrtaires 

MPO : Myélopéroxydase 

MPP : Progéniteur Multipotent 

MRD : Maladie Résiduelle 

MTB : Progéniteurs Myéloïde cellules T 

NGS : Next Generation Sequencing 

NK : Cellule Natural Killer 

NPM1 : Nuclephosmin 1 

NRAS : Neuroblastoma RAS viral 
oncogene homolog 

O 

OMS : Organisation Mondiale de la Santé 

OCT4 : Octamer 4 

PHF6 : PHD finger protein 6 

PI3K : Phosphoinositide 3-kinase  

PML-RARα : Promyelocytic Leukemia-
Récepteur Acide Rétinoïque α 

R-S 

RAD21 : Double-strand-break repair 
protein rad21 homolog 

Rif1 : Rap1 interacting factor 1 homolog 

RUNX1-RUNX1T1 : Runt-related 
transcription factor 1- translocation partner 
1 

Sca-1 : Stem Cell Antigen 1 

SCF : Stem Cell Factor 

SCID : Severe Combined 
ImmunoDeficient 
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ShRNA : Short hairpin RiboNucleic Acid 

SMC : Structural maintenance of 
chromosomes protein 

SOX2 : Sex determining region-Y box 2 

STAG2 : Stromal antigen 2 

STAT3 : Signal Transducer and Activator 
of Transcription 3 

STRC : Short Term Repopulating cells 

SRSF2 : Serine/arginine-rich splicing 
factor 2 

SSC: Side Scatter 

SSEA1 : Stage Specific Embryonic 
Antigen-1 

SSEA3 : Stage Specific Embryonic 
Antigen-3 

T-U-V-W 

TB : progéniteur commun lymphoïde 

Tbx3 : T-box 3 

Tcl1 : T-cell lymphoma breakpoint 1 

TET2 : Tet methylcytosine dioxygenase 2 
 

U2AF1 : U2 small nuclear RNA auxiliary 
factor 1  

VSEL : Very Small Embryonic Like Stem 
Cells 

WT1 : Wilms tumor protein 
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 Mon travail a porté sur l’étude de l’expression des antigènes embryonnaires dans les 

cellules souches de Leucémie Aiguë Myéloïde. Nous avons notamment analysé leur 

expression au niveau des cellules souches hématopoïétiques et des cellules souches 

leucémiques. Il s’agit à terme, de pouvoir mieux caractériser la cellule souche leucémique, qui 

pourrait être responsable de la rechute de la maladie, afin de pouvoir l’éradiquer par des 

traitements ciblés. 

 Ainsi, nous présenterons dans une première partie une vue globale de l’hématopoïèse 

et des différents facteurs intervenant au cours de la production de cellules sanguines ainsi que 

le concept de la cellule souche hématopoïétique avec les marqueurs présents qui permettent de 

l’identifier. 

 La seconde partie permettra de définir la leucémie aiguë myéloïde et les 

caractéristiques de la cellule souche leucémique, les divers facteurs intervenant dans la 

transformation maligne des cellules hématopoïétiques en cellules leucémiques et les 

traitements actuels utilisés. 

 Enfin, dans une troisième partie, nous définirons les caractéristiques des différents 

marqueurs embryonnaires présents dans les cellules souches embryonnaires et les mécanismes 

biologiques et moléculaires présents. 
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I- Hématopoïèse : préambule 

En rapport avec son étymologie venant du grec ancien haïmatos (« sang ») et poïêsis 

(« création »), l’hématopoïèse correspond à l’ensemble des mécanismes impliqués dans la 

production de diverses cellules sanguines matures. Le sang est un liquide qui permet 

d’approvisionner les organes et les tissus de l’organisme en oxygène et différents nutriments 

essentiels, tout en protégeant l’organisme. L’hématopoïèse est un processus complexe, 

dynamique et finement régulé au cours duquel les cellules souches hématopoïétiques (CSH) 

qui se situent dans un microenvironnement spécifique, s’auto-renouvellent et se différencient 

en cellules appartenant à différents lignages hématopoïétiques : lymphocytes B et 

lymphocytes T constituant le lignage lymphoïde, polynucléaires neutrophiles, éosinophiles, 

basophiles, monocytes, macrophages (« granuleux »), plaquettes et érythrocytes constituant le 

lignage myéloïde. L’hématopoïèse apparaît précocement au cours de l’embryogénèse et est 

maintenue tout au long de la vie. La plupart des cellules sanguines matures ayant une durée de 

vie limitée (polynucléaires et monocytes : un jour, plaquettes : huit jours, hématies : 120 

jours), il existe un renouvellement constant et continu de ces cellules. De plus, afin de 

maintenir cette homéostasie et de combler les besoins fonctionnels de l’organisme, le système 

peut répondre à des états de stress physiologiques tels que saignements ou infections par 

exemple. L’hématopoïèse est donc caractérisée par un grand pouvoir de différenciation, un 

haut taux de prolifération et une grande capacité d’adaptation, avec augmentation de la 

production d’une seule lignée si besoin. La possibilité d’obtenir des colonies 

hématopoïétiques en culture a permis la découverte de cytokines et de molécules 

extracellulaires comme les facteurs de croissance qui guident la prolifération et la 

différenciation de progéniteurs médullaires spécifiques. Elle est également caractérisée par la 

présence de molécules intracytoplasmiques tels que les récepteurs et voies de transduction du 

signal et la présence de molécules intranucléaires comme les facteurs de transcription qui 

peuvent affecter l’expression de gènes spécifiques. 

 Au cours de l’ontogénèse hématopoïétique, nous pouvons observer une évolution 

séquentielle en différentes localisations anatomiques. En effet, durant l’hématopoïèse 

primitive qui débute à J21 de la vie embryonnaire, les cellules centrales présentes au niveau 

des îlots sanguins se forment dans le mésoderme du sac vitellin et vont se différencier en 

cellules érythroblastiques (nucléées) et les cellules de la périphérie vont former les premières 

cellules endothéliales (c’est-à-dire les vaisseaux primitifs). Par la suite, durant l’hématopoïèse 

définitive débutant à J28, les cellules souches hématopoïétiques, encore imparfaitement 
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caractérisées, apparaissent dans l’aorte dorsale de la région Aorte-Gonades-Mesonephros, 

puis iront coloniser le foie puis la rate. La dernière localisation anatomique sera la moelle 

osseuse qui commence à être colonisée vers 4 mois et sera le site exclusif de l’hématopoïèse à 

la naissance et durant toute la vie (Cumano and Godin 2007). 

Le système hématopoïétique est un ensemble de tissus disséminés dans différents 

organes tels que la moelle osseuse, les ganglions lymphatiques, la rate, le pharynx et le 

chorion des muqueuses digestives. Toutes les cellules sanguines sont générées dans la moelle 

à l’exception des lymphocytes T qui terminent leur différenciation dans le thymus. De plus, 

les lymphocytes T et B subissent de nombreuses maturations au niveau des organes 

lymphoïdes secondaires tels que la rate ou les ganglions lymphatiques lors de la rencontre 

avec des antigènes spécifiques (Figure 1) (Kawamoto and Katsura 2009).  
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 Figure 1 : Les différents sites de l'Hématopoïèse (Kawamoto and Katsura, Trends in Immunology, 2009) 
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L’hématopoïèse est un processus complexe, encore imparfaitement compris, souvent 

issu d’extrapolations de l’animal à l’homme. Des altérations de l’hématopoïèse peuvent 

conduire à diverses pathologies, réactionnelles (aplasies) ou malignes (hémopathies). Son 

importance clinique a largement contribué à son exploration intense. Les pathologies 

hématologiques bénignes et les insuffisances médullaires, mais aussi les hémopathies 

malignes telles que leucémies, lymphomes, syndromes myélodysplasiques ou syndromes 

myéloprolifératifs touchent les cellules hématopoïétiques. La capacité des CSH à s’auto-

renouveler et à se différencier dans les multiples lignages du sang font de ces cellules une 

source utilisable en clinique. La transplantation de CSH est couramment utilisée pour les 

traitements de maladies hématologiques, leucémies et immunodéficiences. 

L’hématopoïèse s’organise à partir de trois catégories de constituants, la trame de la 

moelle osseuse, les facteurs de régulation et les cellules hématopoïétiques. 

- La trame de la moelle est constituée de plusieurs types cellulaires et intervient dans 

la survie, la prolifération et dans l’orientation des cellules hématopoïétiques. 

- Les facteurs de régulation sont un réseau complexe de molécules pouvant agir à 

plusieurs niveaux de façon spécifique ou non. Ils ont un rôle stimulant ou 

inhibiteur et ils sont produits par divers types cellulaires tels que les fibroblastes, 

monocytes, cellules endothéliales et lymphocytes. 

- Les cellules hématopoïétiques peuvent être regroupées en quatre compartiments 

répondant à des niveaux de différenciation croissante (Figure 2) (Chotinantakul 

and Leeanansaksiri 2012). 
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 Le premier compartiment comprend les cellules souches qui sont capables de donner 

naissance à toutes les lignées sanguines. Les cellules souches pluripotentes ont la 

capacité d’auto-renouvellement et de différenciation pour donner naissance à 

l’ensemble des lignées myéloïdes et lymphoïdes. Elles ont également la capacité de 

produire une restauration hématologique. 

 Le second est celui des progéniteurs qui proviennent des cellules souches et qui ont 

un moindre pouvoir d’auto-renouvellement mais qui se différencient dans une ou 

plusieurs directions. 

 Les précurseurs du troisième compartiment sont les premières cellules 

reconnaissables de chaque lignée qui n’ont plus de pouvoir d’auto-renouvellement et 

dont la capacité de prolifération est limitée. 

 Dans le quatrième compartiment, nous avons les cellules sanguines matures qui sont  

des cellules différenciées et matures tels que les érythrocytes, les monocytes ou les 

plaquettes. 

Figure 2 : Hiérarchie de l'Hématopoïèse (Chotinantakul and leeanansaksiri, Bone Marrow Research, 2012) 

CLP : Progéniteur Lymphoïde Commun ; CMP : Progéniteur Myéloïde Commun ; DC : Cellule Dendritique ; EP : 
Progéniteur Erythrocytaire ; GMP : Progéniteur Myéloïde Granulocytaire ; GP : Progéniteur Granulocytaire ; HSC : Cellule 
Souche Hématopoïétique ; MacP : Progéniteur Macrophage ; MEP : Progéniteur Erythrocytaire/Mégacaryocytaire ; Mkp : 

Progéniteur Mégacaryocytaire ; NK : Cellule Natural Killer ; Lin : marqueur de lignées. 
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II- Cellules souches 

Les cellules souches qui sont des cellules indifférenciées possèdent une capacité 

d’auto-renouvellement à l’identique et de différenciation en type(s) cellulaires(s) 

spécifique(s). Ce terme de cellule souche a été introduit pour la première fois en 1883 (NEET 

2017). Au stade embryonnaire, elles vont conduire à la formation des différents tissus qui 

constitueront l’organisme. Dans l’organisme adulte, elles se localisent dans des endroits 

protégés appelés « niches ». Les cellules souches adultes permettent la régénération des tissus 

et ainsi le maintien de l’homéostasie tissulaire. De manière globale, les cellules souches sont 

trouvées chez tous les êtres vivants multicellulaires. 

II-1. Les différents types de cellules souches 

Lors du développement embryonnaire, la capacité de différenciation des cellules 

souches va diminuer et ainsi nous pouvons distinguer différentes catégories de cellules 

souches. 

II-1. 1 Les cellules souches totipotentes 

Les cellules souches totipotentes sont des cellules provenant des premières divisions 

de l’ovocyte fécondé (zygote) jusqu’au stade morula constitué de 8 à 16 cellules. Ces cellules 

sont caractérisées par leur aptitude à se différencier en n’importe quelle cellule spécialisée de 

type cellules musculaires ou cellules neuronales. 

De plus, ces cellules possèdent la capacité de former les annexes embryonnaires, 

organes assurant la survie et les fonctions vitales de l’embryon, puis du fœtus. Par exemple, 

chez les mammifères placentaires, les annexes embryonnaires correspondent au placenta, au 

sac amniotique (ou amnios) et au liquide amniotique. Lorsque la morula se divise en deux 

(scission embryonnaire), deux embryons sont obtenus possédant des gènes identiques (vrais 

jumeaux ou jumeaux monozygotiques). Ainsi, ces cellules sont les seules capables de pouvoir 

conduire in vivo au développement d’un organisme entier. 

II-1.2 Les cellules souches pluripotentes 

Les cellules souches pluripotentes peuvent se différencier vers les trois feuillets 

embryonnaires (ectoderme, mésoderme et endoderme). Elles sont ainsi capables de pouvoir 

conduire in vivo à l’ensemble des tissus constituant un organisme. Néanmoins, ces cellules ne 

sont pas capables de conduire aux annexes embryonnaires.  
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Il existe plusieurs origines possibles de ces cellules souches au cours du 

développement : les cellules souches embryonnaires dérivées de la masse cellulaire interne 

(MCI) du blastocyste pré-implantatoire, les cellules souches épiblastiques dérivées de 

l’épiblaste embryonnaire (feuillet cellulaire issu de la MCI et à l’origine des trois feuillets 

embryonnaires : ectoderme, mésoderme et endoderme), les cellules embryonnaires germinales 

provenant des cellules germinales primordiales de l’embryon, les cellules embryonnaires de 

carcinome qui sont des cellules indifférenciées de tératocarcinomes (tumeurs malignes 

composées de différents types de cellules différenciées et de cellules indifférenciées), de 

cellules pluripotentes tels que les CSE, les cellules souches germinales multipotentes issues de 

cellules germinales du nouveau-né ou de l’adulte et enfin les cellules souches induites à la 

pluripotence obtenues par reprogrammation de cellules somatiques (Kieffer, Kuntz, and 

Viville 2010). 

II-1.3 Les cellules souches multipotentes 

 Contrairement aux cellules souches pluripotentes, les cellules souches multipotentes 

ont une capacité de différenciation diminuée. En effet, ces cellules sont à l’origine de 

plusieurs types cellulaires, mais sont déjà engagées dans un programme de différenciation 

tissulaire spécifique. Ces cellules sont présentes au cours du développement embryonnaire, 

mais également chez l’adulte. Parmi les cellules souches multipotentes, on distingue 

notamment les cellules souches hématopoïétiques qui sont nichées au niveau de la moelle 

osseuse et qui donnent naissance aux cellules sanguines (Erythrocyte, Leucocyte, 

Thrombocyte) (Doan and Chute 2012; Larsson et al. 2003), les cellules souches 

mésenchymateuses qui sont également présentes au niveau de la moelle osseuse et qui sont à 

l’origine des cellules des lignages ostéoblastiques, chondroblastiques, adipocytaires et 

stromales (Kaltz et al. 2010; da Silva Meirelles et al. 2009; Solchaga et al. 2010), les cellules 

souches neurales qui sont localisées au niveau de deux zones dans le cerveau adulte : la zone 

sous-ventriculaire et le gyrus denté de l’hippocampe et qui peuvent se différencier en 

neurones et en cellules gliales (Encinas and Enikolopov 2008). 

II-1.4 Les cellules souches tri/bipotentes 

Les cellules souches tripotentes ou bipotentes peuvent se différencier respectivement 

en trois ou deux types cellulaires. Elles sont localisées au niveau de la moelle et on peut 

distinguer : les cellules souches chondroostéo-adipogéniques et les cellules souches chondro-

ostéogéniques (Pittenger et al. 1999; Prockop 1997). 
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II-1.5 Les cellules souches unipotentes 

Les cellules souches unipotentes quant à elles ne peuvent se différencier qu’en un seul 

type cellulaire, et on distingue notamment les adipoblastes, les cellules de l’épithélium de la 

muqueuse gastro-intestinale, les cellules satellites du muscle, les cellules ovales du foie et les 

kératinocytes de la peau (G Ailhaud, P Grimaldi, and Négrel 1992; Biressi and Rando 2010; 

Bjerknes and Cheng 2002; Coulombel 2003).  

II-2. Les cellules souches hématopoïétiques 

Les cellules souches hématopoïétiques (CSH) sont présentes en très petit nombre dans la 

moelle osseuse (0,01% à 0,05%), pourtant elles produisent des milliards de cellules sanguines 

chaque jour, et ce, durant toute la vie d’un individu. Pour ce faire, elles sont douées de deux 

propriétés principales qui, combinées ensemble permettent aux CSH de se maintenir en 

nombre constant tout en assurant en permanence la régénération du sang. La première 

propriété est la capacité d’auto-renouvellement, par le maintien de leur homéostasie et la 

naissance d’autre CSH. Ainsi, un individu conserve un pool de cellules souches tout au long 

de sa vie. La deuxième propriété est leur capacité à se différencier en de multiples lignées de 

cellules sanguines. Tout en proliférant et au cours de divisions cellulaires successives, les 

CSH se spécialisent et acquièrent progressivement les propriétés de plusieurs types cellulaires 

différents, ce qui leur confèrent la caractéristique de multipotence. Cette seconde propriété se 

réalise selon un processus finement régulé, coordonné et selon une hiérarchie harmonieuse de 

cellules en maturation : progéniteurs puis précurseurs hématopoïétiques. Les CSH les plus 

primitives peuvent reconstituer l’ensemble des compartiments cellulaires du tissu 

hématopoïétique. Certaines de ces CSH restent dans un état de quiescence (Cheng et al. 

2000). Le microenvironnement médullaire crée des niches hématopoïétiques (niche 

ostéoblastique et niche vasculaire) qui jouent un rôle central dans la régulation de leurs 

propriétés (Wilson and Trumpp 2006). Auto-renouvellement et différenciation sont contrôlés 

par un complexe d’interactions entre les mécanismes intrinsèques et les signaux extrinsèques 

envoyés par la niche hématopoïétique. 

En 1961, les travaux de Till et McCulloch ont montré l’existence pour la première fois de 

cellules souches hématopoïétiques (Till and McCulloch 2010). En effet, il était connu que 

l’injection de cellules de moelle osseuse à un receveur syngénique irradié le protège de la 

mort par déplétion hématopoïétique, ce qui, tout en confortant les caractéristiques 

fondamentales des cellules souches, ajoutait à leur potentiel celui de la transplantabilité (Ford 
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et al. 1956). Till et McCulloch constatèrent que l’injection d’un nombre réduit de cellules de 

moelle provoquait dans la rate des souris irradiées, l’apparition en sept à huit jours de nodules 

hématopoïétiques, nodules fréquemment constitués de plusieurs lignages hématopoïétiques. Il 

fut démontré ultérieurement que ces colonies spléniques étaient d’origine clonale (A. M. Wu 

et al. 1967), qu’elles contenaient plusieurs lignages cellulaires (Lewis and Trobaugh 1964) et 

que leur transplantation chez des receveurs secondaires donnait à nouveau des colonies 

spléniques (Curry and Trentin 1967). Les cellules à l’origine de ces colonies spléniques sont 

des progéniteurs hématopoïétiques médullaires capables de reconstituer l’hématopoïèse de 

souris létalement irradiées, et dénommées pour cela Colony Forming Unit in spleen (CFU-S)). 

Elles furent considérées pendant des années comme représentant la cellule souche, unique, 

multipotente et douée d’auto-renouvellement (Becker, McCULLOCH, and Till 1963). Les 

modèles xénogéniques  de greffe de cellules humaines à des souris immunodéficientes 

(Severe Combined  ImmunoDeficient [SCID]) utilisés pour tester la capacité d’une cellule à 

reconstituer l’hématopoïèse humaine (Shultz, Ishikawa, and Greiner 2007) ont permis de 

mettre en évidence une grande hétérogénéité au sein du compartiment des CSH et des 

progéniteurs. 

Deux sous-populations de CSH peuvent être distinguées : les CSH à potentiel de 

reconstitution à long terme, les Long-Term Repopulating Cells (LTRC) et les CSH à potentiel 

de reconstitution à court terme, les Short-Term Repopulating Cells (STRC) (Bhatia et al. 

1998; Zhong, Astle, and Harrison 1996). Les LTRC sont de fréquences très faibles et ont une 

capacité de reconstitution à long terme. Elles sont présentes au niveau d’une rare population 

cellulaire CD34+CD38-, de la niche des cellules souches, et maintiennent une activité de 

souchitude en contrôlant l’homéostasie hématopoïétique et en créant un pool de cellules 

souches qui restent en état quiescence (Yahata et al. 2008). Les STRC quant à elles ont une 

capacité de reconstitution à court terme, elles sont de fréquences très fortes dans le sang 

périphérique de l’adulte par rapport au sang de cordon du nouveau-né mais la durée de leur 

contribution à l’hématopoïèse reste incertaine (Zavidij et al. 2010).  

La CSH est la plus précoce que l’on est capable d’identifier, elle a été nommée cellule 

initiatrice de culture à long terme, long-term culture-initiating cell (LTC-IC). Il s’agit d’un 

type cellulaire très rare (1/100 000 cellules médullaires) identifié en 1995, soit 33 ans après la 

découverte des premiers précurseurs médullaires (Lemieux et al. 1995). Après 4 à 5 semaines 

de culture de cellules médullaires sur cellules stromales, apparaissent des colonies de cellules 

hématopoïétiques. 
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II-3. Les marqueurs de surface de la CSH 

La définition des CSH est donc purement fonctionnelle, elles ne sont pas reconnaissables 

morphologiquement et il n’existe pas chez l’homme de marqueur génétique ou protéique 

unique permettant de les identifier de manière spécifique. Il est cependant possible d’utiliser 

une combinaison de différents marqueurs plus ou moins spécifiques. L’antigène CD34 est un 

marqueur essentiel de CSH humaines, également exprimé sur les progéniteurs précoces déjà 

engagés et les cellules endothéliales (Andrews, Singer, and Bernstein 1986; Fina et al. 1990). 

C’est une protéine transmembranaire glycosylée, membre de la famille des sialomucines, de 

fonction encore mal définie (Krause et al. 1996). En effet, il pourrait être impliqué dans 

l’adhérence (Drew et al. 2005) ou dans la régulation de la différenciation (Nakamura, 

Komano, and Nakauchi 1993). Les cellules CD34+ représentent 0,5% des cellules 

médullaires. La population de CSH peut ainsi être déterminée par la présence du CD34, 

associée à l’absence de marqueurs antigéniques de lignées différenciées (Lin-) et l’absence du 

marqueur HLA-DR. L’antigène CD133 ou prominine 1 (PROM1) sert parfois de marqueur de 

CSH, il est également présent sur les progéniteurs et sur d’autres cellules souches adultes. Il 

permettrait le maintien des propriétés de cellules souches en empêchant la différenciation 

(Fargeas, Huttner, and Corbeil 2007). L’antigène CD38 est souvent utilisé en complément du 

CD34. Son expression est réversible selon l’état d’activation des CSH (Tajima et al. 2001). A 

l’inverse du CD34, une déplétion du CD38 est utilisée pour enrichir une fraction en CSH car 

il ne serait pas présent à la membrane des cellules les plus primitives (Novelli, Ramirez, and 

Civin 1998). Il permet ainsi de distinguer les CSH précoces et moins précoces. La population 

CD34+CD38- correspondrait aux LTRC, alors que la population CD34+CD38+ aurait une 

activité de STRC. Des CSH CD34- avec des capacités de reconstitution hématopoïétique à 

long terme ont été mises en évidence chez la souris (Osawa et al. 1996). Au cours de la 

culture de ces CSH CD34- on observe l’acquisition du marqueur CD34+, suggérant que les 

cellules CD34- précéderaient les CD34+. Les CD34+ pourraient retourner vers un phénotype 

CD34- dans certaines circonstances (Dao and Nolta 2000). 

Les cellules CD34+ sont utilisées en clinique au cours des greffes pour leur capacité à 

restaurer l’hématopoïèse dans le traitement de nombreuses pathologies malignes (Burt et al. 

2008).  

Il est important de se rappeler que les cellules CD34+ correspondent à une population 

hétérogène de cellules comprenant les cellules souches, mais également les progéniteurs 

multipotents et les progéniteurs restreints à une lignée.  
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La combinaison des marqueurs CD117 (c-kit), Lin- (lineage minus), Sca-1 (Stem Cell 

Antigen 1) est aussi fréquemment utilisée pour obtenir une fraction enrichie en CSH et 

progéniteurs précoces dite KLS. Le c-kit est le récepteur au SCF (Stem Cell Factor) dont 

l’expression diminue au cours de la différenciation (Sharma et al. 2006). La sélection Lin- 

permet d’éliminer les cellules engagées qui expriment des marqueurs spécifiques de leur 

différenciation. L’antigène Sca-1 est présent sur les CSH et les progéniteurs précoces, et 

disparait très rapidement lors de l’engagement. La combinaison de ces trois marqueurs pour 

sélectionner une population Lin-Sca-1+c-kit+ permet d’obtenir les cellules dites KLS (Osawa 

et al. 1996). Le CD90 ou Thy1 est un marqueur exprimé sur certaines CSH (Baum et al. 

1992). Il contribue aux mécanismes d’adhésion et de migration. Pour enrichir une fraction en 

CSH, il est souvent couplé à la sélection Lin-Sca-1+ pour définir la population Lin-Sca-

1+Thylow (Spangrude and Brooks 1992). Les principaux marqueurs exprimés au cours de 

l’hématopoïèse sont résumés dans la Figure3 (Weissman and Shizuru 2008). 
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En utilisant des marqueurs plus spécifiques, il serait possible de trier les véritables 

cellules souches, mais de tels marqueurs n’existent pas encore chez l’homme et l’utilisation 

en pratique de ces marqueurs poserait le problème de la rareté des cellules à isoler. 

II-4. Les progéniteurs et précurseurs hématopoïétiques 

Les progéniteurs hématopoïétiques sont communs à plusieurs lignées, myéloïde ou 

lymphoïde, puis deviennent spécifiques des lignées lorsqu’ils deviennent des progéniteurs 

engagés.  

Les progéniteurs lymphoïdes communs peuvent se différencier en tous types de 

lymphocytes sans potentiel myéloïde notable (Kondo et al. 2000). Toutefois, certains gènes 

apparentés myéloïdes peuvent être détectés dans les progéniteurs communs lymphoïdes, selon 

Figure 3 : Evolution de l’expression des marqueurs de surface au cours de l'hématopoïèse normale (Adapté de Bryder et al, 
American Journal of Pathology, 2006) 

HSC : Cellule Souche Hématopoïétique, CMP : Progéniteur Commun Myéloïde, MEP : Progéniteur Commun Erythroblastique-
Mégacaryocytaire, CLP : Progéniteur Lymphoïde Commun, GMP : Progéniteur Granulocytaire-Monocytaire 

Progéniteurs Multipotents 

Progéniteurs 
Oligopotents 

Lin-CD90+CD38-CD34+ 

Lin-Thy1.1lowc-kit+Sca1+flk2-CD34+Slamf1+ 

Lin-Thy1.1-c-kit+Sca1+flk2+CD34+Slamf1- 

Lin-Thy1.1-c-kit+Sca1+flk2highCD34+Slamf1- 

Lin-c-kitlowSca1lowIL7Rα+flk2high 

Lin- CD38+CD34+CD10+ 

Lin- c-kit+Sca1-CD34+FcγRlow 

Lin- CD38+CD34+ 
IL-3RαlowCD45RA- 

Lin- c-kit+Sca1-CD34-FcγR- 

Lin- CD38+CD34+ 
IL-3Rα-CD45RA- 

Lin- c-kit+Sca1-CD34-FcγR+ 

Lin- CD38+CD34+ 
IL-3Rα+CD45RA+ 



36 
 

des conditions physiologiques spécifiques (Delogu et al. 2006). De même, les progéniteurs 

communs myéloïdes peuvent donner naissance à toutes les classes de cellules myéloïdes dont 

le potentiel lymphoïde est faible ou inexistant (Akashi et al. 2000).  

Au cours du développement, les CSH s’engagent dans un processus de différenciation 

et de maturation par divisions cellulaires. Ceci va s’accompagner par la perte des propriétés 

de multipotence et d’autorenouvellement et par l’acquisition de caractéristiques 

phénotypiques et fonctionnelles spécifiques. Actuellement, un modèle de différenciation 

prédomine. 

Ce modèle, met en évidence un progéniteur commun multipotent (multipotent 

progenitor (MPP)), qui donne naissance à des progéniteurs engagés dans la voie myéloïde, les 

progéniteurs communs myéloïdes (common myeloid progenitor [CMP]), ou dans la voie 

lymphoïde, les progéniteurs communs lymphoïdes (common lymphoid progenitor [CLP]) 

(Akashi et al. 2000; Kondo, Weissman, and Akashi 1997). Ce modèle est basé sur une 

séparation précoce entre lignées myéloïdes et lymphoïdes. Les CMP vont générer des 

progéniteurs bipotents : les progéniteurs granulo-macrophagiques (granulocytes-macrophages 

progenitors, GMP) et les progéniteurs mégacaryocytaires-érythrocytaires (megacaryocyte-

erythroid progenitors, MEP). Les CLP vont donner naissance aux précurseurs lymphoïdes B 

et T (Figure 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4 : Modèle classique dichotomique de l’hématopoïèse (Akashi et al, Nature, 2000) 

Les Cellules Souches Hématopoïétiques divergent  en progéniteur commun myéloïde et en progéniteur commun lymphoïde. 

METB : Cellule Souche Hématopoïétique, ME (CMEP) : progéniteur commun myéloïde-érythroïde, TB (CLP) : progéniteur 
commun lymphoïde, E, M, T et B représentent les progéniteurs potentiels pour les cellules Erythroïdes, cellules Myéloïdes, 

cellules T et cellules B 



37 
 

Il s’agit d’un modèle classique dichotomique qui ne fait plus l’unanimité. Une 

hypothèse alternative a donc été proposée. Cette hypothèse serait que la CSH donnerait un 

progéniteur commun myéloïde (CMP) et un progéniteur commun myélo-lymphoïde (common 

myelo-lymphoid progenitor, CMLP) (Adolfsson et al. 2005; Katsura 2002). Le progéniteur 

myélo-lymphoïde générerait un progéniteur bipotentiel myélo-lymphoïde T (myelo-T 

progenitor, MTP) et un progéniteur myélo-lymphoïde B (myelo-B progenitor, MBP). Le 

potentiel myéloïde granulo-macrophagique persisterait ainsi dans les branches T et B (Figure 

5). 

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Outre ce modèle classique, d’autres modèles de différenciation ont été proposés. Un de 

ces modèles est celui proposé par Abramson et al en 1977 (Abramson, Miller, and Phillips 

1977) (Figure 6a). Il s’agit du premier modèle à montrer que les cellules myéloïdes, T et B 

sont dérivés d’une cellule souche (désignée comme METB). Les cellules érythroïdes n’ont 

pas été examinées dans leur étude, mais néanmoins une voie myéloïde-érythroïde commune a 

été inclue, probablement parce que les progéniteurs myélo-érythroïdes, aussi appelés cellules 

souches myéloïdes étaient présumés à exister. Un autre modèle est le modèle stochastique ou 

modèle de restriction aléatoire, postulé par l’équipe d’Ogawa en 1983 (Ogawa, Porter, and 

Nakahata 1983) (Figure 6b). Les lignées T et B n’étaient pas inclues dans l’étude originale, 

Figure 5 : Modèle de l'hématopoïèse avec une origine myéloïde (Luc, Buza-Vidas, and Jacobsen, Seminar in Immunology, 2008) 

Les cellules Souches Hématopoïétiques génèrent des progéniteurs communs Myéloïdes-Erythroïdes et des progéniteurs communs 
Myéloïdes-Lymphoïdes. Le potentiel myéloïde persiste dans les cellules T et B même après que ces lignées aient divergées. 

METB : Cellule Souche Hématopoïétique ; CMEP : Progéniteur Commun Myéloïde-Erythroïde ; CMLP : Progéniteur Commun 
Myéloïde-Lymphoïde ; MTP : Progéniteur Myéloïde des cellules T ; MBP : Progéniteur Myéloïde des cellules B ;  E, M, T et B 

représentent les progéniteurs essentiels pour les cellules Erythroïdes, les cellules Myéloïdes, les cellules T et les cellules B. 
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mais dans cette étude, ces deux lignées sont ajoutées à titre de comparaison. Un troisième 

modèle, le modèle de restriction séquentielle proposé par Brown et son équipe (Brown, 

Bunce, and Guy 1985) émet l’hypothèse que le potentiel de développement des progéniteurs 

change avec la progression de la différenciation (Figure 6c). Un quatrième modèle proposé 

par Singh en 1996 (H. Singh 1996) est basé sur l’étude de facteurs de transcription dans les 

cellules hématopoïétiques (Figure 6d). Enfin, un dernier modèle, lequel correspond au modèle 

classique modifié, et proposé par Adolfsson (Adolfsson et al. 2005), place le progéniteur 

MTB entre la cellule souche hématopoïétique (METB) et le progéniteur lymphoïde commun 

(TB) (Figure 6e). 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 Afin de confirmer ces différents modèles de différenciation, des tests 

clonogéniques in vitro (culture médullaire en milieu semi-solide en présence de facteurs de 

croissance) ont été réalisés. Ces tests ont démontré l’existence de progéniteurs engagés 

Figure 6 : Autres modèles d'hématopoïèse (Abramson et al, The Journal of Experimantal Medicine, 1977 ; Ogawa et al, Blood, 
1983 ; Brown et al, British Journal of Cancer, 1985 ; Singh et al, Current Opinion in Immunology, 1996, Adolfsson et al, Cell, 2005) 

(a) (b) 

(c) 
(d) 

(e) 
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(appelés Colony-Forming-Unit ou CFU), qui n’ont pas de propriétés d’auto-renouvellement et 

qui génèrent des colonies contenant un ou plusieurs types cellulaires myéloïdes (T. R. Bradley 

and Metcalf 1966). Le progéniteur le plus précoce est le CFU-GEMM (1/10 000 cellules 

médullaires), générant des colonies mixtes granulo-érythro-mono-mégacaryocytaires. Ensuite 

arrive les BFU (Burst Forming-Unit), les CFU érythroblastiques (BFU-E et CFU-E), les CFU 

mégacaryocytaires (CFU-MK), les CFU éosinophiles (CFU-Eo), les CFU basophiles (CFU-

B) et les CFU granulo-macrophagiques (CFU-GM) (pour la production des polynucléaires 

neutrophiles et monocytes), lesquels sont à l’origine des CFU granuleux (CFU-G) et des CFU 

mono-macrophagiques (CFU-M). Ces tests sont couramment utilisés en routine clinique 

comme tests fonctionnels. En 8 à 14 jours en présence de facteurs de croissance, nous 

pouvons observer des colonies hématopoïétiques. Au niveau immunophénotypique, ces 

progéniteurs sont CD34+ et portent des antigènes qui sont spécifiques du lignage auxquels ils 

appartiennent (Figure 7).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7 : Progéniteurs hématopoïétiques médullaires myéloïdes et marqueurs antigéniques (Adapté de T.R. Bradley and 
Metcalf, The Australian Journal of Experimental Biology and Medical Science, 1996) 

CFU-GEMM: Colony Forming Unit - Granulocytes, Erythrocytes, Monocytes, Mégacaryocytes, CFU-MK: Colony Forming Unit – 
MegaKaryocytic, CFU-GM: Colony Forming Unit: Granulocytes, Monocytes, CFU-M: Colony Forming Unit – Monocytes, CFU-

G: Colony Forming Unit – Granulocytes, CFU-Eo: Colony Forming Unit – Eosinophiles, CFU-Baso: Colony Forming Unit – 
Basophiles, BFU-E: Burst Forming Unit – Erythroid, CFU-E: Colony Forming Unit - Erythroid 
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Ces progéniteurs subissent alors une succession de divisions cellulaires et d’étapes de 

maturation aboutissant aux précurseurs engagés et spécifiques d’une seule lignée. Ces 

précurseurs sont identifiables morphologiquement par prélèvement de moelle osseuse 

(myélogramme ou biopsie ostéo-médullaire). On distingue ainsi, différentes voies de 

différenciation identifiables morphologiquement : Mégacaryopoïèse, Erythropoïèse, 

Monopoïèse, Granulopoïèse et Lymphopoïèse (Figure 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

III- La niche hématopoïétique 

L’hypothèse que la biologie des cellules souches hématopoïétiques est infuencée par 

une niche a été proposée pour la première fois en 1978 par un hématologue anglais (Schofield 

1978). Depuis, plusieurs niches ont pu être localisées chez l’adulte : dans les ovaires, les 

testicules, la moelle hématopoïétique, les follicules pileux, l’épithélium intestinal ou encore le 

système nerveux. Ces niches sont constituées de nombreuses cellules immobilisées et 

Figure 8 : Les différents compartiments de la moelle osseuse hématopoïétique (Laboratoire Hématologie-St Etienne) 

CS : Cellule Souche, SRC : Short-Term Repopulating Cells, CFU: Colony Forming Unit, E: Erythroïde, Meg: Mégacaryocytaire, GM 
: Granulocyte-Monocyte/Macrophage, M: Monocyte, G: Granulocyte, Eo: Eosinophile, Ba: Basophile, GEMM: Granulocyte-

Erythrocyte-Monocyte/Macrophage, Mégacaryocyte 
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localisées dans un endroit spécifique de l’organe  permettant le maintien d’un stock de 

cellules souches. Dans cette niche, les cellules reçoivent une multitude de signaux complexes 

qui contrôlent leur auto-renouvellement. Malgré ces points communs, la nature des cellules 

participant à la niche est différente selon l’organe considéré. Et les signaux échangés ne sont 

probablement pas tout à fait identiques (Jones and Wagers 2008).  

Après la naissance, les cellules sanguines sont produites en permanence dans la moelle 

osseuse. Elles sont sous le contrôle d’autres cellules dont le rôle exact n’est pas encore 

totalement élucidé. Il a été constaté que les cellules souches sont spécifiquement localisées à 

proximité de l’os (Figure 9), et dans cette région, se trouvent des ostéoblastes qui sont des 

cellules responsables de la construction des os, dont certains pourraient créer des niches pour 

les cellules souches (Quesnel B 2012). Ces ostéoblastes produisent des substances appelées 

chémokines qui agissent comme un aimant en attirant les cellules souches. Grâce à leurs 

molécules, dites d’adhérence, qui vont se lier à des molécules situées à la surface des cellules 

souches, ces dernières vont se fixer à la matrice osseuse. L’adhérence des cellules souches 

aux ostéoblastes et à la matrice semble capitale pour contrôler la prolifération. Afin de 

maintenir les propriétés d’auto-renouvellement des cellules souches, des interactions 

« récepteur-ligand » vont induire une augmentation de production de molécules d’adhérence 

et inhiber les divisions cellulaires De plus, les ostéoblastes vont produire des facteurs 

impliqués dans le maintien de ces propriétés mais dont le rôle n’est pas encore élucidé.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 9 : La niche des Cellules Souches Hématopoïétiques (Adapté de Quesnel B, Elsevier 
Masson, 2012) 

La niche est localisée près de l’os, où certains ostéoblastes (en vert foncé) produisent des 
chémokines qui attirent les Cellules Souches Hématopoïétiques et établissent, avec elles, 

différentes interactions 
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Lors de l’activation des CSH, des enzymes produites dans la zone ostéoblastique vont 

activer une molécule (kit-ligand) qui stimulera la prolifération des cellules souches lesquelles 

perdront leurs molécules d’adhérence, ce qui aura pour conséquence de les éloigner des 

ostéoblastes. Ces CSH vont proliférer, perdre petit à petit leurs capacités d’auto-

renouvellement, se différencier et migrer vers les vaisseaux sanguins. Sur leur trajet, elles 

vont rencontrer une grande variété de cellules probablement impliquées dans le contrôle de 

tous ces phénomènes : par exemple, les cellules endothéliales qui bordent les vaisseaux 

sanguins contribueront à la survie des cellules en voie de différenciation, ce qui a amené à 

soupçonner l’existence d’une niche vasculaire (Bourke et al. 2009) (Figure 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10 : Représentation de la niche vasculaire (Adapté de Bourke et al, Blood, 2009) 

Les cellules souches quiescentes (c’est-à-dire dormantes) adhèrent à la niche. Lorsqu’elles sont activées, 
elles donnent naissance à des cellules souches et à des progéniteurs par division asymétrique. Plusieurs types 

de cellules stromales interviennent probablement dans le contrôle des progéniteurs et des précurseurs. Les 
cellules mûres migrent dans les vaisseaux sanguins. 
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Chapitre II : La Leucémogenèse 
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I- Le processus de Leucémogenèse 

L’apparition de la leucémie serait due à des influences micro environnementales telles 

qu’une exposition au benzène (ex : tabagisme chronique) (Estey and Döhner 2006). Il peut y 

avoir une incidence élevée chez les travailleurs des industries nucléaires (mais pas des 

personnes habitant à proximité des usines nucléaires) et chez les pilotes d’avion qui sont 

exposés aux radiations cosmiques. On distingue les Leucémies Aiguës Myéloïdes (LAM) de 

novo des LAM qui sont secondaires soit à un traitement (agents alkylants, inhibiteurs des 

topoisomérases II [étoposide, doxorubicine]), soit à une hémopathie maligne chronique 

(Syndrome MyéloProlifératif, Syndrome MyéloDysplasique). 

Ces divers facteurs vont ainsi transformer une cellule immature, cellule 

hématopoïétique, en cellule souche leucémique. Cette cellule souche leucémique donnera 

naissance à un clone leucémique par auto-renouvellement, blocage de la différenciation et 

prolifération anormale (Bonnet and Dick 1997; Jordan 2007; Chao et al. 2017) (Figure 11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11 : Développement de la leucémie aigüe myéloïde. (Adapté de Jordan, Best Practice & Research, 2007) 
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La leucémie correspond ainsi à la transformation de progéniteurs médullaires 

appartenant à une lignée médullaire normale (granuleuse, lymphoïde, mégacaryocytaire, 

érythrocytaire) bloqués à un stade précoce de leur maturation : blastes. Cette expansion 

clonale de blastes myéloïdes dans le sang périphérique, la moelle osseuse (Khwaja et al. 

2016) ou d’autres tissus (Campo et al 2011) va inhiber l’hématopoïèse normale (syndrome 

d’insuffisance médullaire : incapacité à produire des cellules sanguines en quantité suffisante 

pour compenser les pertes) (Khwaja et al. 2016) (Figure 12).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les cellules leucémiques comme d’autres cellules cancéreuses sont caractérisées par 

des anomalies dans la prolifération, la survie et la différenciation (Stock and Thirman 2016).  

Ces caractéristiques cellulaires sont causées par des changements, génétiques et 

épigénétiques, variés au niveau des cellules tumorales. Contrairement aux tumeurs solides, il 

n’existe pas beaucoup de mutations au niveau des séquences codantes. Des données 

Figure 12 : Comparaison entre hématopoïèse normale et leucémique (Adapté de Khwaja et 
al, Nature reviews Disease Primers, 2016) 
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expérimentales sur des modèles de souris leucémogènes montrent que plus d’une mutation 

coopératrice est nécessaire pour développer la LAM (Grisolano et al. 2003; Schessl et al. 

2005). 

Ces mutations peuvent être catégorisées en groupes fonctionnels qui affectent des 

activités cellulaires distinctes. Jusqu'à présent, trois grandes catégories de mutations des gènes 

ont été décrites (Tableau 1) (Network 2013) :  

- Mutations de type I : gènes impliqués directement dans les différentes voies de 

signalisation entraînant une prolifération anormale et une survie tumorale (L. 

Grimwade et al. 2012).  

- Mutations de type II : responsables du blocage de la différenciation, elles 

touchent les facteurs de transcription. Les gènes touchés donnent des protéines de 

fusion qui vont induire un blocage de la différenciation (L. Grimwade et al. 2012). 

- Mutations de type III : gènes impliqués dans l’épigénétique, ils modifient 

l’environnement cellulaire ce qui influera sur l’expression d’autres gènes. 
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Catégories 

fonctionnelles 

Caractéristiques 

affectées 

Exemples de 

gènes mutés dans 

les LAM 

Fréquence des 

patients LAM 

(%) 

Voies de signalisation 

Prolifération 

anormale et survie 

tumorale 

FLT3, KIT, KRAS, 

NRAS, 

sérine/thréonine 

kinases 

59 

Facteurs de 

transcription 

Blocage de la 

différenciation 

PML-RARA, 

MYH11-CBFB, 

RUNX1-RUNX1T1, 

RUNX1 et CEBPA 

20 

Modificateurs 

épigénétiques 

Modification de 

l’environnement 

cellulaire 

DNMT3A, TET2, 

IDH1, IDH2, fusion 

MLL, ASXL1, EZH2, 

NPM1, TP53, WT1, 

PHF6, SRSF2, 

U2AF1, STAG2, 

RAD21, SMC1, 

SMC3 

45 

Tableau 1 : Les trois grandes catégories de mutations des LAM (adapté de Network, New England Journal of 
Medicine, 2013) 

LAM : Leucémie Aiguë Myéloïde ; PML : Promyelocytic leukemia ; RARA : Retinoic Acid Receptor α ; 

MYH11 : Myosin Heavy Chain 11 smooth muscle ; CBFB : core-binding factor subunit-β ; RUNX1 

Runt-related transcription factor 1 ; RUNX1T1 : RUNX1 translocated to 1 ; CEBPA : CCAAT/enhancer-binding 

protein-α ; FLT3 : FMS-related tyrosine kinase 3 ; DNMT3A : DNA methyltransferase 3A ; TET2 : tet 

methylcytosine dioxygenase 2 ; IDH : isocitrate dehydrogenase ;MLL : myeloid/lymphoid mixed-lineage 

leukemia ; EZH2 : enhancer of zeste 2 polycomb repressive complex 2 subunit ; NPM1 : nucleophosmin ; WT1 : 

Wilms tumour 1 ; PHF6 : PHD finger protein 6 ; SRSF2 : serine/arginine-rich splicing factor 2 ; U2AF1 : U2 

small nuclear RNA auxiliary factor 1 ; STAG2 : stromal antigen 2 ; SMC : structural maintenance of 

chromosomes protein. 
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L’équipe de Corces-Zimmerman a pu identifier une architecture clonale caractérisée 

par des mutations pré-leucémiques et des mutations tardives et ainsi mettre en évidence de 

possibles modèles d’acquisition de mutations chez les patients atteints de LAM (Corces-

Zimmerman et al. 2014). Des mutations dans les gènes impliqués dans la méthylation de 

l’ADN, dans la modification de la chromatine et dans la topologie de la chromatine (complexe 

de cohésine) ont été significativement sur-représentées dans le sous-groupe des mutations pré-

leucémiques et sous-représentées dans le sous-groupe des mutations tardives (Figure 13 A). 

Ainsi, de ces résultats, ils ont pu développer un modèle d’acquisition des mutations dans 

lequel les mutations pré-leucémiques (mutations fondatrices) se produisent dans les gènes 

impliqués dans la régulation globale de l’expression génique à travers des mécanismes 

épigénétiques, alors que les mutations tardives (mutations coopératrices) se produisent dans 

les gènes qui conduisent généralement à une augmentation de la signalisation activée et de la 

prolifération cellulaire tel que RAS et FLT3 (Figure 13 B). 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B 

Figure 13 : Acquisition des mutations précoces et tardives dans les LAM (Corces-Zimmerman et al, Proceedings of 
the National Academy of Sciences of the United States of America, 2014) 

A : Identification des mutations précoces et tardives ; B : Modèle d’acquisition des mutations dans la LAM 
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II- La cellule souche leucémique 

II-1. Cellule Souche Leucémique : définition 

Il s’agit d’une cellule initiatrice de cancer qui possède la propriété de se multiplier à 

l’identique, afin de maintenir son stock constant, et de produire des cellules leucémiques. Le 

pouvoir de multiplication des cellules souches leucémiques est tel que leur nombre peut rester 

très faible, rendant leur étude très difficile, et ceci explique que les moyens pour les étudier ne 

sont devenus accessibles que tout récemment. A l’heure actuelle, il n’existe pas de liste 

formelle de gènes ou protéines permettant de distinguer les cellules initiatrices de leucémies, 

des cellules souches hématopoïétiques normales. Leur caractérisation repose donc sur la mise 

en évidence, dans des systèmes de culture (in vivo ou in vitro) ou dans des modèles animaux 

(Becker, McCULLOCH, and Till 1963), de la fonction clé des cellules souches leucémiques, 

c’est à dire leur capacité à se multiplier et à donner des cellules leucémiques identiques à la 

population leucémique de départ. Ces techniques artificielles tentent de mimer la diversité des 

clones (ou groupes de cellules leucémiques) présents au diagnostic et permettent de démontrer 

quels clones, identifiés par leurs anomalies génétiques, sont (ou seraient) capables 

d’engendrer des leucémies. Ces études fonctionnelles sont nécessaires pour apporter un 

potentiel leucémogène aux anomalies génétiques observées. Cette recherche qui a débuté il y 

a plus d’une dizaine d’années permet maintenant d’attribuer au moment du diagnostic une 

valeur pronostique à la présence ou non de cellules souches leucémiques dans l’échantillon 

tumoral. Leur nombre et leurs caractéristiques homogènes ou non (un ou plusieurs clones) 

affine la définition de la leucémie. Leur suivi au cours du traitement, permettra d’identifier les 

clones insensibles (ou devenus insensibles) aux thérapeutiques. Du point de vue de la 

recherche thérapeutique, l’étude des cellules souches leucémiques permettra d’identifier des 

traitements ou schémas thérapeutiques permettant de les atteindre définitivement soit au 

moment du traitement de la leucémie soit lors de la rémission complète.  

II-2. Caractéristiques phénotypiques des cellules souches 

leucémiques 

Il existe des similitudes entre le phénotype de la cellule souche leucémique (CSL) et 

celui d’une cellule souche hématopoïétique : même phénotype CD34+CD38-, même capacité 

de différenciation, même capacité d’auto-renouvellement. C’est pourquoi il a été suggéré que 

la CSL pourrait provenir d’une cellule souche hématopoïétique (Bonnet and Dick 1997). Dans 
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la leucémie, ce dont nous identifions est une expression aberrante des marqueurs de 

différenciation de l’hématopoïèse normale (Moshaver et al. 2008) tel que CD123 (Hwang et 

al. 2012) ou l’apparition de nouveaux marqueurs, tel que CLL-1 associé à la leucémie aiguë 

myéloïde (Bakker et al. 2004). Deux études ont également montré que l’expression des 

marqueurs ALDH (Aldéhyde Déshydrogénase) et CD45RA, marqueurs très immatures, 

pouvait permettre de discriminer la population des cellules souches leucémiques immatures 

CD34+CD38- de la population des cellules souches leucémiques matures CD34+CD38+. En 

effet, ces marqueur seraient fortement exprimés dans les cellules souches leucémiques 

immatures CD34+CD38- (Pearce et al. 2005; Kersten et al. 2016). L’équipe de Schuurhuis a 

commencé par étudier l’expression de marqueurs exprimés dans des cellules CD34+CD38- de 

LAM avec anomalies moléculaires spécifiques (Tableau 2) (Terwijn et al. 2014). Ils ont 

poursuivi ce travail avec d’autres marqueurs permettant de discriminer la cellule souche 

leucémique à la cellule souche hématopoïétique : CD2, CD7, CD11b, CD19, IL1RAP, TIM3, 

CD25, CD45RA, CD96, CD99, CD22, CD56, CLL-1 (Hanekamp, Cloos, and Schuurhuis 

2017). Cette même équipe a également mis au point une nouvelle approche, par CMF, de la 

détection des CSL à l’aide d’un seul tube 8 couleurs comportant des marqueurs communs 

(CD45, CD34 et CD38), des marqueurs spécifiques (CD45RA, CD123, CD33, CD44) et un 

cocktail de marqueurs réunis dans un seul canal de fluorescence (CLL-

1/TIM3/CD7/CD11b/CD22/CD56). Cette approche a permis de montrer que l’analyse avec un 

seul tube était aussi performante que l’analyse multi-tubes (Zeijlemaker et al. 2016). 

LAM en fonction des anomalies 

moléculaires 

Expression des marqueurs sur les 

cellules CD34+CD38- 

LAM t(8 ;21) CD19+ 

LAM avec >50% de FLT3-ITD CD33- 

LAM avec mutation NPM1 CD33- CLL-1+ 

LAM avec <50% de FLT3-ITD CLL-1+ CD7+ 

 

 

Tableau 2: Surexpression et absence d'expression de marqueurs de surface sur les cellules souches leucémiques CD34+CD38- 
(Adapté de Terwijn et al, PloS One, 2014) 
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La détection de la maladie résiduelle (MRD), dans les leucémies aiguës, est en théorie 

une technique particulièrement séduisante. Elle est rapportée à des sensibilités très inférieures 

à 1 pour 1000. Plusieurs remarques doivent être faites : tout d’abord, il s’agit d’une approche 

particulière, correspondant à la détection de cellules rares et justifiant une stratégie 

systématique de détection de combinaisons à base d’anticorps monoclonaux. Ensuite, toutes 

les leucémies aiguës myéloïdes ne disposent pas toujours de combinaisons de marqueurs 

permettant ce type d’étude. Il n’est pas évident que la combinaison antigénique ainsi définie 

« à la carte » définisse une population cellulaire présente à de très faible pourcentage à l’état 

physiologique dans l’échantillon cellulaire analysé. Enfin, différentes approches pour détecter 

la MRD sont mises en place (Del Principe et al. 2016) mais ne sont pas spécifiques. Ainsi, la 

mise en œuvre de l'évaluation de la MRD dans la pratique clinique reste un défi majeur, 

entravé par les différences dans les analyses et les méthodes analytiques préférées employées 

entre les laboratoires de routine. Bien que cela soit abordé par l'adoption de tests standardisés 

avec un contrôle de qualité externe, il est clair que l'hétérogénéité moléculaire de la LAM 

associée à son architecture clonale exige que l'approche de la détection de la MRD dans cette 

maladie reste difficile (D. Grimwade and Freeman 2014).  

Une meilleure caractérisation et identification de la cellule souche leucémique 

permettrait de pouvoir mieux analyser la maladie résiduelle et ainsi de pouvoir utiliser un 

traitement plus spécifique et plus performant pour les patients atteints de leucémie aiguë 

myéloïde. C’est pourquoi, une grande partie du sujet de ma thèse correspond à l’identification 

de nouveaux marqueurs permettant l’identification des cellules souches leucémiques. 

II-3. Comparaison entre cellules souches hématopoïétiques et 

leucémiques 

D’après l’étude réalisée par l’équipe de Terwijn (Terwijn et al. 2014), la différence 

entre les cellules souches hématopoïétiques et les cellules souches leucémiques est basée sur 

l’expression de marqueurs aberrants et sur l’expression des propriétés taille/structure. En 

effet, en l’absence d’expression de marqueurs aberrants, la taille/structure (FSC/SSC) pourrait 

être utilisée pour différencier les cellules souches hématopoïétiques des cellules souches 

leucémiques. Ainsi, ils ont pu montrer que la cellule souche leucémique était identifiée 

comme CD34+CD38-CD19+CD45dimFSC/SSChigh et que la cellule souche hématopoïétique 

était identifiée comme CD34+CD38-CD19-CD45-FSC/SSClow (Figure 14).  
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En 2017, l’équipe d’Hanekamp a montré la différence d’expression de plusieurs 

marqueurs entre les cellules souches hématopoïétiques et leucémiques. Ainsi, ils ont démontré 

la présence, sur les cellules souches leucémiques, des marqueurs CD2, CD7, CD11b, CD19, 

IL1RAP, TIM3, CD25, CD45RA, CD96, CD99, CD22, CD56, CLL-1 et l’absence des 

marqueurs CD13 et HLADR. De plus, ils ont observé une surexpression des marqueurs 

CD33, CD44, CD47, CD123 dans les cellules souches leucémiques par rapport aux cellules 

souches hématopoïétiques (Hanekamp, Cloos, and Schuurhuis 2017) (Tableau 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14 : Différence d'expression entre cellule souche hématopoïétique (vert) et cellule souche 
leucémique (rouge) (Terwijn et al, PloS One, 2014) 

Tableau 3 : Expression, surexpression et absence d'expression de marqueurs de surface sur les cellules souches leucémiques 
CD34+CD38- (Hanekamp et al, International Journal of Hematology, 2017) 



53 
 

III- La Leucémie Aiguë Myéloïde 

III-1. Epidémiologie et physiopathologie 

La Leucémie Aiguë Myéloïde représente environ 3000 nouveaux cas par an en France 

avec une incidence de 4 à 5 nouveaux cas/100 000 habitants/an. Le décès correspond à la 

conséquence de l’insuffisance médullaire : en premier lieu l’infection puis les hémorragies 

(tous les patients seront décédés en moins d’un an sans traitement). Cette inhibition 

médullaire est liée à la sécrétion de chimiokines inhibitrices par les blastes leucémiques 

(Estey and Döhner 2006). 

III-2. Classification OMS 

La classification des leucémies aiguës repose avant tout sur l’analyse morphologique 

et cytochimique et elle est souvent confortée par l’analyse cytogénétique. Cependant, la 

technique d’immunophénotypage s’est beaucoup imposée dans le diagnostic des leucémies 

aiguës. L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a édité en 2001 une classification à but 

pronostique des LAM (Harris et al 2001) et l’a révisée en 2008 (Vardiman et al 2009). Des 

modifications sensibles sont ainsi apparues : le premier élément a été l’abaissement du seuil 

de blastes à 20% ce qui a permis d’intégrer certains syndromes myélodysplasiques 

particulièrement évolutifs. Le second a été la définition de quatre entités caractérisées par les 

anomalies cytogénétiques et moléculaires : translocation t(15;17)/PML-RARα, translocation 

t(8;21)/RUNX1-RUNX1T1, inversion du chromosome 16 ou translocation t(16;16)/CBFβ-

MYH11 et anomalie du 11q23. Un troisième élément a été la prise en compte du caractère 

secondaire à un traitement de la prolifération en raison de leurs circonstances de survenue et 

de leur pronostic particulièrement péjoratif. Le quatrième nouveau critère est la prise en 

compte de la notion d’anomalies cytologiques multiples ou dysmyélopoïèse. Cette 

classification de 2008 comporte ainsi 7 classes : LAM avec anomalies génétiques récurrentes 

(translocations équilibrées, inversions, mutations), LAM avec anomalies associées aux 

myélodysplasies, LAM thérapie-induite, LAM sans spécifications particulières (les rubriques 

de cette classe reprennent les critères morphologiques utilisés dans la classification FAB), 

sarcome granulocytaire (forme pseudo-tumorale de LAM qui ne sera pas traitée au cours de 

ce travail), prolifération myéloïdes associées à la trisomie 21 (réaction leucémoïde transitoire, 

non traitées dans ce travail et leucémies vraies) et tumeurs blastiques plasmocytoïdes 

dendritiques (forme rare et de diagnostic difficile, non traitée dans notre étude). 
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Récemment, en 2016 (Arber et al. 2016), l’OMS a décidé de réviser la classification de 

2008 et ainsi d’intégrer des informations récentes concernant la clinique, le pronostic, la 

morphologie, l’immunophénotypage, la génétique et la biologie moléculaire qui sont apparues 

depuis cette date (Tableau 4). 
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Tableau 4 : Classification OMS 2016 (Adapté de George and Czuchlewski, The Hematologist, 2016) 
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III-3. Diagnostic et suivi phénotypique des hémopathies malignes 

Le diagnostic des hémopathies malignes repose sur le recueil d’un ensemble 

d’éléments biologiques dont l’analyse morphologique, l’analyse cytogénétique, l’analyse 

moléculaire et l’analyse phénotypique. Elles sont toutes complémentaires et doivent s’intégrer 

dans une démarche non systématique et raisonnée dans le cadre d’une collaboration entre les 

différents acteurs au laboratoire, collaborant à la construction médicale d’un diagnostic. 

L’utilisation de la cytométrie en flux permet, quand les cellules sont dissociées, ce qui est la 

règle générale dans les hémopathies, d’effectuer une analyse des protéines membranaires mais 

aussi intracytoplasmiques. Il est possible de tester en général un plus grand nombre 

d’antigènes en multimarquages. Ainsi, il est possible de déterminer des sous-populations 

cellulaires minoritaires, dont le caractère anormal ne peut provenir que de l’expression 

concomitante de deux marqueurs, qui, pris séparément, ne sont pas obligatoirement 

anormaux. Cette technique qui s’est imposée dans le diagnostic des leucémies aiguës, voit son 

intérêt croître aujourd’hui, dans le cadre des lymphopathies qui sont de plus en plus 

fréquentes et dont les classifications intègrent maintenant l’immunophénotypage.  

La définition de la lignée atteinte (lymphoïde B, lymphoïde T ou myéloïde) qui est 

particulièrement importante pour les leucémies aiguës lymphoblastiques, est définie au mieux 

par le système de score du groupe français du GEIL (Groupe pour l’étude immunologique des 

leucémies) ou dans la classification européenne de l’EGIL (European group for the 

immunologic classification of leukaemia) (Bene et al. 1995). Une assignation à une lignée 

nécessite un score supérieur à 2 pour la lignée myéloïde et à 1 pour la lignée lymphoïde. Il 

permet en particulier de caractériser les leucémies aiguës avec une origine ambiguë, c’est-à-

dire les leucémies aiguës bi-phénotypiques ou les leucémies aiguës indifférenciées. La 

caractérisation du type de leucémie aiguë est parfois possible. Ainsi, la leucémie aiguë 

myéloblastique avec translocation t(8;21) peut être évoquée devant un cas de leucémie aiguë 

myéloïde par l’expression particulièrement intense, au niveau des blastes myéloïdes, du 

marqueur CD34, la coexpression du marqueur pan-B CD19 et parfois l’expression du 

marqueur CD56. La confirmation sera ainsi obtenue en cytogénétique traditionnelle, par 

technique FISH ou encore en biologie moléculaire par la mise en évidence du réarrangement 

ETO-AML1. La caractérisation d’un facteur pronostique est également possible : c’est le cas 

par exemple de l’expression du marqueur d’immaturité CD34 qui est, dans la majorité des 

cas, corrélé à un plus mauvais pronostic dans les leucémies aiguës myéloïdes. Le caractère 

tumoral d’une prolifération cellulaire leucémique peut être affirmé avec la détection de trous 
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phénotypiques ou de phénotypes aberrants. Nous pouvons citer ainsi en exemple l’expression 

du CD34 sur des cellules circulantes, la co-expression de CD7 sur des cellules myéloïdes 

caractéristiques fréquentes des blastes de leucémies aiguës myéloïdes. La difficulté, au sein 

d’un échantillon pour caractériser les blastes leucémiques, est de pouvoir les isoler au sein des 

autres cellules pour pouvoir les étudier. Un consensus est quasiment obtenu actuellement par 

les équipes réalisant ce type de phénotypage en utilisant le marqueur « CD45 faible ». Il s’agit 

d’un marqueur panleucocytaire (antigène leucocytaire commun) qui est très utilisé par les 

anatomopathologistes. Nous pouvons, sur ce seul critère, isoler les blastes des autres cellules 

leucocytaires (monocytes, lymphocytes, granulocytes, érythroblastes). Ces blastes seront 

marqués avec d’autres anticorps monoclonaux couplés à d’autres fluorochromes dans des tests 

en quatre, six, huit ou douze couleurs. La tendance est donc à l’inclusion d’anticorps 

monoclonaux couplés à CD45 dans la majorité des combinaisons testées. A l’aide de ces 

combinaisons, un diagnostic ou une rechute de LAM peuvent être établis (M.-C. Béné and 

Lacombe 2015; Döhner et al. 2017; Vardiman et al. 2009) (Tableau 5).  

Diagnostic de LAM Marqueurs de surface et cytoplasmiques 

Précurseurs CD34, CD117, CD33, CD13, HLA-DR 

Marqueurs granulocytaires CD65, cMPO 

Marqueurs Monocytaires CD14, CD36, CD64 

Marqueurs Mégacaryocytaires 
CD41 (Glycoprotéine IIb/IIIa), CD61 

(Glycoprotéine IIIa) 

Marqueurs Erythrocytaires CD235a (glycophorine A), CD36 

Diagnostic de Leucémie Aiguë de Phénotype Mixte Marqueurs de surface et cytoplasmiques 

Lignée Myéloïde 
MPO, au moins 2 marqueurs de différenciation 

monocytaire : CD11c, CD14, CD64, lysozyme 

Lignée T CD3, cCD3 

Lignée B CD19, cCD79a, cCD22, CD10 

 

 

Tableau 5 : Expression des marqueurs de surface et cytoplasmiques pour le diagnostique de LAM et LA à phénotype mixte 
(Adapté de Vardiman et al, Blood, 2009)  
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III-4. Traitements de la leucémie aiguë myéloïde 

Naturellement, cette prolifération incontrôlée aux dépens de l’hématopoïèse met 

rapidement en jeu le pronostic vital par l’insuffisance médullaire et les cytopénies qui en 

découlent. Dès lors, on comprend qu’une prise en charge rapide et efficace soit nécessaire. Le 

traitement comporte deux volets.  

D’une part, les soins de support symptomatiques permettent au patient de tolérer à 

court terme les effets indésirables de la maladie et du traitement. Les transfusions de culots 

globulaires et de concentrés plaquettaires permettent de pallier respectivement à l’anémie et à 

la thrombopénie. Les antibiotiques, et autres médicaments anti-infectieux permettent de lutter 

contre les infections fréquentes chez ces patients leucopéniques. Les antalgiques et anti-

émétiques permettent un meilleur confort du patient. 

D’autre part le traitement spécifique est représenté par une polychimiothérapie 

intensive à base d’agents intercalants de l’ADN (Anthracyclines et apparentés, Amsacrine), 

d’analogue des bases puriques (cytarabine), d’inhibiteurs de topoisomérase (Amsacrine, 

Etoposide) et d’antimétabolites (L-Asparaginase, Méthothrexate, Clofarabine) (Delaunay et al 

2011). Les patients aux pathologies les plus graves et aptes à supporter cette procédure lourde 

peuvent bénéficier d’une greffe de cellules souches hématopoïétiques allogéniques. La 

Leucémie Aiguë Promyélocytaire (sous-type de LAM à bon pronostic) bénéficie de 

protocoles spécifiques qui sont organisés autour de l’acide tout-trans rétinoïque qui permet 

une maturation des promélocytes anormaux transformant ainsi radicalement le pronostic de 

cette pathologie (Pigneux et al 2015). Les patients dont l’état général ne permet pas de 

supporter la polychimiothérapie intensive peuvent bénéficier de traitements alternatifs. On 

peut alors leur proposer un traitement à base de cytarabine en faible dose ou bien d’un agent 

déméthylant, la 5-azacytidine. 

Enfin, dans certains cas, on n’instaure pas une polychimiothérapie d’emblée. En 

général, il s’agit de patients qui présentent une très grande leucocytose qui fait craindre un 

syndrome de lyse : troubles métaboliques brutaux (hyperkaliémie, hyperphosphatémie, 

hyperuricémie, hypocalcémie, insuffisance rénale aiguë) entraînés par la lyse simultanée de 

nombreuses cellules libérant leur contenu cytoplasmique. On peut alors commencer par 

réduire la masse tumorale grâce à de l’hydroxyurée.  
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Ces traitements sont pourvoyeurs d’effets secondaires graves parfois létaux, pourtant 

on obtient une rémission complète chez 70 à 80% des patients (Büchner et al. 2012). Se pose 

alors le problème de l’évaluation du pronostic pour ne réserver les moyens les plus lourds 

qu’aux pathologies les plus graves. 

La LAM est de manière prédominante une maladie des sujets âgés. Plus de 50% des 

patients ayant une LAM ont plus de 60 ans et plus d’un tiers ont plus de 70 ans (Brincker H 

1985; Cartwright and Staines 1992). Cependant, l’usage des traitements intensifs chez le sujet 

âgé est discuté pour deux raisons. La première est que certaines procédures d’intensification 

thérapeutique utilisées pour maintenir la rémission complète, telles que l’allogreffe de moelle 

osseuse ou l’autogreffe de moelle osseuse ou de progéniteurs du sang périphérique, ne 

peuvent être employées au-delà de 50-60 ans, car trop toxiques. La seconde raison, plus 

immédiate, est que le traitement d’induction conventionnel ne permet d’obtenir une rémission 

complète que dans seulement 50% des cas au-delà de 65ans. Les échecs sont liés avant tout à 

une mortalité importante au cours de la phase d’aplasie chimio-induite (environ 30% de 

mortalité, dont 2/3 sont d’origine infectieuse) (Tilly et al. 1990; Dombret et al. 1995).  
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Chapitre III : Les Antigènes Embryonnaires 
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I- Origine et rôle des marqueurs embryonnaires 

I-1. Les cellules souches embryonnaires 

Les cellules souches embryonnaires sont des cellules souches pluripotentes retrouvées 

dans un embryon durant le stade blastocyste. Elles ont été mises en évidence pour la première 

fois en 1981 chez la souris, grâce aux travaux d’Evans, Kaufman et Martin (Evans and 

Kaufman 1981; Martin 1981). Par la suite, ces cellules souches ont été découvertes chez 

l’homme en 1998 et 2000 par Thomson et Reubinoff (Thomson et al. 1998; Reubinoff et al. 

2000). Ainsi, depuis 1981, il est possible d’isoler et de cultiver ces cellules souches 

embryonnaires in vitro et de les faire proliférer indéfiniment tout en maintenant leur capacité 

de pluripotence. Elles ont la particularité, en modifiant les conditions de culture, de pouvoir se 

différencier en n’importe quel tissu de l’organisme. Ce sont ces propriétés particulières qui 

intéressent les scientifiques car avec elles ils espèrent reconstituer des tissus ou des organes 

défaillants (Tondeur et al. 2008) et ainsi soigner certaines pathologies ou repousser davantage 

les limites de la vie. Mais le principe soulève des problèmes éthiques.  

D’une part, le prélèvement de ces cellules souches entraîne la destruction de 

l’embryon, ce qui pose des problèmes vis-à-vis de l’éthique. L’utilisation de ces cellules s’en 

trouve donc très réglementée. Cependant, une technique permettant la dérivation de cellules 

souches embryonnaires à partir d’un blastomère unique prélevé sur un embryon de 8 cellules 

a été décrite (Klimanskaya et al. 2006, 2007). Par cette approche, on peut théoriquement 

dériver des cellules souches embryonnaires sans destruction de l’embryon, contournant ainsi 

en partie les problèmes éthiques posés par les méthodes dites « destructrices ». 

En France, la recherche sur les cellules souches embryonnaires a débuté en 2004 suite 

à la loi de bioéthique qui a permis aux chercheurs de travailler sur des lignées importées. 

Depuis 2006, une révision de cette loi va autoriser deux équipes à travailler sur la dérivation 

de nouvelles lignées de cellules souches embryonnaires, encadrées par l’Agence de la 

biomédecine : l’équipe de l’Institut de Recherche en Biothérapie du CHU de Montpellier 

(John de Vos et Samir Hamamah) et l’équipe de l’université Paris XI (Anne Lise Bennaceur 

et René Frydman). 

D’autre part, il faut prendre le temps de maîtriser les techniques. Pour la dérivation des 

cellules souches embryonnaires, les techniques utilisées sont l’immunochirurgie, qui consiste 

par une lyse à séparer la masse cellulaire interne de la couche externe trophoblastique, et la 
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séparation mécanique (Strelchenko et al. 2004). Une fois isolée, la masse cellulaire interne est 

mise en culture dans un milieu contenant du sérum et des facteurs de croissance, sur une 

couche de cellules nourricières ou en condition sans cellules de soutien. Ainsi, la réussite de la 

dérivation des lignées de cellules souches embryonnaires dépend de plusieurs paramètres : la 

qualité initiale des blastocystes, l’expérience des manipulateurs (utilisation de 10, pour les 

plus expérimentés, à 30 embryons mis en culture, pour les moins expérimentés) et les 

conditions d’isolement des cellules. 

I-2. Cellules iPS 

Le modèle de cellule souche embryonnaire est à la base d’un nouveau modèle de 

cellules pluripotentes : les cellules souches pluripotentes induites (induced pluripotent stem-

cells, iPS). Il est maintenant possible de reprogrammer des cellules différenciées adultes en 

cellules pluripotentes qui ont les mêmes caractéristiques que les cellules souches 

embryonnaires en surexprimant seulement quatre facteurs de transcription (Takahashi et al. 

2007), voire moins (J. B. Kim et al. 2009). Un grand enthousiasme entoure ce nouveau 

domaine de recherche. L’étude des iPS permet de s’affranchir de l’encadrement très strict 

entourant la recherche sur les cellules souches embryonnaires et les problèmes éthiques 

inhérents (De Vos et al. 2009). 

La différenciation cellulaire a longtemps été considérée comme un processus 

permanent. C’est-à-dire qu’une fois qu’une cellule souche s’est différenciée en une cellule 

spécialisée, on pouvait penser que la cellule spécialisée était immobilisée dans cet état 

différencié particulier. De cette façon, les types de cellules spécialisées ont été décrits comme 

étant de « différenciation terminale » ou, en d’autres mots, les cellules spécialisées sont 

incapables de devenir d’autres types de cellules. Le groupe de Yamanaka s’est interrogé sur 

cette idée de « différenciation terminale ». En effet, en 2006, ils ont montré que les cellules 

différenciées de la peau pourraient être reconverties à un état semblable à des cellules 

embryonnaires pluripotentes, qu’ils ont nommé cellules souches pluripotentes induites (iPS), 

à l’aide de manipulation génétique des cellules de la peau en laboratoire. Depuis la découverte 

initiale en 2006, divers types de cellules somatiques de souris et humains ont été 

reprogrammés avec succès en iPS, démontrant que bon nombre de types de cellules 

différenciées maintiennent le potentiel d’être reconverties en cellules souches pluripotentes 

non spécialisées (Takahashi and Yamanaka 2006). La reprogrammation des cellules 

différenciées en iPS se fait grâce à la surexpression des facteurs de Yamanaka, qui sont les 
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quatre facteurs de transcriptions, OCT4, SOX2, Klf4 et c-Myc. Ces facteurs sont exprimés 

naturellement dans les cellules souches embryonnaires et ne sont pas exprimés dans des 

cellules différenciées, comme des cellules de la peau. 

I-3. Propriétés des cellules souches embryonnaires 

Les cellules souches embryonnaires se distinguent des autres types cellulaires en 

répondant à trois critères. Le premier critère est l’auto-renouvellement qui est la capacité à 

proliférer indéfiniment à l’état indifférencié sans altération du phénotype ni du caryotype et 

tout en conservant la propriété de pluripotence. Le second critère correspond à la pluripotence 

qui est la capacité de se différencier in vitro en de nombreux types cellulaires représentatifs 

des trois feuillets embryonnaires (ectoderme, endoderme et mésoderme) et à former in vivo 

toutes les lignées cellulaires de l’embryon, y compris la lignée germinale, lorsqu’elles sont ré-

implantées dans un embryon précoce receveur. Le troisième critère est la tumorigénicité qui 

est la capacité à former des tumeurs (tératocarcinomes) lorsqu’elles sont ré-implantées à l’état 

indifférencié dans un organisme adulte. 

I-3.1 Un modèle de pluripotence 

En 1984, une équipe de chercheurs a démontré pour la première fois chez la souris, la 

pluripotence des cellules souches embryonnaires in vivo, en réimplantant ces cellules dans la 

cavité d’un blastocyste hôte (A. Bradley et al. 1984). Ces cellules souches embryonnaires 

ainsi ré-implantées se sont intégrées dans la masse cellulaire interne de l’embryon receveur et 

se sont développées normalement. Elles ont participé à la formation de tous les tissus de la 

souris chimère née de cette expérience et ont colonisé la lignée germinale. Ceci confirme que 

les cellules souches embryonnaires sont bien pluripotentes et qu’elles peuvent répondre in 

vivo de façon appropriée aux facteurs de régulation du développement embryonnaire, aussi 

bien pour la prolifération, la différenciation et la migration. Elles conservent ainsi toutes les 

caractéristiques des cellules de la masse cellulaire interne dont elles sont issues. 

En 1985, l’équipe de Doetschman décrivait pour la première fois un modèle in vitro de 

ce processus de développement embryonnaire, basé sur la différenciation des cellules souches 

embryonnaires de souris (Doetschman et al. 1985). Dans des conditions particulières de 

culture, il est possible d’amorcer la différenciation in vitro des cellules souches 

embryonnaires. Cette différenciation requiert d’une part la suppression des agents permettant 

leur maintien à l’état indifférencié (le LIF [Leukemia Inhibitory Factor] et/ou les MEFs 
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[cellules nourricières sécrétant du LIF]), et d’autre part leur culture sur des supports non 

adhérents. Le modèle utilisé pour différencier ces cellules souches embryonnaires s’appelle le 

modèle des « corps embryoïdes » et démontre que les processus précoces du développement 

embryonnaire peuvent être reproduits in vitro. Cette technique de formation de corps 

embryoïdes a depuis, été largement étudiée chez la souris par diverses méthodes (Wobus, 

Wallukat, and Hescheler 1991; Doetschman et al. 1985; Wiles and Keller 1991).  

La pluripotence in vitro ne se limite pas à l’émergence de cellules endodermiques, 

mésodermiques et ectodermiques dans les corps embryoïdes. Un nombre considérable 

d’études a été mené chez la souris pour démontrer le potentiel de différenciation in vitro des 

cellules souches embryonnaires en cellules hautement spécialisées. De manière générale, trois 

grands types d’approches expérimentales sont utilisés pour la différenciation in vitro des 

cellules souches embryonnaires. La première consiste en la formation de corps embryoïdes 

puis en leur mise en culture en conditions adhérentes. Dans la seconde méthode, les cellules 

souches embryonnaires sont cultivées directement sur des cellules stromales et leur 

différenciation se fait directement en contact avec celles-ci (Nakano, Kodama, and Honjo 

1994). Enfin, le troisième protocole implique la culture des cellules souches embryonnaires en 

monocouche sur une matrice extracellulaire de protéines (Nishikawa et al. 1998). Grâce à 

l’utilisation de ces trois méthodes et de milieux de culture adaptés, il est ainsi possible 

d’obtenir in vitro des cellules différenciées hautement spécialisées. 

Des caractéristiques épigénétiques particulières aux cellules souches embryonnaires 

ont été rapportées, notamment un état de bivalence de la chromatine, se traduisant par une 

forte activité transcriptionnelle (Efroni et al. 2008; Meshorer et al. 2006). Les micro-ARN 

jouent un rôle important dans le maintien de la pluripotence ou au contraire dans 

l’engagement vers la différenciation (Marson et al. 2008). Tous ces domaines sont explorés 

actuellement de manière intense.  

I-3.2 L’auto-renouvellement 

Les cellules souches embryonnaires se distinguent des autres cellules par une capacité 

de prolifération in vitro très importante. Elles se divisent activement de façon symétrique 

(Zwaka and Thomson 2005) et sans se différencier. Elles peuvent donc être maintenues en 

culture in vitro indéfiniment et ceci tout en conservant leur propriété de pluripotence : on 

parle d’auto-renouvellement permanent. Les cellules souches embryonnaires s’auto-
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renouvellent indéfiniment sans altération de leur phénotype ni de leur caryotype euploïde, et 

se distinguent ainsi des cellules tumorales d’origine cancéreuse. 

I-3.3 La tumorigénicité 

Les cellules souches embryonnaires présentent des propriétés de prolifération qui leur 

sont propres (Burdon, Smith, and Savatier 2002). Elles sont dérivées sans nécessité d’aucun 

agent immortalisant, elles n’entrent pas en quiescence, ne deviennent pas sénescentes et 

peuvent proliférer sans limites apparentes. Elles peuvent également se multiplier en l’absence 

de sérum et ne sont pas sujettes à l’inhibition de contact. Les cellules souches embryonnaires 

présentent ainsi toutes les caractéristiques des cellules transformées et sont donc tumorigènes.  

En effet, après injection dans des souris immuno-déficientes elles forment des 

tératocarcinomes composés de cellules des trois feuillets embryonnaires. Ceci est un 

phénomène remarquable des cellules souches embryonnaires du fait qu’elles sont 

génotypiquement normales et qu’elles peuvent générer des adultes sains après leur 

implantation dans des blastocystes. Elles se distinguent ainsi des cellules tumorales d’origine 

cancéreuse, qui se caractérisent par des mutations au niveau des gènes codant pour des proto-

oncogènes et des gènes suppresseurs de tumeurs. 

Cette tumorigénicité des cellules souches embryonnaires est un inconvénient majeur à 

leur utilisation en thérapie cellulaire. En effet, une population de cellules différenciées à partir 

de cellules souches embryonnaires contient souvent une infime proportion de cellules toujours 

indifférenciées pouvant être à l’origine d’un cancer. 

II- Les facteurs de transcription 

Les propriétés spécifiques des cellules souches embryonnaires sont contrôlées par diverses 

protéines, facteurs de transcription ou voies de signalisation. Afin de mieux comprendre les 

caractéristiques de quiescence, de prolifération et d’auto-renouvellement de la cellule souche 

leucémique, nous nous sommes intéressés à plusieurs protéines et facteurs de transcription qui 

contrôlent ces propriétés au niveau des cellules souches embryonnaires et qui pourraient donc 

jouer un rôle dans la transformation leucémique. Plusieurs auteurs ont démontré qu’il y avait 

une surexpression de ces protéines dans des tumeurs solides, ce qui n’est pas le cas dans les 

tissus normaux (sein, pancréas, vessie, rein) (Schoenhals et al. 2009). Cependant très peu 

d’études ont étudié ces marqueurs embryonnaires au niveau des hémopathies malignes et 

notamment des leucémies aiguës myéloïdes. Pour ma thèse, nous nous sommes donc 
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intéressés à l’étude de trois facteurs de transcription qui sont OCT4, NANOG et SOX2 et à 

deux protéines membranaires qui sont SSEA1 et SSEA3 dont leurs propriétés de prolifération 

et de différenciation pourraient être modifiées suite à un événement leucémogène. 

II-1. Le facteur de transcription OCT4 

II-1.1 Expression du facteur OCT4 au cours du développement 

embryonnaire 

Le facteur de transcription OCT4 (gène POU5F1) est un facteur de transcription 

intrinsèque, c’est-à-dire constitutivement actif, qui appartient à la famille des facteurs de 

transcription à domaine POU pouvant se fixer sur l’ADN au niveau de séquences 

octamériques riches en AT (Pan et al. 2002). Chez la souris, son expression est détectée en 

premier dans l’ovocyte et dans l’embryon préimplantatoire jusqu’au stade morula (Pan et al. 

2002), puis va se restreindre aux cellules de la masse cellulaire interne et à celles de 

l’ectoderme primitif de l’embryon post-implantatoire. OCT4 n’est plus exprimé dans les trois 

feuillets embryonnaires (ectoderme, mésoderme et endoderme). Cependant, il est exprimé 

dans les cellules souches embryonnaires et son expression est maintenue dans les cellules 

germinales primordiales. Après différenciation, son expression diminue rapidement (Pan et al. 

2002). Ce profil d’expression, spécifique des cellules totipotentes et pluripotentes, suggère 

que le facteur de transcription OCT4 joue un rôle important dans le maintien de la 

pluripotence cellulaire. 

L’inactivation du gène POU5F1 induit une létalité embryonnaire précoce : l’embryon 

pré-implantatoire se développe jusqu’au stade de la morula. Au-delà, il dégénère car les 

cellules fondatrices de la masse cellulaire interne sont incapables de s’auto-renouveler. Elles 

se différencient alors en trophectoderme (Rosner et al. 1990).  

II-1.2 Rôle du facteur OCT4 dans l’auto-renouvellement 

Pour connaître le rôle d’OCT4 dans l’auto-renouvellement des cellules souches 

embryonnaires de souris in vitro, l’équipe de Niwa a construit une lignée de cellules dans 

laquelle le gène POU5F1 est inactivé et remplacé par un transgène dont l’expression est 

activable ou réprimable par la présence ou l’absence de tétracycline dans le milieu (système 

d’expression conditionnelle tet-off) (H. Niwa, Miyazaki, and Smith 2000). Grâce à ce système 

d’expression, les auteurs ont pu montrer que l’auto-renouvellement des cellules souches 

embryonnaires nécessite le maintien du niveau d’expression d’OCT4. Un manque de celui-ci 
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au stade blastocyste (stade de développement embryonnaire précoce des mammifères) 

permettrait aux cellules de la masse cellulaire interne de se différencier en cellules du 

trophectoderme (cellules périphériques du blastocyste). Pour maintenir le phénotype non-

différencié, l’expression d’OCT4 doit rester vers 50% de l’expression normale diploïdique. Si 

son expression augmente, la différenciation est lancée dans l’endoderme primitif et les 

cellules du mésoderme. Si son expression diminue, les cellules souches sont dédifférenciées 

dans les cellules du trophectoderme (H Niwa 2001) (Figure 15). Ainsi, une élévation ou une 

baisse de ce niveau induiraient des programmes de différenciation divergents. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En réalité, un niveau d’expression d’OCT4 de 50% à 150% dans les cellules souches 

embryonnaires est bénéfique pour l’auto-renouvellement et la maintenance de la totipotence 

(Pesce and Schöler 2001). OCT4 serait également à l’origine du contrôle de la pluripotence et 

de la quiescence des petites cellules souches embryonnaires qui sont OCT4+ (Dong-Myung 

Shin et al. 2009). En effet, la formation de cellules souches pluripotentes serait dépendante 

d’OCT4 (Nichols et al. 1998).  

II-1.3 Profil d’expression d’OCT4 dans la tumorigénèse 

A ce jour, plusieurs théories différentes sont établies pour expliquer l’origine du 

cancer. Selon l’hypothèse la plus récente, définie comme l’hypothèse des « cellules souches 

cancéreuses », ce sont les cellules souches adultes, présentes dans presque tous les tissus 

humains, ou les cellules somatiques reprogrammées qui seraient à l’origine du cancer (Clarke 

Figure 15 : Relations entre l'expression d'OCT4 et le sort des cellules 
souches. (Niwa, Cell Structure and Function, 2001) 



68 
 

and Becker 2006; Clarke and Fuller 2006; Reya et al. 2001). Concernant cette hypothèse, une 

modification dans le modèle d’expression génique des cellules souches cancéreuses entraîne 

une cascade de mécanismes moléculaires par lesquels les cellules deviennent agressives. 

L’approche des mécanismes cellulaires et moléculaires de ces voies est maintenant envisagée 

pour le diagnostic, le traitement et la prévention des cancers. Certains gènes embryonnaires tel 

qu’OCT4 sont importants dans la survie des cellules cancéreuses (Prud’homme 2012; 

YASUDA et al. 2011). OCT4 encode au moins trois variants différents qui sont les variants 

A, B et le variant B1 (plus récemment découvert). L’expression d’OCT4A est exclusive aux 

cellules souches (embryonnaires ou adultes), tandis que le variant OCT4B est exprimé à la 

fois par les cellules souches et les cellules somatiques et n’est pas impliqué dans les propriétés 

d’auto-renouvellement et de pluripotence des cellules souches. Finalement, de récentes 

publications ont montré que le variant OCT4B1 est exprimé dans les cellules souches, les 

lignées cellulaires cancéreuses et les tumeurs solides (J. Lee et al. 2006; Atlasi et al. 2008; 

Cauffman et al. 2006). Les dernières recherches ont révélé que l’expression de ce variant était 

élevée dans les lignées cellulaires cancéreuses et les tumeurs solides et présentait des 

propriétés anti-apoptotiques (Atlasi et al. 2008; Asadi et al. 2011; Farashahi Yazd et al. 2011; 

Gazouli et al. 2012; Papamichos et al. 2009; Ricci and Zong 2006; Mirzaei et al. 2017). 

Cependant, le rôle d’OCT4 dans le développement et la progression tumorale n’a pas 

été totalement déterminé. Des hypothèses peuvent être formulées quant à l’action d’OCT4 sur 

la maladie. 

II-1.4 OCT4 induirait la dérégulation d’autres protéines ou facteurs de 

transcription à travers différentes voies de signalisation 

OCT4 agit sur trois niveaux pour maintenir l’état indifférencié des cellules souches 

embryonnaires et leur prolifération.  

Tout d'abord, OCT4 active l'expression d'une protéine exprimée de manière 

inhabituelle dans des cellules souches embryonnaires : la protéine Grb2 (Gab1) qui permettra 

l'activation de la voie MAPK. L'activation aberrante de MAPK est un phénomène fréquent 

dans les LAM estimé entre 50 et 83% des cas (Milella et al. 2001; Ricciardi et al. 2005). Dans 

la leucémie myéloïde chronique (LMC), cette activation aberrante pourrait être liée à la 

surexpression de Grb2, impliquée dans des cancers (Sastry, Cao, and King 1997; Janes et al. 

1994), qui activera Ras et stimulera ainsi la voie MAPK en aval conduisant à une prolifération 

cellulaire (Gishizky 1995).  
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Deuxièmement, OCT4 coopère avec le facteur de transcription CDX2 pour jouer un 

rôle dans la différenciation cellulaire. Des études ont précédemment montré que le gène 

CDX2, qui code pour un facteur de transcription impliqué dans le développement 

embryonnaire et l'homéostasie des cellules intestinales, est exprimé de façon aberrante dans 

presque tous les cas de LAM et favorise la leucémogenèse, alors que l'expression de CDX2 est 

absente dans la tige hématopoïétique normale et cellules progénitrices (HSPC) (Scholl et al. 

2007; Rawat et al. 2008). Peu de choses sont connues sur les effecteurs par lesquels CDX2 

contribue au développement de la LAM et dont la dérégulation d’OCT4 pourrait être liée. 

Troisièmement, OCT4 coopère avec plusieurs voies de signalisations telles que 

JAK/STAT3 ou Wnt. 

II-1.4.1 JAK/STAT3 

La voie JAK/STAT3 induite par LIF permet d’activer les facteurs de transcription 

Ref1 et Utf1 "facteur de transcription cellulaire indifférencié 1" impliqué dans l'état 

indifférencié ou pluripotent de ces cellules. OCT4 peut représenter un régulateur critique de la 

capacité de pluripotence et de différenciation naïve chez l’homme : l’inhibition de POU5F1 a 

considérablement supprimé le niveau d'expression et la forme phosphorylée de STAT3 

soutenant l'idée que la modification de l'expression du gène OCT4 modifie les réseaux de 

signalisation naïfs en amont (signalisation LIF/STAT3 et ERK1/2) (Jong-Hee Lee et al. 

2017). Grâce à cette voie de signalisation, OCT4 contrôle le destin cellulaire en régulant 

l'expression de HOXB4 (Huang et al. 2016). L'activité constitutive de JAK et STAT a été 

trouvée dans différents types de leucémie. La phosphorylation activant STAT3 est observée 

dans plusieurs lignées cellulaires et dans un grand panel de LAM (Steensma et al. 2006). 

Cette activation aberrante pourrait contribuer à la résistance à l'apoptose et à la prolifération 

accrue caractérisant la LAM, mais les mécanismes d'activation de cette voie restent à être 

étudiés.  

II-1.4.2 Wnt 

La voie Wnt régule la clairance d’une protéine cytoplasmique : la β-caténine. Elle 

intervient dans la cellule par l’intermédiaire de ligands qui reconnaissent la famille des 

récepteurs Frizzled. Leur activation entraîne une cascade conduisant à l’inhibition de la 

phosphorylation de la β-caténine dépendante de la GSK3 (glycogène synthase kinase) ce qui 

empêche sa dégradation. La β-caténine commence alors à s’accumuler et entre dans le noyau 

où elle joue un rôle de régulation génique activateur ou répresseur en fonction de ses 
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partenaires. L’inhibition pharmacologique de la GSK3 par des molécules synthétiques comme 

la 6 bromo-indirubine 3’oxime (BIO), active la voie Wnt en augmentant la quantité de β-

caténine nucléaire permettant le maintien de l’expression du gène POU5F1 (Sato et al. 2004).  

II-1.5 Dérégulation d’OCT4 contrôlée par des mécanismes 

épigénétiques 

Le blocage de la différenciation et la prolifération cellulaire anormale sont deux des 

principales causes de la leucémie et d'autres cancers. La régulation épigénétique peut être l'un 

des mécanismes moléculaires sous-jacents qui contrôlent la prolifération ou la différenciation 

cellulaire. La dérégulation d'OCT4 pourrait être évaluée par certaines voies de contrôle de 

l'ARNm. Certaines études ont montré que le blocage de la différenciation pourrait être lié à la 

sous-régulation du micro-ARN (miR) let7c dans les cellules de LAM (Pelosi et al. 2013). 

D'autres études ont révélé qu'elles contrôlent également la transcription de nombreux autres 

acteurs du réseau réglementaire de pluripotence, comprenant Lin28, cMyc, Klf4, Tcf3 ou 

Stat3 (Loh et al. 2006). Le traitement de let-7 est régulé négativement par lin28 (Heo et al. 

2008; Visvanathan et al. 2007) et son expression est sous le contrôle de facteurs de 

transcription de cellules souches, comprenant OCT4 (Tiscornia and Izpisúa Belmonte 2010). 

Ces résultats mettent en évidence la façon dont les miRs sont intrinsèquement intégrés dans le 

réseau moléculaire de pluripotence et sont impliqués dans des commutateurs cruciaux pour les 

décisions du destin cellulaire. 

II-2. Le facteur de transcription NANOG 

II-2.1 Fonction de NANOG 

NANOG est un facteur de transcription intrinsèque, constitutivement actif, impliqué 

dans la prolifération et l’auto-renouvellement des cellules souches embryonnaires et des 

cellules de la masse cellulaire interne. En effet, NANOG permet la pluripotence des cellules 

souches embryonnaires et empêche leur différenciation vers les lignées endodermiques extra-

embryonnaires et les lignées du trophectoderme (Hyslop et al. 2005). Il va ensuite bloquer la 

différenciation mésodermique des cellules souches embryonnaires, induite par la protéine 

morphogénique osseuse en interagissant physiquement avec SMAD1 et en interférant avec le 

recrutement de co-activateurs dans les complexes de transcription SMAD actifs (Oh et al. 

2005). Il a aussi un rôle d’activateur ou répresseur de tumeur en se liant de façon optimale à la 

séquence consensus de l’ADN 5’-TAAT[GT][GT]-3’ ou 5’-
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[CG][GA][CG]C[GC]ATTAN[GC]-3’. Il est capable d’auto-réprimer son expression dans les 

cellules en différenciation, en se liant à son propre promoteur suite à l’intéraction avec 

ZNF281/ZFP281, conduisant au recrutement du complexe NuRD et à la répression 

subséquente de l’expression (J. S. Kim et al. 2005). Lorsqu’elle est surexprimée, elle favorise 

l’entrée des cellules dans la phase S du cycle cellulaire et donc ainsi la prolifération cellulaire. 

II-2.2 Identification de NANOG 

Son identification a été réalisée par deux équipes. Une première équipe dirigée par 

Mitsui a réalisé un séquençage exhaustif des transcrits différentiellement exprimés dans les 

cellules souches embryonnaires et les cellules différenciées (Mitsui et al. 2003). Ils ont ainsi 

identifié plusieurs séquences fortement représentées dans les cellules souches embryonnaires. 

L’analyse fonctionnelle de ces gènes a permis d’identifier le gène NANOG dont la 

surexpression inhibe la différenciation des cellules souches embryonnaires de souris induite 

par la privation de LIF qui est une cytokine essentielle pour le maintien à l’état indifférencié. 

La deuxième équipe menée par Chambers a utilisé une approche de clonage fonctionnel 

(Chambers et al. 2003). Ils ont mis au point un système d’expression épisomal qu’ils ont 

utilisé pour transfecter les cellules souches embryonnaires avec une banque d’ADNc. Ils ont 

ensuite sélectionné les clones capables de s’auto-renouveler en l’absence de LIF. La 

caractérisation d’ADNc a permis d’identifier un nouveau facteur de transcription à 

homéodomaine appelé NANOG. 

II-2.3 Expression du facteur NANOG au cours du développement 

embryonnaire et rôle dans l’auto-renouvellement 

Au cours du développement embryonnaire, l’expression du gène NANOG apparaît 

dans les cellules internes de la morula à l’origine de la masse cellulaire interne (Chambers et 

al. 2003). Les transcrits NANOG sont ensuite détectés dans la masse cellulaire interne au 

stade blastocyste puis dans l’épiblaste lors de l’implantation. L’expression de NANOG 

disparaît rapidement après l’implantation. Le développement des embryons NANOG-/- 

s’interrompt avant l’implantation. Les cellules fondatrices de la masse cellulaire interne se 

différencient en endoderme pariétal et l’embryon arrête son développement (Mitsui et al. 

2003).  

NANOG est également exprimé dans les cellules souches embryonnaires de souris 

(Mitsui et al. 2003; Chambers et al. 2003). Son expression s’éteint lors de la différenciation. 
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L’inactivation du gène NANOG induit la différenciation spontanée des cellules souches 

embryonnaires en cellules de l’endoderme extra-embryonnaire (Mitsui et al. 2003).  

Ces données mettent en évidence le rôle du gène NANOG dans le contrôle de l’auto-

renouvellement des cellules de la masse cellulaire interne in vivo et des cellules souches 

embryonnaires in vitro. 

II-2.4 Profil d’expression de NANOG dans la tumorigénèse 

Le facteur de transcription NANOG est exprimé dans beaucoup de tumeurs solides, 

incluant les tumeurs du sein (Ling et al. 2012), des ovaires (Hoei-Hansen et al. 2007) et de la 

vessie (Zhang et al. 2012), l’adénocarcinome gastrique (Lin, Ding, and Li 2012), le mélanome 

(Borrull et al. 2012) et beaucoup d’autres. Une sur-régulation de l’expression de NANOG est 

responsable de la prolifération excessive, de l’invasion et de la migration dans les tissus du 

gliome humain. L’équipe de Niu a trouvé une connexion entre la surexpression de NANOG et 

de faibles niveaux de miR-134 dans la lignée cellulaire du glioblastome. Ces données 

montrent que NANOG est associé à une migration excessive et à la métastase des cellules 

cancéreuses, lequel pourrait être lié à la sous-régulation des MPPs. De plus, une surexpression 

de NANOG est corrélée à un mauvais pronostic (Niu, Yang, and Cheng 2013). 

L’expression de NANOG est toujours corrélée à un faible pronostic tel que les 

tumeurs faiblement différenciées qui sont plus résistantes au traitement. Ce facteur de 

transcription cible plusieurs gènes associés au phénotype de malignité des cellules 

cancéreuses, incluant MMPs, STAT3, p53 et MRD1.  

L’équipe de Siu a réalisé des essais de guérison de plaies qui ont démontré que 

l’inhibition de NANOG dans une lignée cellulaire de choriocarcinome (JEG-3) a conduit à 

une migration et à une invasion de cellules cancéreuses réduites. De plus, les expériences de 

PCR en temps réel ont révélé une expression diminuée de NANOG (Siu et al. 2008). 

L’inhibition de l’expression de NANOG in vitro conduit à une invasivité, à une prolifération 

cellulaire et à une migration cellulaire diminuées (Siu et al. 2008; F. Xu et al. 2012; Borrull et 

al. 2012; Bourillot et al. 2009). Ces données démontrent que NANOG est spécifiquement 

induit dans le processus de carcinogénèse et peut être un marqueur biologique potentiel et un 

marqueur pronostique pour les tumeurs malignes. 

Il existe très peu d’études, à l’heure actuelle, sur la relation entre le facteur de 

transcription NANOG et les cellules souches leucémiques. Cependant, une hypothèse a été 
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faite sur une activation transcriptionnelle de variants protéiques. C’est-à-dire une activation de 

facteurs de transcription du gène NANOG2 dans les cellules leucémiques, qui pouvaient 

représenter « un gain de fonction » des cellules souches dans la leucémie aiguë (Eberle et al. 

2010). 

II-2.5 Régulation de NANOG par la voie de signalisation PI3K/AKT 

L’une des cibles de la voie PI3K est la sérine/thréonine kinase AKT. La protéine AKT 

est impliquée dans de nombreux mécanismes tels que la régulation du cycle cellulaire, 

l’apoptose, l’adhésion, la migration, le métabolisme et la tumorigénicité dans les cellules 

somatiques (Yang et al. 2004). Récemment AKT a été montré comme jouant un rôle dans 

l’auto-renouvellement des cellules souches embryonnaires de souris. Des cellules 

surexprimant une forme variante d’AKT, lui conférant ainsi une activité kinase très 

importante, peuvent être maintenues en auto-renouvellement et ceci même en l’absence de 

LIF (Watanabe et al. 2006). Ces cellules conservent par ailleurs leur propriété de pluripotence 

jusqu’à 11 jours sans LIF. En effet, elles ont la capacité de former des tératomes composés 

d’une très grande variété de cellules différenciées après injection dans des souris 

immunodéprimées. Ces cellules contribuent également au développement de l’embryon après 

transfert dans des blastocystes, elles sont donc pluripotentes. 

Une étude a mis en évidence le rôle de la voie PI3K dans la régulation de l’expression 

du gène de pluripotence NANOG. En effet, l’inhibition de la PI3K, par utilisation de 

l’inhibiteur LY294002 ou par la surexpression dans les cellules souches embryonnaires du 

mutant Δp85, induit une diminution de l’expression de NANOG dans ces cellules. 

L’expression de l’autre gène de pluripotence, OCT4 ne diminue pas après inhibition de la voie 

PI3K. L’expression de NANOG dans les cellules souches embryonnaires semble donc être 

régulée en partie par la voie PI3K. Cette étude a permis de conclure que l’inhibition de la 

PI3K induit la différenciation des cellules souches embryonnaires. La voie PI3K permettrait 

ainsi le maintien en auto-renouvellement des cellules souches embryonnaires en activant 

l’expression d’un gène majeur de la régulation de la pluripotence qui est NANOG (Storm et 

al. 2007). 
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II-3. Le facteur de transcription SOX2 

II-3.1 Fonction de SOX2 

SOX2 est un facteur de transcription membre de la famille SOX. Cette famille des 

gènes SOX a d’abord été définie par la découverte du facteur déterminant des testicules, Sry, 

chez les mammifères (Gubbay et al. 1990; Sinclair et al. 1990). Cette découverte s’est faite 

suite à des expériences d’immunoprécipitation de la chromatine dans les cellules souches 

embryonnaires. Les protéines de la famille SOX partagent toutes un domaine fortement lié à 

l’ADN hautement mobilisé (HMG). A ce jour, 20 gènes SOX différents ont été identifiés chez 

la souris et l’homme (Schepers, Teasdale, and Koopman 2002), qui sont divisés en sous-

groupes, en fonction du degré d’homologie dans le domaine HMG et d’autres motifs 

structuraux. SOX2 est classé comme un membre du groupe SOXB1, qui comprend également 

SOX1 et SOX3. Bien que SOX1, SOX2 et SOX3 partagent plus de 80% de similarité de 

séquence et sont fonctionnellement redondants, SOX2 peut exercer des fonctions distinctes 

d’une manière biologiquement dépendante du contexte et est indispensable pour le 

développement embryonnaire. De nombreux facteurs ont été mis en évidence pour influencer 

la liaison des protéines SOX à leurs gènes cibles, conduisant à divers effets fonctionnels. Un 

tel facteur est l’interaction entre les protéines SOX et divers co-fateurs. L’interaction avec 

différents co-facteurs confère à SOX2 une plus grande polyvalence fonctionnelle au cours des 

processus de développement (Wegner 2010). 

II-3.2 Expression du facteur SOX2 au cours du développement 

embryonnaire et rôle dans l’auto-renouvellement 

Au cours du développement embryonnaire de la souris, un zygote totipotent subit un 

clivage pour augmenter le nombre de cellules afin de favoriser le développement d’une 

morula multi-cellulaire et ainsi former le blastocyste. L’expression de SOX2 est initialement 

détectée dans les cellules au stade de la morula, se situant plus précisément dans la masse 

cellulaire interne du blastocyste et de l’épiblaste (Avilion et al. 2003) au cours des derniers 

stades. Cela implique que SOX2 peut avoir des rôles importants dans la formation des cellules 

embryonnaires pluripotentes précoces. En effet, la délétion zygotique de SOX2 est 

embryonnairement létale en raison de l’absence de formation d’épiblaste pluripotent alors que 

l’absence de SOX2 a peu d’effet sur la formation de trophectoderme (Avilion et al. 2003). Par 

conséquent, SOX2 est un facteur essentiel dans la formation de cellules pluripotentes dans les 
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embryons précoces et en fin de compte un facteur critique pour le développement 

embryonnaire. 

SOX2 est aussi important dans l’homéostasie tissulaire et la régénération tissulaire en 

maintenant son activité de cellule souche dans de nombreux compartiments, en particulier au 

niveau du système nerveux central chez les adultes (Sarkar and Hochedlinger 2013). Des 

cellules souches embryonnaires de génotype SOX2+/- peuvent être isolées à partir d’embryons 

hétérozygotes (Hanna et al. 2002; Avilion et al. 2003). On peut donc en conclure que le 

facteur de transcription SOX2 joue un rôle essentiel dans le maintien des cellules souches 

embryonnaires de souris en auto-renouvellement. 

II-3.3 Profil d’expression de SOX2 dans la tumorigénèse 

Durant ces dernières années, plusieurs études ont démontré l’impact de la dérégulation 

de SOX2 dans une grande variété de maladies. Une inactivation hétérozygote de SOX2 peut 

causer un syndrome génétique (MCOPS3) caractérisée par des difficultés de compréhension, 

des convulsions, des dysfonctionnements moteurs et des problèmes de croissance (Kelberman 

et al. 2006). A l’inverse, une sur-régulation de SOX2 est associée au développement et à la 

maintenance de plusieurs types de cancers (Sarkar and Hochedlinger 2013; Bass et al. 2009; 

Carrasco-Garcia et al. 2016; Li et al. 2012).  

Les résultats d’une étude ont montré que l’inhibition de l’activité de SOX2 serait une 

stratégie efficace dans le glioblastome (Garros-Regulez et al. 2016). Une autre équipe a 

montré l’importance du facteur de transcription SOX2 dans l’initiation et la croissance des 

cancers cutanés ainsi que dans la régulation des cellules souches cancéreuses dans le 

carcinome spinocellulaire de la peau. En effet, SOX2 est absent de l’épiderme sain mais 

commence à être exprimé dès les stades précoces des cancers cutanés aussi bien chez la souris 

que chez l’homme. L’invalidation de SOX2 dans un modèle murin réduit drastiquement la 

formation de tumeurs de la peau, démontrant l’importance de SOX2 au cours de la 

tumorigénèse. Plus précisément, SOX2 marque une population de cellules souches 

cancéreuses ayant une plus grande capacité à former des tumeurs après transplantation. 

L’ablation génétique des cellules cancéreuses SOX2-positives résulte en une régression rapide 

des tumeurs démontrant que SOX2 marque une population de cellules qui jouent un rôle 

primordial dans le maintien tumoral au sein de leur environnement naturel in vivo. Cette étude 

identifie donc SOX2 comme un gène établissant un continuum au cours de la tumorigénèse 
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cutanée, des premières étapes de l’initiation tumorale jusqu’au contrôle des cellules souches 

cancéreuses dans les tumeurs invasives (Boumahdi et al. 2014).  

II-3.4 Régulation de SOX2 par la voie de signalisation FGF et par la 

protéine Klf4 

La signalisation FGF agit en synergie avec les inhibiteurs BMP par deux mécanismes. 

Premièrement, l’activation des MAPK par FGF induit l’inhibition du signal BMP par une 

phosphorylation inhibitrice sur Smad1. Cela démontre que la signalisation FGF agit en 

synergie avec les inhibiteurs de BMP pour induire le destin neural (Pera et al. 2003). 

Deuxièmement, le signal FGF active de manière spécifique le facteur de transcription Zic3, 

qui est nécessaire, avec Zic1, à la différenciation neurale et à l’expression du marqueur SOX2. 

La protéine Klf4 est exprimée dans une variété de tissus et joue un rôle important dans 

plusieurs procédés physiologiques tel que la prolifération cellulaire et la différenciation 

terminale. Klf4 peut aussi activer ou réprimer la transcription en fonction du gène cible 

spécifique. Il peut agir comme oncogène ou gène suppresseur de tumeur dans certains 

contextes cellulaires. Dans les cellules souches embryonnaires, Klf4 agit comme un co-facteur 

pour SOX2 (Nakatake et al. 2006) en activant sa transcription (Hitoshi Niwa et al. 2009). 

II-3.5 Relation entre NOTCH/SOX2 dans les tumeurs solides 

La voie NOTCH régule le devenir cellulaire. Elle joue un rôle central dans la 

régulation de la maintenance des cellules souches et la différenciation (Borggrefe and Oswald 

2009). De plus, la voie de signalisation NOTCH est impliquée dans la régulation de 

l’apoptose, la prolifération cellulaire et la différenciation (Fiúza and Arias 2007). Il a été 

rapporté que la voie de signalisation NOTCH a des fonctions différentes. En effet, il peut agir 

comme un oncogène ou avoir une fonction de suppresseur de tumeur en fonction du type 

cellulaire et du contexte cellulaire (Weng and Aster 2004).  

Il existe peu d’études sur l’implication de NOTCH dans les tumeurs et encore moins 

dans les hémopathies malignes. NOTCH serait exprimé dans plusieurs tumeurs tels que le 

carcinome hépatocellulaire (W.-R. Wu et al. 2016) ou le cancer de la bouche (MK et al. 

2016). Concernant les hémopathies malignes, l’équipe de Weng a pu montrer l’induction de 

NOTCH1, gène codant un récepteur transmembranaire et régulant le développement des 

cellules T normales, dans les Leucémies Aiguës Lymphoïdes T (Weng and Aster 2004).  
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D’autres études ont pu déterminer qu’il existait une relation entre SOX2 et NOTCH 

car une dérégulation du mécanisme NOTCH/SOX2 conduirait à la formation d’un 

adénocarcinome pulmonaire (X. Xu et al. 2016). De plus, de récentes études dans le cancer du 

poumon ont rapporté la présence d’altérations dans la voie de différenciation correspondant à 

NOTCH/SOX2 (Network 2013; Ferone et al. 2016). Ces données montrent le rôle de 

l’activation de NOTCH dans les tumeurs ou hémopathies malignes et pourraient fournir une 

forte justification pour les thérapies ciblées qui interfèrent avec la signalisation NOTCH.  

II-4. Interaction entre les trois facteurs de transcription 

OCT4/NANOG/SOX2 

Les facteurs de transcription OCT4, NANOG et SOX2 sont considérés comme des gènes 

« maîtres » conférant aux cellules souches embryonnaires leur identité. Ces facteurs ont un 

profil d’expression qui leur est unique et jouent un rôle essentiel au cours du développement 

embryonnaire précoce (Avilion et al. 2003; Chambers et al. 2003; Mitsui et al. 2003; Schöler 

et al. 1990; Nichols et al. 1998; Hart et al. 2004; Jeong-Heon Lee, Hart, and Skalnik 2004). 

Afin de mieux comprendre le rôle de ces facteurs clés dans le maintien de la 

pluripotence et dans l’autorenouvellement et l’inhibition de la différenciation des cellules 

souches embryonnaires, deux groupes de recherche ont réalisé des expériences 

d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) à partir de cellules souches embryonnaires de 

souris et humaines (Loh et al. 2006; Boyer et al. 2005) afin d’identifier les gènes cibles de 

NANOG, OCT4 et SOX2. 

Ces études ont montré que NANOG, OCT4 et SOX2 se fixent sur les éléments 

régulateurs des mêmes gènes. En effet, l’équipe de Loh a montré que, dans les cellules 

souches embryonnaires de souris, NANOG se fixe sur le promoteur de 44,5% des gènes cibles 

d’OCT4 soit 345 gènes. D’après l’étude de Boyer, dans les cellules souches embryonnaires 

353 gènes possèdent des sites de fixation pour NANOG, OCT4 et SOX2. Ces observations 

suggèrent que les trois facteurs de transcription NANOG, OCT4 et SOX2 collaborent pour 

réguler des gènes cibles communs (Boyer et al. 2005; Loh et al. 2006) et forment ainsi un 

réseau de régulation transcriptionnelle. 

Cependant, les expériences de ChIP ne permettent pas de déterminer la présence d’une 

régulation fonctionnelle au niveau transcriptionnel. Afin de déterminer quels sont les gènes 

fonctionnellement régulés par NANOG, OCT4 et SOX2, l’équipe de Loh a réalisé des 
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expériences d’inhibition spécifique de l’expression de NANOG ou d’OCT4 par interférence 

de l’ARN et analysé, par la technique des puces à ADN, les variations des niveaux 

d’expression de leurs gènes cibles (Loh et al. 2006). Ils ont ainsi identifié dans les cellules 

souches embryonnaires de souris 77 gènes régulés par NANOG et par OCT4, via des sites de 

fixation pour ces facteurs. 

L’identification des acteurs impliqués dans les processus moléculaires qui dirigent 

l’identité des cellules souches embryonnaires a également fortement bénéficié de la mise au 

point de technologies exploratoires exhaustives de l’expression des gènes par une approche 

utilisant le transcriptome (Calhoun et al. 2004). Ces études ont montré d’une part des 

différences de profil d’expression entre les différents types de cellules pluripotentes, par 

exemple entre les cellules de carcinome embryonnaire et les cellules souches embryonnaires 

(Ying Liu et al. 2006), mais aussi entre espèces entre les cellules souches embryonnaires 

humaines et murines (Sato et al. 2004). En revanche, les profils d’expression de différentes 

lignées de cellules souches embryonnaires d’une même espèce restent très proches sans être 

identiques (Ying Liu et al. 2006).  

Par la suite, plusieurs études, dont celle menée par l’équipe américaine de Jaenisch, 

ont posé les bases du mécanisme de pluripotence en découvrant que les protéines codées par 

ces trois gènes clés étaient capables de se fixer mutuellement dans leurs propres séquences 

promotrices établissant ainsi une boucle d’auto-régulation (Boyer et al. 2005). Par exemple, 

les protéines OCT4 et SOX2 reconnaissent le promoteur du gène NANOG (Rodda et al. 2005) 

(Figure 16). 
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Ces études démontrèrent également que ces protéines co-occupaient les promoteurs de 

plus de 300 gènes dont certains étaient déjà identifiés comme jouant un rôle fondamental soit 

dans l’identité cellulaire, soit dans la différenciation spécifique de lignage. De plus, ce réseau 

génique semble être régulé de manière précise par des modulations de la balance d’expression 

de ces 3 gènes pouvant induire un signal de différenciation vers l’un des lignages spécifiques. 

En effet, le maintien de l’expression de SOX2 est nécessaire à l’induction et au maintien de 

l’identité neurale (Graham et al. 2003) alors que les variations du niveau d’expression 

d’OCT4 semblent réguler la différenciation précoce (Rodriguez et al. 2007) notamment celle 

du mésoderme cardiaque en agissant comme un compétiteur avec d’autres facteurs comme 

SOX17 (Stefanovic et al. 2009). Les travaux de recherche actuels s’orientent vers une 

meilleure compréhension des relations géniques existant entre ces 3 gènes clés de 

pluripotence et ceux identifiés comme fortement exprimés dans les cellules souches 

embryonnaires humaines ou intervenant dans la différenciation précoce. 

De nombreuses études fonctionnelles ont permis de mettre en évidence qu’une partie 

des gènes présentant des sites de fixation pour NANOG, OCT4 et SOX2, est directement 

impliquée dans le contrôle de l’auto-renouvellement et la pluripotence des cellules souches 

embryonnaires. En effet, l’inactivation des gènes Esrrb (Estrogen-related receptor β) et Rif1 

Figure 16 : Motifs de régulation transcriptionnelle dans les cellules souches embryonnaires humaines 
(Rodda et al, Journal of Biological Chemistry, 2005) 

(A) Exemple de relations autorégulatrices entre les 3 facteurs « clés » de pluripotence. Les régulateurs sont 
représentés par des cercles bleus ; les promoteurs des gènes par des rectangles roses. La liaison d’un régulateur 

à un promoteur est indiquée par une flèche pleine, les gènes codant pour les régulateurs sont liés à leur 
régulateur respectif par des flèches pointillées. (B) Boucle autorégulatrice interconnectée formée par OCT4, 

SOX2 et NANOG. 
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(Rap1 interacting factor 1 homolog), par la technique d’interférence à l’ARN, induit la 

différenciation des cellules souches embryonnaires (Loh et al. 2006; Ivanova et al. 2006). 

Dppa4 (Developmental pluripotency-associated 4) inhibe la différenciation des cellules 

souches embryonnaires en ectoderme primitif (Masaki et al. 2007). L’inhibition de 

l’expression de Tbx3 (T-box 3) et Tcl1 (T-cell lymphoma breakpoint 1) induit également la 

différenciation des cellules souches embryonnaires (Ivanova et al. 2006), quant à leur 

surexpression elle inhibe leur différenciation dans le lignage mésodermique pour Tbx3 et dans 

les trois lignages endoderme, mésoderme et ectoderme pour Tcl1. L’inactivation de Zic3 

(Zinc finger protein of the cerebellum) induit la différenciation des cellules souches 

embryonnaires en cellules de type endodermique (Lim et al. 2007). Le répresseur neuronal 

REST (RE1-silencing transcription factor) quant à lui permettrait le maintien en auto-

renouvellement des cellules souches embryonnaires en inhibant le micro-ARN mir-21 dont 

l’expression induit la différenciation des cellules souches embryonnaires (S. K. Singh et al. 

2008). Ces gènes sont les plus récurrents lorsque l’on compare les travaux qui ont été réalisés 

pour identifier les gènes qui sont primordiaux pour la pluripotence des cellules souches 

embryonnaires (Boyer et al. 2005; Loh et al. 2006; Ivanova et al. 2006; Matoba et al. 2006; 

Sharov et al. 2008; J. Kim et al. 2008). 

NANOG, OCT4 et SOX2 permettent donc le maintien des cellules souches 

embryonnaires en auto-renouvellement par régulation de l’expression des gènes qui jouent un 

rôle important dans le maintien de la pluripotence puisque leur inactivation induit la 

différenciation des cellules souches embryonnaires alors que leur surexpression inhibe leur 

différenciation (figure 17).  
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Ce réseau de régulation transcriptionnelle reste cependant encore bien incomplet et de 

nombreux éléments s’y ajoutent régulièrement. 

Cependant, quelques études ont également montré que l’activité répressive de 

NANOG était indépendante d’OCT4 et SOX2  et que son influence sur ses deux facteurs était 

très minime (Navarro et al. 2012). Par contre, OCT4 et SOX2 s’autorégulerait mutuellement. 

En effet, le facteur OCT4 peut activer ou réprimer la transcription en interagissant avec SOX2 

(Pesce and Schöler 2001; Chew et al. 2005). L’inactivation de SOX2 induit un phénotype 

similaire à celui observé pour l’inactivation du gène OCT4 lui-même, c’est-à-dire l’arrêt du 

développement embryonnaire au stade blastocyste.  

De plus, le rôle des deux facteurs de transcription pluripotents, NANOG et OCT4, 

dans les cellules souches humaines pluripotentes normales et transformées (par modification 

épigénétique) serait différent. En effet, une cellule souche pluripotente transformée aurait une 

hypersensibilité dans la réduction de NANOG avec une perte complète d’auto-renouvellement 

couplé avec l’apoptose. A l’inverse, les cellules souches humaines normales sont sensibles à 

l’expression d’OCT4 dans leur survie et leur auto-renouvellement. Les rôles divergents de ces 

facteurs de transcription établissent un paradoxe pour développer de nouvelles thérapies à 

Figure 17 : Réseau de régulation transcriptionnelle mis en place par NANOG, OCT4 et SOX2 dans 
les cellules souches embryonnaires (Pesce and Scholer, STEM CELLS, 2001) 
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l’ensemble de la destruction sélective de tumeurs agressives arborant les cellules souches 

cancéreuses avec des signatures moléculaires similaires (Ji et al. 2009). 

III- Les protéines membranaires 

Les protéines membranaires ont des fonctions cellulaires centrales : le transport de 

nutriments (canaux, transporteurs, pompes), le stockage d’énergie (chaînes de transfert des 

électrons impliqués dans la respiration et la photosynthèse), la réception et la transduction de 

signaux, la catalyse enzymatique. Certaines protéines membranaires, comme SSEA1 ou 

SSEA3 peuvent intervenir dans les caractéristiques de la cellule souche telles que la 

pluripotence ou l’auto-renouvellement. 

III-1. La protéine membranaire SSEA1 

SSEA1 (Stage-Specific Embryonic Antigen 1) a historiquement été utilisé comme 

marqueur des cellules souches pluripotentes incluant les cellules souches embryonnaires et a 

été découvert pour la première fois sur les blastomères au stade 8 cellules de l’embryon (D 

Solter and Knowles 1978). Il est aussi connu sous le nom de CD15 (leucocyte Cluster of 

Differentiation 15), antigène Lewis X et trisaccharide 3-fucosyl-N-acetyllactosamine ou FAL 

(Capela and Temple 2002). SSEA-1 est un trisaccharide contenant du fucose. Des populations 

de  cellules SSEA1+ ont récemment été identifiées chez l’adulte, sur des cellules matures de la 

rate, du cœur, du cerveau et de la moelle osseuse (expression du récepteur CD15 dans la 

différenciation myéloïde et les granulocytes) (Finan et al. 2012; Capela and Temple 2002; 

Anjos-Afonso and Bonnet 2007). 

L’équipe de Chung rapporte l’établissement, chez la souris, de lignées de cellules 

souches embryonnaires à partir de blastomères sans affecter le développement embryonniare 

(Chung et al. 2006). Cette équipe a ainsi établi cinq lignées cellulaires de cellules souches 

embryonnaires qui possèdent des caractéristiques de pluripotentialité et de capacité à former 

des tératomes chez la souris. En particulier, après injection dans des blastocystes, elles 

participent à la formation de tous les tissus chez l’hôte, y compris les lignées germinales. Ces 

cellules expriment les marqueurs des cellules souches embryonnaires : OCT4 et SSEA1.  

D’autres études ont montré que les cellules SSEA1+ étaient de petites cellules souches 

embryonnaires isolées de la moelle osseuse adulte et pouvaient être une population de réserve 

pour les cellules provenant de tissu. Ces petites cellules souches embryonnaires migreraient 

de l’épiblaste (revêtement de l’embryon) et malgré l’expression de marqueurs de cellules 
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souches pluripotentes auraient des changements dans la signature épigénétique (modification 

transmissible et réversible de l’expression génique) de gènes imprimés (gènes soumis à une 

empreinte parentale c’est-à-dire qu’un seul des deux allèles est exprimé dans les cellules 

somatiques). Ces changements garderaient ces cellules quiescentes dans les tissus adultes et 

les préviendraient de la formation de tératome (tumeur formée par les cellules germinales 

pluripotentes) (D.-M. Shin et al. 2010). 

III-1.1 Expression de SSEA1 dans les cellules souches de glioblastome 

Dans l’étude menée par l’équipe de Son, seulement sept des douze lignées des cellules 

souches des glioblastomes étudiées étaient CD133+ (Son et al. 2009). Cependant, plus de 95% 

des glioblastomes contenaient des cellules souches de glioblastome SSEA1+.  

Contrairement aux cellules CD133- et SSEA1-, les cellules souches de glioblastome 

SSEA1+ expriment fortement différents marqueurs des cellules souches tels que SOX2, 

BMI1, EZH2, L1CAM, l’intégrine α6 et Olig2. Tout comme d’autres marqueurs de cellules 

souches tels le CD133, l’expression de SSEA1 diminue significativement avec le stade de 

différenciation cellulaire.  Les cellules souches de glioblastome SSEA1+ sont fortement 

clonogéniques et hautement tumorigéniques in vitro. Elles sont capables de former des 

tumeurs secondaires après passages in vivo et peuvent recréer une tumeur entière en générant 

des cellules SSEA1+ et SSEA1-.  

SSEA1 est un marqueur qui peut être utilisé comme marqueur secondaire pour 

l’identification des cellules souches de glioblastome CD133- (Mao et al. 2009). Comme le 

marqueur SSEA1 est un marqueur des cellules souches neurales, ceci implique une forte 

relation entre les cellules souches du glioblastome et les cellules souches neurales qui pourrait 

expliquer une partie de leur origine.  

III-1.2 Expression de SSEA1 dans le développement du système 

nerveux 

SSEA1 a été identifié comme étant un marqueur cellulaire des cellules souches 

neurales embryonnaires au sein de la zone subventriculaire chez l’adulte (Capela and Temple 

2002, 2006).  

Plusieurs procédés fondamentaux sont induits dans l’établissement du système 

nerveux central incluant la prolifération, l’adhésion cellule-cellule et la migration. Lors du 
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développement embryonnaire de la dinde, SSEA1 est exprimé au niveau de la multipotence et 

de la prolifération de cellules épithéliales neurales et de cellules migratoires neurales. Plus 

tard, son expression était restreinte au composé dorsal du tube neural suggérant que l’antigène 

pourrait être induit dans le développement de composé sensoriel du système nerveux 

(D’Costa and Petitte 2004). SSEA1 est aussi impliqué dans le développement d’autres espèces 

(Dodd and Jessell 1986; Oudega, Marani, and Thomeer 1992). Ces observations supportent 

ensemble le rôle de SSEA1 dans le développement du système nerveux des vertébrés. 

III-1.3 Expression de SSEA1 au niveau des cellules mésenchymateuses 

Les cellules SSEA1+ de la moelle osseuse ont été décrites comme des cellules 

progénitrices mésenchymateuses les plus primitives avec un potentiel à se différencier en trois 

lignées germinales in vitro (Kucia, Halasa, et al. 2006). Des cellules SSEA1+ qui ont été 

injectées dans la souris, ont le potentiel de devenir des cellules endothéliales et 

mésenchymateuses et à un faible degré des myocytes cardiaques (Anjos-Afonso and Bonnet 

2007). L’expression de SSEA1 a aussi été associée avec une population spécifique 

multipotente de cellules souches de la moelle osseuse normale, connue comme « very small 

embryonic-like stem cells » (VSEL). Les VSEL sont identifiés comme SSEA1+, sca-1+, 

OCT4+ et CXCR4+ (Kucia, Reca, et al. 2006). 

La fonction du marqueur de surface SSEA1 comme marqueur embryonnaire serait 

donc de jouer un rôle dans la pluripotentialité et plus précisément dans la différenciation des 

cellules souches embryonnaires.  

III-2. La protéine membranaire SSEA3 

SSEA3 (Stage-specific embryonic antigen 3) est un glycosphingolipide, plus 

spécialement, un oligosaccharide composé de cinq unités carbohydrate connectées à un 

sphingolipide. Les sphingolipides ont été découvertes de manière originale en 1884 par 

Thudichum (Thudichum, 1884). Il est maintenant connu que la fonction des sphingolipides 

joue un rôle clé dans la signalisation cellulaire et que la molécule SSEA3 est important dans 

l’identification de plusieurs types de cellules de mammifères avec des caractéristiques de 

pluripotence des cellules souches. Durant le développement embryonnaire de l’homme, dès 

les premiers jours, l’expression de la protéine SSEA3 diminue, suggérant la perte des 

capacités pluripotentes des cellules souches embryonnaires humaines. 
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Cette protéine membranaire SSEA3 a été établit par immunisation d’animaux avec des 

embryons de souris de 4 à 8 cellules (Wright and Andrews 2009; D Solter and Knowles 1978; 

Shevinsky et al. 1982). SSEA3 est exprimé à la surface des cellules souches pluripotentes 

murines (Davor Solter et al. 1979; Evans and Kaufman 1981; Takahashi and Yamanaka 2006) 

et humaines (Thomson et al. 1998; Takahashi et al. 2007; Werbowetski-Ogilvie et al. 2009), 

au niveau de la masse cellulaire interne des embryons précoces, et au niveau des cellules iPS. 

Une étude a montré qu’il existait dans les fibroblastes de la peau et dans le stroma de la 

moelle osseuse des cellules de résistance à la différenciation différentielle multilinéaire 

(Muse) possédant une tolérance au stress et une pluripotence endogène (Kuroda et al. 2010). 

Ces cellules expriment fortement la protéine SSEA3.  

Quelques études ont évalué l’expression de SSEA3 dans les cancers. Dans le cancer du 

sein, par exemple, 77,5% des cellules tumorales expriment fortement SSEA3 (Chang et al. 

2008), de même pour le cancer pulmonaire (Levina et al. 2008). En 2013, l’équipe de Suzuki, 

a révélé l’existence d’une population SSEA3+ dans le cancer colorectal et clarifié les 

propriétés cellulaires des cellules SSEA3+ qui sont hautement tumorigènes et qui possèdent 

une forte capacité de prolifération (Suzuki et al. 2013).  

D’autres études ont étudié plus spécifiquement SSEA3 au niveau des cellules souches 

tumorales. En effet, des cellules souches tumorales résistantes à la chimiothérapie ont été 

isolées après traitement in vitro. Elles expriment les marqueurs CD133, CD117, SSEA3, 

TRA1-81 et la β-caténine (Levina et al. 2008). L’expression de ces marqueurs permet de 

sélectionner les cellules souches tumorales permettant l’élaboration de lignées cellulaires 

tumorales amplifiables in vitro et formant des sphères tumorales. Ces cellules souches 

tumorales présentent une capacité clonogénique importante, des capacités aberrantes d’auto-

renouvellement et une tumorigénicité élevée in vivo chez la souris (Eramo et al. 2007).  
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Les antigènes embryonnaires OCT4, NANOG, SOX2, SSEA1 et SSEA3 faciliteraient 

la tumorigénèse par leurs propriétés d’auto-renouvellement, de prolifération et de 

pluripotence. Il existe peu d’études sur le lien entre les propriétés de ces antigènes 

embryonnaires et l’induction de la Leucémogenèse au niveau des hémopathies malignes.  

Le but de cette thèse a donc été d’évaluer le lien entre l’expression des antigènes 

embryonnaires et la Leucémogenèse chez des patients atteints de Leucémie Aiguë Myéloïde. 

Ce projet est divisé en deux parties avec une première partie qui a été consacrée à 

l’expression des antigènes embryonnaires sur des cellules de Leucémie Aiguë Myéloïde et sur 

des cellules hématopoïétiques, pour identifier de nouveaux facteurs permettant l’évaluation de 

la maladie résiduelle ainsi que de nouveaux facteurs pronostiques. Par la suite, la deuxième 

partie du travail s’est concentrée sur l’étude du rôle fonctionnel du marqueur OCT4 dans la 

Leucémie Aiguë Myéloïde et plus précisément dans les propriétés caractéristiques des 

Leucémies Aiguës Myéloïdes que sont le blocage de la différenciation et la prolifération 

anormale. 

L’objectif final dans la compréhension du rôle physiologique cellulaire des antigènes 

embryonnaires pourraient nous permettre de déterminer s’ils sont à l’origine de la 

transformation maligne et s’ils contribuent à la rechute de la maladie. 
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I- Culture de lignées cellulaires 
Pour cette étude, nous avons utilisé différentes lignées de cellules souches humaines. 

La lignée cellulaire NTERA-2 qui provient d’un carcinome embryonnaire humain, est une 

lignée cellulaire adhérente qui a été utilisée comme lignée témoin positif. La lignée U937 

provenant d’un lymphome humain histiocytaire a été utilisée comme modèle d’étude 

apoptotique. Plusieurs lignées leucémiques provenant de leucémie aiguë myéloïde ont été 

utilisées, telles que HL60 (leucémie aiguë avec différenciation promyélocytaire), KG1a 

(leucémie aiguë myéloïde indifférenciée), THP-1 (leucémie aiguë monoblastique), NB4 

(leucémie aiguë myéloïde possédant les anomalies PML-RARα et t(15 ;17)), ME-1 (leucémie 

aiguë myéloïde possédant les anomalies CBFβ-MYH11 et inv(16)), KASUMI (leucémie 

aiguë myéloïde possédant les anomalies RUNX1-RUNX1T1 et t(8 ;21)). Les lignées 

NTERA-2, U937, HL60, KG1a et THP-1 ont été achetées au laboratoire ATCC aux Etats-

Unis et au laboratoire DSMZ en Allemagne. Les lignées HL60, KG1a, U937, THP-1, 

KASUMI et Me-1 sont cultivées dans un milieu RPMI-1640 supplémenté par 10% de SVF ou 

20% de SVF pour Me-1, de la L-glutamine et de la Pénicilline-Streptomycine. La lignée 

NTERA-2 est cultivée dans le milieu DMEM 4,5g de glucose complémenté en pyruvate et 

supplémenté par 10% de SVF, de la L-glutamine, de la Pénicilline-Streptomycine et 5% de 

Horse Serum. La lignée NB4 est cultivée dans le milieu ISCOVE supplémenté par 10% de 

SVF, de la L-glutamine et de la Pénicilline-Streptomycine. Les cellules sont cultivées à 37°C, 

en atmosphère humide 5% CO2 dans des flasques de culture et le milieu de culture est 

renouvelé deux jours par semaine. 

II- Marquages cellulaire par Cytométrie en Flux (CMF) 

II-1. Protocole technique 

Pour faire la technique de cytométrie en flux, 5 anticorps embryonnaires d’intérêt 

(SSEA1, SSEA3, OCT3/4, NANOG et SOX2 (BD Biosciences)) et 8 anticorps membranaires 

(CD45, CD34, CD38, CD117, CD123 (BD Biosciences), CD90 (Beckman Coulter), CD133 

(Myltenyi Biotech) et HLA-DR (Biolegend)) ont été utilisés (Tableau 6).  

L’étude de l’expression a été réalisée au diagnostic, sur 103 moelles osseuses de 

patients atteints de LAM et au suivi, sur 69 moelles osseuses de patients traités selon le 

protocole multicentrique GOELAMS (dont 40 patients étaient en rémission complète et 29 

qui ont rechuté après traitement). Les patients étaient âgés de 3 à 88 ans et départagés en 
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fonction des anomalies génétiques et moléculaires (n=8 t(15 ;17)/PML-RARα, n=6 

inv(16)/CBFβ-MYH11, n=3 t(8 ;21)/RUNX1-RUNX1T1, n=44 caryotypes normaux, n=42 

caryotypes complexes). Une comparaison de l’expression a été faite avec 10 moelles osseuses 

de donneurs sains provenant de dons d’allogreffe.  

Le protocole de cytométrie en flux a été réalisé de la façon suivante : 

La moelle a été énumérée à l’aide de bleu acétique puis lavée au PBS supplémenté par 0,5% 

de BSA et 0,5% d’AZ afin d’obtenir une concentration finale de 1million de cellules par mL.  

On réalise le marquage membranaire en ajoutant 5μL d’anticorps de différenciation (CD45, 

CD34, CD38, HLA-DR, CD133, CD117, CD123, CD90) et 20μL d’anticorps membranaires 

spécifiques (SSEA1 et SSEA3) puis on incube pendant 15 minutes à température ambiante et 

dans le noir.   

Ensuite, nous lysons la moelle avec de la lyse BD pour avoir une dissociation 

complète des cellules sanguines et nous lavons au PBS/BSA/AZ pendant 5minutes à 2000 

tours. Le culot est remis en suspension dans du Cytofix Fixation Buffer (BD Biosciences ) à 

1 millions de cellules par mL pendant 20 minutes afin de fixer nos cellules.  

Les cellules sont ensuite lavées 2 fois avec du PBS/BSA/AZ (2000 tours/5 min) et le 

culot est remis en suspension dans le Perm Wash Buffer 1X (BD Biosciences ) à 1 million 

de cellules par mL pour perméabiliser la membrane cellulaire. Dans le même temps, on 

réalise le marquage intracytoplasmique en ajoutant 20μL de NANOG, OCT¾ et SOX2, puis 

on incube pendant 20 minutes à température ambiante et dans le noir.  

 

Comme témoins, nous avons utilisé des contrôles isotypiques (20μL) (BD 

Biosciences ) qui correspondent à des anticorps non-spécifiques conjugués au même 

fluorochrome et ayant la même concentration que l’anticorps spécifique. Ces contrôles sont 

utilisés pour montrer qu’il n’y a pas de fixation non-spécifique d’un anticorps spécifique.   

 

Les cellules sont ensuite lavées au PBS/BSA/AZ (2000 tours/5 min) et les culots sont 

repris dans 300μL de PBS et peuvent être passés au cytomètre. Pour analyser les antigènes 

embryonnaires exprimés dans les cellules normales et leucémiques, nous utiliserons un 

cytomètre en flux (CMF) BD FACS CANTO II avec les logiciels associés BDFACSDiva (BD 

Biosciences ) pour l’acquisition et InfinicytTM (Cytognos S.L. ) pour l’analyse. 
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Nous ferons une analyse de 500 000 événements (500 000 cellules par seconde 

passeront devant le détecteur). 

II-2. Stratégie d’analyse 

Un fenêtrage sur les leucocytes (à partir du graphe CD45/SSC) a été fait afin de 

discriminer différentes populations cellulaires. Au sein du compartiment CD45low (Figure 18 

(1)), les cellules les plus matures, incluant les mastocytes et les cellules dendritiques 

plasmacytoïdes ont été éliminées à l’aide des marqueurs exprimant HLA-DR, CD117 et 

CD123. De plus, les hématogones ont été éliminés par l’expression aberrante du CD38 et à 

l’aide des paramètres SSClow et FSClow. Les cellules restantes ont été ciblés par CD34+ 

(Figure 18 (2)) et afin d’établir la positivité des cellules CD38, nous avons pris trois 

intervalles de référence : lymphocytes, hématogones et plasmocytes (Figure 18 (3)). Avec 

l’ensemble de ces paramètres les cellules ont été séparées en trois sous-populations : 

CD34+CD38low, CD34+CD38+ et CD34-CD38low (Figure 18 (4)). Au sein de la sous-

population CD34+CD38low, CD90 a permis l’identification de la sous-population cellulaire 

cellule souche hématopoïétique (CSH) /cellule progénitrice. 
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Figure 18 : Stratégie d'analyse par Cytométrie en Flux 
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III- Quantification génique / qRT-PCR 
Les expressions des gènes FUT4, POU5F1, NANOG et SOX2 ont été étudiées, en 

triplicat, sur l’ensemble des lignées cellulaires leucémiques, sur les cellules de donneurs (n=4) 

et de patients atteints de leucémie aiguë myéloïde (n=4 t(8 ;21) ; n=4 inv(16) ; n=4 t(15 ;17), 

n=4 caryotype normal).  

En ce qui concerne les patients, les cellules mononucléées ont été isolées par gradient 

de densité (Ficoll). Les ARN des lignées cellulaires ou des cellules mononucléées de la 

Anticorps Fournisseurs Clone Fluorochrome Concentration 

Mouse anti-HLA-DR Biolegend(CA,USA) L243 Pacific Blue 0.5μg/100μL 

Mouse anti-CD45 BD Horizon(CA,USA) HI30 V-500 1μg/100μL 

Mouse anti-CD38 BD Biosciences(CA,USA)  APC-H7 5μg/100μL 

Mouse anti-CD34 BD Biosciences  PerCp-Cy5.5 5μg/100μL 

Mouse anti-CD90 Beckman Coulter(CA,USA)  PE 1.25μg/100μL 

Mouse anti-CD123 MACS Miltenyi Biotec 

(Bergisch, Germany) 

 FITC 0.6μg/100μL 

Mouse anti-CD117 BD Biosciences 104-D2 Pe-Cy7 2.5μg/100μL 

Mouse anti-

CD133/1 

MACS Miltenyi Biotec AC133 APC 2.5μg/100μL 

Mouse anti-SSEA1 BD Pharmingen(CA,USA) MC480 FITC 20μg/100μL 

Mouse anti-SSEA3 BD Pharmingen MC-631 FITC 20μg/100μL 

Mouse anti-NANOG BD Pharmingen N31-355 Alexa Fluor 488 20μg/100μL 

Mouse anti-SOX2 BD Pharmingen 245610 Alexa Fluor 647 20μg/100μL 

Mouse anti-OCT3/4 BD Pharmingen 40/OCT-3 Alexa Fluor 647 20μg/100μL 

Mouse IgG1 κ 

Isotype control 
BD Biosciences MOPC-21 Alexa Fluor 647 20μg/100μL 

Mouse IgM κ 

Isotype control 
BD Biosciences G155-228 FITC 0.5mg/mL 

Mouse IgG1 κ 

Isotype control 
BD Biosciences MOPC-21 Alexa Fluor 488 20μg/100μL 

Tableau 6 : Anticorps utilisés en cytométrie en Flux 



94 
 

moelle osseuse sont extraits par une méthode au phénol et chloroforme (Trizol). L’ARN est 

quantifié par spectrophotométrie (Nanodrop ND 1000), et qualifié sur un Bioanalyseur 

(Agilent). 1μg d’ARN est ensuite rétrotranscrit en ADNc par MMLVRT. La quantification, 

en triplicatas, des gènes d’intérêt (Tableau 2) est réalisée par qPCR sur 7900HT Fast Real-

Time PCR System selon le cycle suivant : 50°C pendant 2min et 95°C pendant 10min, suivi 

de 50 cycles à 95°C pendant 15s et à 60°C pendanrt 1min. Les expressions relatives des gènes 

ont été déterminées par la méthode du Ct comparatif (2-ΔΔCt) avec le logiciel d’analyse 

SDS2.3. Le gène HMBS a été utilisé comme contrôle endogène pour normaliser les données 

d’expression. Ce gène a été démontré à être largement exprimé dans les cellules souches et est 

très utile pour les études de qRT-PCR (Lemma et al. 2016). 

 

Gène Description ID Longueur 
Amplicon (bp) 

HMBS 

 

hydroxymethylbilane synthase Hs00609296_g1 69 

POU5F1 

 

POU class 5 homeobox 1 Hs00999632_g1 77 

NANOG 

 

Nanog homeobox Hs04399610_g1 101 

SOX2 

 

SRY (sex determining region Y)-box 2 Hs01053049_s1 91 

FUT4 Fucosyltransferase 4 (alpha (1,3) 

fucosyltransferase, myeloid-specific) 

Hs01106466_s1 152 

Tableau 7 : Amorces utilisées en qRT-PCR (TaqMan Gene Expression Assay) 
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IV- Etude de la différenciation 
Une fois que les antigènes embryonnaires ont été montrés comme s’exprimant dans les 

cellules souches leucémiques par rapport aux cellules souches normales, une technique de 

différenciation des lignées cellulaires (NTERA-2, HL60, KG1a, NB4, KASUMI et ME-1) est 

mise en place afin de voir si ces antigènes embryonnaires sont modifiés pendant la 

différenciation.  

Ce mode opératoire consiste à différencier des cellules vers la voie granuleuse 

(neutrophiles). Les lignées cellulaires leucémiques seront différenciées par utilisation de 

l’acide rétinoïque pour une différenciation granuleuse. Cette technique sera réalisée en 

triplicata.  

Utilisation de l’acide rétinoïque :  

On réalise une boîte témoin (sans acide rétinoïque) et une boîte test (avec acide 

rétinoïque) dans laquelle on ajoute 4 μL d’acide rétinoïque à 2x10-3M dans 8mL de milieu  de 

culture pour avoir une concentration finale de 1μM. On ajoute 4 millions de cellules par mL 

dans chaque boîte.  

On laisse environ 7 jours en contact à l’étuve à 37°C 5% CO2 et on reprend les cellules en 

suspension.  

 

Les cellules sont ensuite marquées avec 5μL d’anticorps membranaires de 

différenciation (CD45, CD34, CD38, CD90 et CD11b (marqueur de différenciation 

granuleuse)) et 20μL d’anticorps embryonnaires d’intérêt  (SSEA1, SSEA3, NANOG, SOX2, 

OCT4).  

Les cellules sont ensuite lavées au PBS/BSA/AZ (2000 tours/5 min) et les culots sont repris 

dans 300μL de PBS/BSA/AZ et peuvent être passés au cytomètre. Nous ferons une analyse de 

200 000 événements. 

V- Etude morphologique par cytospins 
Afin de vérifier si nous avons une différenciation granuleuse des lignées cellulaires 

leucémiques (NTERA-2, HL60, KG1a, NB4, KASUMI et ME-1), nous réalisons un contrôle 

morphologique à l’aide de la technique des cytospins qui est une technique de coloration de 

lames. Cette technique se réalisera sur les lignées cellulaires sans et avec traitement à l’acide 

rétinoïque.  
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Pour cela, nous déposons sur des lames fixées à un dispositif 100μL de suspension cellulaire à 

1 million de cellules par mL, puis on centrifuge 10 minutes à 600 tours par minutes, on laisse 

sécher et on colore les lames au Giemsa à l’aide d’un appareil à coloration dans lequel les 

lames sont trempées une première fois dans du May Grunwald pendant 3 minutes, dans du 

May Grunwald ½ pendant 3 minutes, dans du tampon Buffer pendant 10 secondes, dans du 

Giemsa à 5% pendant 10 minutes et dans de l’eau pendant 10 secondes. On laisse ensuite 

sécher les lames et elles sont analysées, grâce au logiciel « LUCIA », sur ordinateur relié à un 

microscope possédant un appareil de capture.  

VI- Etude de la prolifération cellulaire par le test WST-1 
Le test WST-1 est un test de détection colorimétrique de l’activité enzymatique. Il est 

basé sur la réduction du WST en formazan, donnant une couleur jaune-orange. C’est une 

méthode rapide et simple de numération de cellules vivantes, très utilisée dans les études de 

cytotoxicité. Nous avons utilisé le réactif du fournisseur Roche. Il nous permet de mesurer le 

taux de prolifération cellulaire et réciproquement la diminution de la viabilité cellulaire. Pour 

chaque type cellulaire, la relation linéaire entre le nombre de cellules et le signal produit est 

établie nous permettant ainsi une quantification précise des changements de taux de 

modification de la prolifération des cellules.  

Les cellules (NTERA-2, HL60, KG1a, NB4, KASUMI et ME-1) sont mises en 

duplicata à une concentration de 4.103 cellules /100μL dans des puits d’une plaque 96 puits. 

Dans chaque puits, est ajouté 10μL de WST et la plaque est laissée 4h dans l’étuve à 37°C et 

5%CO2.  L’absorbance de chaque puits est lue à 450nm sur un lecteur de plaques, ce qui nous 

donne ensuite la quantité de cellules vivantes, grâce au calcul suivant : 

% de viabilité cellulaire = 100 x ((moyenne absorbance des cellules inhibées - moyenne 

absorbance du blanc) / moyenne absorbance des cellules témoins) 

Un second témoin a été utilisé qui est le blanc correspondant au milieu de culture pur 

sans cellules. 

VII- Tests clonogéniques 
Ces tests permettent d’évaluer le nombre de colonies leucémiques. Pour cela, les 

lignées de cellules leucémiques (NTERA-2, HL60, KG1a, NB4, KASUMI et ME-1) seront 

incubées dans la méthylcellulose qui possède un milieu de culture contenant un facteur de 

croissance (STEMα). Les cultures sont traitées avant et après traitement avec l’acide 
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rétinoïque à une concentration finale de 500 000 cellules/mL. Les colonies CFU-GM (cellules 

de la moelle osseuse à l’origine des granulocytes, monocytes, macrophages), BFU-E (cellules 

à l’origine des érythrocytes) et CFU-L (cellules à l’origine des lymphocytes) sont analysés 

après 14 jours d’incubation.  

VIII- Inhibition par ShRNA  
Le gène embryonnaire POU5F1 qui a été vu comme jouant un rôle dans les propriétés 

de cellules souches leucémiques, va être inhibé par la technique ShRNA. Cette technique 

consiste à inhiber l’expression d’un gène cible par interférence ARN. L’expression du 

ShRNA sera obtenue par transfection de plasmides par des vecteurs viraux dans les cellules. 

A partir des plasmides contenant le ShRNA d’intérêt (Figure 19A : plasmide bactérien), nous 

allons intégrer ce plasmide à l’aide d’un vecteur viral dans le génome de l’hôte et ainsi le 

ShRNA s’exprimera et ciblera le gène d’intérêt à inhiber. 

Cette technique s’effectue avec 5 stocks glycérols bactériens contenant le gène 

POU5F1 (Sigma Aldrich Mission ) et sur un plasmide témoin (pLKO.1-puro Empty Vector 

Control) (Figure 19B : plasmide témoin) ne contenant pas d’insert et qui sert de témoin 

négatif (Sigma Aldrich Mission ).  

Pour cette technique, on va remettre les stocks bactériens en suspension et les placer 

dans un tube de culture stérile contenant 0,5mL de TB sans antibiotiques. 

On incube la culture à 37°C en remuant toutes les 20 minutes. 

En utilisant une anse stérile, on strie 50μL de la culture incubée sur des plaques 

préparées contenant du LB agar et de la carbenicilline et on laisse incuber dans une 

atmosphère humide pour 15-20h à 37°C. On isole une seule colonie de la plaque et on l’utilise 

comme un inoculum source pour des applications en aval.  

L’ADN plasmidique est ensuite purifié à l’aide d’un kit de purification des plasmides 

(Macherey-Nagel®).  

Nous réalisons ensuite une co-transfection des plasmides ShRNA avec un clone 

lentiviral OmicsLinkTM dans des cellules d’encapsidation lentivirale (cellules 293T qui sont 

des cellules humaines épithéliales de rein transformées par un adénovirus) afin que celles-ci 

produisent des particules pseudovirales contenant les constructions lentivirales.  
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Pour cela, on calcule le ratio du réactif de transfection plasmidique ShRNA qui est 

déterminé avec 1μg d’ADN plasmidique ShRNA et 3μL de réactif de transfection 

plasmidique ShRNA.  

On prépare une solution A, où l’on dilue 10μL d’ADN plasmidique ShRNA dans 

90μL de milieu de transfection plasmidique ShRNA. Puis on prépare une solution B, où l’on 

dilue 3μL de réactif de transfection plasmidique ShRNA avec assez de milieu de transfection 

plasmidique ShRNA pour arriver à un volume final de 100μL. 

On ajoute la solution A à la solution B et on incube pendant 15-45 minutes à 

température ambiante.  

On lave les cellules deux fois avec 2mL de transfection ShRNA. 

Pour chaque transfection, on ajoute 0,8mL de milieu de transfection plasmidique par 

puits puis 200μL de la solution (A+B) puis on incube 5-7h à 37°C dans un incubateur. 

On ajoute 1mL de milieu de croissance contenant 2 fois la concentration en 

antibiotiques et en sérum normal puis on incube les cellules entre 18-24h sous conditions 

normalement utilisées à la culture cellulaire.  

Les pseudovirus  produits sont ensuite transduits dans des cellules cibles (HT-1080 qui 

sont des cellules de fibrosarcome humain) afin d’obtenir la construction lentivirale avec son 

expression stable. Pour sélectionner les cellules transduites, on réalise une titration 

puromycine. Pour cela, on met 5μg/mL de Puromycine et 48h après la transfection, on enlève 

le milieu et on remet du milieu neuf contenant de la Puromycine à la concentration 

appropriée. Tous les 2-3 jours (pendant 15 jours), on enlève et on remet du milieu neuf. 

Après la sélection positive, on récupère les lentivirus afin d’infecter nos cellules cibles 

(HL60, KG1a, NB4, KASUMI et ME-1) (100 000 cellules présentes dans du milieu RPMI-

1640) à une concentration de 5 MOI (Multiplicity Of Infection calculé comme le PFU 

[Plaque-Forming-Unit]/nombre de cellules, c’est-à-dire le nombre de particules capable de 

former des plaques par unité de volume) dans une atmosphère humide à 37°C 5% CO2. 8h 

après infection par les virus, nous changeons le milieu de culture par du milieu neuf de RPMI-

1640 supplémenté par 10% de SVF, sans virus, et nous laissons incuber 40h. Ensuite nous 

réalisons nos marquages embryonnaires afin de vérifier l’expression des antigènes 
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embryonnaires par cytométrie en flux. Après infection, nous étudions également la 

différenciation cellulaire et la clonogénicité. 

Name 

Description 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pour cette inhibition d’expression, nous avons utilisé 5 construits différents pour 

POU5F1 ciblant différentes régions dans la séquence génique. Chacun de ces construits se 

trouvent dans le vecteur plasmidique lentiviral, pLKO.1-puro suivi par la transformation en 

Escherichia coli. Les plasmides recombinants ont été sélectionnés pour leur résistance à la 

puromycine et transduits dans les cellules HEK293. Tous les virus ont été propagés et purifiés 

sur un gradient CsCl en utilisant des méthodes standards. Les virus ont été titrés pour leurs 

particules virales en utilisant les méthodes standards basées sur la spectrophotométrie à 

260nm. Le titre fonctionnel (Plaque Forming Units) a été déterminé sur des cellules HEK293.  

 

 

 

 

Figure 19: Carte de restriction du vecteur pLKO.1-puro et du vecteur témoin SHC001 

Les vecteurs pLKO.1 et SHC001 sont des plasmides à base de virus VIH. Ils sont sûrs à utiliser en raison de leurs 
caractéristiques modifiées (suppression d’un certain nombre de gènes accessoires impliqués dans la virulence du VIH, 

génome minimal des particules virales, caractéristiques de non-réplication et auto-inactivation), ce qui rend incapable de 
produire le virus une fois infecté dans la cellule hôte. Les particules virales sont infectieuses déficientes et non lytiques  et 

peuvent infecter les cellules-cibles et leur transmettre le gène d’intérêt en s’intégrant dans le génome de la cellule hôte. 
L’expression du gène est possible grâce à la présence de séquences LTR (long terminal repeat) présentes en 5’ et 3’. Le gène 
de sélection vis-à-vis des cellules eucaryotes infectées par le virus et qui leur confère une résistance à la puromycine (Puro) 

est sous le contrôle du promoteur murin de la phosphoglycerate-kinase (PKG). 

A B 
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Nous avons utilisé pour POU5F1 : 

1- TRCN0000004883, région CDS: 

CCGGACTATGCACAACGAGAGGATTCTCGAGAATCCTCTCGTTGTGCATAGTTTT

TT 

2- TRCN0000004882, région CDS: 

CCGGGAGATTGATAACTGGTGTGTTCTCGAGAACACACCAGTTATCAATCTCTTTT

T 

3- TRCN0000004881, région CDS: 

CCGGCCCTCACTTCACTGCACTGTACTCGAGTACAGTGCAGTGAAGTGAGGGTTT

TT 

4- TRCN0000004880, région CDS: 

CCGGCGTAGGTTCTTGAATCCCGAACTCGAGTTCGGGATTCAAGAACCTACGTTT

TT 

5- TRCN0000004879, région 3UTR: 

CCGGTCATTCACTAAGGAAGGAATTCTCGAGAATTCCTTCCTTAGTGAATGATTTT

T 
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Article 1 
Expression of Embryonic Stem Cells markers in Acute Myeloid Leukemia 

Picot T, Aanei C, Fayard A, Flandrin-Gresta P, Tondeur S, Gouttenoire M, Tavernier-Tardy 

E, Wattel E, Guyotat D, Campos L 

Publié à Tumor Biology 

 

Ces résultats ont fait l’objet de deux Communications Orales et de deux Présentations Poster. 

Picot T., Aanei C., Fayard A., Kesr S., Wu Y., Tondeur S., Flandrin-Gresta P., Tavernier-
Tardy E., Guyotat D., Campos-Catafal L. Expression of embryonic antigens in leukemic stem 
cells. Symposium on Flow Cytometry, Bucharest, Roumanie, 9 Juin 2017. Présentation 
orale. 

Picot T, Aanei C., Flandrin Gresta P., Tavernier E., Guyotat D., Campos Catafal L. 
Expression de certains antigènes embryonnaires dans les cellules de Leucémie Aiguë 
Myéloïde. 18ème Congrès Annuel de l’Association Française de Cytométrie (AFC), Lille, 
4-6 Novembre 2014. Présentation orale et Poster. 
 
Picot T, Aanei CM, Flandrin Gresta P, Tavernier E, Guyotat D, Campos Catafal L. 
Embryonic stem cells antigens (ESCA) expression in acute myeloid leukemia cells. 
Proceedings of the AACR, Part 1, 55, abstract n°1961, p.473, 2014. American Association 
Cancer Research Annual Meeting. San Diego, CA, April 5-9th, 2014. Poster. 
 
 
 
 

Comme décrit précédemment, la Leucémie Aiguë Myéloïde est une hémopathie 

maligne caractérisée par l’expansion et la résistance à l’apoptose de cellules progénitrices 

myéloïdes indifférenciées. Ce clone leucémique proviendrait d’une prolifération de cellules 

souches leucémiques qui possèdent des propriétés d’auto-renouvellement et de non-

différenciation. Malgré des avancées dans la détermination des cellules souches leucémiques, 

les thérapies actuelles ne permettent pas de cibler spécifiquement ces cellules et ces dernières 

sont quasiment systématiquement responsables de la rechute des patients. 

Dans cette étude, nous avons évalué l’expression des antigènes embryonnaires, par 

cytométrie en flux et qRT-PCR, dans les leucémies aiguës myéloïdes. En effet, les antigènes 

embryonnaires possèdent les capacités d’auto-renouvellement, de pluripotence et de 

différenciation au niveau des cellules souches embryonnaires et pourraient être impliqués 
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dans la persistance de ces propriétés au niveau des cellules souches leucémiques de patients 

atteints de Leucémie Aiguë Myéloïde. Ainsi, une comparaison de l’expression de trois 

facteurs de transcription OCT4/NANOG/SOX2 ainsi que de deux marqueurs membranaires 

SSEA1/SSEA3 a été réalisée sur la population totale de blastes (définie comme cellules 

CD45low) et sur les cellules CD34+ de moelle osseuse de donneurs sains et de patients atteints 

de leucémie aiguë myéloïde. De plus, une recherche de corrélations entre l’expression de ces 

antigènes embryonnaires et les caractéristiques biologiques et cliniques a été faite. Nous 

avons pu observer une expression des marqueurs embryonnaires OCT4, NANOG, SOX2 et 

SSEA3 dans l’ensemble des cellules leucémiques et cette expression est plus importante dans 

les cellules leucémiques immatures CD34+CD38- que dans les cellules leucémiques matures 

CD34+CD38+. A l’inverse, SSEA1 était plus exprimé dans les cellules CD34+CD38+ et moins 

dans les cellules CD34+CD38-.  Toutefois, nous n’avons pas trouvé de corrélation avec les 

données biologiques et lorsque nous avons évalué la valeur pronostique d’OCT4, NANOG, 

SOX2 et SSEA3, sur une série de patients traités de façon homogène selon le protocole 

multicentrique GOELAMS, nous avons observé qu’il y avait une tendance à avoir une 

meilleure survie totale et sans rechute lorsque l’expression des marqueurs était élevée. Ces 

résultats étaient inattendus du fait de la corrélation inverse avec les sous-types génétiques 

favorables. 

Dans cette étude, nous montrons pour la première fois, que les antigènes 

embryonnaires habituellement trouvés dans les cellules souches embryonnaires et les cellules 

germinales tumorales, sont détectés dans les cellules leucémiques. Le rôle d’OCT4, NANOG 

et SOX2 a besoin d’être approfondi, afin de savoir s’ils ont un rôle fonctionnel direct dans la 

LAM ou s’ils sont seulement une conséquence de la différenciation anormale observée dans 

cette maladie. Cependant, peu importe leur rôle, la différence d’expression des antigènes 

embryonnaires au diagnostic et lors d’une rémission, montrerait que ces marqueurs sont 

intéressants pour l’évaluation de la maladie résiduelle, afin d’identifier les cellules souches  

leucémiques résiduelles et évaluer les traitements. 
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Article 2 
Potentiel Role of OCT4 in leukemogenesis 

Picot T, Kesr S, Wu Y, Aanei C, Flandrin-Gresta P, Tondeur S, Tavernier-Tardy E, Wattel E, 

Guyotat D, Campos L 

In Press à Stem Cells & Development 

 

Ces résultats ont fait l’objet de trois Communications Orales et de deux Présentations 

Poster. 

Picot T., Fayard A., Aanei C., Tavernier-Tardy E., Flandrin-Gresta P., Tondeur S., 
Gouttenoire M., Wattel E., Guyotat D., Campos-Catafal L. La forte expression du facteur de 
transcription OCT4 est associée à des anomalies de différenciation dans la Leucémie Aiguë 
Myéloïde et les Syndromes Myélodysplasiques. Groupe Francophone des Myélodysplasies, 
Hôpital Cochin, Paris, 15 Juin 2017. Présentation orale. 

Picot T., Fayard A., Aanei C., Kesr S., Wu Y., Tavernier-Tardy E., Flandrin-Gresta P., 
Tondeur S., Gouttenoire M., Wattel E., Guyotat D., Campos-Catafal L. Forte expression du 
facteur de transcription OCT4 associée à des anomalies de différenciation dans les Leucémies 
Aiguës Myéloïdes et les syndromes Myélodysplasiques. 20ème Congrès Annuel de 
l’Association Française de Cytométrie (AFC), Montpellier, 8-10 Novembre 2016. 
Présentation orale et Poster. 

Picot T., Fayard A., Aanei C., Kesr S., Wu Y., Tavernier-Tardy E., Flandrin-Gresta P., 
Tondeur S., Gouttenoire M., Wattel E., Guyotat D., Campos-Catafal L. High expression of 
embryonic transcription factor OCT¾ associated with differentiation anomalies in acute 
myeloid leukemia and myelodysplastic syndromes. European Society for Clinical Cell 
Analysis (ESCCA), Edinburgh, Scotland, September 11-14, 2016. Présentation orale et 
Poster. 
 

 

L’auto-renouvellement et le blocage de la différenciation sont les caractéristiques des 

cellules souches embryonnaires contrôlées par des facteurs de transcription connus comme les 

facteurs de « Yamanaka ». La première partie de mon travail a pu montrer que la 

surexpression des marqueurs embryonnaires apparaît impliquée dans l’arrêt de la 

différenciation et dans la prolifération anormale qui caractérisent la Leucémie Aiguë 

Myéloïde. C’est pourquoi, la seconde partie de mon travail a été de voir le rôle fonctionnel 

que pouvait jouer ces marqueurs embryonnaires dans la Leucémie Aiguë Myéloïde. L’étude 
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s’est focalisée principalement sur le facteur de transcription OCT4 qui joue un rôle essentiel 

dans le développement embryonnaire. Dans cette étude, nous avons ainsi testé, après 

inhibition du gène POU5F1, la capacité de différenciation cellulaire, la capacité clonogénique 

et la prolifération sur différentes lignées cellulaires issues de leucémie aiguë myéloïde et dont 

certaines possèdent des anomalies génétiques et moléculaires (HL60 : cellules leucémiques à 

différenciation promyélocytaire, KG1a : cellules de LAM indifférenciée, NB4 : cellules de 

leucémie aiguë promyélocytaire présentant le gène de fusion PML-RARα, ME-1 : cellules de 

LAM présentant le gène de fusion CBFβ-MYH11, KASUMI : cellules de LAM présentant le 

gène de fusion RUNX1-RUNX1T1). L’inhibition a été réalisée par la technique ShRNA qui 

consiste à éteindre le gène cible POU5F1 par une interférence de l’ARN à l’aide de petits 

ARN en épingle à cheveux, qui ont un faible taux de dégradation et une bonne stabilité, par le 

biais de plasmides bactériens. Les résultats de différenciation avec l’acide cis-trans rétinoïque 

montre une diminution de l’expression d’OCT4 dans les cellules leucémiques. De plus, nous 

avons pu observer que la capacité clonogénique diminuait également dans les cellules 

différenciées. La sous-régulation d’OCT4 par shRNA a reproduit le même comportement 

avec une différenciation cellulaire morphologique et phénotype, un arrêt de la prolifération et 

une diminution du potentiel clonogénique. 

Dans cette étude, nous avons ainsi pu montrer la forte implication de la surexpression  

d’OCT4 dans la Leucémogenèse et plus précisément son rôle fonctionnel sur la prolifération 

et l’arrêt de la différenciation dans des sous-types spécifiques de leucémie aiguë myéloïde. 

Tandis que les mécanismes permettant ce phénomène doivent encore être élucidés, ces 

données peuvent suggérer une utilisation possible d’OCT4 comme cible par de nouvelles 

thérapies anti-leucémiques. 
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Résultats préliminaires 

Evaluation de l’expression des antigènes embryonnaires à travers les voies de 
signalisation NOTCH et AKT 

 

Ces résultats se décomposent en deux études. La première étude vise à étudier 

l’expression des antigènes embryonnaires à travers la voie de signalisation NOTCH. La 

seconde étude concerne l’implication de l’inhibition de la voie AKT sur les antigènes 

embryonnaires et sur les propriétés des cellules leucémiques. 

Etude 1 : Voie de signalisation NOTCH 

1. Introduction 

Au cours des dernières années, des dérégulations de voies de signalisation ont été 

décrites dans la plupart des cancers, participant, à leur initiation, leur développement ou leur 

maintenance. Le développement de thérapies ciblées dans ce domaine repose sur la 

connaissance des mécanismes d’activation normale des voies de signalisation et sur 

l’identification des mécanismes oncogéniques dérégulés au sein de ces voies dans le cancer, 

pouvant conduire à leur activation constitutive. Cependant à ce jour peu de thérapie ciblant les 

voies de signalisation des cellules cancéreuses ont fait preuve d’efficacité, il est donc 

important de mieux les comprendre afin d’améliorer la prise en charge des patients (Willems 

and Bouscary 2011).  

Nous nous sommes intéressés à l’étude de la différenciation leucémique et c’est 

pourquoi nous avons choisi d’étudier la voie de signalisation NOTCH. C’est une voie de 

signalisation dont le rôle oncogénique a été identifié notamment dans la leucémie aigüe 

lymphoïde (Weng and Aster 2004) mais il reste à être défini dans la leucémie aigüe myéloïde. 

On retrouve quatre types de récepteurs NOTCH chez les mammifères numérotés de 1 

à 4. Ils interagissent avec cinq ligands, Delta like DLL1, DLL3, DLL4, JAGGED1 et 

JAGGED 2. La fixation du ligand sur son récepteur NOTCH entraine une protéolyse 

intracellulaire avec le clivage de la partie intra cellulaire de NOTCH par une gamma sécrétase 

et sa translocation dans le noyau. ICN est complexé avec le facteur de transcription CSL ce 

qui induit la transcription des gènes cibles tels que les gènes des familles HES et MYC. 

(Habets et al. 2015; Tohda 2014; Sliwa et al. 2014). 
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NOTCH1 est associé au processus précoce de la différenciation (Yu et al. 2016).  

NOTCH2 régule l’expression de gènes du développement embryonnaire et de gènes 

impliqués dans le fonctionnement des systèmes hématopoïétiques, immunitaires, 

cardiovasculaires, hépatiques et rénaux. Une expression anormale de NOTCH2 pourrait 

intervenir dans le développement de carcinome hépatocellulaire (W.-R. Wu et al. 2016).  

NOTCH3 joue un rôle clé dans le développement neural et une expression aberrante serait 

associée à un syndrome de méningocèle (Gripp et al. 2015). 

NOTCH4 est très exprimé par les cellules cardiaques, les cellules endothéliales et par 

certaines cellules CD34+ et CD34- de la moelle osseuse. Il est surexprimé par les cellules de 

certains cancers, tels que le sein, le colon, le poumon ou la bouche (MK et al. 2016). 

Une activation de la voie de signalisation de NOTCH entraine une inhibition de la 

différenciation cellulaire (Kageyama and Ohtsuka 1999). NOTCH joue un rôle important dans 

la régulation et l’entretien des cellules souches normales, et donc potentiellement aussi pour 

les cellules souches leucémiques (Tohda 2014).  

 

L’implication potentielle de la voie de signalisation NOTCH dans les pathologies 

malignes a été mise en évidence en premier grâce à la translocation t(7;9) dans les leucémies 

aigues lymphoïdes touchant la lignée T (LAL-T) (Weng and Aster 2004). 50% des patients 

avec une LAL-T, présente une mutation de NOTCH1 cependant cette mutation est très rare 

chez les patients atteints de leucémies aigues myéloïdes (Tohda 2014).  

Les informations quant au rôle de la voie de signalisation de NOTCH dans la leucémie 

aigüe myéloïde sont limitées et controversées. L’équipe de Kode et al. a montré que la 

stimulation de l’expression de JAGGED1 qui est un ligand du récepteur NOTCH induisait 

l’apparition de LAM, ce qui met en évidence le rôle oncogénique de NOTCH (Kode et al. 

2014). Cependant une autre étude a montré que l’inhibition de NOTCH n’avait aucune 

influence sur la croissance des cellules de LAM (Tohda 2014).  

 

L’objectif de cette étude est d’analyser comment les antigènes embryonnaires sont 

contrôlés par la voie de signalisation NOTCH. Pour cela, nous avons étudié, par cytométrie en 

flux, l’expression membranaire des quatre protéines de la voie NOTCH (NOTCH 1, 2, 3, 4) 

(BD Biosciences, concentration finale 5μg/100μL) et de leur ligand (JAGGED 1, JAGGED 2, 

Delta like 1, Delta like 2, Delta like 3, Delta like 4) (BD Biosciences, concentration finale : 

5μg/100μL) dans les lignées cellulaires leucémiques, dans 4 moelles osseuses normales et 30 
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moelles osseuses de patients atteints de LAM. Nous avons également regardé l’implication de 

cette voie de signalisation dans la différenciation par l’acide cis-trans rétinoïque, sur les 

lignées cellulaires (NB4, ME-1, KASUMI, KG1a, NTERA-2), à l’aide d’un inhibiteur de la 

gamma-sécrétase (Semagacestat SC3646I4A) ajouté lors de la culture cellulaire (Santa Cruz 

Biotechnology, concentration finale de 1mM dans 8mL de milieu de culture pendant 48h à 

37°C, 5% CO2).   

2. Résultats 

Les résultats obtenus ont montré que NOTCH1, NOTCH2, NOTCH4 étaient 

exprimées dans les cellules leucémiques et de façon plus importante dans le compartiment 

immature des cellules leucémiques CD34+CD38-. Par contre, NOTCH3 serait plus exprimé au 

niveau des blastes et beaucoup moins au niveau des cellules CD34+CD38-. Concernant les 

ligands, nous avons observé une très forte expression des ligands JAGGED 1, JAGGED 2 et 

DLL4 dans les cellules CD34+CD38- et une expression moins forte des ligands DLL1, DLL2 

et DLL3 (Figure 20).  

 

 

 

 

 

 

Figure 20 : Expression des quatre protéines NOTCH et des ligands associés dans différents compartiments 
leucémiques 

Après différenciation cellulaire avec l’acide cis-trans rétinoïque (Figure 21), nous 

avons pu observer une diminution des protéines NOTCH et de ses ligands dans les lignées 

cellulaires leucémiques et cette diminution était encore plus significative pour un sous-type de 

LAM qui est la LAM avec les anomalies RUNX1-RUNX1T1 et t(8;21) faisant de cette voie 

un mécanisme important dans la dédifférenciation des LAM. 
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Figure 21 : Expression des quatre protéines NOTCH et des ligands associés avant et après différenciation 

Nous avons également voulu vérifier si cette voie était bien impliquée dans la 

différenciation en inhibant cette voie par un inhibiteur de la gamma-sécrétase (Figure 22). 

Après inhibition, nous avons évalué l’expression des marqueurs embryonnaires. Les résultats 

ont montré qu’une inhibition de la voie NOCTH induisait une différenciation cellulaire 

morphologique et phénotypique (augmentation de CD11b) dans l’ensemble des lignées 

cellulaires. Cette différenciation est associée à une diminution des marqueurs OCT4, 
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NANOG, SSEA3 et une augmentation de SSEA1 dans les lignées cellulaires leucémiques. 

Nous avons observé une diminution significative de SOX2 et une augmentation significative 

de SSEA1 dans les LAM avec les anomalies RUNX1-RUNX1T1 et t(8 ;21). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 22 : Expression de CD11b et des marqueurs embryonnaires avant et après inhibition 
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3. Conclusion 

Cette première étude préliminaire nous laisse penser que la voie de signalisation 

NOTCH aurait un rôle dans la leucémie aiguë myéloïde et plus particulièrement dans la 

dédifférenciation puisqu’une inhibition de cette voie entraîne une différenciation cellulaire 

dans les cellules leucémiques et plus spécialement dans la LAM avec les anomalies RUNX1-

RUNX1T1 et t(8 ;21). Il serait intéressant de poursuivre cette étude en étudiant son inhibition 

dans les cellules leucémiques de patients et en regardant si nous avons une régulation des 

marqueurs OCT4 et SOX2 par cette voie de signalisation lors d’une LAM et plus 

spécifiquement lors d’une LAM avec les anomalies RUNX1-RUNX1T1, t(8 ;21). De plus, 

une stimulation de cette voie serait intéressante afin de confirmer son rôle dans la 

différenciation cellulaire lors de la Leucémogenèse. 

Etude 2 : Voie de signalisation Akt 

1. Introduction 

La voie PI3K/AKT est très fréquemment activée dans les LAM et est nécessaire pour 

la prolifération et la survie des blastes. La phosphorylation d’AKT peut être détectée dans 

50% à 80% des cellules de patients atteints de LAM (Martelli et al. 2010). L’activation 

constitutive de PI3K/AKT est observée dans 50% des prélèvements de LAM de novo après 

privation de sérum et de cytokines (Tamburini et al. 2007). 

Sa dérégulation est un événement favorisant dans l’apparition des cancers (Schmelzle and 

Hall 2000). Les gènes de cette voie sont oncogènes ou anti-oncogènes, c’est pourquoi leur 

mutation peut favoriser le développement tumoral. Récemment, AKT a été montré comme 

jouant un rôle dans l’autorenouvellement des cellules souches embryonnaires de souris. Ces 

cellules contribuent également au développement de l’embryon après transfert dans des 

blastocystes, elles sont donc pluripotentes. La voie PI3K/AKT participe à l’équilibre entre 

mort et survie cellulaire. Or les cellules cancéreuses sont caractérisées par une rupture de cet 

équilibre.  

 

Ainsi, le but de notre étude est d’étudier la conséquence d’une inhibition de cette voie 

de signalisation sur l’expression des antigènes embryonnaires exprimés par les cellules 

leucémiques.  

Pour cela, nous avons regardé l’expression d’AKT (BD Biosciences, concentration 

finale : 10μg/100μL) dans 30 moelles de patients atteints de LAM et 4 moelles de donneur 
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par cytométrie en flux. La voie de signalisation AKT étant intracellulaire, le marquage par 

cytométrie en flux a été réalisé en utilisant le protocole de fixation/perméabilisation utilisé 

pour l’étude des antigènes embryonnaires. Ensuite, nous avons inhibé AKT dans les lignées 

leucémiques (NB4, ME-1, KASUMI, KG1a, NTERA-2) par ajout de l’inhibiteur « AKT 

inhibitor » dans les cultures cellulaires (Santa Cruz Biotechnology, concentration finale : 5μM 

pendant 48h à 37°C, 5%CO2). Cette inhibition nous a permis d’évaluer l’expression des 

antigènes embryonnaires après inhibition ainsi que les conséquences de cette inhibition sur la 

prolifération cellulaire et la capacité clonogénique. 

2. Résultats 

Nous avons montré par cytométrie en flux, une forte expression d’AKT dans les 30 

moelles leucémiques en comparaison aux 4 moelles normales (Figure 23). L’expression est 

plus importante dans les cellules CD34+CD38- avec un MFIR de 2.9 pour les cellules 

normales et un MFIR de 4.5 pour les cellules leucémiques.  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 23 : Expression d’Akt dans différents compartiments leucémiques 

 

Ensuite, nous avons inhibé AKT avec l’inhibiteur « AKT inhibitor » de chez Sigma 

Aldrich (Figure 24). Les résultats de l’ensemble des lignées cellulaires ont montré une baisse 

de l’expression de tous les antigènes embryonnaires après inhibition d’AKT avec une 

diminution d’OCT4, SOX2, SSEA3 et SSEA1 et plus significativement de NANOG (p<0.05) 

excepté pour la lignée ME-1. La diminution de NANOG est encore plus significative dans les 

LAM avec les anomalies PML-RARα et t(15 ;17) (p<0.01). 
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Figure 24 : Expression des marqueurs embryonnaires avant et après inhibition d’Akt 

 

Les conséquences de l’inhibition d’AKT sur la capacité clonogénique et le nombre de 

CFU-G ont été étudiées par culture clonogénique (Figure 25). Après inhibition, une baisse 

importante du nombre de colonies leucémiques peut être observé excepté pour la lignée ME-1 
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(8700 vs 4100 pour la lignée NTERA-2 (p<0.05), 7300 vs 3800 pour la lignée KG1a 

(p<0.05), 6900 vs 1500 pour la lignée NB4 (p<0.001), 2100 vs 1900 pour la lignée ME-1 et 

8600 vs 3900 pour KASUMI (p<0.05). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 25 : Nombre de colonies avant et après inhibition d’AKT 

AKT est présent dans les LAM et jouerait un rôle dans la prolifération. Nous avons 

donc voulu voir si AKT pouvait jouer un rôle dans la prolifération cellulaire chez un sous-

type de LAM en utilisant la technique WST (Figure 26). Les résultats montrent une 

diminution du pourcentage de prolifération cellulaire dans toutes les lignées cellulaires 

leucémiques après inhibition et ce pourcentage est encore plus important dans la LAM avec 

les anomalies PML-RARα et t(15 ;17).  

 

 

 

 

 

 

Figure 26 : Pourcentage de prolifération cellulaire avant et après inhibition d’AKT 
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3. Conclusion 

Cette seconde étude préliminaire nous laisse penser que la voie de signalisation AKT 

aurait un rôle dans la leucémie aiguë myéloïde et plus particulièrement dans la prolifération et 

la capacité clonogénique puisqu’une inhibition de cette voie entraîne un arrêt de la 

prolifération cellulaire et une diminution de la capacité clonogénique dans les cellules 

leucémiques et plus spécialement dans la LAM avec les anomalies PML-RARα et t(15 ;17). Il 

serait intéressant de poursuivre cette étude en étudiant son inhibition dans les cellules 

leucémiques de patients et en regardant si nous avons une régulation du marqueur NANOG 

par cette voie de signalisation lors d’une LAM et plus spécifiquement lors d’une LAM avec 

les anomalies PML-RARα et t(15 ;17). De plus, une étude sur la protéine PI3K associée à 

AKT et une stimulation de cette voie serait intéressante afin de confirmer son rôle dans la 

prolifération cellulaire lors de la Leucémogenèse. 
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Discussion 
Dans ce travail, nous avons entrepris d’évaluer l’expression des antigènes 

embryonnaires dans une hémopathie maligne, la leucémie aiguë myéloïde. Nous avons ainsi 

pu montrer la présence aberrante des antigènes embryonnaires dans le compartiment 

immature des cellules souches leucémiques CD34+CD38- et que ces antigènes embryonnaires, 

en particulier OCT4, pourraient jouer un rôle fonctionnel dans la leucémie aiguë myéloïde par 

blocage de la différenciation et augmentation de la prolifération et de la capacité 

clonogénique.  

Dans une première partie de l’étude, nous avons pu démontrer que les antigènes 

embryonnaires généralement présents dans les cellules souches embryonnaires et les tumeurs 

des cellules germinales, sont détectés à la surface ou dans les cellules leucémiques. La 

réexpression des antigènes embryonnaires a été précédemment montrée dans les tumeurs 

solides (Amaya and Bryan 2015; Wang et al. 2009; Y Liu et al. 2014). En ce qui concerne les 

hémopathies malignes, peu de données sont disponibles et principalement dans des séries 

limitées de patients. L’expression d’OCT4, NANOG et SOX2 a été étudiée par qRT-PCR et 

immunofluorescence dans les lignées de cellules leucémiques et ces facteurs de transcription 

peuvent être impliqués dans la pathogénèse des leucémies possédant l’anomalie MLL/AF9. 

Plus récemment, Yin et al ont décrit une forte expression d’OCT4 par qRT-PCR dans une 

large série de 87 patients (Yin et al. 2015). Nous avons observé l’expression de ces marqueurs 

dans l’ensemble des lignées cellulaires hématopoïétiques, et dans les cellules leucémiques de 

plusieurs patients quel que soit le type de LAM par rapport aux cellules hématopoïétiques 

normales. Cependant l’expression d’OCT4 était plus haut dans les leucémies moins 

différenciées alors que les niveaux de SSEA1 étaient plus hauts sur les sous-types plus 

différenciés, ce qui est conforme à l’expression régulière de ce récepteur le long de la 

différenciation myéloïde et des granulocytes. Jusqu’à présent, les seules cellules connues pour 

exprimer des niveaux d’expression élevés des antigènes embryonnaires dans la moelle 

normale sont rares et controversées et correspondent à un sous-groupe cellulaire appelé 

« Very Small Embryonic-Like stem cells » (VSEL). Les VSEL semblent être des cellules 

primitives immatures résidant dans des tissus de souris adultes et fœtales et ont également été 

décrits dans le sang de cordon chez l’homme (Kucia, Halasa, et al. 2006 ; Kucia, Reca, et al. 

2006). Dans cette étude, nous avons pu déterminer la forte expression des marqueurs 

embryonnaires OCT4, NANOG, SOX2 et SSEA3 dans le compartiment des cellules 

leucémiques immatures CD34+CD38-CD90-. Cette expression était plus faible au niveau du 
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compartiment des cellules leucémiques matures CD34+CD38+CD90-. A l’inverse, nous avons 

pu observer une faible expression de SSEA1 dans tous les compartiments leucémiques. 

Concernant l’évaluation de leur expression dans le suivi de la LAM, nous avons pu noter une 

augmentation d’expression de SSEA1 et une diminution d’expression de NANOG, OCT4, 

SOX2 et SSEA3 lors de la rémission complète. A l’inverse, lors d’une rechute de la maladie, 

nous pouvons observer une diminution de l’expression de SSEA1 et une augmentation de 

l’expression de NANOG, OCT4, SOX2 et SSEA3. Il semble donc que ces marqueurs 

embryonnaires constituent des marqueurs intéressant pour le suivi de la maladie résiduelle. 

Une autre partie du travail a été de déterminer l’impact pronostique des marqueurs 

embryonnaires au cours des LAM. Nous n’avons pas mis en évidence de différence 

d’expression en fonction des caractéristiques cytogénétiques initiales qui représentent 

pourtant un facteur pronostique essentiel à la prise en charge thérapeutique des patients. 

Malgré le fait que les LAM représentent un groupe très hétérogène d’hémopathies malignes 

nous n’avons pas mis en évidence, en fonction de l’expression des marqueurs embryonnaires, 

de catégories qui seraient caractéristiques de mécanismes oncogénétiques particuliers. 

Cependant, nous avons démontré qu’une plus forte expression des marqueurs SOX2, SSEA3 

et NANOG au diagnostic est associée à une meilleure survie globale et sans progression alors 

qu’à l’inverse, c’est une plus faible expression de SSEA1 qui apparaît de meilleur pronostic. 

Ces résultats sont donc inattendus car on pouvait penser que les survies globales et sans 

progression seraient meilleures en cas de faible expression des marqueurs OCT4, SSEA3, 

NANOG et SOX2 qui ne sont pas ou faiblement exprimés dans les cellules souches 

hématopoïétiques normales et fortement exprimés par les cellules souches leucémiques. 

Cependant l’impact pronostique des marqueurs n’est pas toujours très bien défini en 

cancérogenèse puisque certaines études ont démontré que dans certains cancers, les cellules 

cancéreuses exprimaient plus faiblement les marqueurs embryonnaires SOX2 et OCT4 par 

rapport aux cellules non cancéreuses et qu’une expression plus faible est de pronostic 

défavorable (Werbowetski-Ogilvie et al. 2009). 

Ces données suggèrent que les marqueurs embryonnaires OCT4, NANOG, SOX2 et 

SSEA3 pourraient être des marqueurs de cellules souches leucémiques. Ces données 

préliminaires montrent que l’expression de beaucoup de marqueurs embryonnaires est 

significativement différente au diagnostic et en rémission. De plus, l’ajout de nouveaux 

marqueurs pour étudier la maladie résiduelle pourrait aider à identifier les cellules souches 

leucémiques résiduelles lors de la rémission.  
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Dans une seconde partie de l’étude, nous nous sommes intéressés au rôle fonctionnel 

des marqueurs embryonnaires dans la leucémie aiguë myéloïde. Bien que l’inhibition du 

facteur NANOG ait été réalisée, nous avons choisi de mettre en avant les résultats d’inhibition 

pour OCT4 qui est le seul marqueur dont le taux d’inhibition correspondait à 85% de cellules 

inhibées après plusieurs mises au point. Le taux d’inhibition de NANOG que l’on a réussi à 

atteindre était de 55% et bien que nous ayons une tendance à avoir une diminution de la 

capacité clonogénique et une induction de la différenciation cellulaire pour une lignée 

leucémique (KG1a), nous ne pouvons pas conclure sur son rôle car les résultats n’étaient pas 

significatifs. Nous devons poursuivre la mise au point afin d’obtenir un meilleur taux 

d’inhibition.  

Cette étude sur le rôle fonctionnel, nous a permis de montrer que la sous-régulation du 

facteur de transcription OCT4 réduisait la prolifération cellulaire et induisait la différenciation 

cellulaire. De plus, cette inhibition réduisait le nombre de colonies cellulaires dans les cultures 

clonogéniques. Ces résultats suggèrent le rôle fonctionnel d’OCT4 dans la Leucémogenèse. 

L’effet d’OCT4 sur la différenciation cellulaire tumorale a été reporté dans plusieurs types de 

cancers (Du et al. 2009; Hochedlinger et al. 2005). Cependant, le rôle d’OCT4 dans le 

développement et la progression de tumeurs malignes n’a pas été totalement déterminé. La 

surexpression d’OCT4 pourrait induire la dérégulation d’autres protéines à travers différentes 

voies de signalisation (MAPK, JAK/STAT3). 

Des études préliminaires ont été menées pour évaluer le rôle de deux voies de 

signalisation (NOTCH et AKT) dans la régulation des antigènes embryonnaires. L’étude sur 

la voie de signalisation NOTCH montre qu’il semble intéressant de poursuivre ce travail car 

la sous-régulation de cette voie pourrait être associée à une induction de la différenciation 

cellulaire par un contrôle de l’expression de SOX2. Concernant la voie de signalisation AKT, 

le fait d’inhiber cette voie permettrait d’empêcher le maintien de la prolifération des cellules 

souches leucémiques en contrôlant l’expression de NANOG. Ces activations aberrantes 

pourraient contribuer aux différentes propriétés caractérisant la LAM, mais les mécanismes 

d’activation de ces voies restent à étudier. 
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Perspectives 
De nombreuses perspectives s’offrent à nous pour poursuivre cette étude sur 

l’évaluation des antigènes embryonnaires dans les cellules souches leucémiques. Tout 

d’abord, nous avons pu discuter que ces antigènes embryonnaires pourraient être utilisés 

comme marqueurs discriminant dans la maladie résiduelle des LAM afin de distinguer les 

cellules souches leucémiques résiduelles des cellules souches hématopoïétiques normales. 

Pour ce faire, il serait intéressant de coupler ces antigènes embryonnaires avec d’autres 

marqueurs comme par exemple CD45RA qui a été montré comme étant un marqueur relevant 

des cellules souches leucémiques (Kersten et al. 2016). Il serait également intéressant de relier 

la forte expression de ces marqueurs à des mutations particulières par la technique de 

séquençage à haut débit (NGS). 

Plus fondamentalement, nous souhaitons étudier si la surexpression des antigènes 

embryonnaires est associée à des caractéristiques fonctionnelles de cellules souches (auto-

renouvellement et maintien à long terme). La définition de la cellule souche leucémique reste 

sujette à débats. L’équipe de Goardon a montré que deux populations possédant un phénotype 

de progéniteur hématopoïétique coexistaient chez beaucoup de patients. Ces populations ont 

une activité de cellules souches leucémiques mais ressemblent de façon moléculaire aux 

progéniteurs normaux. De plus, les cellules leucémiques CD34+CD38- sont moléculairement 

et phénotypiquement similaires aux progéniteurs LMPP correspondant au compartiment 

immature, et les cellules leucémiques CD34+CD38+ sont associées aux progéniteurs GMP 

correspondant au compartiment mature (Goardon et al. 2011). Il serait donc intéressant de 

regarder l’expression des antigènes embryonnaires sur ces progéniteurs LMPP et GMP. Enfin, 

le meilleur test permettant de démontrer le caractère de cellules souches reste la 

transplantabilité. Le tri de cellules en fonction de l’expression des antigènes embryonnaires, 

ou l’inhibition de ces facteurs, avant greffe à la souris immunodéprimée permettraient de 

démontrer formellement leur rôle dans la Leucémogenèse. En sens inverse, nous souhaitons 

forcer par transfection l’expression de ces facteurs, notamment OCT4, dans des cellules CD34 

normales issues de moelles ou de sang placentaire, pour déterminer leur rôle dans le maintien 

d’un état fonctionnel de cellules souches. 

Une étude préliminaire sur l’expression de ces antigènes embryonnaires dans d’autres 

hémopathies malignes et notamment dans les syndromes myélodysplasiques (qui est un état 

pré-leucémique) est en cours au laboratoire afin de voir si l’on peut discriminer différents 

sous-types de syndrome myélodysplasique, en fonction du score IPSS, exprimant fortement 
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un de ces marqueurs et suivre leur expression au cours du suivi de la maladie. De même que 

pour les LAM, une étude de l’expression des marqueurs embryonnaires sur chaque sous-

population leucocytaires devra être réalisée afin de voir la différence d’expression. 

En ce qui concerne le rôle fonctionnel que pourrait jouer les marqueurs embryonnaires 

dans la Leucémogenèse, une étude de l’inhibition par shRNA des marqueurs SOX2 et 

NANOG sera réalisée dans les lignées leucémiques et la sous-régulation d’OCT4 trouvée 

dans les lignées leucémiques sera confirmée dans des cellules CD34+ de sangs de cordons ou 

de cellules souches périphériques. De plus, une étude approfondie sur la dérégulation du 

facteur OCT4 doit être effectuée. En effet, cette dérégulation peut se faire à travers certaines 

voies de signalisation tel que la voie MAPK qui est elle-même activée par le facteur de 

transcription Grb2 (Milella et al. 2001; Ricciardi et al. 2005), la voie JAK/STAT3 qui active 

deux facteurs de transcription Ref1 et Utf1 qui sont impliqués dans la pluripotence et la 

différenciation cellulaire (Steensma et al. 2006). Des études préliminaires ont montré qu’il y 

aurait une corrélation entre les voies de signalisation NOTCH/AKT et SOX2/NANOG. Une 

étude plus approfondie de ces voies de signalisation et notamment l’implication des voies de 

signalisation dans les propriétés de Leucémogenèse devra être poursuivie. 

Une autre approche serait d’étudier la régulation des antigènes embryonnaires sur le 

cycle cellulaire. En effet, il est clairement établi qu’une balance finement régulée entre 

quiescence et progression dans le cycle cellulaire assure le maintien du pool de cellules 

souches et une production adéquate des lignages différenciés. Une rupture de cet équilibre 

peut favoriser la formation de maladies dégénératives et de processus tumoraux, tels qu’on les 

observe au cours du vieillissement (Rimmelé, Zhang, and Ghaffari 2012). Ainsi, dans les 

cellules souches embryonnaires, OCT4 qui joue un rôle dans le maintien de la pluripotence 

régulerait la protéine Fox01 (Boyer et al. 2005), identifiée comme régulateur clé de la 

destinée des CSE, qui elle-même pourrait coordonner la pluripotence et la régulation du cycle 

cellulaire (Rimmelé, Zhang, and Ghaffari 2012). De ce fait,  il serait intéressant de regarder 

l’effet de l’inhibition d’OCT4 sur la régulation du cycle cellulaire. 

De plus, il serait très intéressant d’étudier la dérégulation d’OCT4 par des mécanismes 

épigénétiques pouvant être impliqués dans les phénomènes de leucémie aiguë et d’état pré-

leucémique. Ainsi, un projet de recherche se déroulant au laboratoire d’Hématologie de Saint-

Etienne et faisant l’objet d’une thèse scientifique est actuellement en cours afin d’étudier 

l’implication des miRNAs (let7c et lin28) dans les propriétés des cellules souches 

leucémiques (Pelosi et al. 2013; Heo et al. 2008). Une autre façon d’étudier la dérégulation de 
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ce facteur serait par l’étude du transcriptome car sa caractérisation et sa quantification dans 

une population donnée permettront d’identifier le gène actif et de déterminer les mécanismes 

de régulation d’expression du gène ainsi que de définir les réseaux d’expression du gène. 

A plus long terme, l’étude de la reprogrammation épigénétique qui pourrait expliquer la 

dérégulation de l’expression des antigènes embryonnaires dans les leucémies aiguës 

myéloïdes serait importante car cela nous inviterait à tester la pertinence de ces marqueurs 

pour l’identification des cellules souches leucémiques et comme cibles thérapeutiques 

potentielles. 
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Les travaux réalisés au cours de ces quatre années de thèse m’ont permis d’identifier 

des marqueurs qui peuvent être dédiés à l’identification et à la caractérisation des cellules 

souches leucémiques résiduelles dans le cas d’une Leucémie Aiguë Myéloïde.  

La recherche de la maladie résiduelle est en train de devenir un élément de pronostic 

important dans les leucémies aiguës et demande d’avoir une grande sensibilité. Actuellement, 

il est possible d’atteindre une sensibilité de l’ordre de 10-4 ou 10-5 mais celle-ci dépend de la 

richesse cellulaire de l’échantillon. Ainsi, l’identification des marqueurs embryonnaires 

comme étant discriminant dans les cellules souches leucémiques pourrait aider dans le suivi 

de la maladie résiduelle d’une Leucémie Aiguë Myéloïde.  

Durant cette thèse, nous avons pu évaluer le rôle fonctionnel du facteur de 

transcription OCT4 dans la leucémie aiguë myéloïde et ainsi montrer que sa surexpression 

entraînerait une dédifférenciation et une prolifération anormale dans les Leucémies Aiguës 

Myéloïdes et notamment dans des sous-types spécifiques.  

La dérégulation de l'expression de ces antigènes embryonnaires, laquelle se ferait à 

travers certaines voies de signalisation, montrerait que ces marqueurs serait à l'origine de la 

transformation maligne. Cette dérégulation aurait un rôle dans les mécanismes de 

Leucémogenèse, c'est pourquoi une compréhension plus approfondie de ces mécanismes 

pourrait conduire à l'identification de nouvelles cibles thérapeutiques offrant de nouvelles 

perspectives pour améliorer la survie des patients atteints de Leucémie Aiguë Myéloïde. 
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Les Leucémies Aiguës Myéloïdes (LAM) représentent un groupe hétérogène d’hémopathies 
malignes, caractérisées par une accumulation de progéniteurs myéloïdes indifférenciés. Cette 
accumulation proviendrait de l’existence de cellules souches leucémiques responsables de la 
résistance aux traitements et de la rechute de la maladie. Les Cellules Souches Leucémiques 
(CSL) se comportent comme les cellules souches embryonnaires, lesquelles expriment des 
marqueurs embryonnaires leur procurant des capacités de prolifération, d’autorenouvellement 
et d’absence de différenciation. Plusieurs études ont démontré le rôle des facteurs de 
transcription embryonnaires composant le réseau cœur de la pluripotence (OCT4, NANOG, et 
SOX2) et de marqueurs membranaires (SSEA1 et SSEA3) dans la cancérogénèse, mais peu 
de données concernent les LAM. Dans le but d’identifier le rôle fonctionnel des marqueurs 
embryonnaires dans la LAM, une évaluation de leur expression dans les compartiments 
CD34+ de cellules hématopoïétiques et leucémiques a été réalisée. Leur sur-expression et leur 
implication dans les propriétés des cellules leucémiques,  nous laisse penser que ces antigènes 
embryonnaires (notamment OCT4), peuvent être utilisés comme marqueurs discriminants de 
la maladie résiduelle mais aussi comme cible thérapeutique potentielle. Cependant, les 
mécanismes de Leucémogenèse par lesquels les antigènes embryonnaires seraient impliqués 
restent encore à être élucidés. 
 
Mots clés : Leucémie Aiguë Myéloïde, Cellule Souche Leucémique, marqueurs 
embryonnaires, maladie résiduelle, différenciation, prolifération, cible thérapeutique. 

 

 

 

Acute Myeloid Leukemias (AMLs) represent a heterogeneous group of malignant 
haemopathies, characterized by an accumulation of undifferentiated myeloid progenitors. This 
accumulation comes from the presence of Leukemic Stem Cells (LSCs) responsible for the 
resistance to treatment and relapse of the disease. LSCs behave as embryonic stem cells, 
which express embryonic markers giving them proliferation, self-renewal and lack of 
differentiation. Several studies have demonstrated the role of embryonic transcription factors 
composing the core network of pluripotency (OCT4, NANOG and SOX2) and membrane 
markers (SSEA1 and SSEA3) in carcinogenesis, but there is few data in AML. In order to 
identify the functional role of the embryonic markers in AML, an evaluation of their 
expression in haematopoietic and leukemic cells CD34+ compartments was carried out. Their 
overexpression and involvement in the properties of leukemic cells, suggest that these 
embryonic antigens (especially OCT4), can be used as discriminating markers of residual 
disease as well as a potential therapeutic target. However, the mechanisms of leukemogenesis 
by which embryonic antigens are involved remain to be elucidated. 

Keywords: Acute Myeloid Leukemia, Leukemic Stem Cells, embryonic markers, residual 
disease, differentiation, proliferation, therapeutic target. 

 


