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AGM:
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ATRA:
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HbF:
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HEK293:

ICAM:
IMBFS:
IL:
I-SMAD:
KLF4:
LAM:
LIF:

Lin:
LMC:
LTC-IC:
LT-CSH:
MH:
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Anémie de Blackfan-Diamond

Acide désoxyribonucléique

Aorte, gonade, mésonéphros

Anémie de Fanconie

Acide ribonucléique messager

Ataxia Telangiectasia mutated protein-kinase
all-trans retinoic acid

Burst forming unit-Erythroid

Bone morphogenic protein

Cord-blood (sang de cordon ombilicale)
Cluster de différenciation
Cyclin-dependent kinase
CCAAT/enhancer-binding protein-«
Colony Forming unit-Erythroid
Progéniteur lymphoide commun
Progéniteur myéloide commun

Cellule souche hématopoiétique
Cellules souches et progéniteurs hématopoiétiques
Cellule souche mésenchymateuse

ADN méthyltransférase

Dishevelled

Progéniteur érythro-mégakaryocytaire
Epithelial-mesenchymal transition
Erythropoiétine

Estrogen responsive element

Cellules souches embryonnaires
Fragment constant

Foie fetal

Frizzled

Granulocyte colony-stimuling factor
Granulocyte-macrophage colony-stimuling factor
Progéniteur granulo-monocytaire
Glycogensynthetase kinase

Histone acéthyltransférase
Hemoglobine foetale

Histone désacétylase

Human embryonnic kidney 293
Molécule d'adhésion intercellulaire
inherited bone amrrox failue syndromes
Interleukine

Inhibitory-SMADs

Krueppel-like factor 4

Leucémie aigué myéloide

Leukemia inhibitory factor

Lineage

Leucémie myéloide chronique
Long-Term Culture-Initiating Cell
Cellule souche hématopoiétique a long-terme
Mad homology
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Résumé

Les érythrocytes (globules rouges, GR) transportent le dioxygéne (via I’hémoglobine) des
poumons aux tissus de l’organisme. Leur production est assurée par des cellules souches
hématopoictiques (CSH), garantes des cellules constituants le sang. Chez I’adulte, 1’érythropoicse
(processus qui aboutit a la production d’érythrocytes) a lieu en continu dans la moelle osseuse pour
produire au quotidien environ 10 érythrocytes. C’est de loin le plus haut rendement de production
cellulaire du corps humain. Ce processus est finement régulé par une balance prolifération versus
différenciation et peut s’adapter aux besoins de 1’organisme. Cependant, le moindre défaut de
régulation peut aboutir progressivement a des désordres érythroides (anémies, polyglobulies, voire
a des transformations leucémiques).

Le gene CXXCS5 (alias RINF, Retinoid-Inducible Nuclear Factor), a été découvert en 2009
comme une cible directe des rétinoides nécessaire a la granulopoiése. En effet, des expériences
d’invalidation par ARN interférence ont démontré que 1’expression de ce facteur était essentielle a
la différenciation granulocytaire terminale des cellules hématopoiétiques aussi bien normales
(progéniteurs hématopoiétiques humains CD34" cultivés en présence de G-CSF) que leucémiques
(lignée NB4 traitée par I’ATRA, Acide Rétinoique tout-trans). Ce géne est localisé en 5931, une
région fréqguemment sujette a des délétions chromosomiques dans des hémopathies malignes. Il
code un facteur chromatinien possédant un motif a doigt de Zinc de type CXXC, retrouvé conservé
avec plusieurs modulateurs épigénétiques importants. Toutefois, la contribution fonctionnelle de
RINF sur la maturation ou I’engagement des progéniteurs vers d’autres lignages hématopoiétiques,
n’avait pas été¢ déterminée.

Mes travaux de thése ont démontré I’implication de RINF dans 1’érythropoi¢se humaine par
I’intermédiaire d’expériences de pertes et gains de fonction dans des progéniteurs hématopoiétiques
CD34" (de sang de cordon ombilical ou de moelle osseuse) cultivés en présence d’EPO. Nous avons
identifié le mécanisme d’action moléculaire et démontré que SMAD7 (un gene codant un inhibiteur
de la voie de signalisation du TGF-pB) était une cible transcriptionnelle directe de RINF (mis en
évidence par des expériences d’immunoprécipitation de la chromatine, cette cible a été validée sur
des cellules primaires et dans deux lignées érythroleucémiques K562 et UT7). Nous avons
également montré que ce mécanisme d’action est dépendant du TGF-f (par I'utilisation d’un
inhibiteur du TGF-BRI sur des cellules primaires en culture). Ainsi, la perte d’expression du géne
RINF/CXXCS5 au cours de 1’érythropoiése sensibilise les érythroblastes au TGF-f3 et conduit a une
production d’érythrocytes plus restreinte (et contribuerait ainsi in vivo a la cytopénie du lignage
érythroide).

Enfin, la caractérisation phénotypique du modeéle murin génétiqguement invalidé pour le géne
Rinf a été initiée. Mes travaux ont notamment mis en évidence une perte importante de viabilité et
de fertilité des souris Rinf”. L’hématopoiése murine a aussi été explorée. Les résultats préliminaires
nous laissent penser que la régulation de Smad7 par le facteur RINF (mise en évidence dans
I”érythropoiese humaine) s’exerce aussi dans le tissu hématopoiétique murin.

Ce facteur épigénétique pourrait jouer un réle important en modulant (1) les capacités
d’expansion et d’auto-renouvellement des progéniteurs hématopoiétiques, (2) leur sensibilité au
TGF-B (via Smad7) et/ou (3) les processus d’hydroxyméthylation de I’ADN génomique.
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Introduction
1.L’hématopoiése
1.1.1. Généralités sur I'hématopoiése

Chez les mammiferes adultes, les cellules du sang sont générees en permanence dans la
moelle osseuse (MO). Cette production assure le maintien quotidien et tout au long de la vie,
du trés grand nombre de cellules dont I’organisme a besoin. Ce processus constant de
production est assuré par une rare population de cellules immatures, les cellules souches et
progeniteurs hématopoiétiques (CSPH). Parmi celles-ci, les CSH (cellules souches
hématopoiétiques) se définissent comme des progéniteurs multipotents (c’est-a-dire, capables
de produire plusieurs types de cellules sanguines) qui, au cours des étapes de prolifération et de
différenciation successives perdent progressivement leur potentiel a générer plusieurs lignages
jusqu’a devenir unipotents. Cette différenciation progressive, appelée hématopoiése, aboutit a
I’obtention de tous les constituants cellulaires du sang comprenant les érythrocytes (globules
rouges ou GR), les mégacaryocytes, les cellules myéloides (monocytes/macrophages et
granulocytes), les cellules dendritiques (CD), les lymphocytes B et T et les Natural Killer (NK)
(Orkin 2000) (Weissman 2000).

Des expeériences in vivo de régénération du systéme hématopoiétique ont montré que
seules les CSH étaient capables, sur le long terme, de générer tous les éléments figurés du sang.
De ces expériences en sont ressorties deux propriétés fondamentales de ces CSH:
L’autorenouvellement et la multipotence (Osawa et al. 1996) (Wagers et al. 2002) (Ema et al.
2005) (Hock 2010).

La capacité d’autorenouvellement se définit par la capacité de ces cellules a maintenir
un pool de CSH indifférenciées via une division symétrique de ces cellules (qui conserve les
propriétés initiales de la CSH mere). La CSH peut également effectuer une division
asymétrique pour s’engager dans un lignage hématopoiétique. Une des deux cellules filles perd
alors sa capacité d’autorenouvellement. Ainsi, les transplantations de CSH d’un individu a un
hote préalablement irradié ont montré qu’une seule CSH était capable de régénérer le systéme
hématopoiétique d’un individu (Smith, Weissman, et Heimfeld 1991) (Osawa et al. 1996).
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La multipotence est, quant a elle, décrite comme la capacité a produire plusieurs types de
cellules (sanguines). En somme, tous les lignages hématopoiétiques du sang proviennent d’une
CSH commune. C’est la raison pour laquelle I’hématopoiese est souvent représentée en une

structure hiérarchique pyramidale au sommet duquel tréne la CSH (Figure 1).

Division symétrique

Division asymétrique

|
90 W

Cellule Natural Lymphocyte T
Killer ympnecy

Lymphocyte B

| N
Granulocyte Cellule
Eosinophile dendritique

Granulocyte Granulocyte

Basophile Neutrophile Monocyte

Erythrocyte Plaquettes

Figure 1: Une représentation schématique I'hématopoiése humaine de |'adulte.
Abréviations:  Cellule souche hématopoiétique & long-terme (LT-CSH), Cellule souche
hématopoiétique a court-terme (ST-CSH), Progéniteur Multipotent (MPP), Progéniteur Myéloide
Commun (CMP), Progéniteur Erythro-Mégakaryocytaire (EMP), Progéniteur Granulo-Monocytaire
(GMP), Progéniteur Lymphoide Commun (CLP). Adapté de Larsson et al. 2005, Notta et al. 2016, Tusi
2018, Blank et Karlsson 2015.
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Lors de divisions asymétriques, la CSH perd petit a petit sa capacité
d’autorenouellement, c’est-a-dire sa capacité de maintien du nombre de CSH. Il est ainsi
possible de discriminer les CSH a court terme, ST-CSH (short-term hematopoietic stem cell)
des CSH a long terme (LT-CSH), capables de se greffer et de maintenir une hématopoiése

humaine chez la souris plus de 12 semaines apres transplantation (Benveniste et al. 2010).

1.1.2. Méthodes d’étude de la CSH humaine et murine

Les progres dans 1’étude de la caractérisation phénotypique et fonctionnelle des CSH et
autres précurseurs ont fait du systeme hématopoiétique un paradigme de la biologie des cellules
souches (Orkin et Zon 2008) (Rowe et al. 2016). Ces avancées ont essentiellement débuté par
I’étude du modéle murin (Till et McCulloch 1961) dont I’hématopoiése s’est avérée trés proche
de I’hématopoie¢se humaine bien que les marqueurs de surface utilisés pour la caractérisation

des progeéniteurs soient sensiblement différents.

La CSH étant assez rare, 50.000 & 200.000 CSH chez ’homme (Lee-Six et al. 2018)
contre 17.000 chez la souris (LT-CSH) (Busch et al. 2015). La cytométrie en flux (Fluorescent
Activated Cell Sorting), une technique basée sur la reconnaissance de marqueurs de surface
membranaire propres a ces cellules permet d’isoler des populations enrichies en CSH. Il faut
cependant garder a ’esprit que seule une expérience fonctionnelle permet de caractériser une
CSH, ou I’on peut mettre en évidence ses propriétés qui la définisse; sa capacité
d’autorenouvellement et de multipotence. Ainsi, les véritables CSH sont capables de
proliférer en culture en absence de facteur de croissance sur une couche de cellules stromales,
ou de reconstituer une hématopoiése humaine chez la souris irradiée. Cette derniére
propriété est appelée la méthode LTR (long-term reconstitution). De nos jours cette technique
est la plus fiable et permet d’identifier une CSH ainsi que d’étudier sa capacité¢ de multipotence

et d’autorenouvellement.

Historiquement, les marqueurs de surface utilisés pour 1’étude de la CSH humaine
étaient le CD34 (CD pour cluster de differenciation) (Bhatia et al. 1997) et 1’absence de
marqueur de surface CD38 (exprimeé chez certaines cellules immunitaires) ainsi que 1’absence
de marqueur de surface d’engagement hématopoiétique (appelé lin- pour lineage negative) tel

que le CD235A (appelé aussi GPA pour glycophorine A) et le CD233 (appelé aussi band3),
16



caractéristiques des cellules érythroides, le CD3, CD19, CD8 pour les cellules lymphoides et le
CD14, CD15 et le CD33 pour le lignage myéloide. Toutefois, les cellules triées de la sorte sont
encore hétérogénes et partagent des mémes marqueurs de surface avec d’autres progéniteurs
hématopoiétiques et les prises de greffe ne depassent pas 1% chez la souris. Plus réecemment,
I’identification d’autres marqueurs tels que I’exclusion du CD45RA, la présence du CD49f et
du CD90 ont permis de mieux distinguer ces CSH (Notta et al. 2011) permettant leur étude in

Vivo et in vitro.

Les cellules souches hématopoiétiques murines sont appelées LSK (Lin", Sca-1", c-
Kit"), Lin pour Lineage negative (méme principe de discrimination des lignages
hématopoiétiques humains dont les marqueurs sont par exemple le Grl, marqueur des
granulocytes, CD19 et B220 marqueur des cellules lymphocytes B, CD3 marqueurs des
lymphocytes T ou le ter119 marqueur des cellules érythroides) (Adolfsson et al. 2001) (Kiel et
al. 2005). Les études fonctionnelles des LSK ont été plus facilement réalisées chez la souris du
fait que la capacité de reconstitution du systeme hématopoiétique apres greffe de CSH entre
souris (allogreffe) est plus persistante qu’avec un greffon humain transplanté chez une souris

préalablement irradiee (xénogreffe).

La distinction LT-CSH/ST-CSH murines peut se faire en ajoutant le marqueur CD150
(marqueur SLAM) (Tornack et al. 2017), le marqueur CD34 (Osawa et al. 1996), les marqueurs
FIk-2/FIt3/CD135 (Christensen et Weissman 2001) (Yang et al. 2005). Ainsi, les LT-CSH
murines sont capables de se maintenir et de renouveler le systeme hématopoiétique tout au long
de la vie de la souris greffée et peuvent méme étre regreffées successivement dans une autre
souris receveuse. Les différents marqueurs de surface des progéniteurs hématopoiétiques

murins sont regroupés dans le tableau 1 ci-dessous.

Phénotype des marqueurs de surface
. = ] ————
LT-CSH Adolfsson et al. (2001)

Tableau 1: Différents marqueurs de |'étude de la LT-CSH murine
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1.1.3. Hiérarchie de différenciation des CSH

Les ST-CSH progressent en progéniteurs multipotents appelés MPP (Multipotent
Progenitor), qui ont un haut potentiel de prolifération mais qui n’ont plus la capacité de
s’autorenouveler a I’identique comme les CSH. De récentes preuves expérimentales ont montré
que la population de MPP est une population encore hétérogene: bien que multipotente, une
fraction de ces MPP serait déja engagee vers une voie de différenciation préétablie (myéloide
ou lymphoide). Il est suggéré que les différents MPP sont produits par différenciation des ST-
CSH suivant le besoin hématopoiétique (Pietras et al. 2015). Le MPP peut ensuite s’engager
dans le lignage myéloide en générant un Progéniteur Myéloide Commun (CMP) ou dans le
lignage Lymphoide en générant un Progéniteur Lymphoide Commun (CLP). Ensemble, ces
deux progéniteurs peuvent générer toutes les cellules matures du systeme hématopoiétique. Le
CMP engendre des progéniteurs érythro-mégakaryocytaire (EMP) capables de s’orienter dans
le lignage érythroide ou mégacaryocytaire, les progéniteurs Granulo-monocytaires (GMP) sont

capables de s’orienter dans le lignage granulocytaire et/ou monocytaire.

Lin
Sca-1*
CD150+ -

CD34*

cD38

! CD45RA-

Lin® CD49f*

- Sca-1* | cpao+
ST-CSH "7 . ),
cp1s0-

Lin
CD34*

MPP =, (D38
CDA5RA"
J cDaof

Murin / Humain

/ : qur
tin- CMP i Lin cLp Lin-
Sca-l sz, (D34 Sca-1° f N\ CD34*
ckit* ((Sh5gy CD38" kit | cp3s
FeyR \:ﬂ;;/ CD10 IL7Rau+ - cD10*
D34 CDA5RA cD34* CD45RA’
/ \CD123*
EMP GMP
Lin® e Lin- Lin® _—_ Lo
Sca-1" ; cD34 Sca-1" (0 cD34*
ckit+ | 7. cp3s* c-kit* \\' =F.) cD3g*
FyR® —  cp1o FyReY  ~ cp1o
CD34* CD45RA-  CD34+ CD45RA*
cD123 CD123+

Figure 2: Exemple de panels de marqueurs de surface utilisés pour I'analyse des
HSPC humain et murin.
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1.1.4. Vers une redéfinition du modéle de 'hématopoiese

Des découvertes récentes suggerent que la représentation conventionnelle exposée en
Figure 1 serait moins strictement compartimentée qu’on ne le pensait. Ainsi, et de maniére
intéressante, on observe que les cellules dendritiques peuvent dériver aussi bien d’'un GMP que
d’un CLP (Geissmann et al. 2010). Tout comme les mégacaryocytes qui pourraient également
dériver directement d’un progéniteur mégakaryoblastique unipotent dont le profil d’expression
génique serait semblable a celui des CSH (Yamamoto et al. 2013) (Haas et al. 2015) (Notta et
al. 2016).

Le seul traitement efficace a I’heure actuelle pour de nombreuses maladies congénitales
et acquises liées au sang est la greffe de cellules souches hématopoiétiques. Ce besoin a
poussé la recherche a etudier la CSH dans le but de déterminer si des facteurs clés de régulation
de ces cellules permettraient de les reprogrammer et ainsi agir sur les propriétés de la cellule
souche (multipotence et autorenouvellement). Les travaux de Takahashi sur les IPSC (Induced
Pluripotent Stem Cells) (K. Takahashi et Yamanaka 2006) puis notamment ceux de Kim (Kim
et al. 2011) sur la reprogrammation des progéniteurs ont ouvert de nouveaux champs d’actions
et de connaissances sur la plasticité cellulaire. 1l semblerait que le schéma de hiérarchie de
I’hématopoiese le plus proche de la réalité serait davantage ressemblant a un modéle ou de la
CSH a la cellule hématopoiétique mature, les progéniteurs seraient dans un état transitoire, non
stable, acquérant graduellement le phénotype d’engagement hématopoiétique d’un lignage
donné. De ces observations, le modéle de Waddington (Figure 3) propose une représentation
de cette hiérarchie via une représentation d’un paysage dynamique dans lequel la différenciation
hématopoiétique serait favorisée vers un lignage donné pour subvenir a des besoins spécifiques
de I’organisme selon le besoin (stress cellulaire, infections, anémie...). (Pina et al. 2012)
(Macaulay et al. 2016) (Pour revue (Haas, Trumpp, et Milsom 2018)) (Tusi et al. 2018).
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Figure 3: Un modele alternatif de I'hnématopoiése. Représentation schématique d'un
modele d'hématopoiése continu, dérivé du modele de Waddington. Les CSH ne passeraient pas par des
états intermédiaires stables (MPP, CMP, CLP...) mais acquerriraient des caractéristiques spécifiques
des lignages de facon continue. Dans un tel modeéle, les stades de développement en aval des CSH, tels
que les MPP ou les CMP, ne représentent pas des types de cellules distincts, mais devraient plutot étre
considérés comme des états transitoires dans le continuum des CSPH. adapté de (Haas, Trumpp, et

Milsom 2018)

20



1.2.1. Les étapes principales de I'hématopoiéese et ses
différents sites de développement

Aussi bien chez la souris que chez I’homme, I’hématopoicse se déroule en trois vagues
successives au cours desquelles, le foie feetal (FF), le thymus et enfin la moelle osseuse (MO)
sont séquentiellement colonisés par la mise en place du systeme vasculaire (Cumano et Godin
2007). Les deux premieres vagues générent des progéniteurs aux capacités de différenciation
et de maintien limité, permettant dans un premier temps de fournir rapidement des cellules
matures pour subvenir aux besoins immédiats de ’embryon. C’est lors de la derniére vague
d’hématopoiése qu’apparaissent les premieres CSH capables de maintenir une hématopoicse

soutenue sur le long terme.

La premiére vague d’hématopoic¢se est appelée hématopoiese « primitive », elle est
générée dans le sac vitellin (SV) sous forme d’flots sanguins a partir d’un tissu partageant des
caractéristiques communes entre les cellules hématopoiétiques et des cellules endothéliales. Ces
premieres cellules hématopoiétiques sont essentiellement des progéniteurs a potentiel
érythroide, myéloide et mégacaryocytaire et ne produisent pas de cellules lymphoides ni de
cellules partageant des caractéristiqgues communes aux CSH (James Palis 2014). La seconde
vague d’hématopoicse possede un potentiel intermédiaire et est composée de EMP (McGrath,
Frame, et Palis 2015).

C’est au niveau de ’AGM (organe en développement composé de 1’association de
’aorte, des gonades et du mésonephros) que la derniére vague d’hématopoiese a lieu. Elle est
appelée hématopoiése définitive, car c’est le siege d’apparition des CSH. Celles-ci sont formées
au niveau du plancher aortiqgue (Cumano et Godin 2007) et au niveau d’autres vaisseaux
artériels embryonnaires. Cette formation longtemps sujette a débat a été démontrée par les
travaux de Jaffredo et al. qui mettent en évidence dans I’embryon de poulet que la CSH est
produite par transition d’une cellule endothéliale du plancher aortique en cellule
hématopoiétique (Jaffredo et al. 1998). Cette transition est appelée Transition Endothélio-
Hématopoiétique (TEH).

La mise en place de la circulation sanguine libere une pression telle que ces CSH
bourgeonnantes sont décollées du plancher aortique, propulsées dans la circulation vasculaire
et vont coloniser d’autres organes tels que le FF ou le thymus. C’est dans le FF (ainsi que le
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placenta humain) qu’a lieu I’expansion des CSH permettant d’assurer I’hématopoicse définitive
(apres colonisation de la MO) (Figure 4).
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Figure 4: Emergence et capacité des trois vagues d’hématopoiese et les sites
successivement colonisés au cours du développement embryonnaire de la souris
(D’apres (Yoder 2014))
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Figure 5: Les différents sites d’'hématopoiése au cours du développement
embryonnaire et au long de la vie de I'homme.
D’aprés Michal Komorniczak, medical illustrations
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La MO est le siege de I’hématopoiese adulte et est considérée comme la « niche » des
CSH. Ce terme a été décrit en 1978 comme un microenvironnement spécialisé permettant de
préserver les propriétés de la CSH (propriété de maintien seulement) (Schofield 1978). Depuis,
les recherches sur I’environnement médullaire ont montré que les CSH étaient régulées
notamment par des chimioquines, cytokines, hormones, vitamines et interactions cellulaires

présentes dans la cavité osseuse.

Ces CSH sont régulées par nombre de cellules coexistantes dans la niche
hématopoiétique, telles que les Cellules Souches Mésenchymateuses (CSM), progéniteurs
capables de se différencier en ostéoblastes, chondrocytes, adipocytes et cellules stromales
(Frenette et al. 2013). Ces cellules apportent de nombreux facteurs indispensables a la survie,
prolifération, maintien, rétention et différenciation des CSH tels que le Stem Cell Factor (SCF)
et le chimio-attractant CXCL12 (Calvi et al. 2003) (Sugiyama et al. 2006) (Ding et al. 2012)
(Greenbaum et al. 2013).

Au sein de cette niche, des cellules hématopoiétiques prennent également en charge la
régulation des CSH comme les mégacaryocytes, macrophages et lymphocytes T cytotoxiques.
Par exemple, les mégacaryocytes seraient en partie responsables du contréle de la quiescence
des CSH via la sécrétion de CXCL4 (Bruns et al. 2014) et la production de TGF-B1 (Meng Z
et al, 2014) (détaillé dans la partie TGF-3 et CSH).

Les LT cytotoxiques peuvent produire de I’interféron gamma (IFNYy) en cas d’attaque
du systéme immunitaire, permettant aux CSM de sécréter a leur tour de I’IL6 induisant les CSH
dans la différenciation myéloide par répression de RUNX1 et de CEBPa (Schirch, Riether, et
Ochsenbein 2014).

Les macrophages (CD169%) ont aussi un r6le vital au sein de la niche. En plus de
participer a la différenciation érythroide terminale (voir partie Tlot érythroblastique, page 27)
ils participent aux capacités de maintien des CSH a long terme (Kaur et al. 2018).

En plus de la coopération des cellules du systeme hématopoiétique et des CSM, le

systéme nerveux central (CNS) a aussi un réle dans le maintien de la niche hématopoiétique.
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Les nerfs synaptiques établissent des connexions avec les CSM et secretent avec un rythme
circadien (dépendant du cycle de la journée) de la noradrénaline et de la norépinéphrine
permettant de contréler la production de CXCL12 et ainsi participer au maintien des CSH
(Méndez-Ferrer et al. 2008) (Méndez-Ferrer et al. 2010).

Les hormones telles que les cestrogénes peuvent également affecter la CSH. La CSH
exprime le Récepteur aux Estrogénes (ERa), ayant un impact positif sur I’auto-renouvellement
des CSH et I’érythropoiése notamment pendant la période de grossesse (Nakada et al. 2014)

(pour revue (Heo et al. 2015)).

Pour finir, des vitamines ou dérivés des vitamines tels que ’acide rétinoique (dérivé
actif de la vitamine A) ont également un réle sur la CSH. Dans une étude récente, 1’acide
rétinoique a un effet de maintien du pool de CSH, en induisant leur quiescence (Cabezas-
Wallscheid et al. 2017). De méme, la vitamine C régulerait la capacité des HSC/MPP par un
effet similaire (Agathocleous et al. 2017) (Cimmino et al. 2017).
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Figure 6: Schéma des interactions avec les CSH dans la niche hématopoiétique.
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Le maintien du pool de CSH, est finement régulé par un subtil équilibre entre
prolifération, quiescence et différenciation. Il est orchestré par un réseau de facteurs de
transcription comprenant des génes essentiels au développement du systéme hématopoiétique.
Les facteurs de transcription les plus importants permettant 1’hématopoic¢se primitive (mais
aussi le développement du mésoderme et des cellules endothéliales) sont Stem Cell
Leukemia/T-ALL 1 (SCL/TAL-1), LIM domain only 2 (LMO2) et Friend leukemia integration
1 (FLI1/ERG). Les souris génétiquement invalidées pour ces genes provoquent une létalité
embryonnaire due a une absence compléte de cellule hématopoiétique et également des défauts
de formation de cellules endothéliales montrant ainsi une connexion proche entre ces deux
tissus (Shivdasani, Mayer, et Orkin 1995) (N. K. Wilson et al. 2009) (Landry et al. 2009).

Deux facteurs de transcription responsables de la génération et du maintien de
I’hématopoiese définitive sont les deux facteurs de transcription Runt-Related Transcription
Factor 1 (RUNX1), et GATA2. Chez la souris, la délétion d’un de ces deux génes entraine une
mort embryonnaire, sans apparition de CSH et avec un FF séverement anémique a E12.5 et
E10.5 respectivement, alors que la biopsie de ces souris révéle que la vasculogenese et

I’hématopoiese primitive s’établissent normalement (Tsai et al. 1994) (Q. Wang et al. 1996).

GATAZ2 semble un facteur primordial a la CSH puisque son invalidation conditionnelle,
tissu spécifique chez la souris (grace a un promoteur Vav exprimé dans les cellules
hématopoiétiques et un autre promoteur Vec pour Vascular Endothelial Cadherin, exprimé
uniquement dans les cellules endothéliales) a montré que GATA2 n’était pas seulement
nécessaire pour la TEH et la génération de CSH mais aussi indispensable pour le maintien de
la CSH elle-méme, au cours de la vie d’un étre vivant (de Pater et al. 2013). D’autres travaux
ont également souligné I’importance cette fois de I’expression de GATA2, dont 1’haplo-
insuffisance et la surexpression abrogeaient les principales fonctions de la CSH (Ling et al.
2004) (Guiu et al. 2013).

La combinaison des analyses fonctionnelles de ces facteurs de transcription et certaines
technologies telles que I’immunoprécipitation de la chromatine ChIP combinée au whole-
genome sequencing (ChlIP-seq), ont montré une interaction entre 1’heptade de facteur de
transcription:SCL, Lymphoblastic leukemia-1 (LYL1), LMO2, GATA2, RUNX1, ERG et FLI1
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ainsi que la mise en évidence d’un complexe protéique entre 4 facteurs clés GATA2, RUNXI,

SCL et ERG capables de se lier a I’ADN (Nicola K. Wilson et al. 2010) (Figure 7).

Les travaux de Wilson et les techniques modernes de ChIP-seq ont apporté de nouvelles
connaissances sur la régulation de I’hématopoiése par les facteurs de transcription, comme leur
régulation par les enhancers (régions regulatrices de la transcription qui peuvent étre situées a
distance des promoteurs des génes et du site d’initiation de la transcription), mais egalement

par I’intervention d’enzymes et protéines de modulation de la chromatine (Goode et al. 2016).

[ [ ]

Figure 7: Schéma des facteurs de transcription de I'heptade lié a ’ADN

Le schéma représentatif de I’héptade Runx1, Scl, Lyll, Lmo2, Gata2, Flil, Erg. D’aprés (Wilson et al.
2010)

D’autres facteurs de transcription ne faisant pas partie de 1’heptade ont aussi paru comme
nécessaire a I’hématopoiése, tout comme HOXB4 (Antonchuk, et Humphries 2002) et BMI1
(Rizo et al. 2008). Les études portées sur ces protéines ont révélé leur importance en tant que

régulateurs positifs de 1’autorenouvellement des CSH.
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2.L’érythropoiese

2.1. Préambule et définition

L’érythropoiese est finement régulée par un processus de prolifération et celui de la
différenciation (deux processus conjoints). Elle débute au stade du progéniteur érythroide le
plus immature (le EMP) et aboutit a la production d’érythrocytes (globules rouges, GR). Le
réle principal des érythrocytes est le transport du dioxygeéne (via I’hémoglobine) des poumons
aux tissus de I’organisme. Le globule rouge constitue 99% des cellules des vaisseaux sanguins
et 80% des cellules totales de ’organisme. Environ, 2,5.10 globules rouges sont nécessaires
pour assurer I’oxygénation constante des tissus. Malgré une longue demi-vie (100 a 120 jours),
1% de GR ont besoin d’étre renouvelés chaque jour. Ainsi, I’érythropoicse a lieu en continu
pour produire au quotidien environ 10! érythrocytes. C’est de loin le plus haut rendement de
production cellulaire du corps humain. Il peut s’adapter en fonction des besoins de I’organisme,
cependant le moindre défaut de régulation ou blocage peut aboutir progressivement a une

anémie, a des syndromes myéloprolifératifs ou a une transformation leucémique.

L’érythropoiése est schématiquement divisée en deux phases: une phase de prolifération
des progéniteurs érythroides, appelée érythropoiése précoce, et une phase de différenciation

des précurseurs érythroides, appelée érythropoiese tardive.

Erythropoiése précoce Erythropoiése tardive @

Erythrocyte

Erythroblaste  Erythroblaste  Erythroblaste
BFU-E CFU-E Proérythroblaste Basophile polychromatophile acidophile Réticulocyte

Figure 8: Schéma de la différenciation érythroide. Une CFU-E (colony forming-unit
erythroid) donne deux proérythroblastes (Pro-E), donnant deux érythroblastes basophiles | (appelés
baso 1), qui donnent a leur tour deux érythroblastes basophiles Il (baso Il), qui donnent deux
érythroblastes polychromatophiles (Poly-E) suivit de deux érythroblastes acidophiles (Acido-E).
Chacun de ces deux erythroblastes acidophiles deviennent ainsi un réticulocyte (par expulsion du noyau
condensé) et est ensuite libéré dans la circulation sanguine. Ainsi, chez I’homme, une CFU-E donne
environ 64 érythrocytes.
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Le premier progéniteur érythroide identifié ex vivo est la BFU-E pour Burst Forming
Unit-Erythroid. Ce progéniteur différencie progressivement en CFU-E (Colony Forming
Unit-Erythroid). Ces deux progeniteurs ont été initialement décrits comme étant capables de
donner des colonies exclusivement érythroides en méthylcellulose (milieu semi-solide
supplémenté en facteurs de croissance). La BFU-E est composée d’amas « explosés » (Burst)
de colonies généralement concentriques appelées CFU-E. La Figure 9 montre une photo

macroscopique d’une BFU-E et d’une CFU-E.

BFU-E CFU-E

Figure 9: Photo macroscopique d’une BFU-E et d’'une CFU-E observée en milieu
semi-solide. Les BFU-E (Burst forming Unit-Erythrod) sont composées d’amas de CFU-E
(Colony Forming Unit-Erythroid) ressemblant a de petites grappes de raisin, composées de 8 a
64 érythrocytes (moins de 100 érythrocytes). D apres (J. Palis et al. 1999)

Bien que ces deux progeéniteurs ne soient pas distinguables morphologiquement,
I’observation en milieu semi solide a d’abord permis de les identifier chez la souris (Heath et
al. 1976) (C. J. Gregory 1976) puis chez I’humain (Gregory et Eaves, 1977). Chez I’humain,
les BFU-E terminent leur différenciation et sont observables en méthylcellulose aprés 12 a 20
jours (6 a 12 jours chez la souris) contre 7 a 9 jours (1 a 3 jours chez la souris) pour les CFU-
E. II est important de noter qu’une colonie CFU-E, lors de son observation est composée de la
progénie mature d’une CFU-E, c’est a dire uniquement d’érythrocytes. La colonie dite CFU-E
contient environ 64 érythrocytes. Les analyses par comptage de colonies en milieu semi-
solide sont des analyses rétrospectives, ou le contenu observé a un instant t est le résultat
de différenciation d’un nombre de progéniteurs plantés a un instant x. Il est possible
aujourd’hui d’analyser ces progéniteurs en temps réel via la cytométrie en flux par distinction

de leurs marqueurs de surface cellulaire.
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En se différenciant, la BFU-E gagne progressivement des marqueurs de surface de
maturation érythroide comme le CD36 puis le CD71 (récepteur de la transferrine), tout en
perdant des marqueurs de surface et récepteurs propres aux progéniteurs tels que le récepteur a
I’interleukine 3 (IL3R) ou encore le CD34. Ainsi, chez I’humain, une BFU-E est caractérisee
comme étant CD45" (marqueur pan leucocytaire), GPA™ (glycophorine A), IL3R", CD34",
CD367, CD71'", tandis que les CFU-E sont CD45*, GPA", IL3R", CD34", CD36", CD71"9",
Ainsi, ces deux précurseurs se distinguent principalement par 1’expression du CD34, du CD36
et du CD71 (J. Li et al. 2014). La caractérisation des marqueurs de surface de ces progeniteurs
a été dans un premier temps établi chez la souris (Terszowski 2005), ou certains marqueurs de
surface divergent quelque peu de I’humain. Ainsi, les CFU-E sont caractérisées comme étant
Lin,, c-Kit", Sca-1°, CD45, IL-7Ra, ter119, CD41°, CD71". La BFU-E se distinguant ici de la
CFU-E par le CD45 qui est positif pour la BFU-E.

Dés 1977, Gregory et Eaves ont confirmé qu’il existait deux types de BFU-E donnant
des burst en méthylcellulose de taille plus ou moins large (dépassant méme le centimétre) et
ayant donc un potentiel de prolifération différent (J. Wang et al. 2018) (Connie J Gregory et
Eaves, s. d.). Ainsi, ces BFU-E sont appelées BFU-E Early pour les BFU-E les plus immatures
(& plus grand potentiel de prolifération) et BFU-E Late pour les BFU-E les plus matures. Bien
que certains travaux aient cherché a mieux caractériser ces deux types de BFU-E (Gao et al.
2016) sur la base de la distinction d’un récepteur de surface TGF-BRIII, d’autres travaux sont

encore nécessaires pour parfaire cette identification.

Si la BFU-E est considérée comme un précurseur capable de se maintenir et de proliférer
sous I’influence de facteurs extérieurs (TGF-B, Glucocortidoides, ...) (Flygare et al. 2011)
avant de donner une CFU-E, la CFU-E et sa progénie effectuent des divisions trés restreintes et

déterminées, moins dépendantes des facteurs extérieurs.
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Le facteur clé permettant la différenciation, I’expansion et I’apoptose des CFU-E est
I’érythropoiétine (EPO) (Agoram et al. 2009). Les autres stades de différenciation ne sont plus
dépendants de I’EPO, compte-tenu de la perte de 1’expression du récepteur a I’EPO lors des
stades de différenciation terminale (H. Wu, Liu, et al. 1995) (Kieran et al. 1996) (Lin et al.
1996).

L’érythropoiése tardive (c’est-a-dire, la maturation terminale de 1’érythropoiése) est
assurée dans le foie feetal et dans la moelle osseuse (également dans la rate en cas
d’érythropoiese de stress chez la souris). Elle est assurée par des unités appelées Tlots
érythroblastiques constitués de macrophages entourés d’érythroblastes a différents stades de
maturation. Ces macrophages sont nécessaires & la maturation terminale des érythroblastes
comme pour le processus d’énucléation des érythroblastes acidophiles afin de devenir des
réticulocytes ou encore «hématies » (Chasis 2006). La suppression des macrophages
lprovoque une anémie embryonnaire létale chez la souris (lavarone et al. 2004). De plus, la
découverte de molécules d’adhérences communes a la surface des macrophages et des cellules
érythroblastiques telles que Emp souligne leur interaction. Des expériences de transfection
permettant 1’expression de Emp a la surface de cellules d’une lignée HeLa induisent une
adhérence des érythroblastes a ces cellules. Ces travaux ont aussi montré que cette interaction
avec les macrophages empéche 1’apoptose des érythroblastes (Hanspal, Smockova, et Uong
1998), démontrant ainsi le r6le primordial du macrophage dans la maturation érythroide. La

figure 10 représente le schéma ainsi que la photo d’un ilot érythroblastique.

par la perte de Rb (rétinoblastome), un facteur dépendant de Id2 et empéchant alors I’activité transcriptionnelle
de PU-1, un géne majeur de la maturation et de I’engagement des macrophages,
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CD169+

Erythroblastes

La Figure 10: Schéma (gauche) et image (droite) d’un filot érythroblastique.
Tous les stades de maturation des cellules érythroides sont visualisés autour d’un macrophage
qui accompagne et assure la différenciation des érythroblastes dans la MO.

La CFU-E se différencie en deux Proérythroblastes (ProE), les premiers précurseurs
distincts morphologiquement de la BFU-E, de la CFU-E et des progéniteurs hématopoiétiques.
A la suite de 4 mitoses, le proérythroblaste humain générera 16 réticulocytes. Au cours de ces
dernieres étapes de maturation, les érythroblastes subissent une réorganisation du noyau, la
condensation de la chromatine, la disparition des nucléoles, 1’arrét du cycle cellulaire et donc
une diminution de la taille des cellules. Ces étapes étant caractérisées aussi bien
morphologiquement que moléculairement, quatre stades sont distingués lors de cette maturation
terminale: le proérythroblaste donnant deux érythroblastes basophiles I (appelés baso 1),
qui donnent a leur tour deux érythroblastes basophiles Il (baso II), qui donnent deux
érythroblastes polychromatophiles (Poly-E) suivis de deux érythroblastes acidophiles
(Acido-E). Chacun de ces deux érythroblastes acidophiles deviennent ainsi un réticulocyte (par
expulsion du noyau condensé) et est ensuite libéré dans la circulation sanguine. Le noyau

expulsé, appelé pirénocyte est phagocyté par le macrophage de 1’ilot érythroblastique.
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2.3.1. Caractérisation de I'érythropoiese tardive humaine

Ces derniers stades de maturation sont ainsi observables au microscope a partir de lames
de frottis (ou cytospin) et colorées au May-Griinwald-Giemsa (MGG), un mélange de trois
colorants contenant de 1’éosine (colorant acide), du bleu de méthyléne et de 1’azur de méthyléne
(colorants basiques). Cette coloration permet d’apprécier la condensation du noyau au cours
des différents stades de maturation, ainsi que 1’acidification du cytoplasme au cours de la
synthése de ’héme et de I’hémoglobine. Ainsi, de la BFU-E a 1’érythroblaste basophile, le
cytoplasme est davantage basique, donc bleuté, possédant quelques vacuoles. Le
polychromatophile comme son nom 1’indique commence a s’acidifier (début de la production
d’hémoglobine) donnant une teinte rose progressive dans le cytoplasme, le noyau étant de plus
en plus condenseé et petit. Quant a 1’érythroblaste acidophile, sa chromatine est trés condensée
(petit noyau) et son cytoplasme rosé. Enfin, I’érythrocyte ne possédant plus de noyau, son

cytoplasme reste rosé.

On peut également analyser et comparer la maturation terminale en cytométrie en flux
via I’analyse des marqueurs de surface présents lors des différents stades de la maturation
érythroide. Les marqueurs de surface CD34 et CD36 ont déja été décrits lors de la maturation
progressive de la BFU-E en CFU-E (page 25). Le CD71 est faiblement exprimé a la surface
des BFU-E, puis trés fortement (nombre de récepteurs) sur la CFU-E et jusqu’au stade E-Poly
et diminue par la suite (Nakahata et Okumura 1994). La glycophorine A (GPA) est exprimée
progressivement du stade Pro-E jusqu’a la fin de la différenciation en réticulocyte. La BAND3
(protéine membranaire échangeuse d’anions) augmente progressivement a partir du stade Baso-
E et I’intégrine-a4 est fortement exprimée au stade Pro-E et diminue progressivement jusqu’a

la fin de la différenciation (Hu et al. 2013).

2.3.2. Caractérisation de I'érythropoiese murine

Chez la souris, les stades de différenciation sont conservés, mais les cycles cellulaires étant plus
rapides, la différenciation a partir de la BFU-E s’effectue sur 7 jours contre 20 chez I’homme.
Pour I’analyse par cytométrie en flux, seule la GPA est remplacée par le Ter119 qui est une

protéine homologue. D’autres marqueurs sont utilisés tels que le CD44 (protéine d’adhésion)
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dont I’expression diminue au cours de la différenciation érythroide a partir de la CFU-E (K.
Chen et al. 2009) (J. Liu, Mohandas, et An 2011).

La cytométrie en flux permettant d’analyser une répartition cellulaire sur au moins deux
axes (abscisse et ordonnée), on peut ainsi suivre une différenciation érythroide avec précision
via I’utilisation de couples de marqueurs de surface tels que le CD34 et le CD36 aux stades
CSPH/BFU-E/CFU-E. On ajoute ensuite le CD71 pour distinguer la BFU-E de la CFU-E, puis
la GPA et enfin I’intégrine-a4 et la band 3 jusqu’a la fin de la différenciation. La figure 11
présente les morphologies des érythroblastes et récapitule 1’expression des principaux

marqueurs de surface analysés au cours de la différenciation érythroide.

Erythroblaste Erythroblaste
BFU-E CFU-E Proérythroblaste Basophile Erythroblaste acidophile

polychromatophile

® 9 o

Figure 11: Distinctions morphologiques et expression de différents marqueurs de
surface au cours de la différenciation érythroide. Le CD34 diminue conjointement a
I’augmentation de I’expression du CD36, entre la transition de la BFU-E & la CFU-E. Le CD71 est
faiblement exprimé a la surface des BFU-E, puis tres fortement (nombre de récepteurs) sur la CFU-E et
jusqu’au stade E-Poly et diminue par la suite. La glycophorine A (GPA) est exprimée progressivement
du stade Pro-E jusqu’a la fin de la différenciation en réticulocyte. La band3 (protéine membranaire
échangeuse d’anions) augmente progressivement a partir du stade Baso-E et I’intégrine-a4 est fortement
exprimée au stade Pro-E et diminue progressivement jusqu’a la fin de la différenciation.
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L’érythropoiése est finement régulée par de nombreux facteurs de croissance assurant
aussi bien le maintien, I’expansion, la maturation et la survie des progéniteurs et précurseurs
érythroides. Une cytokine majeure de cette régulation est I’EPO, une protéine qui est parfois
considérée comme une hormone du fait qu’elle est secrétée par un organe situé a distance (le

rein ou le foie) et régulée suivant le besoin en O (via HIF) (Semenza et Wang 1992).

Les cytokines initialement nécessaires au maintien de la CSH sont indispensables pour
I’érythropoicse, comme c’est le cas du Stem Cell Factor (SCF). D’autres cytokines telles que
la thrombopoiétine (TPO), le Granulocyte-Macrophage Colony-Stimuling Factor (GM-CSF)
et le FLT3L (FLT3 Ligand) ont un role dans 1’érythropoicse. Leur action a un double enjeu,
permettant d’une part I’amplification et le maintien des CSH mais aussi 1’orientation de ces
CSH vers la différenciation mégakaryoblastique (médiée par la TPO) et granulo-
macrophagique (grace au GM-SF et au FLT3L) (Birkmann et al. 1997) (M. Gabbianelli et al.
1995). GMP et EMP ayant un progéniteur commun (CMP), favoriser la différenciation de la

CSH en CMP au détriment du CLP encourage ainsi I’érythropoiése.

Il en va de méme pour des cytokines permettant d’orienter les progéniteurs
hématopoiétiques vers le EMP, comme c’est le cas de I’interleukine-3 (I1L-3), de I’IL-6 et de
I’TL-11 qui, de concert avec le SCF et I’EPO, permettent d’induire une érythropoiése soutenue
a partir de la CSH.

Le stade BFU-E posséde nombre de récepteurs a cytokines ou hormonaux initialement
non hématopoiétiques permettant d’agir sur sa prolifération et sa différenciation. C’est le cas
de I’insuline (Miyagawa et al. 2000). 11 a été démontré que ’insuline et I’IGF-1 (Insulin-like
growth factor) ont une action pro-différenciatrice sur les BFU-E et CFU-E avec une
augmentation du nombre de colonies obtenues en méthylcellulose mais cette fois de plus petite

taille.

La BFU-E a également des récepteurs aux glucocorticoides, (Hattangadi et al. 2011) (L.
Zhang et al. 2013) (H.-Y. Lee et al. 2015). Les glucocorticoides sont des corticostéroides
largement utilisés pour leurs propriétés anti-inflammatoires. Ces récepteurs ont une capacité
d’action en synergie avec ’EPO-R et c-Kit, permettant d’encourager une érythropoiese durable

en maintenant les BFU-E en prolifération (von Lindern et al. 1999). D’autres articles mettent
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également en évidence une synergie d’action entre HIF1a et les glucocorticoides, allant de pair

avec I’hypothése précédente (Flygare et al. 2011).

La BFU-E est également sensible aux cestrogénes. Ces hormones sexuelles, en réprimant
I’activité transcriptionnelle de GATA-1, induisent 1’apoptose des BFU-E ce qui conduit a une
érythropoiese moins efficace (Blobel, Sieff, et Orkin 1995) (Blobel et Orkin 1996). Chez la
souris, des experiences preceptes suggeéraient que les cestrogenes induisaient une anémie. (Fried
et al. 1974). Des études beaucoup plus récentes, indiquent au contraire que des concentrations
physiologiques de cette hormone favoriserait 1’érythropoi¢se murine (Nakada et al. 2014) et
humaine (H.-R. Kim et al. 2016).

Il a également été montré que certaines cytokines inflammatoires agissent négativement
sur 1’érythropoi¢se comme c’est le cas du Tumor Necrosis Factor-a (TNFa) (Johnson et al.
1989), le TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) (Sing et al. 1989) ou bien I’IFNy
(Interferon y) qui déclenchent I’apoptose des CFU-E via une interaction avec la voie Fas/FasL
(Dai et al., 1998) empéchant la synthése d’EPO et sa signalisation anti-apoptotique (Vannucchi
et al. 1994).

D’autres cytokines telles que le TGF-B1 ainsi que d’autres membres de la
superfamille du TGF-p ont également un role important dans 1’érythropoiese (Zermati et al.
2000) en agissant en tant qu’agents pro-différenciants et antiprolifératifs. Le TGF-B1 en
traitement chronique, méme a tres faible dose, provoque des anémies sévéres chez la souris (K.
L. Miller et al. 1992).

Dans la partie suivante, nous aborderons dans un premier temps le réle du SCF, de I'EPO

et de leurs voies de signalisation mises en jeu.
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2.5.1. Cas du Stem Cell Factor et de I'Erythropoiétine

Le Stem Cell Factor
Le Stem Cell Factor (SCF) est une cytokine majeure de maintien des CSH, des BFU-E

et des CFU-E. Il est également produit par des cellules hématopoiétiques matures telles que les
mastocytes et NK, rendant plus difficile certains traitements ou greffes de CSH conférant ainsi
une réponse pro-inflammatoire non désirable (Uoshima et al. 1995). Il est produit par les
cellules stromales de la niche hématopoiétique et son récepteur est le récepteur c-Kit. Le SCF
existe sous deux isoformes produites par épissage alternatif de son ARNm, une forme soluble
clivée lors de la maturation traductionnelle de la protéine, ainsi qu’une forme insoluble
possédant un site transmembranaire. La forme insoluble est la forme la plus importante (Hsu et
al. 1997), la forme insoluble ne se fixant au récepteur c-Kit que transitoirement, amenant méme

a la dégradation de ce dernier (Langley et al. 1993).

C-Kit est un récepteur a cytokines de classe 3, possédant une double activité tyrosine
kinase dans ces domaines transmembranaires. La liaison du SCF a c-Kit entraine la dimérisation
du récepteur ainsi qu’un changement conformationnel permettant une autophosphorylation de
son récepteur. Cette activité permet 1’activation de voies de signalisation telles que la voie
Ras/ERK, PI3K/AKT, la voie JAK/STAT ou [I’intermédiaire PLCy (phospholypase-
Cy) (Ronnstrand 2004) que nous détaillerons dans la suite de cette partie. Ces voies de
signalisation conferent aux cellules un avantage prolifératif (via JAK/STAT), de survie (via
PI3K/AKT et PLCy) et de migration (via les MAP Kinases et PLCy). La perte d’expression de
c-Kit entraine dans le modéle murin, une létalité embryonnaire due a une anémie sévere (Nocka
et al. 1989) ce qui montre I’importance de cette cytokine dans la différenciation érythroide. Le
SCF étant un facteur de prolifération et de maintien des cellules souches hématopoiétiques, il
ralentit cependant la différenciation érythroide (Koichiro Muta et al.,1995) (K Muta et al. 1994)
(Endo et al. 2001). Le c-Kit étant de moins en moins exprimé au fur et a mesure de I’engagement
d’un progéniteur dans la voie érythroide, nous verrons qu’au stade CFU-E une expression
conjointe de c-Kit et de I’EPO procure un effet de coopération synergique (H. Wu, Klingmiiller,
et al. 1995) potentialisant 1’érythropoiese (McNiece, Langley, et Zsebo 1991) (K Muta et al.
1994).
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L’érythropoiétine: EPO

L’EPO est un facteur de croissance majeur de 1’érythropoiése. Sa découverte a été un
grand pas en avant pour les traitements de ’anémie. Il est aussi administré aux insuffisants
rénaux (dialyses) et aux patients traités aux chimiothérapies en vue d’améliorer leur
hématocrite. La déprivation en EPO entraine la mort par apoptose des progeniteurs érythroides
(Kelley et al. 1994) (M. J. Koury et Bondurant 1988). Il a été démontré que cette apoptose
cellulaire touchait exclusivement la CFU-E dépendante de I’EPO (H. Wu, Liu, et al. 1995),
contrairement aux autres stades de différenciation, n’exprimant d’ailleurs plus le récepteur EPO
(EPO-R) (J. Zhang et al. 2003). Ainsi, I’EPO est un facteur de survie des CFU-E (Sawada et al.
1987) (Broudy et al. 1991).

L’EPO est généralement secrétée par le rein mais d’autres organes peuvent aussi
I’exprimer tels que le foie ou le cerveau. Les fibroblastes interstitiels du rein (Lacombe et al.
1988) et les hépatocytes du foie sont les cellules sécrétrices d’EPO (S. T. Koury et al. 1991)
(Ostrowski et Heinrich 2018).

L’EPO est régulée au niveau transcriptionnel par le taux d’oxygéne fourni aux organes.
En effet HIF1 (Hypoxia-inducible factor 1), le facteur de I’hypoxie est le seul régulateur
physiologique de I’EPO. En condition d’hypoxie, la sous-unité HIFa normalement sensible a
I’oxygene n’est plus dégradée par le protéasome, est transloquée dans le noyau et dimérisée a
HIFp et se lie a une région consensus HRE (Hypoxia Responsive Element) en amont de génes
cibles tels que celui de I’EPO (Jewell et al. 2001).

Le récepteur a l'érythropoiétine: EPO-R
L’expression de I’EPO-R est controlée par un géne clé de ’engagement érythroide:

GATA-1 (Zon et al. 1991). EPO-R est une glycoprotéine transmembranaire appartenant a la
famille des récepteurs de cytokines de type 1, ne possedant pas de tyrosine kinase (pas d’activité
enzymatique endogene). Elle a besoin d’une kinase, un facteur supplémentaire tel que JAK2,
(Janus Kinase 2) permettant le transport de EPO-R a sa surface et la signalisation en aval de
EPO-R (Constantinescu, Ghaffari, et Lodish 1999) (Huang, Constantinescu, et Lodish 2001).
La liaison de I’EPO a son récepteur induit un changement conformationnel de la partie
cytoplasmique de I’EPO-R permettant le recrutement de JAK2. Par phosphorylation croisée de

EPO-R et de JAK2, il en résulte I’activation de trois voies de signalisation par le recrutement
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de trois protéines: STATS (signal transducer and activator of transcription 5) relatif a la voie
des STAT, ERK (extracellular-signal regulated kinase) relative a la voie des MAP Kinases
et/ou la voie PI3BK/AKT (phosphatidylinositol-3 kinase/Protein Kinase B) (Jelkmann et al.
2008).

2.5.2. La voie des STATs

Les STATSs sont des facteurs de transcription qui, sous leur forme inactive, véhiculent
de facon latente entre le cytoplasme et le noyau. La phosphorylation de JAK2 entraine un
changement de conformation des récepteurs cytoplasmiques permettant 1’ancrage de STATS,
sa phosphorylation et une homodimérisation entre STAT5 A et STATS5 B. Le dimére STATS
A/B ainsi activé est transloqué dans le noyau pour activer des génes cibles connus pour étre
anti-apoptotiques comme Bcl-x(L) (M. Socolovsky et al. 1999). Des travaux de Socolovsky et
al, utilisant une souris invalidée pour STATS (STAT5a”, STAT5b”") ont mis en évidence que
les érythroblastes de ces souris présentaient un fort taux d’apoptose, une prolifération réduite
et une plus faible sensibilité a ’EPO. Malgré un hématocrite normal, ces souris ont un déficit
de réponse lors d’une hématopoiése de stress (érythropoiese extra-médullaire chez la souris)
ainsi qu’un fort taux d’EPO circulant. Certaines de ces souris ont une anémie persistante, dont
I’érythropoicse de stress permanente fait de la rate un organe d’érythropoiese a part entiere.
Enfin, I’analyse cytologique de 1’hématopoiese de ces souris montre un accroissement du
compartiment érythroide immature du fait d’un défaut de maturation accompagné de I’apoptose
de nombre de CFU-E (Lodish, Flygare, et Chou 2010). Ces expériences ont été confirmées en
2006 chez I’homme via notamment des expériences de surexpression d’une forme active de
STATS et de Bel-xL permettant ainsi d’obtenir en méthylcellulose des colonies CFU-E non
dépendantes de I’EPO (Garcon et al, 2006).

2.5.3. La voie PI3K/AKT

La voie de signalisation PI3SK/AKT est décrite comme mettant en ceuvre divers
mécanismes de survie cellulaire via phosphorylation et inhibition de nombreuses protéines pro-
apoptotiques telles que la caspase 9, Bad les facteurs de transcription FoxO et la machinerie

d’ubiquitination de P53 via phosphorylation de Mdm2 (Bouscary et al. 2003) (Verdier et al.
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1997) (Haseyama et al. 1999) (Bruce E, Erythropoiesis: an overview, 2009). AKT module
également la prolifération cellulaire via la régulation de la voie de signalisation
mTOR/P70S6kinase (D.-H. Kim et al. 2002). PI3K est composée de deux sous-unités, la sous-
unité regulatrice P85 et la sous-unité P110. L’hétérodimére P85/P110 induit PIP2 en PIP3
(Phosphatidyl Inositol Phosphate) qui permet le recrutement de AKT. AKT est ensuite
phosphorylé par la PDK-1 (phosphoinositide-dependent kinase-1) et par mTORC2
(Mammalian target of rapamycin TOR complex 2) (Hresko et Mueckler 2005).

2.5.4. La voie des MAP Kinases

La voie de signalisation des MAP Kinases confére un avantage prolifératif aux
érythroblastes (Dazy et al. 2003). La reconformation du récepteur cytoplasmique de I’EPO
activé permet de créer des sites d’ancrages aux protéines adaptatrices SHC et GRB2. Ces
protéines recrutent SOS permettant d’activer par cascade de phosphorylation, RAS, RAF puis
les protéines MEK (MEK 1 et MEK 2). Les MEK phosphorylent et activent MAPK (mitogen-
activated protein kinase), également appelé ERK (extracellular signal-related kinases). RAF
et ERK sont des serines/sélective-thréonine protéine kinases (sélective) et MEK est une
serine/tyrosine/thréonine kinase. La propriété de ces kinases leur permet d’agir en rétroaction
ou d’amplifier le signal de phosphorylation (Avruch et al. 2001). Les MAPK régulent I’activité
de nombreux facteurs de transcription tels que c-MYC, connu pour activer de nombreux génes
régulant la prolifération cellulaire. Ils participent €galement a 1’activation de nombreuses
cyclines telles que Cdk4 et Cdk6 permettant le passage de la cellule en phase S (pour revue
(Meloche et Pouysségur 2007)). Ainsi, le récepteur a PEPO permet par ces voies de
signalisation de réguler conjointement la prolifération, la différenciation et la survie des

progéniteurs érythroides (Figure 12).

Certaines mutations ont permis d’étudier en profondeur la physiopathologie des kinases
JAK telles que la mutation JAK2V617F conférant une hypersensibilité voire méme une
indépendance a ’EPO ou a d’autres facteurs reconnaissant les récepteurs a cytokines de type 1
(et ayant besoin de kinase tels que les récepteurs au TPO, au GM-CSF, a I'lFN gamma, ...).
Cette mutation de JAK2 vis-a-vis de I’EPO-R est responsable de certaines pathologies comme

la polyglobulie de Vaquez (appelé aussi polyglobulie essentielle ou polycythemia vera)
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caractérisée par une polyglobulie (augmentation importante du nombre d’érythrocytes) et une
augmentation du volume globulaire total (James et al. 2005). Les voies STATS5, PI3K/AKT et

MAPK sont suractivées dans cette pathologie.

Cell Membrane

Anti-apoptosis
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Anti-apoptosis Proliferation

t " Proliferation Differentiation

Figure 12: Schéma et réle de la signalisation du récepteur a I'EPO. Aprés fixation
de I’EPO a son récepteur, plusieurs voies de signalisation intracellulaires sont déclenchées,
telles que STATS, AKT et ERK (d’Apres (Elliott et al. 2014)).

2.5.5. Coopération et synergie des récepteurs EPO-R et c-Kit-
R

Une expérience permettant de mettre en évidence 1’effet synergique de ces deux
récepteurs est de mettre des HSPC dans de la méthylcellulose et de comparer trois conditions:
avec supplémentation d’EPO, une de SCF ainsi qu’une derniére contenant ces deux cytokines.
Le nombre de BFU-E et de CFU-E est décuplé en présence de ces deux facteurs comparés a la
condition EPO seule qui contient peu de BFU-E/CFU-E et la condition SCF qui ne contient pas
de BFU-E/CFU-E.
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D’autres cytokines et hormones de croissance ont mis en évidence des effets de
synergiques tels que I’'IL3 (McNiece, Langley, et Zsebo 1991), des inhibiteurs du TGF-BI (Akel
et al. 2003) que les glucocorticoides ou l'utilisation de dexaméthasone, une hormone de
synthese, supplémenté avec I'EPO et du SCF augmente la prolifération des BFU-E au détriment
de la différenciation BFU-E/CFU-E. Il semble cependant que les glucocorticoides soient
secrétés dans des conditions d'érythropoiése de stress comme I'ont montré les travaux de Bauer
réalisés chez la souris (Bauer et al. 1999).

En somme, il faut retenir que ce qui a un effet positif sur I’érythropoiése agit en synergie
avec I’EPO. Un effet additif ne prend part que lorsque les effets s’additionnent, or sans EPO il

n’y pas d’érythropoiése (car blocage de maturation au stade CFU-E, avant hémoglobinisation).

D’autres régulateurs ont cependant un effet négatif sur I’érythropoi¢se en ayant pour
action soit de I’empécher (mécanismes d’apoptose via les cytokines pro-inflammatoires telles
que I’TFN, le TNF (Sing et al. 1989), soit de I’accélérer au détriment de sa prolifération, amenant
un épuisement des progeéniteurs érythroides (conduisant aux anémies). On pourrait aussi citer
le TGF-B, un régulateur négatif majeur de 1’érythropoiése, mais nous 1’aborderons dans le

chapitre suivant.
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2.6. Reégulation transcriptionnelle de I'érythropoiéese
2.6.1. GATAL et ses partenaires

L’engagement de la CSH dans I’hématopoicse est finement régulé par des facteurs de
transcription propres a la voie de différenciation choisie. Ainsi, le facteur de transcription jouant
un role central dans I’engagement de 1’érythropoiese est GATAL, une protéine possédant un

doigt de zinc pouvant se lier a I’ADN sur les motifs « G-A-T-A ».

La suppression de Gatal provoque un arrét de maturation érythroide au stade Pro-E
ainsi qu’a une mort embryonnaire, causée par une anémie chez la souris (Pevny et al. 1995) (Y.
Fujiwara et al. 1996). Son rdle est essentiel a 1’érythropoi¢se car méme une expression de
I’ARNmM de GATAL atténuée de 5% entraine une mort embryonnaire a E11.5 a cause d’une

érythropoiese primitive inefficace (S. Takahashi et al. 1997).

GATAL est vu comme une plateforme possédant de nombreux domaines fonctionnels
permettant une interaction avec des facteurs transcriptionnels essentiels a la maturation et a
I’engagement érythroide tel que LMO2 (Warren et al. 1994), FOG1 (Tsang et al. 1998),
SCL/TAL1 (Bockamp et al. 1995) (Shivdasani, Mayer, et Orkin 1995) et LDB1 (L. Li et al.
2010). L’invalidation de chacun de ces membres entraine un défaut d’hématopoiese, voire une
mort embryonnaire. La figure 13 représente les facteurs minimum dont I’expression est

nécessaire afin d’induire une cellule en progéniteurs érythroides.

Progéniteur
érythroide induit

GATA1
—
LMO2
Expression
de globines feetal
) GATA1 Progéniteur

Fibroblaste _ érythroide induit

LMO2 T

KLF1 eh

Expression
de globines adultes

Figure 13: Schéma des partenaires de GATA1l minimum pour induire un
fibroblaste en progéniteur érythroides. Adapté de (Capellera-Garcia et al. 2016)
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Un autre facteur important de la régulation de 1’érythropoiése est le Kruppel-like factor
(KLFL/EKLF) (1. J. Miller et Bieker 1993). KLF1 régule I’expression de nombreux génes tels
que I’expression du gene de la B-globine, des enzymes de biosynthése de 1’héme, des protéines
de structure du cytosquelette du globule rouge, ou encore les antigénes des groupes sanguins
(Hodge et al. 2006) (Nilson et al. 2006) (Basu et al. 2007).

Des travaux ont ¢galement montré que I’expression du géne MYB était nécessaire a
I’érythropoiése (Mucenski et al. 1991) (Tober, McGrath, et Palis 2008). Bien que ce gene ne
soit pas nécessaire lors de I’érythropoiése primitive, les souris invalidées pour ce géne meurent
d’une anémie progressive a E15. D’autres observations ont également rapporté que les
personnes atteintes de trisomie 21 ont une hémoglobine feetale (et non adulte) causée par la
dérégulation de MYB (Sankaran et al. 2011).

Pour corroborer les résultats de ces travaux, des chercheurs ont mis en évidence les
facteurs de transcription minimum requis pour reprogrammer et convertir un fibroblaste en
précurseurs érythroides (induced erythroid progenitors/precursors, IiEPs). Les genes
primordiaux pour obtenir un progéniteur synthétisant de la globine adulte sont GATA-1, TAL-
1,LMO2,c-MYC et KLF1 ou MYB (Capellera-Garcia et al. 2016). Les facteurs KLF1 ou MYB
n’¢€taient pas requis pour convertir le fibroblaste en progéniteurs érythroides ayant 1’aspect d’un
progéniteur érythroide feetal. Le réle de c-Myc dans la participation a 1’érythropoicse est
cependant ambigu car ce géne n’est pas connu pour interagir avec GATA1, TAL1 ou LMO2,
mais pour étre I’un des quatre genes nécessaires a la génération en induced Pluripotent Stem
Cell (iPSC) a partir de fibroblastes (K. Takahashi et Yamanaka 2006).

Un autre géne impliqué dans la régulation de 1’érythropoiese est Nuclear Factor-
Erythroid 2 (NF-E2) (Andrews et al. 1993). Sa protéine est impliquée dans la maturation
érythroide. Elle est notamment responsable du recrutement de I’ARN polymérase de type 11
(Pol 1) au niveau du gene de la B-globine, permettant son expression (Z. Zhou et al. 2010). Elle
permet également, de concert avec GATA-1, de contréler I’expression de I’a-spectrine,
protéine responsable de la structure du globule rouge, de sa forme et de sa déformabilité
(Boulanger et al. 2002)
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Au cours de l’engagement dans la différenciation érythroide, GATAI1 inhibe
I’expression de GATA2 (Suzuki et al. 2013) ainsi que d’autres facteurs d’engagement tels que
PU-1, impliqué dans la differenciation myeéloide (Chou et al. 2009).

Aux cours de ces derniéres décennies, il a été démontré que GATAZ active directement
GATALI pour s’engager dans la différenciation érythroide, tandis que GATAL induit sa propre
expression (Grass et al. 2003). D’autres expériences ont aussi démontré que GATA?2 était une
cible de lui-méme (Pal et al. 2004), montrant ainsi un beau modéle d’expression biphasique de
ces facteurs ayant la capacité de s’auto-activer mais dans lequel GATAL réprimerait également
GATAZ2 aprés son activation par ce dernier. La figure 14 est une représentation de 1’activité de
GATALI et de GATAZ2 au cours de I’érythropoicse.

Prolifération

Différenciation

GATAl

Activité

GATA2

Poly-E Acido-E Reticulocyte
Erythrocyte

Figure 14: Profils d’expression des facteurs de transcription GATA1 et GATA2 au
cours de l'érythropoiese. L’expression de GATA2 préceéde celle de GATAIL. Des
régulations complexes entre ces deux facteurs de transcription aboutissent au remplacement
progressif de GATA2 par GATAL, au cours de la maturation érythoide. Adapte de (Ferreira et
al. 2005)

Des expériences de ChlP ont révélé que 65% des sites de régulation de GATA2 sont
identiques aux sites de fixation de GATAL, mettant en avant un mécanisme de switch entre ces

deux partenaires (Fujiwara 2017).
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GATAL1 interagit également avec RUNX1 (Elagib et al. 2003) un régulateur majeur de
I’hématopoicse.

Au cours de la maturation érythroide, deux autres genes se sont révelés importants: il
s’agit de Sox6 et de Bcll1A. Ceux-ci contrblent 1’expression du géne des globines. En effet,
elles ne sont pas exprimées au cours de 1’érythropoicse primitive car elles répriment justement
I’expression de 1’hémoglobine embryonnaire & (pour Sox6) et feetale y au profit de

I’hémoglobine adulte B (Yi et al. 2006) (Sankaran et al. 2009)

La différenciation érythroide terminale débute au stade de la CFU-E jusqu’a
I’énucléation de I’ érythrocyte acidophile pour devenir un réticulocyte. Lors de cette maturation,
le volume du noyau est divisé par 10 (Ji, Jayapal, et Lodish 2008). Les mécanismes mis en jeu
font essentiellement appel a des processus de compaction de la chromatine associés
irrémédiablement a la répression de la plupart des genes. Des travaux de recherche ont montré
(par des expériences de ChIP-seq) que ces mécanismes faisaient en grande partie appel a des

modifications des histones (Ji 2015), via notamment les histones désacétylases (HDAC).

La réduction de la taille du noyau mais aussi les changements de morphologie comme
la diminution du volume du cytoplasme et la perte des organites lors des derniéres étapes de
maturation érythroide s’apparentent également a un mécanisme d’apoptose. Des travaux
comme ceux de Zermati et al ont suggéré qu’un mécanisme d’apoptose pouvait également

rentrer en jeu (Zermati et al. 2001)

Les microARN (miRs) sont de petits ARN non codants de 19 a 24 nucléotides, connus
pour réguler I’expression post-transcriptionnel le de génes via inhibition de la traduction de la
protéine ou la déstabilisation d’un ARN cible avant sa traduction. Le premier miR (lin-4) a été

identifié en 1993 dans le nématode caenohabitidis elegans (R. C. Lee, Feinbaum, et Ambros
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1993). Depuis, leur rdle est bien mieux connu, ils interviennent dans la régulation de nombreux
processus tels que la différenciation, la prolifération et I’apoptose. Dans I’hématopoicse, les
miRs jouent un rdle tout aussi souligné au sein de chaque lignage hématopoiétique ainsi que
chez la CSH (Song et al. 2013). Leurs expressions aberrantes ont également été associées a de
nombreuses maladies et cancers (LAM, SMD, ...). (Pour revue, (Vasilatou et al. 2010)
(Hattangadi et al. 2011) (Bianchi et al. 2012)).

Ainsi, des équipes ont montré le role des miRs au cours de 1’érythropoicse, tels que mir-
221 et mir-222 qui bloquent 1’expression du récepteur c-Kit impactant la cellule souche et la
forcant a se différencier dans le lignage érythroide (Felli et al. 2005) (Marco Gabbianelli et al.
2010)

Par contraste avec ces résultats, d’autres miRs se sont révélé avoir un role négatif sur
I’érythropoiése tel que mir-150 (Lu et al. 2008), mir-155 (Georgantas et al. 2007) et mir-223
(Felli et al. 2009). Mir-150 est un régulateur négatif de MYB agissant sur le EMP favorisant
une différenciation mégakaryoblastique aux dépens de 1’érythropoiese (Ebert et al. 2008). De
récentes etudes ont également suggéré que mir-150 régulait négativement des protéines de
membrane de 1’érythroblaste telles que 4.1.R soulignant également son rdle dans la maturation
érythroide terminale (Z. Sun et al. 2015). Mir-155 est connu comme un régulateur négatif de
I’érythropoicse et de la myélopoiese et semble favoriser la lymphopoiese (Tam W et al, 1997).
Quant a mir-223 il a été démontré comme régulateur négatif de LMO2 impactant ainsi sur la

différenciation érythroide (Felli et al. 2009). La figure 15 est un schéma récapitulatif de I’action

miR-222 MPP

miR-221 \ /
mlR 155 CLP
<\-’ miR-150

MK BFU-E

de ces miRs sur I’hématopoicse.

m‘\m/

Figure 15: Schéma récapitulatif de I'action de certains miRs dans la régulation
de I'érythropoiese.
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2.8.1. ROle de la régulation des caspases au cours de
I’érythropoiese terminale

La régulation des caspases au cours de la différenciation érythroide permet de contréler
le volume de production de réticulocytes et répondre au besoin en Oz de 1’organisme. Les
mécanismes en jeu se font par I’intermédiaire d’une régulation positive pour favoriser
I’érythropoiése ou alors par I’intermédiaire d’une régulation négative dans le but de diminuer

la production de réticulocytes. (Pour revue (Hermine et al. 2013)).

2.8.2. Régulation positive de I'érythropoiese

Pour rappel, la voie STATS (activée via EPO-R) et GATA-1 contrdlent I’expression de
Bcl-xL, lui-méme étant une protéine anti-apoptotique. La signalisation EPO induit également
la prolifération et la survie des érythroblastes via la voie PISBK/AKT et la voie des MAPK. La
phosphorylation d’AKT peut également agir sur Bel-XL via 1’activation de protéines telles que
BAD, permettant ainsi de se protéger de 1’apoptose.

La régulation positive de 1’érythropoi€se se fait ainsi principalement par 1’inhibition de
I’apoptose des érythroblastes par la présence de Bel-XL. Ainsi, il va de soi que 1’expression de
I’EPO et de sa signalisation via EPO-R préserve les cellules érythroides de 1’apoptose. Allant
aussi dans ce sens, il a également été montré que I’EPO inhibait I’expression du récepteur de
mort FasL dans les progéniteurs et précurseurs érythroides en favorisant ainsi 1I’expansion et la
maturation érythroide (Y. Liu et al. 2006)

2.8.3. Régulation négative de I'érythropoiese

La régulation négative de 1’érythropoiése peut se faire par une régulation de la
production d’EPO. Une diminution de I’EPO empéche 1’expression de BCL-XL et ainsi expose
ces cellules aux mécanismes d’apoptose. Cette régulation peut également se faire par un

mécanisme paracrine via I’intermédiaire de récepteurs Fas.

Fas-L (Ligand), par interaction avec un récepteur Fas induit le recrutement de la caspase-
8 activant a son tour la caspase-3 qui a pour effet le clivage d’un certain nombre de cibles telles
gue GATAL, en amenant a un arrét de I’expression des facteurs de transcription érythroide, et
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ainsi a un blocage de la différenciation avec un arrét d’expression de BCL-xL (De Maria,
Zeuner, et al. 1999a). La caspase-8 peut également activer Bid ce qui a pour conséquence la
dépolarisation de la membrane mitochondriale et libére le cytochrome C en aboutissant a la
formation d’un apoptosome. Maria et al., dans leurs travaux de recherche, ont également montré
la méme année que le mécanisme d’apoptose Fas-L/Fas avait lieu entre les érythroblastes
matures (polychromatophile et acidophile) et les précurseurs érythroides immatures exprimant
Fas-L et Fas respectivement, régulant négativement 1’érythropoiése via ce mécanisme (De
Maria, Testa, et al. 1999b).

Ces travaux essentiels au fonctionnement de régulation de I’apoptose au cours de la
différenciation érythroide n’expliquent pas entierement les mécanismes de réduction du noyau
et de compaction de la chromatine au cours des étapes de maturation terminale. Méme si la
caspase-3 est connue pour activer des endonucléases au cours des mécanismes d’apoptose, son
mécanisme d’action sur la compaction de la chromatine, la diminution graduelle du cytoplasme

et de la chromatine n’ont pas encore été mis a jour. (Pour revue (Ji 2015a)).

2.8.4. Régulation de I'érythropoiese par le métabolisme du Fer

Les érythroblastes ont un besoin important en Fer pour produire 1’hémoglobine. La
carence martiale est une cause majeure d’anémie. La régulation du taux plasmatique de ce métal
est donc tres importante. Elle fait intervenir des hormones comme I'hepcidine (synthétisée au
niveau du foie) qui permet de réguler I’absorption de fer dans les tissus. L hepcidine bloque
I’entrée du fer dans les tissus en agissant sur la ferroportine, enzyme transportant le Fe?*), et
permet ainsi la séquestration et le stockage du fer intracellulaire (dans les entérocytes de
I’intestin, mais aussi dans les hépatocytes, et les macrophages (Diaz et al. 2013). En 2014,
I’hormone érythroferrone (ERFE) a été identifiée. Elle est synthétisée par les érythroblastes et
permet de bloquer la synthése d’hepcidine pour ainsi augmenter la disponibilité du fer et
permettre la production d’érythrocytes (Kautz et al. 2014) (Ganz 2018).
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Lorsque la MO ne peut soutenir I’érythropoiese basale a elle seule, une seconde forme
d’érythropoiese a lieu, elle est appelée « érythropoiése de stress ». Cette érythropoiése prend
souvent place pour compenser un stress anémique dd a une hypoxie des tissus et lors du
développement embryonnaire. Ce stress anémique causant une hypoxie des tissus peut étre lié
a des syndromes d’insuffisances cardiaques, pulmonaires, a des anémies d’étiologie variées
(que nous décrirons page 49): perte de sang, interventions thérapeutiques telles que les

chimiothérapies et la greffe de cellules souches hématopoiétiques.

Ce processus résulte de 1’activation d’un stress physiologique dans le but d’augmenter
la distribution de 1’oxygéne aux tissus. En retour, la réponse principale de cette érythropoiése
de stress est essentiellement de fournir un nombre accru d’érythrocytes (Merav Socolovsky
2007). Ce stress physiologique a pour effet, par I’intermédiaire de HIF 1, induit par ’hypoxie,
d’activer drastiquement une sécrétion d’EPO par le rein (pour revue, (G. L. Wang et Semenza
1996)) permettant une érythropoiése accrue (et une régulation positive de celle-ci, via les

mécanismes de résistance a 1’apoptose de ces cellules par I’EPO).

A la différence de ’homme, le modéle murin a une érythropoiese extra-médullaire. Cette
érythropoiese se fait au niveau de la rate, un organe dont la plasticité permet de changer de taille
en cas d’érythropoiese accrue et ou I’érythropoiese de stress est facilement mise en évidence
via I’observation d’une splénomégalie. En 2005, Lenox E et al ont mis en évidence dans la rate
de souris un progéniteur érythroide répondant spécifiquement a 1’érythropoic¢se de stress. Il
s’agit d’'une BFU-E sensible a une cytokine de la famille du TGF-B, la bone morphogenic
protein (BMP4). Ces BFU-E (spécifiques a la souris), a la différence des autres BFU-E, n’ont
besoin que d’EPO pour produire des Burst en méthylcellulose (ils croissent indépendamment
du SCF et de I’'TL-3) (Lenox, Perry, et Paulson 2005). Des travaux de transplantation ont montré
que la greffe de progéniteurs hématopoiétiques de MO dans des rates arborait les mémes
propriétés que ces BFU-E de stress, montrant ainsi une signalisation propre a I’environnement
splénique et dépendant de la voie de signalisation Hedgehog (Murtaugh, Chyung, et Lassar
1999) (Perry et al. 2009).

Bien que ces travaux soient intéressants, une telle voie de signalisation dépendante du
BMP4 et de Hedgehog n’a pas été mise en évidence chez I’homme. 11 a cependant été observé

que les patients en récupération de greffe de CSH avaient une érythropoiése ressemblant a
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I’érythropoiése feetale, c’est-a-dire exprimant de 1’hémoglobine feetale (HbF) ainsi que ses
antigénes de surface (Galanello et al. 1989) (Xiang et al. 2015). Des études ont également
conforté ces observations dans d’autres contextes d’érythropoiese de stress provoqués par des
anémies telles que les B-thalassémies ou la drépanocytose abordées dans la partie suivante
(Bank 2006).

Une question sous-jacente intéressante pour aller plus loin dans 1’étude de
I’érythropoi¢se de stress chez 1’homme est de comparer [’érythropoieése adulte et
I’érythropoicse feetale. De récents travaux de Yan H (H. Yan et al. 2018) ont consisté a la
comparaison de ces deux types d’érythropoicse réalisées a partir de HSPC de sang périphérique
d’adulte (PB pour peripheral blood) ou de cordons ombilicaux de nouveau-nés (CB pour cord
blood) induites en différenciation érythroide in vitro. Hormis les différences d’expression
d’hémoglobine feetale et adulte, I’érythropoiése dérivée de HSPC de CB aboutit a la
production de 4 fois plus d’érythrocytes. Ils ont également montré que la cinétique
d’induction de la différenciation était plus lente lors de I’érythropoiese de HSPC dérivée de CB
bien que le marqueur de surface CD34 disparaisse plus rapidement au cours de cette
différenciation érythroide (montrant un engagement plus rapide dans la différenciation
érythroide). Ne connaissant pas encore le processus, on peut suggérer que 1’érythropoié¢se de
stress humaine peut s’attribuer certaines caractéristiques de I’érythropoiese feetale pour

produire plus rapidement une forte quantité d’érythrocytes et pallier a un besoin accru.

L’¢érythrocyte mature est composé¢ de trois éléments majeurs composant sa membrane
et son cytosquelette: les filaments d’actine, les microtubules et des filaments intermédiaires.
Ainsi, le cytosquelette est formé par un tétramere de deux hétérodimeres d’a-spectrine et de
B—spectrine (a22 tétraméres). Ces filaments sont entremélés par des oligoméres d’actine pour

former un réseau dans le cytoplasme. Ce réseau de spectrine est associé a la membrane
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plasmique principalement par des complexes de protéines tels que celui de ’ankyrine ou celui
du complexe 4.1 relié, entre autres, a la glycophorine C (GPC), a GLUT1 et Band-3 (Byers et
Branton 1985).

Ankyrin R complex 4.1R complex
r b )
Py LW Kell
co i/ Rh
P NS N GLUT:1. By Q/H/XK

| Band3 Band 3

Dufty

/ Tropomodulin

association site Tropomyosin
Actin

protofilament

Figure 16: Représentation schématique des deux complexes protéiques

membranaires principaux de |'érythrocyte. (J. Liu, Mohandas, et An 2011)

Les travaux de Reid et de Mohandas en 2004 ont montré qu’il existe plus de 50 protéines
transmembranaires dont la moitié contient des antigénes responsables du groupe sanguin (Reid
M et Mohandas N, 2004). Ces derniéres protéines ont déja été largement étudiées telles que
band-3, GPA, GPC, Rh, RhAG, XK, Kell, Duffy, CD44, CD47, I’aquaporine 1 (AQP1),
Lutheran (Lu) et les molécules d’adhésion intercellulaire-4 (ICAM-4). Comme band-3 servant
de transporteur d’anion, Rh/RhAG servant de transporteur gazeux, Duffy servant de récepteur
a chimiokine, Lu, CD44, ICAM-4 et les intégrines a4pfl a5B1 médient les interactions
cellulaires et extracellulaires. D’autres protéines servent de transporteur ou de pompes telles
que AQP1 sert de transporteur d’eau, GLUT1 et GLUT4 sont des transporteurs de glucose,
NHE1 et Na/K-ATPase sont des échangeurs de sodium/hydrogéne (Pour revue (J. Liu,
Mohandas, et An 2011)) (Figure 16).
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Au cours des étapes terminales de la différenciation érythroide, les changements
majeurs opérés dans les érythrocytes sont I’augmentation des protéines spécifiques au globule
rouge (comme les antigénes de groupes sanguins) et la diminution des protéines d’adhésion
telles que a4 et B1 intégrines et le CD44, afin de permettre au réticulocyte de sortir de la moelle
osseuse et de rejoindre la circulation sanguine (Eshghi et al. 2007) (K. Chen et al. 2009), pour
revue (Ji 20153, 2015).

Un grand « fantasme » du XXI°™ siécle est I’élucidation du processus d’énucléation de
I’érythrocyte acidophile. Ce besoin vient en particulier du fait que la différenciation érythroide
in vitro n’aboutit pas a 100% d’érythrocyte anucléé, laissant penser que ce processus pourrait

dépendre de facteurs extrinseques a la cellule érythroide.

Les mécanismes mis au jour dans le processus d’énucléation montrent une participation
du cytosquelette d’actine. Un inhibiteur de [D’actine, la cytochalasine D empéche la
polymérisation des chaines d’actine, rendant impossible 1’énucléation des érythrocytes (Koury
et al. Bondurant 1989). Des remodeleurs d’actine tels que la tropomoduline 3 (Tmod3) sont
également importants pour ce mécanisme (Z. Sui et al. 2014). Apres la derniere mitose
cellulaire amenant I’érythrocyte polychromatophile en acidophile, il se produit une polarisation
de I’érythrocyte acidophile via une action de microtubules régulés par Trim 58 et des dynéines,
afin de retenir le noyau contre la membrane plasmique d’une extrémité de la cellule (Wang et
al, 2012). D’autres études ont mis en évidence une action de protéines du cytosquelette telles
que Tmod3 et les myosines afin de former un anneau d’actine au contact du noyau et de la
membrane plasmique (Sui et al. 2014), permettant via la formation de vacuoles cytoplasmiques
composées de survivine et de clathrine, d’éjecter le noyau (pyrénocyte), hors du réticulocyte

(Keerthivasan et al. 2010, 2012)

En plus du role des macrophages CD169* de I’ilot érythroblastique dans la régulation
de la maturation terminale des érythroblastes, de nombreuses évidences ont récemment

souligné ’action de ce macrophage dans d’autres processus tel que 1’érythropoiese de stress
(Socolovsky 2013) (Chow et al. 2013).
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La production altérée d’érythrocytes peut étre causée par un impact de 1’érythropoiése
médullaire. Les hémopathies regroupent un vaste groupe de pathologies du sang, souvent
caractérisées par des anémies. Les principaux groupes sont les hémoglobinopathies
héréditaires?, composées des syndromes thalassémiques, la drépanocytose et la polycythemia
vera. Un autre groupe est celui des anémies inflammatoires (ACD pour anemia of chronic

disease)®. Puis celui des syndromes héréditaires d’insuffisance de moelle osseuse (IBMFS).

Les syndromes héréditaires d’insuffisance de moelle osseuse (inherited bone marrow
failure syndromes, IBMFS) (pour revue (Dokal et Vulliamy 2010)) sont des pathologies qui
regroupent une classe trés hétérogéne de pathologies de la MO dans laquelle un, plusieurs ou

tous les lignages hématopoiétiques peuvent étre affectés. Les syndromes principaux de la

%La B-Thalassémie:_L’hémoglobine est contrdlée par des groupes de génes comprenant les a-like globines et les
B-like globines. Ces groupes sont responsables de la formation de Hb A (a.232), la forme majeure de I’hémoglobine
adulte. L’hémoglobine feetale, est composée de génes a-globines combinée a de la y-globine pour former Hb F
(02y2). La B-thalassémie est caractérisée par une mutation au niveau du géne des B-globines résultant d’une
production inéquitable de chaine o et B amenant a des assemblages de tétrameres de chaine o instable
compromettant la stabilité et la longévité de 1’érythroblaste. Ces érythroblastes ont des déformabilités
membranaires et des défauts de maturation aux stades tardifs de la différenciation (polychromatophile) (Centis et
al, 2000). Ces dérégulations causent une anémie stimulant une tentative de compensation en augmentant cette
érythropoiése ineffective, responsable d’hépatosplénomégalie ainsi qu’une surcharge en fer due a la suppression
de I’hepcidine (pour revue (Zivot et al. 2018)).

I’a-Thalassémie: Celle-ci est due a la présence d’une mutation au niveau du géne des globines a résultant d’un
défaut de production de chaine a, amenant & un excés de chaine 3 formées. Les tétrameres de chaine 3 précipitent
et conduisent a la lyse des globules rouges néoformés. 11 s’ensuit une anémie hémolytique et une érythropoiése
inefficace. Ces patients sont sujets a des transfusions sanguines fréquentes pour compenser au mieux cette
érythropoiése inefficace.

La Drépanocytose: Cette maladie est un désordre autosomal récessif causé par une mutation ponctuelle causant
une substitution d’un acide aminé au niveau de la chaine de la B-globine. La chaine de B-globine modifiée et
assemblée en tétramére peut agir sur la forme du globule rouge qui le contient, en formant une forme plus étirée
et rigide (Acquaye et al, 1988). Ces érythrocytes ainsi formés sont la cause de vaso-occlusions au niveau des
capillaires et artérioles. Ces érythrocytes sont plus facilement sujet & hémolyse. Ces formes résultent ainsi
d’anémie dues a I’hypoxie des tissus mais sont également accompagnés de nombreuses complications telles que
des crises intenses de douleurs et des accidents vasculaires cérébraux (AVC).

Polycythemia vera (PV) ou maladie de Vaquez: C’est une maladie clonale myéloproliférative dans la MO. Elle est
le plus souvent due a la mutation JAK2V617F rendant la voie JAK/STAT constitutivement active et indépendante
a ’EPO. La PV est responsable d’une multitude de complications telles que les thromboses et les myélofibroses
(Tefferi et al, 2013).

3Cette anémie est due a un taux élevé de cytokines inflammatoires circulantes telles que le TGF-B, I'IL-6, le TNF
ou encore IFNy. ACD est la seconde forme d’anémie la plus présente au monde, elle est souvent associée a une
mauvaise qualité de vie (Locatelli et al, 2004).
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IBMFS sont I’anémie de Fanconi (AF)*, ’anémie de Blackfan-Diamond (ABD), le syndrome
de Shwachman-Diamond (SDS) et la thrombocytopénie Ameégacaryocytaire (Amega). Les
patients souffrant de ces pathologies IBMFS présentent un risque accru de se transformer

en syndrome myélodysplasiques (SMD) ou en leucémies aigués myéloides (LAM).

2.12.1. Exemple de la SMD 5¢-

Les SMD regroupent des maladies hétérogenes de la CSH. Son incidence, en europe est
d’environ 4 nouveaux cas pour 100.000 habitants chaque année, et augmente considérablement
avec I’age (Fenaux et al. 2014). Souvent caractérisée par des défauts de maturation et une mort
cellulaire importante des précurseurs myéloides, les SMD présentent des cytopénies pouvant
impacter un ou plusieurs lignages hématopoiétiques (érythroide, granuleux et/ou plaquettaire).
Elles sont considérées comme un état pré-leucémique pouvant évoluer en LAM (dans environ
30% des cas).

La SMD avec délétion 5q isolée représente environ 5-10% des SMD, mais évolue plus
rarement en LAM. Elle est le plus souvent mise en évidence par 1’analyse du caryotype par la
présence d’une large délétion interstitielle du bras long du chromosome 5 (SMD 5g-). Les
patients présentent aussi une hypoplasie érythroide (Arber DA et al, 2016 WHO). Les
érythroblastes aberrants, deviennent apoptotiques au stade basophile par I’inactivation de
GATAL déclenché par les caspases en absence de HSP70 (Frisan et al. 2012). Au niveau
cytologique le nombre de mégacaryocytes peut étre augmenté et présente souvent des défauts

de fragmentation du noyau (les mégacaryocytes ont un noyau plurilobé sur les frottis).

4 Anémie de Fanconie (AF): C’est une maladie héréditaire autosomale récessive (AR) mais peut également étre
liée a I’X (XLR). Elle se caractérise par des mutations de génes qui codent pour des protéines responsables de la
réparation de I’ADN tels que les 8 génes de la famille des FANC (FANCA, FANCB, FANCC, FANCF, FANCG,
FANCL et FANCM) codant pour 16 protéines FA, qui par interaction entre elles activeront le complexe FANCI-
FANCD?2 capable de se lier aux protéines de réparation de I’ADN (de Winter et Joenje 2009). Les défauts de
réparations de I’ADN peuvent entrainer des délétions ou réarrangements chromosomiques conférant
progressivement un syndrome d’insuffisance d’un lignage hématopoiétique (ou de plusieurs), des anomalies
congénitales comme une malformation du crane ainsi qu’une susceptibilité a des transformations en pathologies
variées (LAM, SMD, cancer ORL, cancer du foie, tumeur cérébrale, ...).

Anémie de Blackfan Diamond (ABD): C’est une maladie pédiatrique se caractérisant par une anémie (aplasie des
globules rouges) ainsi que des malformations urogénitales ou cardiaques. Cette anémie est la conséquence d’une
ribosomopathie causée par la mutation de protéines ribosomales de la petite sous-unité (essentielles a la
transcription des genes) RPS: tels que RPS24, RPS17, RPS7, RPS10, RPS26, RPS19 ou de la grande sous-uniteé,
RPL: comme RPL5, RPL11 ou encore RPL35 (Yu, Wang, et Wu 2014).
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Il est couramment entendu que la région communément « délétée » du chromosome 5
responsable de cette hémopathie, serait située en 5932-5933. Elle comprendrait une quarantaine
de génes dont, RPS14. La perte d’expression de ce géne codant une protéine ribosomique
récapitule a elle seule le phénotype de dysérythropoiése de la SMD 5q (Ebert et al. 2008) (Dutt
et al. 2011). Depuis cette decouverte, la SMD 5q- est considérée comme une ribosomopathie.
Les modeles murins indiquent que I’haploinsuffisance de RPS14 induirait I’apoptose des
érythroblastes de facon P53-dépendante (Schneider et al. 2016). Cependant d’autres génes
situés dans la région de 1.5 Mb communément délétée (en 5q32-5933) pourraient contribuer a
cette pathologie. Il a récemment été montré que 1’invalidation de mir143 et mir145 (tous deux
situés en 5¢32), conduisait a une perte de fonctionnalit¢é des HSC et un phénotype

myélodysplasique par un processus TGF-f dépendant (Lam et al. 2018).
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3.La voie de signalisation du TGF-3

Le TGF-f est connu pour son rble bipartite sur 1’accélération de la différenciation

érythroide ainsi que son rdle sur la quiescence des CSH.

Cette voie de signalisation fait partie d’une grande famille d’effecteurs aux multiples
facettes comprenant 42 membres (protéines) regroupés sous le nom de superfamille du TGF-p.
Cette superfamille comprend également la famille Nodal, les Activines, les bone morphogenetic
proteins (BMPs), et d’autres tels que les myostatines. Elles agissent sur la division cellulaire,
la différenciation et les processus d’apoptose. Certains membres peuvent aussi agir sur

I’adhésion, 1’organisation et la migration cellulaire.

Les signalisations du TGF-p sont impliquées dans de nombreux types cellulaires et
organes. Certains, comme les BMP, ont un réle tres fondamental pendant le développement
embryonnaire et la formation de nombreux tissus ; leur réle a initialement été découvert pour
leur capacité a induire la formation d’os et de cartilage (chez les ostéoblastes et chondroblastes)
(Nishimura et al. 2012).

Les Activines ont principalement un role dans la régulation du cycle ovarien (Lengil,
Gancz, et Gilboa 2015), la spermatogenese (Young, Wakitani, et Loveland 2015), la
cicatrisation des épithéliums (Bamberger et al. 2005) et le développement de certains organes
comme la prostate (Cancilla et al. 2001), les poumons et le rein (Maeshima et al. 2008).

Nodal a un role essentiel pendant I’embryogenese lors de la formation du mésoderme et

de ’endoderme ainsi que dans les mécanismes de maintenance des cellules ES (Shen 2007).

Nous verrons dans cette partie que les cytokines de la famille du TGF-p ont un réle
pléiotrope, ne nécessitant pas uniquement l’intervention de SMAD4 pour agir sur la
transcription. lls peuvent également recourir a I’action d’autres intermédiaires pour agir
notamment sur la chromatine ou encore sur la biogénese des miRs. Ainsi, cette famille est
essentielle a I’autorenouvellement et a la différenciation des cellules souches ES et iPS, dans la
transition épithélio-mésenchymateuse (EMT), dans la différenciation de nombreux types
cellulaires y compris érythroide, dans la régulation de I’homéostasie des cellules différenciées,

et egalement dans les contextes de progression/suppression tumorales.
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3.1. Description du mécanisme d’action via les
recepteurs au TGF- (TGF-BR)

Le TGF-B est un ligand reconnu par deux récepteurs TGF-BRI dimeérisés. Cette liaison
au TGF-BRI entraine une tétramérisation de récepteurs avec un dimére TGF-BRII. Le complexe
formé permet la transduction d’un signal intracellulaire via phosphorylation de TGF-BRII sur

TGF-BRI pouvant ensuite declencher la signalisation des SMAD.
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Figure 17: Schéma des différentes signalisations du TGF-p médiée par les
SMADs.

Chez I’humain, il a été mis en évidence 7 récepteurs de type | et 5 récepteurs de type Il. Ces
récepteurs sont classés suivant leur affinité avec leurs ligands, ainsi TGF-f se lie aux TGF-BRI
(également appelé ALKS5) et TGF-BRII. Nodal et les BMPs partagent le récepteur activine de
type 2A (ACVR2A) et 2B (ACVR2B). Les activines et Nodal ont en commun le récepteur
activine de type | (ACVR1, également appelé ALK2), ACVR1B (également appelé ALK4) et
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ACVRI1C (également appelé ALK7). Les BMPs agissent également avec BMPR1A (également
appelé ALK3), BMPR1B (également appelé LK6) et BMPR2 qui est un récepteur de type II.

Les effecteurs intracellulaires principaux de ces familles sont les protéines SMAD

(Small Mothers Against Decapentaplegic) regroupées en trois catégories:

- Les R-SMAD agissant en tant que substrats des récepteurs membranaires de la famille
du TGF-p et comprenant SMAD1, SMAD2, SMAD3, SMAD5 et SMADS.

- Le CO-SMAD, comprenant SMADA4, et agissant en tant que partenaire des R-SMAD et
pouvant se transloquer dans le noyau pour activer des genes cibles une fois en complexe

avec des R-SMAD phosphorylés.
- Les I-SMAD, pour Inhibitory-SMADs comprennent SMAD7 et SMADG. IIs agissent

par divers mécanismes dans le but soit d’empécher I’association des R-SMAD entre
eux, entre les CO-SMAD, soit d’empécher leur phosphorylation au niveau des
récepteurs. Dans certains cas les I-SMAD peuvent induire la dégradation des R-SMAD

par le protéasome via le recrutement d’une ubiquitine ligase (X. Yan et al. 2016)

Les protéines SMAD sont des protéines comprenant 400 a 500 acides aminés et composées
de deux régions globulaires au niveau N et C- terminales, reliées par une région de liaison
(linker region). Ces régions sont trés conservées entre les R-SMAD et CO-SMAD et sont
appelées Mad homology 1 (MH1) au N-terminal et Mad homology 2 (MH2) a la partie C-
terminale. Le domaine MH1 permet la liaison a I’ADN via un motif défini. Le motif MH1 est
retrouvé conservé parmi les R-SMAD et CO-SMAD mais pas avec les I-SMAD qui n’en
disposent pas. Le domaine MH2 permet I’interaction avec les autres R-SMAD, CO-SMAD
ainsi que les I-SMAD (Shi et Massagué 2003) (Macias, Martin-Malpartida, et Massagué 2015)

et est conservé parmi tous les SMADs.

Les SMADs sont normalement séquestres a la membrane plasmique via des protéines
d’ancrage SARA (Smad Anchor for Receptor activation) (Tsukazaki et al. 1998) proches des
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tyrosines kinases des TGFB-R. Aprés phosphorylation du R-SMAD par le TGF-BR, SARA
libere son étreinte. Le R-SMAD phosphorylé va se lier a un CO-SMAD au niveau de leur région
de liaison (entre MH1 et MH2) et le complexe ainsi formé va étre transloqué dans le noyau

pour activer la transcription de leurs genes cibles (Massagué, Seoane, et Wotton 2005)

Les R-SMAD SMAD2 et SMAD3 sont les substrats communs des récepteurs au TGF-
B, Activines et Nodals, tandis alors que les SMADL, 5 et 8 sont principalement des substrats

des récepteurs aux BMPs.

3.2.1. Réle du TGF-g dans la biogenese des miRs

Il a été montré en 2010 que les R-SMADs, SMAD3 (via activation par le TGF-p) et
SMADL1 (via activation par les BMPs), peuvent stimuler la maturation de certains miRs en
coopération avec Drosha, le complexe de maturation de miR, une ribonucléase I11. Par exemple,
les R-SMAD sont essentiels a I’initiation de la maturation de certains miRs tels que miR-21.
Les R-SMADs associés au complexe Drosha régulent le messager primaire pri-miR-21 en
précurseur pré-miR-21 résultant de 1’augmentation de 1’expression de miR-21 (Davis et al.
2010). MiR-21 a pour rdle de cibler une région en 3’UTR (Untranslated Terminal Region) du
I-SMAD SMAD?7, permettant de réduire sa traduction et son expression protéique dans des
cellules hématopoiétiques, favorisant ainsi la voie du TGF-B, amplifiant la maturation des miRs

activés par cette voie de signalisation (Bhagat et al. 2013).

3.2.2. R0le du TGF-gsur la chromatine

Il a été démontré que les R-SMADs pouvaient recruter les histones acétyltransférases
(HATS) p300 et CBP pour stimuler la transcription en interagissant a leur tour avec les histones
déacétylases (HDACS). De ces interactions possibles, les R-SMADs peuvent recruter TGIF1 et

TGIF2 (5°-TG-3-interacting factor 1) qui sont des partenaires d’interaction avec le
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corépresseur CTBP (C-Terminal-binding protein) réprimant la signalisation TGF-f et Nodal
par I’action de HDAC1 (Bannister et Kouzarides 1996)

3.2.3. Exemple de TIF1y

Il a également été demontré que 1’ histone binding protein TRIM33 (tripartite motif
containing 33), également appelée TIFly (Xi et al. 2011), interagissait avec SMAD2 et
SMAD3. TIF1ly posséde de nombreux domaines d’interactions avec les histones et 1’action du
complexe TIF1y-SMAD2/3 est concomitante a celle du complexe SMAD4-SMAD2/3.
Cependant, leurs cibles génomiques sont distinctes. Le complexe TIF1y-SMAD2/3 serait
responsable du programme de différenciation érythroide (transcription des genes de B-
globines...) alors que le complexe SMAD4-SMAD?2/3 provoquerait 1’arrét du cycle et donc de
la prolifération cellulaire (He et al. 2006). Ainsi, en condition de stimulation via le TGF-$ ou
Nodal, les signalisations SMAD4-SMAD2/3 s’exercent de concert avec la signalisation TIF1y-
SMAD2/3. De plus, la fixation a la chromatine du complexe TIF1y-SMAD2/3 (sans SMADA4)
permettrait un changement transitoire de conformation chromatinienne favorisant la fixation du
complexe SMAD4-SMAD?2/3 au niveau de ses genes cibles (Quere et al. 2014).

3.2.4. Réle de TGF-p dans l'autorenouvellement et la
différenciation des cellules ES

La triade OCT4, SOX2 et NANOG est un complexe majeur responsable de la
pluripotence des cellules ES (L. A. Boyer et al. 2005). Il a été montré que les BMPs stimulent
I’autorenouvellement des cellules ES (de concert avec LIF (leukemia inhibitory factor), un
activateur de STAT3) (Ying et al. 2003). Cette signalisation BMP active I’effecteur SMAD1
et I’expression des protéines Id, des inhibiteurs de la différenciation neurectodermique dans ces

cellules, et favorisant la transcription des facteurs OCT4 et NANOG.
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3.2.5. Réle de TGF-g dans 'EMT et dans la reprogrammation
des iPS

La transition épithélio-mésenchymateuse est un mécanisme crucial lors de la formation
des tissus épithéliaux embryonnaires (somites, pancréas, foie, cceur...) (pour revue (Thiery et
al. 2009)). Une des étapes importantes de ’EMT de la cellule épithéliale est la perte
d’expression de ses marqueurs d’adhésion cellulaires, tels que I’E-cadhérine, empéchant ainsi
les contacts avec les cellules environnantes. Ce processus est médié par un groupe de facteurs
de transcription tels que SNAIL1, SNAIL2, ZEB1 (zinc-finger E-box-binding homebox 1),
ZEB2, KLF4 (Krueppel-like factor 4), TCF3 (également appelé E47) et TWIST. Il a été
démontré que SNAIL1 est induit par les TGF-f32 et 3 pour induire par exemple le développement

des ventricules du cceur (A. S. Boyer et al. 1999)

Le processus d’EMT étant décrit comme un processus physiologique ayant un role
essentiel au déeveloppement embryonnaire, il est également impliqué dans le développement
tumoral, a I’origine notamment de la transformation de la cellule et ses capacités tumorigenes
(Peinado, Olmeda, et Cano 2007) (pour revue, (Bierie et Moses 2006)). Ainsi, 1’expression
anormalement soutenue de ces facteurs clés de I’EMT peut transformer une cellule épithéliale
mammaire en cellule souche mammaire, lui donnant ainsi un phénotype de cellule onco-
initiatrice (Scheel et Weinberg 2011)

Compte-tenu du role du TGF-B dans ’EMT, un processus de reprogrammation
cellulaire, on comprend son rble dans la reprogrammation des iPS. Les iPS, des cellules
pluripotentes, sont obtenues a partir de la coexpression de 4 facteurs clés (OCT4, KLF4, SOX2
et MYC) dans un fibroblaste ou une autre cellule différenciée (K. Takahashi et Yamanaka
2006). 1l a été suggéré que OCT4 et SOX2 interfereraient avec SNAILL alors que KLF4
favoriserait I’expression de 1’E-cadhérine, permettant davantage un processus de MET
(mesenchymal to epithelial transition) (Li R et al, 2010). Ainsi, 1’ajout d’inhibiteur du TGF-3
ou du recepteur au TGF-, empécherait 1’action ectopique de ces génes et favoriserait ainsi la
génération d’iPS (Maherali et Hochedlinger 2009).
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3.2.6. ROle du TGF-g dans la réponse immunitaire

Le TGF-B a également un réle important dans la réponse immunitaire ainsi que dans le
maintien de I’immunité. Notamment, il régule la sélection et le maintien de ’homéostasie des
lymphocytes T, en inhibant les LT cytotoxiques (CTL), Thl et Th2 tout en activant les LT-reg,
Th17 et les Th9. 1l est aussi le garant de la prolifération de la survie et de I’activation des LB

tout comme le développement et I’activation des NK, macrophages, DC et des granulocytes.

(Pour revue (David et Massagué 2018) (Sanjabi, Oh, et Li 2017))
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3.3.1. RoOle du TGF-g dans la balance quiescence versus
autorenouvellement des CSH

Dans des conditions physiologiques, la majeure partie des CSH sont en quiescence, une
propriété responsable de leur maintien dans le temps (Cheshier et al. 1999) (A. Wilson et al.
2008) (D. Sun et al. 2014). Le TGF-p joue un role antiprolifératif sur les CSH. La suppression
de cette quiescence a pour conséquence de réduire cette capacité de maintien jusqu’a méme
aboutir a un épuisement des capacités intrinseques de ces cellules (multipotence et capacité de
reconstitution a long terme) (Soma, Yu, et Dunbar 1996) (Batard et al. 2000). Il a été démontré
dans les HSPC que le TGF-B1 intervient dans I’arrét du cycle cellulaire et la quiescence de ces

cellules via p57, un inhibiteur de CDK (cyclin-dependent kinase) (Scandura et al. 2004).

Il a été démontré que la suppression de la signalisation des R-SMADSs, médiée par une
surexpression de SMAD?7, augmente les capacités d’autorenouvellement des CSH. Une
expérience semblable, mais avec cette fois-ci une délétion de Smad4, amene un phénotype
similaire montrant ainsi que la signalisation TGF-f3 empéche 1’autorenouvellement des CSH
(Karlsson et al. 2007). Pour étoffer ces résultats, de récents travaux de Wang Xiaofang et al,
2018 (X. Wang et al. 2018) ont montré dans la souris que 1’ajout du TGF-B1 supprime
I’autorenouvellement des CSH, les empéchant d’entrer en quiescence ce qui impacte également

leur capacité de reconstitution a long terme.

3.3.2. ROle de TGF-g dans 'engagement des progéniteurs
hématopoiétiques

Les génes clés de I’engagement mésenchymateuXx, ou lymphoide, myeéloide et érythroide
sont respectivement myogenic identity factor myoblast determination protein-1 (MYOD1),
PU.1, CCAAT/enhancer-binding protein-a (C/EBPa) et GATAL. Des travaux ont montré le
role de TGF-B dans la spécification de ces lignages hématopoiétiques et mésenchymateux
(Mullen et al. 2011) (Trompouki et al. 2011). Ainsi, via la signalisation du TGF-f3, le complexe
SMAD3-SMAD4 co-occupe le genome avec en partenaire MYOD1 ou PU.1. La signalisation

BMP, semble quant a elle contréler la régulation de génes d’engagement via le complexe
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SMAD1-SMADA4 en collaboration avec C/EBPa ou GATAL et GATA2 dans les progéniteurs

myéloides et érythroides respectivement (Mullen et al. 2011) (Trompouki et al. 2011). L action

de R-SMAD-SMADA4 dans le maintien des cellules ES ainsi que son apport dans 1’engagement

hématopoietique, démontrent le réle prédominant du TGF- dans I’orchestration de cette

régulation.

Bien que le mécanisme ne soit pas encore démontré, on sait également maintenant que

le TGF-B stimule a faible dose la prolifération de HSPC a caractére myeloide, au détriment de

HSPC a caractére lymphoide (Challen et al. 2010). Ce dernier résultat conforte I’hypothése que

les HSPC sont un pool hétérogene de progéniteurs, comprenant des progéniteurs déja engageés

dans le lignage myéloide ou lymphoide bien que non distinct phénotypiquement.
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maturation/différenciation lors du développement des cellules hématopoiétiques

D’apres (Fortunel, Hatzfeld, et Hatzfeld 2000)
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Les roles du TGF-p sur I’hématopoiese sont resumes dans la figure 18. Le TGF- a été
reporté comme ayant un role négatif (c’est-a-dire anti-prolifératif) et anti-différenciant dans
le lignage mégacaryocytaire (Jackson et al. 1994) (Berthier et al. 1993). Un anticorps anti-
TGF-B (déplétant) ajouté en culture liquide augmente la prolifération des progéniteurs
mégakaryocytaires chez le rat (Kuter DJ et al, 1992), bien que les mégakaryocytes produisent
du TGF-B1 qu’ils stockent dans des vésicules et les libérent notamment en présence d’IL-3 ou

d’IL-1 (Wickenhauser et al. 1995).

Il a également été démontré un réle du TGF-B sur le développement des cellules
dendritiques a partir de la différenciation de précurseurs myéloides ou monocytaire en DC (Y.
Zhang et al. 1999) (Jaksits et al. 1999).

La voie du TGF-p est un des facteurs clés de la différenciation érythroide. Elle est retrouvée
non seulement dans la différenciation des progéniteurs mais aussi des BFU-E et CFU-E
(Hatzfeld et al. 1991) (Del Rizzo, Eskinazi, et Axelrad 1990) (Cardoso et al. 1993).
Historiquement, Krystal (Krystal et al. 1994) fut le premier a démontrer dans des cellules
humaines primaires, que le TGF-B1 permet et accélére la transition des BFU-E early en BFU-
late et des BFU-E late en CFU-E, de fagon concomitante & une accélération d’expression de
marqueur de surface de maturation érythroide GPA ainsi qu’une hémoglobinisation plus rapide
de ces cellules (Dubois et al. 1993). Au début du XXI€ siecle, les travaux de Zermati et al. ont
mis & jour le mécanisme d’action du TGF-f dans I’inhibition de I’érythropoiese. Ses travaux
ont montré que le TGF-f, méme a une faible concentration (de 2ng/mL) inhibe la prolifération
et donc I’expansion des progéniteurs érythroides CD36" d’un facteur 15 (Figure 19, A), ces
cellules CD36" étant apparentées a un mélange hétérogene de BFU-E et de CFU-E
principalement. Cette chute de prolifération est accompagnée d’une forte accélération de
maturation érythroide (visualisée en cytométrie en flux, test d’hémoglobinisation, examen
histologique et microscopie électronique) causée par une diminution du cycle cellulaire des

progéniteurs érythroides (davantage de progeniteurs en GO/G1). Cette accélération de
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maturation ne change pas pour autant le motif d’expression des chaines de globines adultes et
feetales. Les érythrocytes ainsi formés sont normalement énucléés bien qu’il soit connu que la
culture in vitro de précurseurs érythroides, en I’absence de macrophage CD169, n’aboutit pas

a100% d’énucléation.
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Figure 19: Mise en évidence de |'effet du TGF-B au cours de |'érythropoiese. L’ajout
de TGF-B au cours de la différenciation érythroide impacte grandement le nombre de cellules
produites (A), en accélérant la maturation des érythroblastes (B). Travaux de (Zermati et al.
2000).

Depuis ces articles fondateurs, de nouveaux travaux sont venus agrémenter nos
connaissances quant a I’action du TGF-B1 dans la différenciation érythroide. En 2003, les
travaux de Akel et al. ont montré chez I’humain que le TGF-B1 était sécrété de maniére
autocrine en culture in vitro par les progéniteurs et précurseurs érythroides. Il a utilisé un
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anticorps anti-TGF-B1 qui supprime I’effet autocrine, ce qui ralentit I’érythropoiése et
augmente le nombre total d’érythrocytes générés, bien que le nombre de colonies en
méthylcellulose reste apparemment le méme (Akel et al., 2003). Concernant le mécanisme
d’action emprunté dans la voie du TGF-B, on sait également que le complexe SMAD2/3-
SMAD4 permet d’arréter le cycle cellulaire et la prolifération érythroide, tandis que SMAD2/3-
TIF1ly permet ’expression des génes importants de la différenciation érythroide, ces deux

phénomenes étant conjoints (Bai et al. 2010) (He et al. 2006).

3.5.1. Cas de l'activine A, du BMP2 et du BMP4

Bien que sur 1’érythropoi¢se, TGF-B1 soit le principal effecteur dans la voie de
signalisation du TGF-p, d’autres effecteurs ont été recensés tels que 1’activine A ou encore des
BMP tels que BMP2 et BMP4. Tout comme il avait ét¢ démontré que 1’érythropoiése de stress
chez la souris était médiée par BMP4, les travaux de Perry et al. ont montré que BMP4 accélere
la maturation des progéniteurs érythroides en bloquant la prolifération (Perry et al. 2009). Les
travaux de Maguer-Satta et al. ont également porté sur I’étude de ces trois effecteurs. Ce groupe
a rapporté que dans les HSPC dérivées de PBMC ou de MO, la différenciation érythroide en
présence d’activine A aboutit a la formation de davantage de late BFU-E et de CFU-E et que le
BMP2 favorise la manifestation de early BFU-E (Maguer-Satta et al. 2003).

3.5.2. Cas de GDF11 et de GDF15

D’autres facteurs appartenant a la famille du TGF-3 ont un réle dans I’érythropoiese tels
que les GDF, comme GDF11 et GDF15 (Suragani et al. 2014), dont le mécanisme d’action
n’est pas encore connu exactement. Il existe cependant déja des inhibiteurs de ces GDF tels que
ACE-011, ACE-536, des inhibiteurs Ligand-Trap de GDF11, constitués du domaine
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extracellulaire du récepteur ActRIIA lié & un fragment constant (Fc) 1gG1 humain (Ruckle et
al. 2009). Il a été rapporté que le ligand trap de GDF11 pouvait corriger le deéfaut
d’érythropoiéese dans des souris considérées comme des modeles de B-thalassémie (Dussiot et
al. 2014) ou de SMD (Suragani et al. 2014). Cependant, la plupart de ces expériences ont éeté
réalisées in vivo, les effets observés sur 1’érythropoiése seraient a confirmer au cours de
1’érythropoiése in vitro, en absence d’autres cellules du microenvironnement. En effet, les GDF
pourraient exercer leur effet de facon indirecte en agissant sur les macrophages, et les

ostéoblastes.

Dans la suite de cette partie nous allons traiter brievement la question des inhibiteurs de
la voie de signalisation du TGF-f ainsi que de certaines pathologies dans lesquelles I’utilisation

de ces inhibiteurs ont, ou pourraient, avoir une utilité thérapeutique.

3.5.3. Inhibiteurs des TGF-AR

L’intérét de cibler la voie de signalisation du TGF-B offre une portée thérapeutique
attrayante. Bien que dépassant son role dans I’érythropoiese et sa responsabilité dans certaines
anémies, le TGF-p est impliqué dans de nombreux processus tumoraux comme jouant un role
important aussi bien dans 1’angiogenese, 1’inflammation, I’invasion/métastase ou encore le
processus d’échappement au systeme immunitaire (Pour revue (Lahn et al. 2015)). Ainsi,
nombre d’inhibiteurs ont €té créés, certains sont en phase d’essai clinique tels que le
Galunisertib (également appelé LY2157299) (Xie et al. 2015), le LDN-193189 un inhibiteur
specifique des BMPs, qui inhibe transcriptionnellement ACVR1 et BMPR1A (Boergermann et
al. 2010). Ou encore le SB-431542 (Laping et al. 2002), un inhibiteur du TGF-BRI.
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4.Etude du gene CXXC5, alias RINF

Cen’est qu’en 2009 qu’ont été réalisees les premieres études fonctionnelles sur CXXC5,
lui attribuant alors un rdle dans trois voies de signalisation: la voie Wnt/B-caténine (Andersson
et al. 2009), la signalisation des rétinoides (Pendino et al. 2009) et la régulation de I’apoptose
(M. Zhang et al. 2009a). Depuis, une quarantaine d’articles sont venus étoffer les connaissances
sur ce gene, que ce soit par des études cliniques, analytiques ou fonctionnelles, réalisées aussi

bien chez ’homme que dans des modeles animaux (souris, rat, poisson zebre, chevre).

De ces études, il apparait que ce géne interviendrait dans la différenciation et le
développement de nombreux tissus. Il interviendrait également dans le processus de
tumorigénése ayant un rdle ambivalent, pouvant étre oncogéne ou suppresseur de tumeur selon
le contexte cellulaire. Son expression est étroitement corrélée au pronostic dans certains cancers
solides (comme le cancer du sein ou de la prostate) et les leucémies. Son expression presque
ubiquitaire suggeére que CXXC5 aurait un mode d’action moléculaire multiple, entre partenaire

protéique et cofacteur de la régulation génique (voire méme épigénétique).

Je me propose de détailler dans cette partie, avec un regard critique, les différents

processus et modes d’action dans lequel CXXCS5 serait impliqué.

Le géne CXXC5 est situé sur le bras long du chromosome 5 (5931) (Figure 20 A), dans
une micro-région fréquemment perdue par délétion chromosomique dans certaines hémopathies
malignes (SMD et LAM). Le gene codant la protéine RINF est composé de quatre exons
(Figure 20 B), avec un site d’initiation de la transcription sur chacun des deux premiers exons.
Ainsi, un épissage est possible et aboutit a deux ARNm RINF avec un 5’-UTR différent mais
une séquence codante inchangée (le codon d’initiation de la traduction ATG est situé dans

I’exon 3 et le codon stop est situé¢ dans 1’exon 4).
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Figure 20: Représentation schématique de la localisation (A) et de la structure
(B) du gene CXXC5, codant le facteur nucléaire RINF. Composé de 4 exons, ce gene
possede deux sites d’initiation de la transcription. L’analyse de son promoteur réveéle de nombreux sites
de fixation potentiels, mais peu ont été validés par I’expérimentation, comme ¢’est par exemple le cas
pour I’élément de réponse aux rétinoides (RARE). La séquence codante est située majoritairement sur
I’exon 3 et en partie sur I’exon 4 (d’aprés Pendino et al. 2009).

4.2. Analyse de sa structure protéique primaire

CXXC5 code pour une protéine de 322 acides aminés (33kDa). L’étude de la séquence
de la protéine a permis d’identifier que CXXCS5 possédait une séquence NLS (Signal de
Localisation dans le Noyau). Ces travaux de Pendino et al. ont démontré sa localisation
nucléaire de cette protéine (du moins dans les cellules NB4 et MCF7). Des études de
mutagénese dirigée ont montré que la mutation de cette séquence empéchait effectivement la
translocation au noyau. (M. Zhang et al. 2009b). Bien que cette protéine posséde ce NLS, nous
verrons par la suite que sa localisation semble dépendre du contexte cellulaire, étant tres bien
décrite dans la littérature comme partenaire de DVL (Dishevelled) lui conférant une

localisation plut6t cytoplasmique, permettant d’inhiber la voie Wnt/p-caténine.
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Un doigt de zinc pour les gouverner tous

La séquence du géne CXXC5 a initialement été découverte en 2004 par Katoh et al. lors
d’une étude in silico (Katoh et Katoh 2004) mettant pour la premiére fois en évidence les génes
codant pour des protéines de la famille CXXC. Cette famille a été définie comme contenant un
motif a doigt de Zinc de type CXXC. Il s’agit d’une séquence particuliére de 8 cystéines. La
plupart de ces cystéines sont séparées par deux acides aminées « xx » au sein du motif. Ces
protéines sont également appelées zinc finger protein (ZF-CXXC), du fait que les groupements

Cystéines du motif CXXC comprennent deux ions zinc.

Le motif CXXC est un motif en doigt de zinc composé de deux groupements trés
conservés riches en cystéines et renfermant deux ions zinc (Zn?*). Il existe une douzaine de
protéines possedant des CXXC (revue Long H, 2013) (Katoh 2004) (Xu et al. 2018).

De par ce motif ces protéines ont la capacité de se lier a I’ADN au niveau des Cytosines
de la chaine nucléotidique. Il est souvent admis que les cytosines ciblées par ces CXXC sont

situées sur des CpG® qui sont simplement une succession nucléotidique d’une cytosine suivie

® Par convention, il est établi qu’une région de 1kb comprenant au moins 50% de CpG est

appelée Tlot CpG. Du fait que ces Tlots CpGs soient retrouvés dans 60 a 80% des régions promotrices
des genes, il est suggéré qu’ils jouent un role dans la régulation des génes (Bird 1986).
Les Cytosines des CpG peuvent subir des modifications post-réplicationnelles telles que le phénomene
de méthylation (en position 5, appelé 5-méthylcytosine) qui est une modification stable (Coulondre et
al. 1978). Il a été démontré que cette méthylation des CpG avait le plus souvent pour conséquence
d’empécher la fixation de facteurs de transcription au niveau des promoteurs, impactant ainsi la
transcription. Cette méthylation des CpG sont notamment responsable de 1’empreinte parentale et de
I’inactivation du chromosome X (A. Bird 2002). Ces modifications sont également souvent associées a
des complexes co-represseurs également un état de répression de la chromatine via I’activité des histones
déacétylases (HDAC).

Les Histones permettent le repliement et la compaction de I’ADN. Il est facile de comprendre
que le degré de compaction de I’ADN est déterminant pour 1’accessibilité et donc pour I’expression de
génes (permettant ou empéchant la machinerie transcriptionnelle de se fixer aux promoteurs d’un géne).
Les modifications post-traductionnelles des histones, méthylation, acétylation, ubiquitination
phosphorylation, et déamination sont déterminants pour la conformation des histones. Ces processus de
modification d’histones réversibles font appel a des enzymes comme les HDAC, ou encore les histones
acétyles transférase (HAT) (Kuo et Allis 1998).

La méthylation de I’ADN est un processus également réversible dans lequel interviennent des
enzymes comprenant un doigt de zinc comme les protéines de la famille des MBD (methyle binding
protein), MBD1-2 (Long, Blackledge, et Klose 2013), et DNMT1 ou n’en comprenant pas comme pour
DNMTS3. Ces enzymes ont des roles spécifiques et permettent d’effectuer des méthylations de novo sur
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d’une guanine. Il en existe a de multiples endroits a travers le génome que ce soit dans les

régions géniques ou intergeniques.

Un premier classement de ces enzymes a été proposé en fonction de leur homologie de
structure, par la présence ou non d’un motif KFGG (succession d’une lysine, phénylalanine et
de deux glycines) entre deux groupements cystéine impactant ainsi sur la taille et la flexibilité
des doigts de zinc. CXXC5, CXXC4, TET1 et TET3 font partie des CXXC a « doigt court »
notamment par 1’absence de ce motif KFGG, possédé par CFP1, MLL1, MLL2, KDM2A,
KDM2B, MBD1, DNMT1 et FBXL19 qui sont des CXXC a « doigt long » (Figure 21).

doigt de Zinc
Domaine non conserve CXXC

KFREEBEELKKK CXXC5  RINF
KFREGBEELKKK CXXC4  IDAX(Inh.TET2)
KLRKEEVLKKK CXXC10 TET3
KKREK@EELKKK CXXC6 TETL
KMREEONLOWM CXXC7 MLL
YREE@DKIEAR CXXC12 MLL2
ERRRBLRIVER (CxXXC3a MBD1
QRRELRGKHA cxxc3b MBD1
RWROBLOFAMK cxXc3c MBD1
RLROBOLRARE  cxxc9 DNMT1
QERRPNMAMK  cxxc1  CGBP
IMROBIAPVLE (cxxc2  FBXL1O
LROBLAPRLE  cyxcg  FBXLLL
LLROETAPVLE  (yxc11  FBXL1O

LDKPKFGGRNIKKQC
LDKPKFGGPNTKKQC
LLQLPHDVASGLFCK
LRPP--RPGLRRQWK
CDKPKFGGSNQKRQOK
RDMEKFGGPNKIRQOK
KDMVKFGGSGRSKQ.

KDMEKFGGPGRMKQS
RDMEKKFGGPGRMEKQS
RDMKKFGGPGRMKQS

Figure 21: Le motif a doigt de zinc de type CXXC de la protéine RINF. Le doigt de
Zinc de type CXXC est le seul domaine conservé dans la protéine RINF. Celui-ci est retrouvé dans onze
autres protéines humaines. L’alignement de la séquence de ce motif entre les différents paralogues de
RINF est ici représenté. Les acides aminés conservés sont en gris et les résidus cystéine sont en rouge.
On observe que la majorité des protéines listées ont un réle épigénétique. Le motif est particulierement
conservé avec les protéines impliquées dans le contrdle de 1I’hydroxyméthylation, en rouge. D apreés
(Pendino et al. 2009).

un CpG non méthylé (c’est le cas de DNMT3 et MBD1), ou bien de maintenir une méthylation lors de
la réplication de I’ADN, permettant ainsi d’apporter une méthylation donnée sur le brin néosynthétisé
(Rhee et al. 2002).
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La famille des CXXC peut aussi étre classée en 4 groupes selon leur homologie de
structure ou par leur affinité de fixation sur les CpG comme présenté en figure 22. La classe |
contient les doigts de zinc responsables de la méthylation de la lysine 4 de I’histone 3 (appelé
pour la suite H3K4) et comprenant CFP1 (Thomson et al. 2010), MLL1 (Dou et al. 2006) et
MLL2 (FitzGerald et Diaz 1999). La classe Il contient les enzymes responsables de la
déméthylation de H3K36 tel que KDM2A (Tanaka et al. 2010) et KDM2B (Farcas et al. 2012).
La classe 111 comprend les enzymes responsables de la méthylation de I’ADN telles que
DNMT1 (Rhee et al. 2002) et la classe IV contient les enzymes responsables de
I’hydroxyméthylation de I’ADN, comme c’est le cas de TET1 (Tahiliani et al. 2009), TET3
(Gu et al 2011), CXXC4 et CXXC5 (Ko et al. 2013).

Class | C —CFP1 161 ©
MLL1 1147 F
MLL2 958

KDM2A
Class I C it
FBXL19
MBD1_C3 33
CXXC4 13
G CXXC5 25
Class Il (% Em =

TET3

DNMT1 64
ClassIVC MBD1 C1 16
MBD1°C2 217 RIVERSRG

NO00OOO0OON0D

Figure 22: Classement des protéines a doigt de Zinc CXXC par leur motif d'affinité
de liaison a I’ADN et par leur réle. On observe une que les CXXC du groupe 11l sont en
plus d’étre capables de se lier aux CpG, sont également capables de se lier a d’autres motifs tels
que les CpA, CpT, CpC et CpmC. D’aprés (Xu et al. 2018)
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Les TET ont pour role la déméthylation de I’ADN dont le schéma mécanistique est detaillé en

figure 23.

——— AM-PD

Figure 23: Schéma du cycle de déméthylation active de I’ADN. Le processus de
déméthylation de I’ADN peut étre réalisé par déméthylation passive ou active: Elle peut étre passive
lors de la réplication de I’ADN, dans le cas ou le brin néosynthétisé n’est pas méthylé par la DNMT1.
La méthylation n’est pas conservée et entraine une perte de la méthylation au fur et a mesure des
divisions cellulaires successives. Elle est rendue active par I’intermédiaire des TET (TET1, TET2,
TET3) qui sont des enzymes tissus spécifiques possédant une activité méthylcytosine-dioxygénase,
capable de catalyser la réaction de conversion des 5-méthylcytosines (5-mC) en 5-
hydroxyméthylcytosines (5-hmC), puis en 5-formylcytosine (5-fC) et en 5-carboxylcytosine (5caC)
pour obtenir la cytosine. Ces deux derniéres modifications (5-fC et 5¢caC) sont réalisées par des enzymes
appelées TDG pour thymine DNA glycosylase et permettent, de concert avec un mécanisme de base
excision repair (BER), I’excision du 5-fC et 5¢caC. Ce dernier mécanisme est reconnu par ces enzymes
comme un défaut de I’ADN (Hao Wu et al. 2014). TDG (thymine DNA glycosylase), BER (base excision
repair), AM-AR (active modification—active removal), AM—PD (active modification—passive dilution).
D’apres (X. Wu et Zhang 2017)

Ainsi, TET1 est décrit dans la littérature comme tres exprimeée au cours du
développement embryonnaire. TET1 est responsable de la démethylation et du maintien de
I’empreinte parentale lors du développement de I’embryon (Yamaguchi S 2013). Les Knock
Out (KO) pour les génes des TET ont pour effet d’amener un état d’hyperméthylation des
promoteurs et enhancer de genes créant ainsi des défauts de développement de I’embryon (chez
la souris) (Dawlaty et al. 2014). TET3 a également un r6le lors du développement
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embryonnaire, il est nécessaire au premier stade de la cellule ceuf afin de déméthyler les CpGs
des promoteurs paternels de Oct4 et Nanog (Gu et al. 2011). TET1 et TET3 sont également
exprimés dans le cerveau et I’invalidation de TET1 mettrait en cause le développement
neuronal, entrainant des défauts de comportement chez les souris adultes KO TET1 (Andrii
Rudenko et al. 2013). Des études montrent également le lien entre des maladies
neurodégenératives et mentales ou il est observé un défaut de méthylation/hydroxyméthylation
des Tlots CpG (A. Rudenko et Tsai 2014). Quant & TET2, il présente la particularité d’étre
dépourvu de domaine CXXC. Il est particulierement exprimé dans les cellules
hématopoiétiques et sa dérégulation entraine des défauts d’hématopoi¢se en favorisant
I’expansion du compartiment souche. TET2 est notamment retrouvé muté dans nombre de
cancers du sang, leucémie et myélodysplasies en favorisant le plus souvent une expansion des

clones leucémiques (Delhommeau et al. 2009).

Plus récemment, des études ont mis en évidence le role des TET lors de I’érythropoiése
humaine (H. Yan etal. 2017). Bien que TET1 ne soit pas exprimé au cours de 1’érythropoicse,
leur travaux basés sur des expériences de perte d’expression de TET2 et TET3 dans des CSPH
(CD34") ont montré que TET3 avait un impact sur I’érythropoiése terminale, en augmentant le
taux d’apoptose ainsi que le processus d’énucléation des érythrocytes. La perte de TET2, de
son cOté, a pour effet d’augmenter la prolifération des progeniteurs érythroides. De fagon plus
surprenante, la perte de ces TET (TET2 et TET3) n’influerait pas sur le niveau de 5-mC global
du génome. Un article récent montre également I’importance de Tet2 et Tet3 dans
I’érythropoi¢se murine. Par invalidation de Tet2, Tet3 ou Tet2/Tet3 (dont la délétion est
inductible) les auteurs démontrent que ces souris ont une anémie dans les premiéres semaines
qui est compenseée par la suite, hormis pour le double KO Tet2/Tet3 qui souffre d’une anémie
chronique. Ces trois souris développent des pathologies leucémiques par la suite, lors du
vieillissement (Swaminathan et al. 2017, preprint).

Dans I’article de Ko M et al. de 2013, il a été suggeré que CXXC5 et CXXC4 avaient
un réle similaire dans les cellules ES, celui d’inhiber TET2, par dégradation via la caspase 3
(Ko et al. 2013). Les TET ayant pour rdle la déméthylation de I’ADN (en catalysant la 5-mC
en 5-hmC), CXXCS aurait donc pour réle d’empécher cette déméthylation et donc de maintenir
la 5-mC. Cependant, ces expériences ont été réalisées a partir de protéines étiquetées en N-ter,

dont nous ignorons 1’effet sur les fonctions endogenes de la protéine.
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Un article plus récent suggere que CXXC5 recrute TET2 pour déeméthyler le promoteur
de Irf7 dans les cellules dendritiques plasmacytoides (pDCs) et permet la production de I’lFN
en réponse a une infection virale. Dans ce contexte cellulaire, CXXC5 et TET2 seraient donc
des partenaires d’activation de la transcription. Ces deux types d’étude ayant été réalisées chez
la souris dans des contextes cellulaires différents, dans des cellules souches embryonnaires
(ESC) et I’autre dans des cellules de I’immunité, il est possible que CXXC5 ait un role

ambivalent méme lorsque sa localisation est nucléaire.
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4.4. Expression du gene CXXC5

Depuis la découverte de CXXCS5, les premiers articles de 2009 montrent une expression
forte de la protéine humaine dans les cellules souches hématopoiétiques (CD34"), mais aussi
dans le placenta, le rein et le ceeur. En revanche, il serait moins exprime dans le pancréas et les
ovaires (Pendino et al. 2009). A 1’¢re du big data, les données de microarray, RNA-seq et
protéomiques sont des données communes et accessibles permettant d’avoir une idée précise
des variabilités d’expression entre des tissus spécifiques. D’autres consortiums ont fait veeu de
conforter ces expressions et de valider les anticorps proposés dans le commerce via des banques
de tissus sains, malins et lignées cellulaires (double screen entrepris par Proteinatlas)(Uhlén et
al. 2005; Thul et al. 2017)°. Selon ce site, la location de CXXC5 serait aussi bien nucléaire que

cytoplasmique, et cette protéine serait exprimée de facon ubiquitaire.
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Figure 24: Expression de RINF dans différents tissus de I'organisme. Il est rapporté
que RINF semble étre présent et détecté aussi bien au niveau de son expression ARN que
protéique dans la plupart des tissus. Il semblerait que suivant le contexte cellulaire 1’expression
de RINF serait essentiellement nucléaire bien qu’il soit reporté une expression cytoplasmique
dans certains tissus. D’apres proteinatlas.org

Comme suggéreé par le motif RARE (retinoic acid responsive element) en amont du TSS
de CXXC5, ce gene est directement régulé par les rétinoides. Cette protéine, dont le géne a
d’ailleurs été mis en évidence lors d’un microarray réalisé dans une lignée de Leucémie Aigué
Promyelocytaire (LAP), la lignée NB4, est bien induite par I’ATRA dans les cellules primaires
de patients souffrant de LAP (Pendino et al. 2009). Aprés ajout de rétinoides, CXXC5 est induit
précocement (dés 1h30) et les cellules NB4 normalement bloquées au stade de promyélocytes
se différencient en granulocytes neutrophiles. Dans cet article, le mécanisme d’action par lequel
CXXC5 (RINF) participerait a la différenciation des NB4 n’est pas exploré. Cependant, RINF
serait nécessaire a la granulopoiése puisqu’une approche lentivirale ciblant son expression
montre que sa perte d’expression (via un ShARN) empécherait la différenciation terminale des
NB4 induite par ’ATRA. De plus, la surexpression de RINF dans ces lignées permettrait
d’abaisser le seuil des doses requises d’ATRA pour déclencher la différenciation des NB4

(donnée non publiées).

Peu de mécanismes d’action de RINF sont décrits a I’heure actuelle. Depuis 2009, le
mode d’action de RINF le plus souvent proposé dans la littérature est son premier role décrit
comme inhibiteur de la voie Wnt/B-caténine. Cette voie de signalisation est importante

notamment pendant I’embryogenése (Steinhart et Angers 2018) et le cancer (Polakis 2000).

La voie Wnt est activée par liaison de I’effecteur Wnt au récepteur transmembranaire
Frizzled (Fz). Ce méme récepteur va pouvoir s’associer a une autre protéine transmembranaire

LRP, (LDL(Low-Density Lipoprotein)-related protein). Ce complexe permet de fixer DVL
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(Disheveled) qui a son tour va recruter une protéine kinase GSK3 (Glycogensynthetase kinase)
capable de phosphoryler la partie intracellulaire de LRP et de déphosphoryler la 3-caténine.
Cette déphosphorylation de la B-caténine empéche 1’ubiquitination de celle-ci qui ne peut plus
étre dégradee par le protéasome. La p-caténine étant un facteur de transcription, elle peut se
délocaliser dans le noyau et activer des genes spécifiques de la transcription. La figure 25

présente un schéma du mécanisme d’action de la voie Wnt/B-caténine.

Les travaux d’Andersson et al. ont montré que RINF interagit négativement avec cette
voie de signalisation en se liant a DVL, mettant en avant une interaction protéine/protéine
(RINF/DVL) dans le cytoplasme, empéchant le recrutement de GSK3, maintenant la
dégradation de la B-caténine par le protéasome dans une lignée humaine HEK293 (pour Human
embryonnic kidney 293) et dans une lignée de cellule souche neurale. Depuis, principalement
chez la souris mais aussi chez I’humain (lignées cellulaires), d’autres travaux ont montré une
interaction entre RINF et DVL dont I’inhibition de la voie Wnt/B-caténine impacte la
différenciation des ostéoblastes, ralentissant le processus d’ossification (Kim HY 2015)(H.-Y.
Kim et al. 2016). Dans la souris KO Rinf, des travaux ont aussi mis en évidence une diminution
de la différenciation des oligodendrocytes et du processus de myélinisation des axones dans le
cerveau. Les souris invalidées pour Rinf souffrent d’un défaut de conduction du fait de la

structure des gaines de myéline (M.-Y. Kim et al. 2016).

L’activation de la voie Wnt/B-caténine par 1’inhibition, le ciblage de RINF ou de son
complexe RINF/DVL accélérerait des processus de cicatrisation et de régénération de la peau
(S.-H. Lee et al. 2015) et des cheveux et poils (S.-H. Lee et al. 2017) via I’expansion des
kératinocytes, I’augmentation de production du collagene 14 des fibroblastes et 1’augmentation

de la division des follicules pileux.

Par I’intérét évident de cibler RINF pour favoriser des processus de différenciation
(repousse du cheveu, cicatrisation de la peau, différenciation osseuse), des groupes de recherche
ont également entrepris de cibler le complexe d’interaction RINF/DVL via la conception d’un
peptide inhibiteur. Depuis 2016, un peptide est a 1’essai dans des thérapies contre 1’ostéoporose
(H.-Y. Kim et al. 2016). La conception de logiciel de prédiction de molécules inhibitrices de ce
complexe est toujours d’actualité (Songling Ma et al. 2018) et a méme amené des équipes a

faire des étude de cristallographie du complexe RINF/DVL (I. Lee et al. 2017).
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Figure 25: Schéma proposé du mécanisme d’action de RINF sur la voie Wnt/p-
caténine. Il a été mis en évidence une interaction entre RINF et DVL, empéchant la liaison de DVL
avec GSKa3. Cette action entraine la dégradation de la 3-caténine par le protéasome et empéche ainsi la
transcription des génes cibles de la voie Wnt/B-caténine.
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D’autres travaux montrent que RINF serait également impliqué dans la voie de
signalisation de la superfamille du TGF-f3, notamment comme cible du BMP4 dans les cellules
souches neurales (Andersson et al. 2009), ainsi que nécessaire pour le développement cardiaque
du poisson zebre (zebrafish) (Peng et al. 2016). Le poisson zébre étant trés différent de
I’homme, les taux de conservation des protéines sont éleves (95-97%), ils mettent en évidence
ici une interaction protéique entre le motif en doigt de zinc CXXC et SMAD2/SMAD3
(confirmée par mutagéneése dirigée sur le motif CXXC).

RINF a aussi été proposé comme activateur de la voie du TGF-f dans les carcinomes
hépatiques, permettant I’arrét du cycle cellulaire et I’induction en apoptose (X. Yan et al. 2018).
Cependant, quelques ambiguités persistent dans 1’interprétation de leurs résultats, notamment
le fait que la perte de RINF (via shRINF) sensibilise la lignée Hep3B au TGF-B, et qu’ils
considérent que RINF soit un activateur du TGF-f. Ils montrent ensuite que I’ajout de TGF-
augmente 1’expression d’un vecteur luciférase sur le promoteur de RINF dans la lignée
cellulaire Hep3B. Bien que ces résultats semblent se contredire, ils pourraient s’expliquer par
un roéle non intuitif comme une boucle de rétro-controle dans laguelle RINF serait activateur et
se réprimerait pour contrdler sa propre expression. lls suggérent également que RINF se lierait

a HDACL, faisant I’un et I’autre un partenaire transcriptionnel.

4.7.1. RINF est impliqué dans la reproduction

Les cestrogenes modulent RINF dans des lignées de cancer du sein (Yasar, Ayaz, et
Muyan 2016). En effet, en plus de posséder un motif RARE en amont de son site de
transcription, RINF posséde également un motif de réponse aux cestrogénes ERE (Estrogen

Responsive Element).

Il a été suggéré que la diminution de I'expression de RINF dans le tissu de la corona
radiata était associée a une faible réserve ovarienne chez la femme (May-Panloup 2012). RINF
est retrouvé surexprimeé dans les tissus ovariens de chévre capable de polycoitus (grossesse a
gestation multiple) (X. P. An et al. 2012). Bien que ce ne soit que des corrélations, les faibles

expressions de RINF dans le tissu ovarien sont associées a des monocoitus.
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Il a été suggéré que RINF interagissait avec FOXL2, un géne impliqué dans les
pathologies liées a des défauts dans la régulation ovarienne ainsi que lors du développement
embryonnaire (développement craniofaciale). CXXC4, de par son homologie structurelle,

semble également avoir un mécanisme d’action en commun avec FOXL2.

Bien que ce ne sont que des études corrélatives indépendantes, I’ensemble de ces articles
confortent le fait que RINF ait un réle dans le processus de reproduction, étant trés exprimeé

dans les organes reproducteurs et modulé par les cestrogenes.

L'apoptose est un processus d'induction de mort cellulaire. 1l est utilisé par la plupart
des cellules lorsqu'un disfonctionnement "irrémédiable™ survient. Il est aussi utilisé lors du
développement embryonnaire pour la morphogenése des tissus comme pour fagonner les doigts,
le cerveau, la bouche, les yeux, ... (Jacobson, Weil, et Raff 1997). Certains lymphocytes T de
I'immunité peuvent induire I’apoptose des cellules non reconnues par le systéme immunitaire
ou reconnues comme dégénérées (via FasL/Fas). Enfin, les mécanismes de résistance a
I'apoptose sont trés etudiés notamment dans le cancer comme c'est I'une des propriétés

intrinséques des cellules cancéreuses (Hanahan et Weinberg 2011).

Il a été mis en évidence un réle de RINF dans des mécanismes d'apoptose, suggérant
que dans certains tissus, il pourrait étre pro-apoptotique. Ce mécanisme pourrait étre dépendant
de P53. 11 est par exemple suggéré que RINF participe a ’activation transcriptionnelle de P53
et de la phosphorylation de sa protéine, permettant d'induire I'arrét du cycle cellulaire apres
ajout d'etoposide (empéche I’entrée en mitose par inhibition de la topo-isomérase chargée de
ressouder les brins d’ADN). L’absence de RINF et la présence d'étoposide ne permettrait pas
I'accumulation de P53 dans le cytoplasme ni le recrutement d'ATM (Ataxia Telangiectasia
Mutated protein-kinase) au niveau de la chromatine endommagée des lignées TK6
(lymphoblastoides cells) (M. Zhang et al. 2009b). Il en serait de méme dans les leucémies aigués
myeéloides, dans lesquelles I’absence de RINF empécherait I’induction de P53 induite par
I’irradiation et les dommages a I’ADN (Kihnl et al. 2015).

Comme déja énonce, RINF serait un partenaire de FOXL2. Bien qu’agissant comme

répresseur de I’activité transcriptionnelle de FOXL2 (montré par test luciférase) (L'Hote 2012),
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sa co-surexpression avec FOXL2 augmenterait 1’apoptose induite (et visualisée via marquage
a I’Iodure de Propidium et Annexine V) dans une lignée cellulaire KGN dérivée d’une tumeur

de la granulosa (tissu ovarien).

RINF a également un réle pro-apoptotique dans des sarcomes, notamment des cancers
de la gaine des nerfs périphériques (appelés MPNST pour Malignant peripheral nerve sheath
tumors) (Cui et al. 2017). Il a été ici mis en évidence dans des lignées de fibrome neurales que
KANKZ1, un régulateur du cytosquelette, régulait RINF transcriptionnellement. Par des
expériences de pertes et gains de fonction ils ont ensuite montré que RINF induit I’apoptose
d’une lignée cellulaire S462 dérivée de MPNST. De méme, une approche ARN interférence de

RINF rétablit la prolifération cellulaire de cette lignée en diminuant I’apoptose.

Son réle pro-apoptotique est encore suggéré dans des lignées de carcinomes hépatiques
(Hep3B) (X. Yan et al. 2018), par des expériences de pertes de fonction de RINF, I’apoptose
est diminuée, ce qui a pour effet de rétablir la prolifération cellulaire de ces lignées. De cette

derniere expérience RINF est identifieé comme une cible du TGF-f.

Cependant, RINF aurait clairement une fonction anti-apoptotique et protumorale (dans
les lignées Hep3b et SMMC-7721) selon une autre étude réalisee la méme année et dans une

méme lignée cellulaire (Tan et al. 2018).

Dans ces derniers articles décrivant le mode d’action de RINF dans certains tissus et
cancers, RINF aurait le plus souvent un réle pro-apoptotique, faisant de lui un potentiel géne

suppresseur de tumeur.

Bien que cela puisse paraitre surprenant, la séquence codante du géne CXXC5 est
rarement mutée dans les cancers. De tres rares microdélétions du géne RINF ont été décrites
dans des cas de SMD (Murati et al. 2009) (Gelsi B 2009).

Toutefois, CXXC5 est dérégulé dans de nombreux cancers: que ce soit les cancers du
sein, de la peau (mélanome), de la thyroide (Knappskog 2010), de la prostate (Bettin A 2015)
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(Benedetti et al. 2017) (Devaney et al. 2013) et dans les cancers gastriques (W. Sui et al. 2017).
RINF est également dérégulé dans les cancers hématopoiétiques, LAM (Kuhnl et al.
2015)(Astori et al. 2013), SMD (Pendino et al. 2009) (Treppendahl et al. 2013) (Stoddart et al.
2016) (Rinke et al. 2017) ou encore CMML (Gelsi B 2009).

Le r6le de RINF étant encore peu connu dans le cancer, sa forte expression s’avére étre
de mauvais pronostic dans les cancers de la prostate (Bettin, Reyes, et Reyes 2016), du sein,
(Knappskog et al. 2011). Des travaux de I’équipe ont également montré que 1’expression de
RINF corrélait négativement avec la survie dans les LAM (Astori et al. 2013) et, de plus, que
la perte d’expression de RINF (par stratégie ARN interférence) sensibilisait les cellules d’une
lignée K562 a la chimiothérapie (doxorubicine et Iénalidomide). Les cellules primaires de
patients LAM présentant une faible expression de RINF mouraient plus rapidement lors de leur
mise en culture et répondaient différemment a la chimiothérapie (Ienalidomide). Appuyant cette
hypothese, les travaux de Kuhnl et al. ont montré que les blastes des patients LAM exprimant
faiblement RINF sont de meilleur pronostic, et moins résistants a I’apoptose induite par la

chimiothérapie conventionnelle (Kuhnl et al. 2015).

Son expression est également retrouvée diminuée dans le cancer de la prostate via
hyperméthylation de son promoteur résultant de 1’inactivation de la transcription du géne
(Devaney et al. 2013). Il est également retrouvé diminué dans les SMD 5q-, pathologie
caractérisée par une anémie (Stoddart A 2015) (Rinke et al. 2017) (Gelsi-Boyer et al. 2009).

Il semble difficile de faire la part de la contribution de RINF a ces pathologies, tantot
étant identifié comme un gene suppresseur de tumeur, tantdt comme oncogéne. L’ensemble de
ces travaux suggere que RINF serait impliqué dans le processus de cancérogénése, nous ne

savons toutefois pas le mécanisme d’action ni le role exact de cette protéine dans le cancer.

Pour les tumeurs solides, si la forte expression de RINF est généralement corrélée a un
mauvais pronostic, nous ne savons toujours pas quelles sont les cellules de 1’écosystéme
tumoral qui I’expriment le plus (cellules cancéreuses, stromales, infiltrat immunitaire...). RINF
étant fortement exprime dans certaines cellules du systeme immunitaire (Lympocytes B, NK et
pDC), et sa fonction ayant récemment été démontrée comme nécessaire a I’immunité anti-

virale, il est possible que RINF participe aussi a la fonctionnalité anti-tumorale de ces cellules.
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Justification du projet de recherche

Le gene CXXC5 (alias RINF, Retinoid-Inducible Nuclear Factor), a été découvert en
2009 comme une cible directe des rétinoides néecessaire a la granulopoiese. En effet, des
expériences d’invalidation par ARN interférence ont démontré que I’expression de ce facteur
était essentielle a la différenciation granulocytaire terminale des cellules hématopoiétiques
aussi bien normales (progéniteurs hématopoiétiques humains CD34" cultivés en présence de G-
CSF) que leucémiques (lignée NB4 traitée par ’ATRA, Acide Rétinoique tout-trans).
Toutefois, la contribution fonctionnelle de RINF sur la maturation, voire dans 1’engagement
des cellules souches et des progéniteurs hématopoiétiques humains vers d’autres lignages
n’avait pas été déterminée.

Au niveau moléculaire ce gene code pour un facteur nucléaire renommé RINF par
I’équipe. RINF s’associe a la chromatine de par son motif en doigt de zinc (CXXC), lui
permettant de se lier aux flots CpG. Ce motif CXXC est retrouvé tres conservé parmi des
facteurs épigenétiques tels que TET1, TET3 et IDAX (CXXC4, précédemment décrit comme
inhibiteur de TET2). Ces protéines sont connues comme étant impliquées dans le processus
d’hydroxyméthylation de I’ADN, une étape intermédiaire et nécessaire a la déméthylation de
celle-ci. Nos résultats et ceux de la littérature suggerent que RINF aurait un réle semblable a

CXXC4, pouvant ainsi interférer avec I’activité des enzymes TET ou de leur transcription.

Bien que de nombreuses études ont montré un réle de RINF en tant qu’inhibiteur de la
voie Wnt/B-caténine avec une localisation cytoplasmique (bien que possédant un motif NLS) ;
dans I’hématopoicse et dans d’autres tissus, RINF possede une expression nucléaire mettant en

avant un mécanisme d’action différent pouvant aussi bien étre complémentaire.

Enaccord avec la localisation de son géne en 5931.2, une région retrouvée frequemment
délétée (CDR) chez les patients del(5q), il a été suggéré que la perte d’expression de RINF
pouvait participer au processus de développement (pré)leucémique des SMD (Syndrome

Myeélodysplasique), une pathologie caractérisée par une dysérythropoiese.

L’objectif initial de mon projet de thése était (1) d’évaluer la contribution de RINF in vitro
au cours de 1’érythropoi¢se humaine normale, (2), in vivo au cours de I’hématopoiése murine
et (3) de définir son mode d’action moléculaire, notamment par la recherche de ses cibles

transcriptionnelles, suggéré par son motif de liaison a I’ADN.
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Résultats
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Résumé de l'article 1

Le gene RINF/CXXCS5 localisé en 5031 a été suggéré comme géne suppresseur de tumeur dans
de nombreux cancers hématopoiétiques. Dans cet article nous avons évalué le role de RINF

dans 1’érythropoicse.

e L’expression de RINF module la cinétique de maturation érythroide humaine
Nos recherches ont permis de caractériser le profil d’expression protéique et ARNm de RINF
au cours de la différenciation érythroide (a partir de CD34+ normales, de sang de cordon et de
moelle osseuse issues de donneurs non leucémiques). lls démontrent que 1’expression de RINF
est forte dans les phases précoces de 1’érythropoiese (stades progéniteurs et proérythroblaste).
Cette caractérisation, poursuivie ensuite en condition de perte d’expression de RINF (ARN
interférence par shARN), dans les cellules primaires (CD34") ont montré que sa perte,
n’affectait pas la viabilité cellulaire, mais accélérait la cinétique de différenciation érythroide
et conduisait également a un nombre plus faible d’érythrocytes générés, impactant la capacité
des progéniteurs a fournir une érythropoiese soutenue (voir aussi résultats supplémentaires,
Figure S2).

Par la suite, des expériences de perte de fonction couplées a des tests clonogéniques en
milieu semi-solide, réalisés a partir de cellules CD34+ normales ont mis en évidence que la
perte d’expression de RINF amenait a la génération d’un plus grand nombre de colonies BFU-
E ainsi qu’une diminution de la taille globale des colonies érythroides BFU-E formées,

suggeérant un impact tant sur la prolifération que sur la différenciation.

En paralléle, des expériences de perte et gain de fonction dans deux lignées
érythroleucemiques K562 et UT7 ont démontré que I’expression de RINF permettrait de

moduler la cinétique d’hémoglobinisation de ces cellules.

e Identification du mécanisme d’action moléculaire

La recherche de genes cibles de RINF a été entreprise par une approche de puces-a-ADN
(Puces HTA2.0, Affymetrix) dans les lignées érythroleucémiques K562 et UT7s3 en condition

de perte de fonction de RINF. Parmi les génes les plus régulés par I’extinction de la protéine
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RINF, SMAD?7, un régulateur négatif de la voie du TGF-B, s’est avéré étre un excellent gene
candidat a éprouver fonctionnellement.
e Validation de SMAD7 comme cible transcriptionnelle de RINF dans les lignées

érythroleucémiques et les cellules primaires
Nous avons Vérifié que ce géne était régulé par RINF dans les lignées K562 ainsi que dans les
cellules primaires CD34" de sang de cordon en montrant que la perte d’expression de RINF,
toujours médiée par expérience d’ARN interférence, aboutissait a une perte d’expression de
SMADY7. L’expression ectopique de RINF induit une augmentation de 1’expression de SMAD7
dans les lignées cellulaires K562.

Afin de déterminer s’il s’agissait d’un mécanisme transcriptionnel, direct ou indirect, de
RINF sur SMAD7 nous avons entrepris (en collaboration avec une équipe de I’institut Curie)
une expérience d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) via un anticorps anti-RINF.
Cette expérience nous a permis de démontrer un enrichissement de la région promotrice de
SMAD?7 dans I’immuno-précipitat, mettant en évidence une liaison de RINF au niveau du
promoteur de SMAD7. Cette méme expeérience, renouvelée cette fois avec un anticorps anti-
H3K4me3, a suggéré que le promoteur de SMAD7 présentait une augmentation des marques
d’activation transcriptionnelles dans les conditions surexprimant RINF. L’ensemble de ces

données ont démontré que RINF activait SMAD7 de maniere transcriptionnelle directe.

Nous avons par la suite montré que la surexpression de SMAD7 dans les K562
empéchait I’accélération de I’hémoglobinisation normalement induite par le ShARN RINF.
Ce résultat montre que ’effet de RINF sur la différenciation érythroide dépend effectivement

de SMAD?7.

Ces résultats ont également été étoffés par des expériences effectuées sur des cellules
primaires en culture, ou I’utilisation d’un inhibiteur du récepteur au TGF-B empéche
également ’accélération de la maturation érythroide normalement induite par un shARN
ciblant RINF.

L’ensemble de mes résultats mettent en évidence un nouveau mécanisme d’action
de RINF dont la perte d’expression sensibiliserait les cellules au TGF-, ce qui aurait pour
consequence de diminuer la capacité des progéniteurs a fournir une érythropoiese

soutenue.
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Données supplémentaires de l'article 1

1. La perte de RINF sensibilise les progéniteurs érythroides a
une secrétion TGF-f autocrine, du moins en partie via la
phosphorylation de SMAD2/3

Les résultats précédents de 1’article ont montré que la perte de RINF par stratégie
lentivirale induit une maturation plus rapide des érythroblastes primaires via la perte
d’expression de SMAD7. Les autres membres de la superfamille du TGF-B, ainsi que les
effecteurs principaux de la signalisation TGFf méritaient d’étre analysés. Nous avons dans un
premier temps recherché par I’intermédiaire d’une analyse proteomique réalisée au laboratoire
(Gautier EF et al, 2016) les effecteurs du TGF-pB exprimé au cours de la différenciation
érythroide. Il a ainsi été observé que le TGF-B1 et son récepteur étaient les plus présentes au
cours de la différenciation érythroide, GDF15 étant exprimé seulement au stade
orthochromatique (non montré). Nous avons ensuite analysé par immuno-détection
I’expression des SMAD activés (phosphorylés) de la signalisation du TGF-B1 (SMAD?2 et
SMADS3) entre le stade Prog2 (population riche en BFU-E et CFU-E) et ProE (au moment ou
la signalisation TGF-B1 semble la plus active en protéomique) et en condition de perte de
fonction de RINF dans des cellules primaires CD34" induites en différenciation érythroide

(Figure S1, ci-dessous).

Protein data extracted from

GautierEF et al J7 amplification (JOEPO)
3 40000 - TGFBI shSC  shRINF shSC shRINF
§ 30000 > TB(IS“FPBRI +8h EPO
Ry - RINF .
S 20000 - ? Nodal
[s]
s oy 7 Activin Phospho smad2 —— ——
‘3 10000 Phospho smad3 ——| * — -
* e R I
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Figure S1: Mise en évidence des effecteurs de la voie du TGF-B et de la
phosphorylation de SMAD2 et de SMAD3 au cours de I'érythropoiése. Les données
extraites des résultats de protéomiques réalisées par Gautier EF et al, 2016 décrivent 1’expression de
TGF-B1, TGFBR1, BMP, Nodal et les activines au cours de la différentiation érythroide in vitro. Les
stades Progl et Prog2 correspondent respectivement a des populations enrichies en BFU-E et CFU-E.
Le stade Orthochromatique correspond a 1’érythrocyte acidophile. On observe que seul TGF-1 et son
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récepteur seraient présents dans les érythroblastes, les autres membres de la superfamille (BMP, Nodal
et activin) n’étaient ici pas détectables hormis GDF15 au stade Ortho (B). Des cellules CD34 primaires
de sang de cordon ont été transduites par sShARN RINF, une expérience d’immunoempreinte a été
réalisée (apres la phase d’amplification des progéniteurs érythroides) et montre 1’expression de RINF et
de phospho SMAD2/3 & J7 et J7 +8h EPO. Cette expérience montre une accélération de la p-SMAD2 et
p-SMAD3 dans les conditions ShARN-RINF.
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2. La perte de RINF au cours de la différenciation érythroide
impacte la production finale d'érythrocytes de facon
déependante du TGF-f.

Précédemment, les résultats de 1’article ont démontré que la perte de RINF sensibilisait
les cellules érythroides a une signalisation TGF-3 autocrine, conduisant a une maturation plus
rapide de ces cellules et a une moindre production d’érythrocytes (ce qui pouvait aussi étre
visualise par des colonies BFU-E plus petites dans la Figure 3 de ’article 1). Nous avons voulu
caractériser cette sensibilité au TGF- des progéniteurs érythroides en condition ou non de perte
de RINF (médiée par une stratégie lentivirale, ShARN). Ainsi, par des doses croissantes de
TGF-B1 (de 0.1ng/mL, 0.5 et 2.5ng/mL) ajouté au début de la phase de différenciation des
progéniteurs (a J7 d’amplification), nous montrons que la perte de RINF sensibilise grandement
la différenciation érythroide (en particulier aux doses les plus faibles) et aboutit a jusqu’a 4 fois

moins d’érythrocytes (& 0.1ng/mL de TGF-B1) (Figure S2, fleche verte).
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Figure S2: La perte de RINF sensibilise les progéniteurs érythroides au TGF-p1
méme a de tres faibles doses. Apreés tri CD34* de progéniteurs de sang de cordon, transduction
par un ShARN RINF/Scramble puis tri sur la base de I’expression de la GFP, les cellules ont été mises
en culture liquide, aprés amplification des progéniteurs la différenciation est déclenchée par I’EPO a J7
et des doses croissantes de TGF-B1 sont ajoutées (de 0.1 a 2.5ng/mL.), les cellules sont dénombrées tous
les deux jours et suivies en cytométrie jusqu’a la fin de la différenciation érythroide (stade érythroblaste
acidophile). L histogramme de gauche (A) représente le nombre total d’érythrocytes générés au cours
de la différenciation. Le panel de droite (B et C) permet la visualisation en cytométrie en flux de la
maturation érythroide via la GPA ou la Band3 additionnée de 1’a4 intégrine.
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3. RINF et SMADY7 correlent dans les CD34 de patients sains
et les patients SMD 50-.

Nous avions montré dans un résultat précédent (Article 1, Figure 7) que la perte de
RINF médiée par une approche lentivirale dans les CD34" de cellules primaires était
accompagnée d’une diminution d’expression de SMAD7. Nous avons par la suite cherché a
savoir si dans les CD34" de moelle osseuse, les expressions de RINF et de SMAD7 étaient
corrélées. Cela est bien le cas, aussi bien dans les cellules saines (donneurs contrdles) que dans
les cellules de patients souffrant de pathologies de SMD avec délétion 5g- (isolée ou non),
malgré une perte d’expression des deux genes RINF et SMAD7, comme cela est attendu dans

cette pathologie (Figure S3).
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Figure S3: Corrélation de RINF et de SMAD7 dans des cellules CD34+ de moelle
osseuse de contrOles ou bien souffrant de SMD avec délétion 5g- (isolée ou non).
(A). Les niveaux d’expression des transcrits RINF et de SMAD7 ont été évalués par RT-PCR quantitative
(en temps réel) a partir d’ARN de cellules triées CD34* de Moelle osseuse provenant de donneurs sains
(prothése totale de hanche). Leur expression relative est normalisée a I’expression de deux genes de
référence (les unités relatives sont donc arbitraires sur les deux axes). (B) Des données d’expression
(unités arbitraires) de I’ARNm de RINF et SMAD?7 ont été extraites de microarray accessibles en ligne
(GSE19429 de Pellagatti et al, 2010, aussi accessibles GDS3795). Pour I’étude de corrélation des deux
transcrits RINF et SMAD?7, le test de Pearson a éte réalisé avec le logiciel Graphpad Prism 7.0. Les P-
values se sont avérées significatives pour les trois conditions (de gauche a droite, P=0.020, P=0.0002 et
P=0.0002).
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Conclusion

La protéine RINF/CXXCS5, initialement mise en évidence comme étant requise pour la

granulopoiése, aurait donc un role positif sur 1I’expansion cellulaire au cours de 1’érythropoiése.

Nous avons, (i), caractérisé le profil d’expression ARN et protéique de RINF au cours
de la différentiation érythroide de cellules hématopoiétiques primaires CD34+ (de sang de
cordon et de MO), montré, (ii), par des expériences de perte et gain de fonction (cellules de
lignées hématopoiétiques) que I’expression de RINF modulait la cinétique d’hémoglobinisation
de ces cellules, montré, (iii), par des expériences de perte de fonction dans des cellules
hématopoiétiques primaires CD34+ (de sang de cordon) que 1’absence de RINF induisait une
maturation plus rapide des progéniteurs érythroides, aboutissant a une moindre production
finale d’érythrocytes. Et enfin, nous avons mis a jour, (iv), un mécanisme d’action original
par lequel SMAD?7 serait une cible transcriptionnelle directe de RINF et modulerait la

cinétique de différenciation érythroide via une signalisation TGF-f autocrine.

94



Partie 2

Les travaux antérieurs de I'équipe d'accueil suggeéraient une fonction hématopoiétique
importante du facteur nucléaire RINF (du moins dans la granulopoiése et la leucémie aigué
myeéloide). Afin de mieux appréhender la véritable importance fonctionnelle de ce facteur in
vivo, et notamment au cours de I'nématopoiése, deux modeles murins ont été développés dans
le cadre d'une collaboration avec I'Institut Clinique de la Souris (IGBMC, Illkirch): un KO
constitutif et un KO conditionnel (souris floxée et croisée avec le systéme vav-CRE), afin

d'invalider spécifiquement le géne Rinf dans le tissu hématopoiétique.

En 2015, une équipe Corréenne a décrit des travaux effectués a partir de souris invalidées
constitutivement pour Rinf sur un fond génétique C57bl6 similaire. Ces souris ont été décrites
comme viables et fertiles (H-Y Kim et al. 2015). De ces travaux, les auteurs ont également
montré que les croisements hétérozygotes de ces souris respectaient un ratio mendélien (dont
la progénie se compose d’au moins 50% de souris hétérozygote pour 25% de souris Rinf*/* et
Rinf”). 1ls ont mis en évidence, par un mécanisme dépendant de la voie Wnt/B-caténine que ces
souris avaient une ossification plus dense di a une division accrue des ostéoclastes, sans pour
autant changer le poids de ces souris. D’autres articles de leur équipe ont également montré que
ces souris avaient un processus de cicatrisation accélérée par prolifération des myofibroblastes
et la production de collagéne (S.-H. Lee et al. 2015).

Ces résultats suggéraient une étude normalement aisée de 1’hématopoieése et de
I’érythropoiese murine. Des les premicres études nous avons été confrontés a un phénotype
bien différent de celui décrit dans la littérature, si bien qu’il a été dans un premier temps
nécessaire d’analyser le phénotype de viabilité et de fertilité de ces souris dans le but de mieux

caractériser ce modele d’étude.

Ainsi, dans cette seconde partie je me suis ainsi intéresser a exposer ces études de viabilité
puis de fertilité des souris invalidées de fagon constitutive pour Rinf avant d’analyser leur
hématopoiese. J’ai choisi de garder un fil conducteur avec le mécanisme d’action que j’ai mis
en évidence (pour lequel RINF induit SMAD7) dans I’optique d’étayer ensuite une discussion

permettant de mettre en lien ces deux parties.
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1. Les souris Rinf” sont partiellement viables

Afin de mettre en évidence un éventuel phénotype de létalité embryonnaire (ou périnatale),
nous avons recensé la taille des portées observées a la naissance (A). La figure S4 représente
le nombre moyen de souris obtenues par portée entre des croisements WT x WT et Het x Het.
Les souris Rinf* ont des portées environ 30% plus petites, passant de 7 & 4,5 souriceaux par

portée.

Dans un second temps, nous avons comparé la répartition des génotypes des souriceaux
obtenus aprés chaque croisement de souris hétérozygotes (croisement Het x Het). Au sein de
ces croisements, on observe une diminution du nombre de souris Rinf” (7%, n=6) homozygotes
et Rinf*"- hétérozygotes (54%, n=44), comparativement a ce qui était statistiquement attendu.
Les souris Rinf * et Rinf 7~ présentent ainsi, un défaut de viabilité notable et on estime qu’un
peu plus d’une souris sur quatre survit jusqu’au sevrage. Toutefois, ’invalidation totale de Rinf
peut étre compatible avec la vie, et le quart des souris suivantes a 1’age adulte nous a permis

d’étudier son phénotype.

Nous nous sommes ensuite intéressés a déterminer si le défaut de viabilité était d0 a une
mort embryonnaire ou périnatale des souris Rinf*- et Rinf’-. Dans le cadre d’une collaboration
avec la plateforme d’imagerie du petit animal (PIPA) de notre institut, des accouplements
contrélés ont éte réalises afin d’estimer le nombre de résorptions embryonnaires par portée (C,
D). Dans la littérature il est établi qu’en moyenne, pour des accouplements de souris C57BL6,
il yaentre 5 et 10% de résorptions embryonnaires, visibles par échographie (Figure 11 D) et a
un stade de la gestation compris entre 8 et 12 jours apres fécondation. Dans notre cas, on observe
25% de résorptions embryonnaires pour des accouplements de souris Rinf*-, contre 12.5%
observé par des accouplements WT. Cette tendance pour I’instant non significative
statistiquement, a été confirmée par d’autres expériences d’accouplements contrdlés (Het X Het)
et pour lesquelles les souris hétérozygotes gestantes ont été sacrifiées a un stade de gestation
plus tardif (E16) (données non montrées). Ainsi, il y a une mort in utero des souris mutantes.
Nous avons également observé une mort périnatale de souris Rinf*- et Rinf’, avant la
période de sevrage. Au-dela de cette période, les souris Rinf*" et Rinf’” semblent avoir une

longévité identique aux souris WT méme si certaines souris Rinf’" sont plus chétives.
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Figure S4: Mise en évidence du défaut de viabilité des souris homozygotes Rinf’
et hétérozygotes Rinf’*. (A) Sont représentés en le nombre moyen de souris par portée. Pour les
croisements, le premier génotype est celui du male et le second celui de la femelle, ainsi WT x WT
signifie Male WT x Femelle WT (test de student, p <0.0001, les barres d’erreurs représentent 1’intervalle
de confiance a 95%). On distingue une diminution du nombre de souriceaux obtenus a la naissance par
portées Het x Het, par rapport aux portées de souris WT. (B) Les génotypes observés des descendances
de croisements hétérozygotes comptent également moins de souris hétérozygotes et homozygotes que
normalement attendu (25%, 50% et 25% pour un croisement hétérozygote suivant la loi de Mendel). (C)
Les échographies effectuées a la plateforme d’imagerie du petit animal de notre institut a partir
d’accouplements contrélés révelent une augmentation du nombre de résorptions embryonnaires ; 25%
lors des croisements hétérozygotes contre 12,5% en croisement WT. (D) Une résorption embryonnaire
observée par échographie.
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2. Les souris Rinf” sont peu fertiles

Des nombreuses tentatives de croisements infructueux ont mis en évidence des
problémes de reproduction des souris homozygotes Rinf’-, aussi bien pour les males que pour

les femelles.

Les echographies réalisées (a la plateforme d’imagerie du petit animal) sur les souris
femelles Rinf”~ (pour le suivi des résorptions embryonnaires), ont révélé une dysplasie de leurs
cornes utérines, comme illustré figure S5 A et B. L’analyse histologique (Figure 12 C) suggére
une disparition et/ou une élongation de I’endomeétre qui pourrait étre responsable de cette
dilatation importante des cornes utérines. En revanche, nous n’avons pas observé de défaut
notable au niveau de I’ovaire (taille/structure, diversification des follicules atrétiques/a larges

antrum/primaires/secondaires).

échographie

Figure S5: Mise en évidence du défaut de fertilité des souris femelles Rinf”,
homozygotes. A (gauche), image d’échographie de cornes utérines de souris WT gestantes (L =
0.70mm). A (droite), image d’échographie de corne utérine de souris mutantes (L= 3.50mm). B
(gauche), corne utérine de souris WT, aprés dissection. B (droite), cornes utérines de souris KO, aprés
dissection. C (gauche), coupe histologique de corne utérine de souris WT femelle. C (droite), coupe
histologique de corne utérine de souris Rinf”". Coloration de type H et E (hématoxyline, éosine). Chez
les souris KO, on observe une dilatation des cornes utérines, en largeur et en longueur, probablement
liée au défaut de fertilité soupgonné.
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Afin de mieux comprendre les problemes de fertilité, méme partielle, des méles KO
homozygotes, nous avons effectué des coupes histologiques de leurs testis (Figure S6 A). Un
défaut au niveau des tubes séminiferes, foyer de la gamétogénése a été observe. On observe une
désorganisation structurale des tubes seminiféres, enchevétrés de maniére anarchique, ainsi
qu’une spermatogénése incompléte, représentée ici par un élargissement de la lumiére du tube

séminifere et un arrét de différenciation des spermatogonies.

Ces données histologiques expliquent du moins en partie, les problémes de fertilité
observés aussi bien pour les méles que les femelles KO.

A WT KO B

\% ©Georges Dolisi
N

~ " Cellule de
Leydig ou cellule
interstitielle

Spermatogonie

Lumiére dutube
séminifére

Représentation schématique d'une coupe
transversale d’un tube séminifére

Figure S6: Mise en évidence du défaut de fertilité partiel des souris males Rinf’",
homozygotes. A (gauche), coupe histologique transversale de tubes séminiferes de testis de souris
WT A (droite), coupe transversale de tubes séminifeéres de testis de souris mutante. Coloration de type
H et E (hématoxyline, éosine). B schéma annote d’une coupe de tube séminifére de testis. On observe
que la lumiére des tubes séminifére est beaucoup plus grande au niveau des testis de souris Rinf -, les
tubes séminiféres sont désorganisés, la spermatogenese semble incompléte.
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3. Rinf ne semble pas étre exprimé dans I'érythropoiése
murine

Nous avons cherché a voir si ’expression de Rinf au cours de 1’érythropoiése était
similaire entre I’homme et la souris. De récents travaux de Socolovsky et Tusi (Tusi et al. 2018),
ainsi que des données de RNA-seq effectuées par An (X. An et al. 2014) (données non
montrées) suggerent des différences d’expression de Rinf dans 1’érythropoiese des deux
especes. Ces résultats (Figure S7) suggerent que Rinf ne serait pas exprimé dans 1’érythropoiése
mais qu’il serait particulierement exprimé dans le compartiment souche, LSK, ainsi que dans
les progeéniteurs a potentiel lymphoides (CLP). Des premiéres observations effectuées sur notre
modele murin, nous n’avons pas détecté d’érythropoieése de stress (observable par une
splénomégalie ou a une augmentation de progéniteurs érythroides dans la MO et la rate) des
souris femelles de 8 a 10 semaines. En revanche, nous avons observé quelques splénomégalies
et une cellularité plus importante lors du vieillissement de ces souris Rinf homozygotes. Il
faudrait recueillir davantage de données et mettre en place un suivi via la mise en place de
cohortes de vieillissement afin de surveiller différents paramétres (variation de I’hématocrite,

et échographie pour détecter les splénomégalies).
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Figure S7: Expression de Rinf/Cxxc5 lors de la myélopoiese de souris adultes et

lors du développement embryonnaire (dans le foie foetal). E = Cellules Erythroides, Ba

= Basophile/Mastocyte, Meg = Mégakaryocyte, Ly = Cellules Lymphoides, D = Cellules dendritiques,

M = Monocytes, GN = Granulocytes neutrophiles, MPP = Progéniteurs Multipotents. D aprés (Tusi et

al. 2018). Lien accessible : https://kleintools.hms.harvard.edu/paper_websites/tusi_et_al/index.html
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RINF mRNA expression

4. Rinf est exprimé dans les progéniteurs les plus immatures
et son expression correle avec Smad7 dans les souris WT.

Dans I’hématopoiése humaine RINF étant exprimé au sein des progéniteurs les plus
immatures, nous avons voulu voir ce qu’il en était dans 1’hématopoi¢se murine, tout comme
I’expression de SMAD?7. Pour ce faire, nous avons procédé a des tris par cytométrie en flux des
différents progéniteurs hématopoiétiques (CSH, ST-CSH, MPP, EMP, CMP et GMP) et analysé
I’expression ARN de Rinf et de Smad7 par RT-PCR en temps réel. Nous observons que les
profils d’expression de Rinf et de Smad7 se ressemblent, hormis éventuellement au niveau du

CMP. Rinf et Smad7 sont tous les deux exprimés chez la CSH (Figure S8).

Progéniteurs hématopoiétique murin triés par cytométrie en flux (N=3)
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Figure S8: Analyse de l'expression de I'ARNm de Rinf et de Smad7 dans les
progéniteurs hématopoiétiques murin triés par cytométrie en flux. Aprés un tri basé
sur I’expression des marqueurs membranaires CD34, FCyR, c-kit, Sca-1, CD150 et exclusion des
populations lin*, les niveaux d’expression de Rinf et de Smad7 ont été établis par RT-PCR en temps réel
pour trois souris. (Ratio sur les genes de référence RplP2 et G3pdh). En paralléle, son niveau
d’expression a aussi été évalué a partir de données de puces-a-ADN/RNA-seq accessibles en ligne
(bloodspot.eu).
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5. L'expression de Smad7 est diminuée dans la moelle
osseuse totale des souris Rinf*" et Rinf"-

Puisque, I’expression de Rinf et de Smad7 suivent le méme profil au sein des
progeniteurs hématopoiétiques les plus immatures, nous avons voulu comparer 1’expression de
Smad7 des MO de souris Rinf*"*, Rinf* et Rinf”". Aprés lyse des globules rouges, nous avons
effectué des RT-PCR en temps réel pour mesurer I’expression de Rinf et de Smad7. Dans la
moelle totale de souris, nous observons que Smad7 est diminué, aussi bien dans les souris

homzygotes Rinf” (40% de diminution) que dans les souris Rinf hétérozygotes (Figure S9).
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Figure S9: Analyses de I'expression ARN de Rinf et de Smad7 dans la MO de souris
WT, Rinf*~ et Rinf’". Les niveaux d’expression ARN de Rinf et de Smad7 ont été établis par RT-
PCR en temps réel a partir de MO de souris d’ages variés (9 a 17 semaines): n=4 WT, n=7 Het, n=7
KO. Chaque point correspond a une souris. Les expressions relatives de Rinf et de Smad7 ont été
normalisées a partir de la G3pdh et de Hprt. L’expression ARN de Rinf et de Smad7 est exprimée en
pourcentage d’expression ARN respective de la MO WT. La barre d’erreur correspond & la déviation
standard (s.d.)
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6. Analyse des progéniteurs hématopoiétiques des souris
Rinf”

Par la suite nous avons analysé par cytométrie en flux la répartition des progéniteurs
hématopoiétiques (via I’utilisation de marqueurs de surfaces Sca, Kit, CD34, FcyR et Lin-) (A).
Ces résultats étant hétérogenes entre les sexes et 1’age des souris, nous avons étudié en priorité
les femelles Rinf” jeunes adultes (8 a 10 semaines). Nous avons également comparé la
cellularité des différents organes hématopoiétiques (MO et rate). La figure S10 (B et C) montre
la répartition des GMP, CMP, EMP et des LSK dans la MO de ces souris (femelles 8-10
semaines), en pourcentage de la fenétre de morphologie Sca-, c-kit+ (lin-) (B) et rapporté a la
cellularité des MO (C). On n’observe pas de changement significatif de répartition des
progeniteurs hématopoiétiques GMP, CMP, EMP mais une augmentation des LSK chez les

souris Rinf”".
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Figure S10: Analyse de la répartition des progéniteurs hématopoiétiques de la
MO des souris Rinf** et Rinf’/-. Aprés une analyse basée sur 1’expression des marqueurs
membranaires CD34, FCyR, c-kit, Sca-1, CD150 et exclusion des populations lin* (A), il n’a pas été
noté de différence notable dans la répartition des progéniteurs GMP CMP EMP entre les souris Rinf**
et Rinf”. On observe une augmentation significative de LSK chez la souris Rinf” (B) qui, une fois
rapporté a la cellularité totale de la MO ne devient qu’une tendance qui reste a confirmer (C).
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Conclusion

La perte de Rinf (par invalidation constitutive) est compatible avec la vie dans le modele
murin. 1l est tout de méme observé une perte de viabilité importante in utero et périnatale
chez les souris rinf* et Rinf”". Ces souris Rinf’" présentent un défaut de fertilité et des défauts
de développement de certains organes qui meritent une observation plus approfondie. Malgré
une absence d’expression de Rinf au cours de 1’érythropoi¢se murine, son invalidation dans le
modele murin aurait un impact dans 1’hématopoi¢se murine en particulier au niveau de la LSK
(cellule souche hématopoiétique). De plus, I’absence de Rinf semble affecter I’expression de
Smad7 dans la MO des souris Rinf et des souris Rinf*- ainsi que dans d’autres organes,
laissant supposer que notre mécanisme mis a jour pourrait avoir egalement lieu dans des tissus

non hématopoiétiques.
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Discussion et perspectives

Partie 1  Erythropoiese humaine

1. Impact de RINF dans I'érythropoiese normale

RINF interfere avec l'érythropoiese

Nous avons ainsi montré que RINF était exprimé dans 1’érythropoi¢se humaine, son
expression diminuant au cours de la différenciation érythroide. Les expériences de perte de
fonction médiées par stratégie lentivirale (ShARN RINF) ont montré que la perte précoce de
RINF accélérait la maturation érythroide, aboutissant a une diminution d’érythrocytes

générés et également a un nombre de BFU-E plus élevé mais de tailles plus petites.

Si les effets dus a la perte d'expression de RINF sur I'accélération de la maturation
érythroide étaient facilement observés des nos premieres cinétiques érythroides, les résultats
concernant la perte d'expansion (c.a.d la diminution du nombre total de globules rouges générés
en milieu liquide), n'ont pu étre mis en évidence que récemment, par l'affinement de nos
méthodes de détection. En effet, les courbes de croissance des populations ShARN-RINF et
shARN-Controles sont globalement superposables sur les trois premieres semaines de culture
(jusqu'a J15 d'EPO), signe qu'il n'y a probablement pas d'accélération notable du cycle
cellulaire. Ce n'est que sur les derniers jours des cinétiques (vers 15-20j d'EPO), que la perte
d'expression de RINF (effectives dés jO EPO) altere les capacités d'expansion de la population
cellulaire. La différence d'expansion n'excédant généralement pas 2 doublements cellulaires en
fin de différenciation. De plus, nous savons maintenant que cette différence ne peut étre
observée qu'en présence de TGF-B. Cette cytokine, dépend d'une production
autocrine/paracrine de TGF-B, celle-ci pouvant dépendre de la concentration cellulaire et de la
fréquence des passages (des parametres expérimentaux assez difficiles a standardiser d'une

cinétique a l'autre).
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Quant aux expériences de gain de fonction (par surexpression de RINF), des expériences
antérieures avaient montré une baisse de prolifération et de clonogénicité des CD34" CD38"
(sans mortalité apparente) aprés ajout du vecteur de surexpression RINF, rendant ainsi plus
difficile I’é¢tude du gain de fonction de RINF dans les cellules primaires (données non
montrées). Ces données avaient été obtenues avec un vecteur rétroviral (Mig-RINF) qui pouvait
conduire a une trop forte expression dans les cellules primaires, et donc une signalisation non
physiologique. Il serait intéressant de refaire cette experience, cette fois-ci par des transductions
du vecteur de surexpression RINF aprés un tri basé sur 1’expression du CD36 afin d’observer
I’effet de I’expression de RINF dans les stades de maturation érythroide terminale (sans
interférer avec 1’effet de la modulation de RINF dans la CSH/HSPC). Il serait important de
disposer d’un vecteur lentiviral inductible qui nous permettrait de controler le niveau
d’expression ectopique de RINF. De cette expérience, on pourra éventuellement mettre en
¢vidence un ralentissement de la différenciation érythroide ainsi qu’une augmentation de la

prolifération cellulaire.

Des travaux précédents ont montré dans deux lignées érythroleucémiques, K562 et
UT7, que la surexpression de RINF retardait d’hémoglobinisation de ces lignées en présence
d’hémine et d’EPO respectivement. A I’inverse, sa perte de fonction entraine une
hémoglobinisation plus rapide de celles-ci. Bien que ces deux lignées ne différencient pas en
présence d’hémine et d’EPO, elles maturent via notamment la synthése d’hémoglobine
(visualisable par test benzidine). On observe également une diminution d’expression de la
protéine RINF au cours de cette maturation dans ces deux lignées comme observée lors de la
différenciation érythroide des cellules primaires. Malgré le fait qu'il s'agisse de lignées, par
définition "aberrantes”, puisque de nombreuses voies de signalisation sont altérées, il est
confortant d’observer un comportement similaire de RINF entre les lignées hématopoiétiques

et les cellules primaires en différenciation.

L’ensemble de ces résultats montrent que CXXC5/RINF interféere avec
I’érythropoiése. Ainsi, RINF régulerait la différenciation de fagcon négative, sa perte de

fonction a un role pro-différenciant, accélérant la cinétique de maturation érythroide.

RINF/CXXC5 a éte découvert dans la granulopoiése et son expression est nécessaire a
la différenciation des lignées HL60 et NB4 induite par les rétinoides. Historiqguement les

cellules de LAP (Leucémie Aigué Promyélocytaire) se distingue des autres LAM par leur
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capacité a répondre efficacement aux rétinoides permettant la différenciation terminale des
blastes leucémiques bloquées en différenciation. L action des rétinoides a déja été étudiée par
le passé dans d’autres voies de I’hématopoi¢se, notamment dans 1’érythropoiese et la
myélopoiese mais ces expériences étaient basées sur des méthodes de cultures différentes que
les techniques d’études modernes des cellules primaires et qui mériteraient d’étre réalisées dans
les conditions actuelles, notamment I’TL4 et I’IL9 ou des serums de composition variables (en
cytokines, facteurs de croissance, hormones...) qui ne sont plus utilisés aujourd’hui (Douer et
Koeffler 1982) (Rusten et al. 1996). Les rétinoides étant considérées comme un agent pro-
différenciant dans la granulopoiése (augmentant I’expression de RINF), nous avons également
testé I’action de ’ATRA en culture primaire sur 1’érythropoic¢se et avec nos conditions de
cultures modernes (IL-3, IL-6, SCF, BIT 15% en milieu IMDM). Aprés ajout d’EPO (J7
amplification des progéniteurs), ’ATRA semble ralentir la différenciation érythroide (retard
d’acquisition des marqueurs de surfaces de maturation érythroide CD71 et GPA) sans toutefois
bloquer la différenciation. Aprés 5 jours de traitement, les cellules semblent ne pas supporter
I’ATRA (observé par un changement de la taille et morphologie en cytométrie en flux),
probablement di aux autres effets de cette drogue. 1l serait intéressant de voir si ’ajout d’ATRA
en culture liquide d’érythroblastes primaires augmente (a 4 et 8h d’exposition) le niveau
d’expression (ARN ou protéine) de RINF.

Mise en évidence de SMAD?7 de la signalisation du TGF-£ dans
I’érythropoiese

Du point de vue du mécanisme moléculaire mis en jeu, nous avons identifié grace a une
approche microarray de trois lignées érythroleucémiques K562, UT7 et MV4-11 en condition
de shRINF (perte d’expression de RINF), SMAD?7, un inhibiteur de la signalisation du TGF-f.
Il aurait été plus probant de réaliser ce microarray en condition d’induction de
1’hémoglobinisation (par 1’hémine) de ces lignées (ou méme dans des cellules primaires au
cours de la différenciation erythroide) mais notre approche s’est révélée étre suffisante pour

identifier, un effecteur important de RINF, et a moindre codt.

Nous avons par la suite pu valider la pertinence de notre gene candidat notamment par
des expériences de surexpression de RINF dans la lignée K562 montrant une augmentation de
SMADY7. Nos expériences de perte d’expression de RINF réalisées cette fois-ci dans les cellules

primaires CD34" ont également montré que la perte de RINF entrainait une perte de SMAD?7.
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Aprés avoir observé que RINF activait SMAD?7, plusieurs hypothéses étaient possibles, ce
mécanisme pouvait étre direct (transcriptionnellement ou via une interaction protéine-protéine)
ou alors indirect (via I’activation de cibles intermédiaires). Bien que le mécanisme d’action le
plus souvent décrit dans la littérature (en tant qu’inhibiteur de la voie Wnt/p-caténine) soit une
interaction protéique avec DVL, nous avons décidé de poursuivre notre fil conducteur et
d’effectuer des expériences d’immunoprécipitation de la chromatine avec un anticorps anti-
RINF afin de mettre en évidence un éventuel mécanisme d’activation transcriptionnel de RINF
au niveau du promoteur de SMAD7. Cette derniére expérience étant justifiée par le fait que
RINF avait une localisation majoritairement nucléaire dans les cellules hématopoiétiques
(cellules de lignées et cellules primaires). De ces expériences, aussi réalisées en condition de
surexpression de RINF, nous avons mis en évidence dans la lignée K562 1’action de RINF, en
tant qu’activateur transcriptionnel de SMAD7 (aussi suggéré par 1’augmentation des marques
d’histones H3K4me3 dans les expériences de ChiP). Ce mécanisme d’action moléculaire mis
en évidence a été renforcé par des expériences de surexpression de SMAD?7 dans la lignée
K562, montrant par ajout d’hémine que la synthése d’hémoglobine normalement induite par le
shRINF est bloquée par la surexpression de SMAD7 (SMAD7 est donc en aval de RINF et
SMADTY ralentit I’acquisition de la synthése d’hémoglobine).

SMAD? faisant partie des I-SMAD, inhibiteurs de la famille du TGF-3, nous devions
par la suite avoir une notion des effecteurs de la famille du TGF- prenant part lors du processus
d’érythropoiése (ici étudié en culture liquide a partir de CD34" de sang de cordon ou de MO
adulte). L’approche protéomique de Gautier et al, 2016 qui a étudié 1’érythropoiése dans des
conditions similaires & la notre (a part 1’utilisation de déxaméthasone) a permis d’avoir une idée
des effecteurs de la famille du TGF-f présents au cours d’érythropoiese. Ainsi, I’absence de
détection d’effecteurs de la famille de Nodal, des BMP et la présence de TGF-f1 en debut de
différenciation nous a suggéré I’implication du TGF-B1. Des expériences de perte d’expression
de RINF dans les érythroblastes primaires en présence d’un inhibiteur du TGF-BRI (SB431542)
ont suggeré une restauration de la différenciation érythroide normalement accelérée en présence
du shRINF. Nous avions également testé cette expérience en présence d un anticorps anti-TGF-
B1 d’autant plus spécifique que le SB431542, inhibiteur des récepteurs au TGF-BR1 qui s’avere
également interagir avec des récepteurs aux activines (ALK4 et 7. ACVR1B et ACVR1C

respectivement). Cette derniere expérience est tres couteuse en anticorps deplétant (une
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différenciation érythroide se faisant sur une vingtaine de jours) et nécessiterait d’étre refaite

une fois de plus.

De ces résultats, nous avons ainsi mis en évidence un mécanisme d’action original
dans lequel RINF/CXXCS5 serait un activateur transcriptionnel direct de SMAD?7,
permettant de moduler la différenciation érythroide en interférant avec une signalisation

TGF-B autocrine.

C’est a la suite de la mise en évidence de ce mécanisme d’action que nous avons repris
les analyses sur la prolifération et entrepris de mieux caractériser la taille globale des colonies
BFU-E.

En effet, dans la littérature il a déja été suggéré une signalisation du TGF-f autocrine au
cours de la différenciation érythroide notamment par les travaux de Akel et ceux Béhmer (Akel
et al., 2003) (Bohmer 2004). Il serait intéressant d’étudier I’importance de cette autocrinie dans
un contexte plus physiologique, in vivo. Chez I’homme, 1’érythropoiése se déroule dans la niche
hématopoiétique de la MO, ou les érythroblastes sont concentrés au sein d’ilots
érythroblastiques et contrblés par les macrophages. On sait actuellement peu de chose sur la
concentration du TGF-B1 présente dans la niche hématopoiétique (plus précisément au sein des
flots érythroblastiques). En culture liquide (in vitro), les érythroblastes sont maintenus a une
faible concentration pour éviter une induction d’apoptose et une altération du milieu de culture
(néfaste pour les érythroblastes). In vivo, cette apoptose serait prise en charge par les
macrophages, permettant une concentration plus forte d’érythroblastes ainsi qu’une

potentialisation éventuelle de I’autocrinie du TGF-B1, sans altérer I’environnement.

Il est aussi a noter que les macrophages CD169" peuvent produire du TGF-B1 dans des
conditions de stress notamment, 1’étude de I’érythropoiese par la mise en culture liquide d’ilots
érythroblastiques pourrait permettre une étude plus physiologique de 1’érythropoicse. Ces
expériences permettraient d’étudier éventuellement plus en détail les mécanismes

d’énucléation.

La production des globules rouges in vitro a partir de cellules souches hématopoiétiques
est un domaine d'activité en expansion (Rousseau, Giarratana, et Douay 2014). 1l pourrait un

jour remplacer le don du sang, ne parvenant pas a contenter la demande actuelle. Cette demande
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ne cesse de croitre d’année en année du fait d’une population mondiale grandissante avec une
espérance de vie en constante augmentation. Les résultats de nos recherches nous encouragent
a suggerer la modulation du TGF-B1 lors de la culture in vitro des CSH. Ceci en ajoutant des
inhibiteurs du TGF-BR lors de la phase de culture de 1’érythropoi¢se précoce (dans le but de
favoriser 1’amplification des BFU-E early) puis en ajoutant du TGF-B1 lors de la phase de
différenciation tardive (stade CFU-E/Pro-E) ou en ajoutant par exemple un inhibiteur de
SMAD?7 déja utilisé en clinique (Monteleone et al. 2015).
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2. Contribution éventuelle de RINF dans les hémopathies

Au cours des dernieres années, des dérégulations du géne RINF ont été mises en

évidence dans des cancers hématopoiétiques tels que la SMD ou les LAM.

Le mécanisme d’action mis en évidence de RINF a travers SMAD7 ouvre un nouveau
prisme de lecture quant & sa contribution éventuelle a certaines pathologies ou la signalisation
TGF-p est dérégulée. Le meilleur exemple est celui de la SMD 5g- dans laquelle RINF/CXXC5
avaient été suggéré comme impliqué dans la pathologie principalement médiée par une perte
d’expression de RINF (Treppendahl et al. 2013), (Gelsi-Boyer et al. 2009), (Rinke et al. 2017).
Ajouté a cela les travaux de Zhou et de Bhagat (L. Zhou et al. 2011), (Bhagat et al. 2013) ont
montré que la réduction de SMAD?7 contribuait a la surexpression de la voie du TGF-f dans les
CD34" de SMD a délétion 5q. Leurs travaux ont également montré une diminution de SMAD7
au sein des CD34" de SMD, et que I’ajout d’un inhibiteur du récepteur TGF-BR1 (Galunisertib,
également appelé LY2157299) augmentait le nombre de BFU-E générées par des CD34" de
patients atteints de SMD 5q- (suggérant une amélioration éventuelle de ’anémie s’il était
administré chez le patient). Bien qu’ils proposent en 2013 que la modulation de SMAD?7 soit
dd aun miR (miR-21), il est Iégitime de se demander si la perte de RINF ne contribuerait pas a
la perte de I’expression de SMAD?7 et a la sensibilisation des CD34" de MO de patients SMD
50- a la signalisation TGF-3 exacerbée, contribuant ainsi a 1’érythropénie. Pour répondre du
moins en partie a cette question, il serait intéressant de surexprimer RINF dans des CD34" de
MO de patients SMD 5q- et d’observer si le rétablissement de RINF augmente le nombre de
BFU-E en méthyl et/ou la capacité d’expansion érythroide. Il serait également intéressant
d’observer si le mécanisme d’action proposé de I’action par mir-21 est en lien ou non avec celui
de RINF sur SMAD?7.

Dans cette pathologie, il est suggéré que 1’ajout d’inhibiteur du TGF-, notamment des
inhibiteurs des récepteurs et ligand-trap évoqué précédemment (ACE-536, appelé luspatercept,
sotatercept) améliore I’anémie des patients. Actuellement, cet inhibiteur est en phase d’essais
cliniques de phase 1 (Sherman et al. 2013) et de phase 2 (Platzbecker et al. 2017). Plus
généralement, le mécanisme d’action moléculaire mis en évidence dans le cadre de mes travaux
suggeére que la perte d’expression de RINF pourrait étre fonctionnellement impliquée dans

d’autres hémopathies.
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Partie 2 Invalidation de Rinf chez la souris

1.impact de la perte de Rinf dans le modéle murin Rinf”

Les souris Rinf’" sont peu viables

Les premiéres observations effectuées sur les souris Rinf’" ont été essentiellement le fruit
d’une étude rétrospective sur des recensements d’accouplement et de génotypages réalisés
pendant plusieurs mois. Ces travaux ont ainsi montré que les portées issues des souris de
croisement hétérozygotes sont plus petites, d0 a une perte de souris hétérozygotes et
homozygotes. La perte de ces souris peut s’expliquer par une léthalité embryonnaire ou
périnatale. Par la suite, les expériences d’échographies a E12,5 ont permis de mettre également
en évidence une augmentation des résorptions embryonnaires chez les accouplements de souris
Rinf"". Il s’est également avéré que certaines souris Rinf*’~ et Rinf”~ mouraient avant leur
sevrage (mort des souriceaux avant les 20 jours suivant la naissance). L’ensemble de ces
résultats suggére que la perte de RINF entraine une Iéthalité chez certaines souris Rinf*" et Rinf

" que ce soit in utero ou en périnatale.

Au cours de ma thése, nous disposions également d’une souris invalidée pour Rinf de
maniére tissu spécifique (via un promoteur Vav-Cre), dans le tissu hématopoiétique. Le fait que
nous avons des difficultés a obtenir des souris homozygotes (malgré le nombre
d’hétérozygotes) nous porte a penser que le défaut de viabilité des souris constitutivement

inactives Rinf’ serait du la conséquence d’un défaut d’hématopoiése.

La mort des souris Rinf*, Rinf’ que ce soit in utero ou & la naissance, fait penser & un
phénotype de growth deffect, comme retrouvé chez les souris invalidées pour les TET (TET1,
(Yamaguchi et al. 2013) TET1/TET2 double KO (Dawlaty et al. 2013), TET1/TET2/TET3
triple KO (Dawlaty et al. 2014)). En effet, une taille en moyenne plus petite des souris
homozygotes ainsi qu’une réduction de fertilité est observée chez ces souris. RINF/CXXC5
étant suggéré dans la littérature tantdt comme un inhibiteur TET2 (Ko et al. 2013), tantot
comme une plateforme d’ancrage nécessaire a TET2, une enzyme dépourvue de domaine de
liaison a I’ADN de type CXXC (Shixin Ma et al. 2017). Il serait intéressant de connaitre chez
nos souris le profil d’hydroxyméthylation ou de méthylation présent dans différents organes

des souris Rinf homozygotes.
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Nous n’avons pas observé de malformation majeure d’organe (non sexuel) lors
d’autopsies effectuées chez des souris jeunes adultes (d’age inférieur a 8-10 semaines) ou agées
(supérieur a 12 semaines) hormis une malformation d’un des reins qui semble avoir lieu chez
quelques souris males (dont la récurrence reste encore a déterminer). Ces reins malformés sont
cedémateux, transparents et composes de cellules apoptotiques observées en coupes
histologiques. Ce probléme de malformation rénale est compatible avec la vie de la souris du
fait qu’un seul rein fonctionnel est suffisant pour maintenir la souris en vie. Les voies de
signalisation nécessaires a la formation du rein lors de I’embryogenése sont les voies de
signalisation Wnt/B-caténine, BMP, sonic hedgehog (shh) et la voie fibroblast growth factor
(FGF) (Reidy et Rosenblum 2009). Rinf étant un inhibiteur de la voie du TGF- (BMP) et
Whnt/B-caténine, il est possible que sa suppression empéche le développement rénal. Toutefois,
la récurrence de mutation semblant faible et sexe-spécifique, il est possible que Rinf ne soit pas
directement impliqué dans cette signalisation permettant la formation rénale mais qu’il controle
un gene intermédiaire soumis a empreinte et ciblé chez le méle. Lors du développement du rein,
il est également montré qu’une expression non controlée de la signalisation BMP entraine un
défaut de formation du rein ainsi que des foyers d’apoptose compatibles avec le phénotype que
nous avons observé (Nishinakamura et Sakaguchi 2014). Enfin, rinf a été montré comme
essentiel au développement rénal chez le poisson-zebre. Le géne rinf serait un gene cible et un
effecteur important de wtl, un facteur de transcription essentiel au développement
embryonnaire rénal (M. S. Kim et al. 2010).

Les souris Rinf’- sont peu fertiles

Nous avons mis en évidence un défaut de fertilité chez 100% des souris femelles Rinf”
. Leur phénotype est similaire a de I’hydrométrocolpose. Ces souris présentent ainsi un hymen
non perforé ainsi que la présence d’un liquide dans les cornes utérines. Il arrive qu’une des deux
cornes utérines soit dysplasique avec une récurrence supérieure pour la corne droite. Il est
possible que Rinf soit impliqué dans une signalisation des cestrogenes (Yasar, Ayaz, et Muyan
2016), une hormone importante du développement de 1’appareil reproducteur de la femelle.
Rinf disposant d’un élément de réponse aux cestrogénes dans son promoteur, il est possible que

sa suppression interfére avec cette signalisation du moins a une étape du développement. Il
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serait intéressant d’étudier le mécanisme d’action mis en jeu, une hypothése bien que farfelue
serait I’absence de 1’effet pro-apoptotique de Rinf lors de la formation de 1’hymen, créant une
cloison. La perte de Rinf pourrait aussi favoriser un processus de cicatrisation et conduire a la
fermeture de la cloison vaginale. Il serait intéressant de regarder si dans des cas cliniques

d’hydrométrocolpose, RINF est diminué ou muté au niveau de ces tissus humains.

Chez les souris méles, nous avons observé un defaut de structuration des tubes
séminiféres pouvant interférer avec le processus de spermatogenese et conduire a un probléme
de fertilitt. Nous savons également que I’expression de Rinf varie au cours de la
spermatogenése, montrant qu’il peut avoir un rdle au cours de celle-ci (données non montrées).
Cependant ce phénotype n’est pas retrouvé chez tous les males homozygotes et les autres sont

fertiles.

Nous n’avons pas effectué¢ d’examens des organes chez la souris invalidée de maniere
conditionnelle. Nous savons que le promoteur Vav est aussi faiblement exprimé au niveau des
organes sexuels et peut par conséquent invalider Rinf dans un tissu autre qu’hématopoiétique,
que ce soit chez la femelle ou chez le male. Ces souris pourraient ainsi avoir le méme défaut de
fertilité. 1l serait intéressant de collecter davantage de données de recensement quant a la
prévalence de ces défauts de formation et pourquoi pas étudier les différentes voies de

signalisation mises en jeu.

2. Impact de la perte de Rinf dans I'hématopoiése murine

La difficulté & obtenir des souris Rinf homozygotes n’a pas facilité 1’étude de
I’hématopoiese murine. Apres une meilleure connaissance du phénotype de viabilité et de
fertilité de ce modele murin, nous avons pu entreprendre des croisements de souris KO x Het en
croisant des méles fertiles homozygotes avec des femelles hétérozygotes, permettant d’enrichir
les portées en souris Rinf’”. Avant d’étudier 1’érythropoiése murine (dans laquelle Rinf ne
semble pas étre exprimé de la méme maniére que lors de 1’érythropoiése humaine), nous avons
entrepris des comptes et pesées des organes hématopoiétiques murins et étudie le répertoire
hématopoietique des progéniteurs et cellules souches hématopoiétiques. De ces résultats
préliminaires, la perte de Rinf ne semble pas impacter les progéniteurs hématopoiétiques (EMP,
CMP, GMP), mais pourrait impacter les cellules souches hématopoiétiques (LSK). De plus, des
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MO totales mises en méthyl (données non montrées) donnent un nombre réduit de colonies
totales laissant penser que ces LSK, bien que plus nombreuses, seraient moins efficaces a se
différencier ou a se maintenir. Si cela était confirmé, il serait essentiel d’effectuer des tests de
reconstitutions de ces LSK dans des souris hotes préalablement irradiées afin de voir si leur

capacité d’autorenouvellement et de différenciation en est affectée.

De facon intéressante, nous avons observe une expression forte de Rinf au niveau des
progéniteurs hématopoiétiques les plus immatures et surtout chez les LSK (PCR en temps réel
réalisée dans des progéniteurs hématopoiétiques triés par cytométrie en flux chez des souris
WT). Nous avons également montré que les profils d’expressions de Rinf et de Smad7 corrélent
dans ces progeéniteurs (Figure S10). De plus, la perte de Rinf dans des souris homozygotes
entraine une diminution de Smad7 dans de la moelle osseuse totale, suggérant ainsi qu’un tel
mécanisme d’action observé chez ’homme pourrait étre conservé dans le tissu hématopoiétique
murin. Il serait intéressant d’effectuer des expériences de tri cellulaire des progéniteurs
hématopoiétiques mais cette fois dans des souris homozygotes Rinf’" afin de mettre en évidence
(par qPCR en temps réel) une perte éventuelle d’expression de Smad7 dans différents sous types

cellulaires.

La diminution de Smad7 dans le tissu hématopoiétique murin homozygote laisse
supposer une augmentation ou une sensibilisation des cellules souches hématopoiétiques (et
progéniteurs) a la signalisation du TGF-f. Ces hypothéses peuvent étre également testées plus
rapidement par des expériences d’étude du cycle cellulaire sur des LSK homozygotes triées par
cytométrie en flux (et/ou mise en culture). Ainsi, il se pourrait que la sensibilité des LSK au
TGF-B diminue la quiescence et la capacité d’autorenouvellement de ces cellules (Jiang et al.
2018). A T’inverse, la surexpression de Smad7 favoriserait 1’autorenouvellement des LSK
(Blank et al. 2006)

Il est a noter que nous n’avons pas présenté la répartition cellulaire de la moelle des
souris Rinf”", bien que la composition des progéniteurs CMP, GMP et EMP ne varie pas entre
les souris Rinf** et Rinf”, nous n’avons pas étudié¢ la lymphopoigése. Rinf étant fortement
exprimé au cours de la lymphopoiese murine (Figure S7), ce compartiment pourrait étre

impacté chez les souris Rinf”".
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3. Y a-t-il une perte de Smad7 dans d’autres tissus (non
hématopoiétiques) ?

Aprés la mise en évidence du mécanisme d’action de RINF dans 1’érythropoiése
humaine et de la diminution de Smad7 dans la MO totale des souris Rinf homozygotes, nous
avons entrepris de Vvérifier I’expression de Smad7 et de le comparer aux mémes organes de
souris WT. De notre expérience pilote, le niveau de Smad7 dans I’ovaire des souris femelles
homozygotes est diminué (tendance a confirmer). Ce résultat suggere qu’il est tout a fait
possible que le mécanisme par lequel Rinf active Smad7 coexiste dans différents tissus non
hématopoiétiques. Ce modéle murin pourrait étre intéressant pour 1’étude du TGF-p dans

d’autres tissus et méme lors du développement de ces tissus (pendant I’embryogenése).

L’étude des connaissances actuelles des souris invalidées pour Smad7 pourrait
¢également apporter des réponses quant a 1’étude de notre modéle murin (Tojo et al. 2012). Il a
par exemple été mis en évidence que les souris invalidées pour la partie MH2 de la protéine
Smad7 avaient un défaut majeur de développement cardiaque (entrainant un fort taux de mort
embryonnaire) (Q. Chen et al. 2009). Les causes exactes de la Iétalité embryonnaire de notre
modele KO n’ont pas encore été établies, il serait intéressant d’effectuer des accouplements
controlés puis des dissections/biopsies d’embryon homozygotes a différents stades du
développement embryonnaire afin d’avoir davantage d’information sur le dysfonctionnement

délétere chez ces souris.
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Discussion générale

1. Compte-tenu de son role de modulateur du TGF-B, RINF
pourrait impacter d’autres lignages hématopoiétiques que
le lignage érythroide

Mes travaux de these ont permis de démontrer I’impact de RINF dans 1’érythropoiése
humaine et de I’hématopoic¢se murine. Pour poursuivre cette étude, il serait intéressant d’étudier
le r6le éventuel de RINF dans d’autres voies de 1’hématopoiése, en priorisant celles modulées
par la signalisation TGF-f (Figure 18). C’est par exemple le cas de la mégakaryopoiese, et de
la différenciation de cellules immunitaires tels que les lymphocytes B et Lymphocytes T, les
DC ou les NK.

Le mécanisme d’action de RINF dans la granulopoiése pourrait également agir par le
biais de SMAD?7 et du TGF-B. En outre, des travaux ont suggéeré que SMADSG6, un I-SMAD
d’homologie proche de SMAD?7, était nécessaire a la différenciation de la lignée HL-60 (Glesne
et Huberman 2006). En accord avec I’hypothése de I’intervention d’un autre I-SMAD, il a
également été suggéré que la perte d’expression de SMADG6, comme nous 1’avons montré pour
SMADY (via un shRINF), accélére aussi la maturation érythroide des CD34*/CD36" en culture
primaire (Kang et al. 2012).

L’expression de RINF semblant étre ubiquitaire, notre modele de souris invalidée pour
Rinf pourrait étre un modeéle de choix pour I’étude de la fonction du TGF-B sur son
microenvironnement. Par exemple, les expériences de reconstitution a long terme (LTR)
effectuées avec les LSK de souris homozygotes qui pourraient également étre réimplantées dans
une souris héte Rinf homozygotes (préalablement irradiée). La niche hématopoiétique étant
aussi sensible au TGF-f la reconstitution de LSK venant de souris WT peut se comporter
différemment si elle est réimplantée dans une souris Rinf homozygote. Il en va de méme pour

les autres environnements tel que le thymus (pour le développement des LT).
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La perte de RINF joue-t-elle un réle dans des conditions
d’érythropoiese de stress ?

Bien que nous ne I’ayons pas encore étudié, il serait intéressant d’étudier la part ou la
contribution de RINF au cours d’un besoin soutenu, comme 1’érythropoiése de stress. Bien que
RINF ne semble pas étre exprimé dans 1’érythropoiése murine (mais seulement dans les
progéniteurs) dans des conditions homéostasiques, il serait intéressant d’utiliser de la
phénylhydrazine (agent chimique causant une hémolyse brutale) sur les souris Rinf’ afin
d’observer la capacité de reconstitution érythroide des souris via une érythropoiése de stress,
qui a lieu dans la rate de cet animal. Si une différence est observée, il serait intéressant de
reproduire la méme expérience cette fois dans le modele de souris spécifiquement invalidée
pour Rinf dans le tissu hématopoiétique, via un promoteur Vav-Cre, afin de voir si cette
différence d’érythropoiese de stress est créée par la perte de Rinf dans 1’hématopoiése ou dans
I’environnement splénique (ou MO).

Chez I’homme, 1’érythropoiése de stress ne serait pas « extramédulaire » comme chez
la souris. Elle aurait cependant une hématopoi¢se semblable a 1’hématopoic¢se feetale,
notamment en entrainant une synthése d’HbF. Les travaux princeps de Zermati et al, 2000 ont
suggéré par des expériences sur HPLC que 1’ajout de TGF-f1 a des érythroblastes primaires en
culture liquide ne modifiait pas le ratio HoF/HbA provenant de sang de CB ou de MO,
suggérant ainsi que le TGF-B1 ne stimulerait pas une érythropoiése de stress. Nous n’avons pas
analysé les globines HbA/HbF lors de nos expériences en culture de cellules primaires et il
serait intéressant de le faire. Si le TGF-B1 n’est pas responsable de 1’érythropoiése de stress
chez I’humain, SMAD?7 étant une cible de RINF, il est possible que sa perte agisse et favorise
d’autres signalisations pouvant produire une érythropoiése de stress. Il serait également
intéressant de tester d’autres cytokines de la superfamille du TGF-3 (BMP et activine) afin de
voir si la perte de RINF (donc de SMAD7) a un effet sur ces signalisations, comme 1’on peut

raisonnablement s’y attendre.
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2. RINF un régulateur épigénétique probable

Bien que de nombreux articles et évidences expérimentales proposent RINF comme un
probable régulateur épigénétique (Ko et al. 2013) (Shixin Ma et al. 2017), aujourd’hui encore
son mécanisme d’action semble encore a déterminer. Il apparait que son action semble réguler
la 5-hmC, faisant de lui un régulateur épigenétique. Pendant ma these, j’ai participé a des
travaux montrant aussi bien en dot-blot, en immunofluorescence et en cytométrie en flux que
la perte de RINF (médiée par ShARN RINF) augmentait le niveau global de 5-hmC du génome
dans la lignée érythroleucémique K562 (données non montrées). Bien que nos résultats aillent
dans le sens ou RINF semble bloquer 1’action des TET et favoriserait ainsi une augmentation
de la 5-hmC, nos résultats rendent compte de changement d’hydroxyméthylation de I’ADN au
niveau global et ne rendent pas compte de la 5-hmC au niveau de promoteurs spécifiques. Il
serait intéressant d’étudier plus en profondeur ce mécanisme d’action. Il est également possible
que la régulation de SMAD7 par RINF se fasse de maniere 5-hmC dépendante. Pour répondre
a cette question, une étude du promoteur de SMAD?7 pourrait étre réalisée, sans nécessairement

requeérir au séquencage global de I’ADN.

De maniére intéressante, les travaux de Xu et al. 2018 (Figure 22) ont étudié les affinités
de liaison a I’ADN des 15 protéines a doigt de zinc CXXC. lIs ont suggéré que RINF (CXXC5)
aurait une affinité¢ de liaison au niveau des CpG mais également des CpT, CpA ainsi qu’au
niveau des CpmC (une cytosine 5-mC). De cette derniere observation, de nouveaux champs
d’action se présentent & RINF. 1l est possible que sa seule présence sur un motif CpmC bloque
I’action des enzymes TET possédant un CXXC tels que TET1 et TET3 (empéchant ainsi
I’hydroxyméthylation de I’ADN). Dans un autre contexte RINF a été décrit comme servant de
plateforme a TET2 pour activer Irf7 dans des pDC murins (Shixin Ma et al. 2017), il est
possible, connaissant ’affinité de RINF/CXXCS5 pour les motifs CpmC, que ce mécanisme
d’action soit envisageable. Ainsi, on aurait un mécanisme par lequel RINF empécherait
I’activité des enzymes TET1 et TET3 par compétition de fixation aux CpmC, tout en servant

de plateforme a TET2 pour permettre son action de déméthylation.
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3. Implication de RINF dans les cancers

La plupart des tumeurs présentent des altérations de la voie de signalisation au TGF-
B (Zhao, Mishra, et Deng 2018) (Markowitz et al. 1995) (Eppert et al. 1996, 2). Les mutations
s’observent plus freqguemment dans les récepteurs (TGFBRI ou RII), ou ses effecteurs (SMAD2
ou SMADA4), voire dans ces geénes cibles responsables de 1’arrét du cycle cellulaire (cycline,
...). Sur la base de la signalisation que nous avons mise en évidence, nous pouvons
raisonnablement supposer que des mécanismes activant I’expression de RINF conférent a
certaines cellules tumorales, une capacité accrue a proliférer dans un environnement riche en
TGFB, voire a d’autres cytokines de sa superfamille. La forte expression de RINF étant
augmentée dans certaines tumeurs (LAM et cancer du sein), il serait intéressant de déterminer
si ces tumeurs présentent une plus forte expression de SMAD?7, et expliquer, du moins en partie,
une fonction pro-proliférative de RINF dans ces cellules et un caractére de mauvais pronostic.

Il s’est également avéré que CXXC4 le paralogue de CXXCS5 est retrouvé impliqué dans le
cancer. De par son interaction avec DVL permettant de réguler négativement la voie WNT/B-
caténine, il est reconnu comme impliqué dans certains cancers du c6lon (Paez D 2012), (Yu F
2018), dans les carcinomes rénaux (Kojima et al. 2009), les SMD (Gelsi-Boyer et al. 2009), les
cancers de la prostate (Filleur et al. 2009) (trouver autres, plus récents). CXXC4 ayant
également un méme réle que RINF, indépendamment de la voie WNT/B-caténine, comme étant
aussi pro-apoptotique via FOXL2, il est possible que ces deux protéines aient une contribution

du méme ordre vis-a-vis du cancer.

4. RINF et mécanisme d'action général

Un grand nombre d’articles dans la littérature place le mécanisme d’action principal de
RINF comme étant inhibiteur de la voie Wnt/B-caténine. Nous avons ainsi mis en évidence un
nouveau mécanisme d’action pouvant aussi bien étre en accord avec ce premier mécanisme
décrit. RINF semble avoir une expression cytoplasmique ou nucléaire différente selon le
contexte cellulaire. Les deux mécanismes d’action de RINF mis & jour (interaction avec DVL/f3-

caténine ou une régulation transcriptionnelle de SMAD7) dépendent tous deux exclusivement
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de son motif en doigt de Zinc. Il a été rapporté que la séquence NLS initialement décrite a
proximité du doigt de zinc (M. Zhang et al. 2009b) (Pendino et al. 2009) fait partie intégrante
de celui-ci (Xu et al. 2018). Ainsi, il est possible que I’interaction du motif CXXC de RINF
avec DVL (ce qui inhiberait la voie Wnt/B-caténine) dans le cytoplasme, masque la séquence
NLS, empéchant ainsi la protéine RINF de se délocaliser dans le noyau. En absence de DVL,
RINF se délocaliserait dans le noyau pouvant ainsi se lier aux CpG via son doigt de zinc et
activer ses cibles transcriptionnelles. Cette premiére hypothése implique une coexistence de ces
deux mécanismes d’action distincts de RINF, en tant qu’inhibiteur de la voie Wnt-/caténine

et du TGF-p.

Une autre hypothese également possible permettrait de réconcilier une fonction
d’inhibition de la voie WNT (décrites dans de nombreuses études) avec un mécanisme d’action
transcriptionnel. Elle implique une interaction croisée entre ces deux voies de signalisation par
le biais d’une activation transcriptionnelle de SMAD7, celui-ci inhibant ensuite la voie WNT.,
Dans un modele murin ou I’expression de SMAD?7 est induite dans les kératinocytes, il a été
mis en évidence une interaction entre SMAD?7 (avec I’aide de SMURF2) et la B-caténine,
induisant la dégradation de la B-caténine via le recrutement d’une E3 ubiquitine ligase (Han et
al. 2006). 1l serait intéressant de voir si ce mécanisme est également plausible dans d’autres
tissus, RINF étant également décrit comme un inhibiteur de la voie Wnt/p-caténine, ce
mécanisme ainsi mis en évidence montre un senseur supplémentaire ainsi qu’un lien entre notre
nouveau mécanisme de RINF en tant qu’inhibiteur de la voie du TGF-f et de la voie Wnt/(3-

caténine (Figure S11).
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Figure S11 : Schéma proposé du mécanisme d’interaction avec la voie de
signalisation Wnt/pB-caténine. Il a initialement été démontré une interaction physique,
protéine/protéine entre RINF (au niveau de son doigt de zinc) avec DVL, qui a pour effet d’empécher
la signalisation Wnt/-caténine (1). La mise a jour apporté par notre mécanisme d’action permet
également de proposer un autre mécanisme d’interaction indirect de RINF sur la voie Wnt/B-caténine
par I’intermédiaire de SMAD7 (2).
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Abstract

The Refinoid-inducible Nuclear Factor (RINF, also known as CXXCJ5) gene, located at
chromosome band 5q31, has been proposed as a candidate tumor suppressor gene
in hematopoietic malignancies. Here, we show that RINF is expressed in erythroid
progenitors and downregulated at both protein and mRNA levels during human
erythropoiesis driven in vitro. RINF-knockdown of purified human primary CD34
positive hematopoietic cells did not alter cell viability but accelerated erythropoietin-
driven erythroid maturation, a process leading to a lower production of red blood cells.
Deregulation of RINF expression also modulates hemoglobinization of K562 and
UT7s.3 cell lines treated with hemin and erythropoietin, respectively. A comparative
transcriptomic analysis of these RINF-silenced cells revealed an enrichment in TGFj3
target genes and SMAD7 as a promising RINF target gene candidate. SMADY
overexpression efficiently abolished the acceleration of hemoglobin production
induced by RINF-knockdown in K362 cells. At the molecular level, RINF binds to
SMAD7 promoter and upregulates SMADY gene expression. In primary CD34+
hematopoietic cells, RINF knockdown attenuated SMAD7 mRNA expression and the
resulting acceleration of erythropoiesis was abolished by TGFp inhibitors.
Consequently, we propose a model in which RINF loss-of-expression would
exacerbate the sensitivity of human erythroid progenitors to autocrine/paracrine

TGFp-induced growth inhibition, and thus, blunts the expansion of the erythroid pool.

127




Introduction

A growing number of studies have suggested the involvement of Retinoid-Inducible
Nuclear Factor (RINF, alias CXXCS5) during the maturation of various cell types such
as neural stem cells,” endothelial cells,” myoblasts,® myofibroblasts,* as well as in the
development of gonads,>® and kidney.” However, its role in normal hematopoiesis has
hitherto been poorly investigated. We have previously shown that RINF expression is
required for retinoid-induced terminal differentiation of myeloid leukemia cells (NB4,
HLB0) and participates in cytokine-induced granulopoiesis of primary bone marrow
CD34+ cells.® However, its contribution to other hematopoietic lineages, such as the
erythroid lineage, on which retinoids may also intervene,®'! remains unknown.

In keeping with its gene location at chromosome 5¢31.2, a commonly deleted
region in myeloid neoplasms, RINF loss-of-function has been proposed to contribute
to (pre)leukemia development.?12-15 RINF mRNA expression is an unfavorable'®'7 and
independent’ prognostic factor in acute myeloid leukemia (AML). We also suggested
its involvement in solid tumors such as breast cancer, thyroid cancer, and malignant
melanoma.'® An independent study suggested its role in prostate cancer.’®20

At the molecular level, the exact mode of action of RINF is not fully elucidated
and depends on the cellular context. RINF can inhibit the WNT-p-catenin signaling
pathway'+7.1221 through a cytoplasmic interaction with Dishevelled proteins DVL and
DVL2." However, in most of the studies the subcellular localization of RINF protein is
mainly or exclusively nuclear. RINF contains a Nuclear Localization Signal® that has
been functionally validated.?? RINF can bind ATM and mediate DNA-damage induced-
activation of TP53.'222 Moreover, RINF strongly associates with chromatin® through its
conserved zinc-finger domain (CXXC) that plays a central role and provides the
capacity to bind CpG islands.?® This domain is almost identical to the one harbored by
TET1, TET3, and IDAX (CXXC4, a TETZ2 inhibitor), three epigenetic modulators
suggested to be involved in the erasure of DNA-methylation marks.?* Thus, RINF could
interfere with TET-activities, hydroxymethylation, and gene transcription.?>2¢ Several

independent studies suggested that it could act as a cofactor of transcription 23.8.27-2

Transforming growth factor  (TGFp) is a strong and widespread inhibitor of cell
growth in various mammalian tissues.?%*! TGFpB regulates hematopoietic stem and

progenitor cells (HSPCs) and is described as a potent erythroid differentiation inducer
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and inhibitor of cell proliferation 233 TGF( signals through cell surface serine/threonine
kinase receptors, mainly TGFBRI and TGFBRII. Activated TGFBRI phosphorylates
SMAD2 and SMADS3 that move into the nucleus and form complexes that regulate
transcription of target genes. TGFp can also elicit its biological effects by activation of
SMAD-independent pathways.**3 |nhibitory SMADs (SMAD6 and SMAD7) inhibit
TGFp signaling. A reduced SMADY expression sensitizes cells to the antiproliferative
effects of TGFp and contributes to anemia in patients suffering from Myelodysplastic
Syndromes (MDS).36.37

In the present work, we demonstrate that RINF interferes with erythropoiesis of
human HSPCs. By using both primary CD34 positive cells and cell lines (K562 and
UT7s3), we demonstrate that RINF expression affects human erythropoiesis by

regulating SMAD7Y expression, the main inhibitor of TGFf3 signaling.
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Methods

Primary culture of hematopoietic cells.

Mononuclear cells were isolated from cord blood (CRB Saint-Louis Hospital, Paris) or
adult bone marrow donors after written informed consent for research use was
obtained in accordance with the Declaration of Helsinki. The ethics evaluation
committee of the Institute of Medical Research and Health (Inserm) has reviewed and
approved the research project (IRB0003888). Mononucleated cells were separated by
Ficoll-Paque (Life Technologies) and purified with human CD34 MicroBead Kit
(Cat.N°1301004353, Miltenyi Biotec). A two-step culture method for cell expansion and
erythroid differentiation was used to obtain highly stage-enriched erythroblast
populations.®® Briefly, CD34* cells (purity 94-88%) were cultured 7 days with IL6, IL3
(10 ng/mL), and SCF (100 ng/mL) to expand hematopoietic progenitors.3® CD36*
erythroid progenitors were purified using magnetic microbeads (CD36 FAB6.152 from
Beckman Coulter and anti-mouse 1gG1 MicroBeads from Miltenyi Biotec). Then,
erythropoietin (EPO) was added during 8-12 days to allow erythroid differentiation. For
Colony-Forming Cells (CFC, counted at 11-14 days) assays, CD34* hematopoietic
stem cells were seeded in methylcellulose (H4034, StemCell Technologies). TGFBRI
inhibitor SB-431542 was from Selleckchem (Cat.N°S1067).

Flow Cytometry and differentiation analysis

To monitor end-stage erythroid differentiation of primary cells, cells were labeled with
anti-human PE/Cy7-conjugated CD235a (Cat.N°A71564), PE-conjugated CD71
(IM2001U), and APC-conjugated CD49d (Cat.N°B01682) from Beckman Coulter, PC5-
conjugated CD71 from BD Pharmingen (Cat.N°551143), PE-conjugated CD233/Band3
from IBGRL (Cat.N°9439-PE), FITC-conjugated CD36 from eBioscience (Cat.N°11-
0369-42). FACS (fluorescence-activated cell sorting) analysis was performed on an
Accuri™ C6 Flow Cytometer (Becton-Dickinson). For morphological characterization
cells were cytospun and stained with May-Grinwald-Giemsa method (MGG). For
benzidine assay, 2.10% cells were incubated for 5 minutes with 0.01% benzidine and
H202 at 0.3% (Sigma-Aldrich).

Culture of cell lines and treatments
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K562 (ATCC#CCL243) and UT7s3% cells were cultured in RPMI 1640 medium and
minimum essential medium (MEMa) supplemented with 2.5 ng/mL of GM-CSF
(Myltenyi Biotech), respectively. Both medium were supplemented with 10% of
inactivated fetal bovine serum (FBS), 2 mM L-Glutamine, 50 units/ml penicillin G and
50 pg/mL streptomycin (Life Technologies). To induce hemoglobin production, K562
cells were treated with hemin at 40 uM (Sigma-Aldrich). Erythroid maturation of UT753
was triggered by replacing GM-CSF with EPO 5U/ml.

Lentiviral and Retroviral transduction of hematopoietic cells

For shRNA-mediated RINF knockdown, two lentiviral vectors were used, the previously
described pLKO.1/puroR vector® or the pTRIPDU3/GFP vector,*® which drives the
same shRNA sequences downstream of H1 promoter. For RINF overexpression, the
retroviral vector MigR/IRES-GFP was used with experimental conditions as previously
described.® Green fluorescent protein (GFP) sorting was performed on a FACSArialll
(BD Biosciences). For SMAD7 overexpression, the retroviral vector pBABE-puro-
SMAD7-HA (Addgene plasmid#37044) was used with experimental conditions as

previously described.®4!

Statistical analyses

Contingency tables were performed by using the Fisher's exact test (benzidine
staining, CFC assays), chi-square test (CD71/GPA, Band3/CD49d-staining), or
Spearman correlation coefficient by using the GraphPad Prism v6.01 software.
Significance of P values are indicated in Figures. Not significant (ns): p>0.05; *: p<0.05;
** p<0.005; ***: p<0.0001. Error bars represent confidence intervals at 95% (benzidine
staining and flow cytometry) or standard deviations (SD) for gRT-PCR analyses.

Quantitative RT-PCR

Cells were collected and directly stored at -80°C for RNA preparation with TRIzol (Life
technologies) extraction protocol as previously described.? First-strand cDNA
synthesis (RT) were carried out using Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit
(Cat.N°489703000, Roche). RINF mRNA expression was detected using Lightcycler®
480 ProbesMaster kit (Cat.N°4707494001, Roche). Relative mRNA expressions were
normalized to RLPL2 or PPIA gene expression in a two-color duplex reaction. For
SMAD?, PU.1 and c-KIT mRNAs detection, quantitative PCRs were performed using

6
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SYBRGreen. qRTPCR were performed on a Light Cycler 480 machine (Roche). Primer

sequences are available in a supplementary file.

Western-blot analysis

Total cell extracts and western blotting were carried out as previously described.? Blots
were incubated with primary polyclonal antibody and then with appropriate peroxidase-
conjugated secondary antibody (anti-rabbit and anti-mouse 19G HRP antibodies from
Cell Signaling, Cat.N°7074S, Cat.N°7076S) and anti-goat IgG HRP antibody from
Southern Biotech (Cat.N°6160-05). Detection of proteins was performed using
chemiluminescent detection system (clarity western ECL, Cat.N°170-5060, Biorad).
Rabbit polyclonal antibodies were previously described for RINF,® P85 (PI3KR1),%? or
commercially purchased for anti-RINF, anti-SMAD7 (Cat.N°16513-1-AP,
Cat.N°25840-1-AP, ProteinTech), anti-B-ACTIN (ACTB, Cat.N°A1978, Sigma-Aldrich)
and anti-HSC70 mouse monoclonal antibody (SC-7298, Santa Cruz Biotechnology).

Chromatin Immunoprecipitation (ChlP) experiments

ChIP was performed with anti-RINF (ProteinTech, Cat.N°16513-1-AP) or anti-
H3K4me3 (Diagenode, Cat.N°C15410003), antibodies using iDeal ChIP-seq Kit for
Transcription Factors (Diagenode) following manufacturer’s instructions and using the
following options: K562 cells were crosslinked with 1% formaldehyde for 10 minutes in
fresh media at room temperature and quenched with 0.2 M glycine for 5 additional
minutes. Chromatin was sonicated using Diagenode Bioruptor (Power High, 20 cycles
of 30”on-30"off and by changing ice cold water in the bath every 5 cycles). Sonication
was validated by agarose gel electrophoresis (average DNA size ~150-250 bp) using
an aliquot of purified sheared chromatin (proteinase K treated followed by and phenol-
chloroform extraction). Quantitative-PCR was performed using Power SYBR Green
PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific, Cat.N°4367659) using pairs of primers
encompassing six regions (R0-R5) of SMAD7 gene. RO and R5 regions were used as
negative controls. The efficiency of chromatin immunoprecipitation at these loci was
determined as the recovery of that locus calculated as the percentage of the input (the
relative amount of immunoprecipitated DNA compared to input DNA). The amount
used for the input was 1% of the amount used for ChIP, the recovery was calculated
as follows: % recovery = 2A(Ctinput _ Ctsample)

Methods for “Flow cytometric cell sorting of MEP cells” and “primer sequences”

are described in a Supplemental file.
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Results

RINF protein is downregulated upon terminal erythroid differentiation. RINF
expression was evaluated during cytokine-induced erythroid differentiation of CD34+
progenitors isolated from human cord blood or adult bone marrow. To obtain highly
enriched populations of differentiating erythroblasts, cells were grown in a two-phase
liquid culture method (experimental design in Figure 1A) as previously described.3%43
RINF protein was detected at the earliest stages of erythroid differentiation (enriched
in progenitors and early erythroblasts) and reached its highest level around the
proerythroblast (ProE) stage (Figure 1B). After that, RINF protein drops from the
basophilic erythroblast stage and was barely detectable in late erythroblasts (i.e.
polychromatic and orthochromatic erythroblast stages). Similarly, RINF mRNA level
was abundant in erythroid progenitors and drops from the basophilic stage (Figure 1C).
This trend was also noticed in three independent transcriptome datasets performed by
Merryweather-Clarke et al.**, An X et al.*>, and Keller et al.,*® respectively (Figure S1).
Altogether, RINF expression was high in progenitors (enriched in CFU-E) and ProE,
and was downregulated from the basophilic erythroblast stage during cytokine-induced

erythropoiesis of CD34+ cells isolated from either adult bone marrow or cord-blood.

RINF knockdown accelerates erythroid differentiation of human HSPCs. Since
RINF was expressed in normal erythroid progenitors and precursors, we tested the
consequences of its knockdown on cell viability and erythropoiesis (Figure 2). The
experimental design is indicated in Figure 2A. Loss-of-function experiments were
performed with the previously described and validated short-hairpin RNAs (shRNA)
sequences driven by the lentiviral pLKO.12 or pTRIPDU3/GFP vector.? Extinction of
RINF protein (Figure 2B) was noticed as early as two days post-transduction (i.e. at
day 0 of EPO) in primary cells transduced with shRNA-RINF vector without affecting
cell viability (assessed by trypan blue cell counting, not shown). Accordingly, cell
growth was not affected until day 10 of EPO (Figure 2C). However, RINF knockdown
clearly accelerated erythroid differentiation monitored by morphological analysis
(Figure 2D), benzidine staining (Figure 2E), and flow cytometry using erythroid markers
(here, GPA and CD71, Figure 2F). The observed differences were statistically
significant (p<0.0001) for CD34+ cells isolated either from cord-blood or adult bone

marrow. Importantly, shRNA-RINF-induced acceleration of erythropoiesis was also
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underpinned by cell size diminution (not shown) and at the molecular level by an earlier
downregulation of ¢-KIT and PU.1 mRNAs in RINF knocked-down cells (Figure S2).
Of note, this acceleration of maturation was characterized by a reduced number of

ProE cells (~2.8-fold less) enumerated at day 10 (Figure 2D).

RINF knockdown is associated with an increased erythroid colony forming
capacity of human HSPCs. We previously described the functional contribution of
RINF to granulocytic differentiation of human hematopoietic progenitors grown in liquid
medium supplemented with granulopoietic cytokines.® Clonogenic assays were
performed in order to assess its putative involvement to the development and
maturation of erythroid (BFU-E), myeloid (CFU-G, CFU-M, or CFU-GM), and mixed
colonies (CFU-GEMM). No statistically significant change was noticed in the total
number of colonies or the number of CFU-M, CFU-GM, or CFU-GEMM (Figure 3A).
However, the number of granulocytic colonies (CFU-G) was reduced (p<0.0001,
Fisher's exact test), as expected from our previous liquid cell culture experiments®.
Moreover, shRNA-mediated RINF loss-of-expression was also associated with a
statistically significant increase (p<0.001) in the number of BFU-E-derived colonies.
These data were observed in CD34 positive cells isolated either from human bone
marrow or umbilical cord-blood (Figure 3, B and C), with two types of |lentiviral vector
and in non FACS-sorted conditions (Figure S3). Importantly, a clear increase in the
number of BFU-E-derived colonies was also observed with shRNA-RINF-transduced
MEP-sorted cells (Figure 3D), indicating that this biological effect was lineage-
autonomous and did not occur at the expense of the granulocytic-lineage. Importantly,
a careful analysis of colony size demonstrated an increased number of small (more
mature) BFU-E in the knocked-down conditions (Figure 3E), in agreement with an

accelerated maturation.

RINF is downregulated during erythroid maturation of K562 and UT7s.3 cells and
RINF knockdown accelerates cell hemoglobinization. We then measured RINF in
two cell line models of erythroid maturation, the K562 cell line treated with hemin or
the UT7s3 cell line treated with EPO® after GM-CSF withdrawal (Figure 4).
Interestingly, RINF was downregulated upon treatment-induced erythroid
differentiation, in agreement with primary cells data. A RINF downregulation appeared

at the protein level as early as after ten hours of treatment with hemin for K562 cells
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(Figure 4A), shown here for cells transduced with shRNA-Control, and also observed
with non-transduced cells. For UT75.3 cells, the downregulation was noticed after two
days in EPO (Figure 4A and B, lower panel).

Loss-of-function experiments were then performed in order to investigate the
consequence of RINF knockdown on these two cell lines (Figure 4). No change in cell
viability or cell growth was noticed in these two cell lines after gene knockdown.
However, as presented in Figure 4B, RI/NF silencing accelerated the erythroid
maturation program triggered by hemin in K562, or EPO in UT7s3. Although the
kinetics of erythroid-maturation of the two cell lines were different, an accelerated
hemoglobinization was noticed for RINF knocked-down cells after one day of hemin

treatment for K562 cells and four days of Epo-treatment for UT7s:3 cells.

Constitutive overexpression of RINF delays hemoglobin production of K662 and
UT7s35. We wondered if RINF overexpression could interfere with the kinetics of
erythroid differentiation. For this, we used the previously described retroviral system
MigR/IRES-GFP vector® (Figure 5A, upper panel) to drive the ectopic expression of
full-length RINF cDNA. A high constitutive expression of RINF was noticed at the
protein level for the two cell lines (Figure 5A), without cell toxicity or consequence on
cell proliferation (not shown). The consequence on erythroid differentiation was
evaluated by benzidine staining (Figure 5B). Importantly, RINF overexpression
reduced hemoglobinization of the two cell lines (p<0.0001). These data exactly mirror

those obtained with knockdown experiments (Figures 4).

RINF gene silencing modulates TGFp signaling pathway and SMAD7 expression
in K862 and UT7s3. In order to identify the molecular mechanisms by which RINF
inhibits hemoglobinization and erythroid maturation, we mined into our own gene
expression microarray datasets of K562 and UT753 transduced cells.’” Only 193 gene
candidates (Supplementary Table S1) were commonly downregulated by RINF loss-
of-expression in both cell lines (log2 fold-change cutoff at 1.25). Of note, ingenuity
pathway analyses (IPA) revealed that this gene list was enriched in genes belonging
to the TGFp signaling pathway (Figure S4). Accordingly, the main effector of this
cytokine, SMAD3, appeared at the top of the list of the upstream analysis of IPA
(Supplementary Table S2). Considering, (i), its well-known inhibitory function on TGFj
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sighaling, and (i), its loss-of-expression in MDS, SMAD7 appeared as a promising
candidate to functionally investigate 363747 |nterestingly, SMAD7 was also down-
regulated by RINF knockdown in third hematopoietic cell line, the MV4-11 cell line
(Figure S3B).

SMAD7 overexpression abolishes the acceleration of hemoglobinization
induced by RINF-knockdown in K562 cells. In order to demonstrate the functional
involvement of SMAD7 we performed “rescue” experiments. As previously described,
endogenous SMAD7 was too low to be detectable at the protein level in K562 cells.*”
After retroviral transduction, the ectopic expression of SMAD7 was visualized at the
protein level in K562 cells (Figure 6B). SMADY overexpression did not affect the
endogenous expression of RINF protein but reduced hemoglobinization of shRNA-
Control cells (Figure 6C), mimicking the effect of ectopic RINF (Figure 5B). No change
in cell viability or proliferation was noticed in absence of hemin. Importantly, shRNA-
RINF-mediated acceleration of hemoglobinization was not observed when SMAD7

was ectopically expressed (Figure 6C, lanes 3 and 4).

SMAD?7 is a direct transcriptional target gene of RINF protein in K562 cells. Our
gRTPCR analyses demonstrated an increase (approximately five-fold) of SMAD7
MRNA level in cells overexpressing RINF (Figure 6D). In order to ascertain that RINF-
mediated induction of SMAD7Y occurred at the transcriptional level, we performed ChIP-
experiments with anti-RINF antibodies. To this end, five sets of primers were designed
in regions encompassing the SMAD7 promoter (Figure 6E). As shown in Figure 6F,
RINF protein binds directly to several regions (R1 to R4) of the SMAD7 promoter and
this binding was increased in cells overexpressing RINF. Moreover, H3K4me3 histone
marks (quantified by ChIP-qPCR) were increased by RINF overexpression in four
proximal regions (R2-R4) of the SMAD7 transcription start site, indicating that
chromatin was in a more active transcriptional state. Altogether, our data indicated that

SMADY7 is a direct transcriptional target of RINF protein.

RINF Joss-of-expression accelerates erythroid maturation of human
hematopoietic progenitors in a TGFB-dependent manner. In order to validate the
involvement of the TGF[( signaling during shRINF-mediated acceleration of

erythropoiesis, we followed up liquid cell culture experiments of primary CD34+ cells
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cultured with SB-431542, a potent and selective inhibitor of TGFBRI (Figure 7A). An
accelerated erythroid differentiation process was noticed for RINF knockdown cells in
the absence of this drug (compare lane 1 and 2) visualized by a faster acquisition of
erythroid cell surface markers such as GPA/CD71 (shown at day 6 of EPQO) or
CD49d/Band3 (shown at day 10 of EPO). Importantly, this acceleration was inhibited
in the presence of the TGF inhibitor SB-431542 (compare lane 2 and 4 of Figure 7A).
In agreement with an important autocrine TGFp signaling in the early stages of
erythropoiesis, both TGFB1 and TGFBRI were highly expressed in our experimental
conditions (Figure S5A).

RINF Joss-of-expression downregulates SMAD7 mRNA expression of human
primary human CD34+ cells. We then wondered whether shRNA-mediated RINF
knockdown could attenuate SMAD7 expression in erythroid progenitors. As shown in
Figure 7B, a 60-70% knockdown of RINF led to a statistically significant knockdown of
SMAD7 (by 40-45%) in CD34 positive cells isolated from cord blood (paired-T-test
student p<0.001). We thus wondered if RINF and SMAD7 mRNA expression would
correlate in normal adult bone marrow samples. Figure 7C represents the data
obtained by g-RTPCR from 11 bone marrow donors. The correlation between RINF
mMmRNA and SMAD7 mRNA was highly significant (Spearman, rho=0.773, P=0.007).
These data were confirmed in an independent microarray dataset performed by
Pellagatti A et al.*¢, here used as an external confirmatory dataset. As shown in Figure
S5, RINF and SMAD7 mRNA levels correlated in CD34+ cells isolated from normal

bone marrow of healthy donors (Spearman, 0.7, p<0.005 **).
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Discussion

An increasing number of studies suggest that RINF is involved in the maturation,
function, or development of various cell types and tissues.’® However, only a few
functional studies have analyzed the role of RINF in human hematopoiesis.®

Our experiments, performed with primary hematopoietic progenitor cells
(CD34+) isolated from healthy bone marrow donors or cord blood units, highlight the
importance of RI/NF regulation during cytokine-induced erythropoiesis of human
progenitors. RINF is expressed in progenitors (i.,e. BFU-E and CFU-E) and
proerythroblasts (ProE). After this stage, RINF is strikingly downregulated at both the
mRNA and protein levels during in vitro erythropoiesis (i.e. from the basophilic stage).
Its loss-of-expression in progenitors does not alter their viability or clonogenic potential
but accelerates their differentiation, as assessed by morphological analysis, cell
hemoglobinization, surface markers, increased number of small BFU-E, and molecular
markers. Such an accelerated erythroid maturation leads to a diminished expansion of
the erythroid pool. This process has been well described ex vivo and in vivo for TGFp,
a potent inducer of erythroid maturation and growth inhibition.3336.37.49.50 \\fe show here
that RINF loss-of-expression in HSPCs leads to a threefold reduction in the number of
ProE generated in vifro. By modulating the sensitivity of erythroid progenitors to TGFp,
RINF could participate to the dynamic balance between expansion of the erythroid pool
and production of red cells. Agents that would enhance RINF expression are expected
to provide resistance to TGFfB—induced growth inhibition and, thus, red blood cell
expansion. This would be of potential interest to treat anemia that are refractory to
current therapies.

Complementing our previous study,® the present data demonstrate that RINF
loss-of-expression also affects terminal granulopoiesis and the number of CFU-G
(CFC assays). This dual role of RINF, in both erythroid and granulocytic maturation, is
in agreement with previously described functions of retinoids in human progenitors.®°
As a direct retinoid target gene, RINF is a good candidate for mediating retinoid
signaling in hematopoietic progenitors and stem cells. An increased number of BFU-
E-derived colonies was observed with shRNA-RINF-transduced MEP-sorted cells
(Figure 3C). This indicates that the dual role of RINF appears lineage autonomous and
not only the consequence of a switch of commitment between erythroid versus myeloid

lineage. However, one cannot exclude an additional role of RINF in the erythroid versus
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granulo-monocytic lineage choice of multipotent progenitor cells. Supporting the latter
hypothesis, CXXC5/RINF has been found in the gene network contributing to the cell
fate at the erythroid-myeloid bifurcation.>

Recent studies suggested the implication of genome-wide 5'-
hydroxymethylation during erythropoiesis.5? TET2 and TET3 play a role during early
and late erythropoiesis, respectively.>® The presently described role of RINF may
contribute to better understand the molecular epigenetic events occurring during
human erythropoiesis, since its putative capacity to interfere with TET enzymes and
5'-hydroxymethylation of CpG has recently been demonstrated.?526 So far, the exact
role of RINF on the regulation of 5’-hydroxymethylation remains unclear since it has
been described as a TET2-inhibitor in murine ES cells?® and necessary for the TET2-

mediated regulation of /RF7 in mouse plasmacytoid dendritic cells.?®

Several correlative studies have suggested RINF as a cancer gene candidate
that could contribute to MDS/AML 8121554 The fact that RINF knockdown attenuates
the production of both granulocytes and red blood cells in primary cultures of human
progenitors is particularly striking, as cytopenia of these two lineages is observed in
MDS patients. MDS is a complex and heterogeneous malignant hemopathy in which
the loss of several genes is suspected to lead to the pathophysiology.™® CXXC5 is
located at chromosome 5¢31.2, at the edge of the 3.7 Mb commonly deleted region
(CDR) in myeloid neoplasms with del(5q) and at less than 20kb from UBE2D2, the
most distal gene encompassing the centromeric CDR.% '3 Even though it is unlikely that
a RINF loss-of-expression alone would be sufficient to lead to preleukemia, our present
functional data indicate that the loss of RINF may exacerbate the cytopenia of these
two lineages. The functional contribution of Cxxc5/Rinf invalidation to MDS
development has been recently emphasized in an animal model, in which its
invalidation (by insertional mutation) has been demonstrated to cooperate with Egr7+/-
to promote MDS.'* This study indicates that Cxxc5 gene could act as a tumor
suppressor gene contributing to del(5q) myeloid neoplasms. Although RINF/CXXC5 is
not frequently mutated in patients with MDS/AML,3* other recurrent chromosomal
anomalies or gene mutations could lead to RINF loss-of-expression such as del(5q),
or mutations in GATA2'2175% and WT1 mutation.”

At the molecular level, we propose a model in which RINF loss-of-function could

contribute to SMAD7 downregulation, and thus, to accelerated erythropoiesis by
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sensitizing CD34+ hematopoietic cells to autocrine TGF. Previous studies have
underlined the importance of SMAD? regulation in MDS.3637 However, the molecular
mechanism by which SMAD7 was suggested to be regulated depended on a
posttranslational mechanism involving expression of miRNA-21. Our present data are
complementary and demonstrate a direct transcriptional mechanism by which SMAD7
is regulated in hematopoietic cells. These data are particularly important in order to
better understand the fine-tune regulation of TGFf3 responsiveness in the bone marrow
microenvironment,®? in a cell context-specific manner.3¢% We propose a molecular
mechanism by which RINF behaves as a negative modulator of TGF[ family signaling
acting through SMAD7 upregulation. Such a mechanism will deserve to be investigated
in other TGFp-dependent physiological processes such as wound healing,*
angiogenesis,? kidney development,” hair-regrowth 58 and cancer etiology,'®'® or

chemoresistance.’®7

Acknowledgements

This work was supported by INSERM, Paris-Descartes University, Ligue Nationale
Contre le Cancer (LNCC), Cochin Institute, and SATTidfinnov. AA was supported by
LNCC, Société Francaise d'Hématologie, Fondation pour la Recherche Médicale, and
Boehringer Society (travel grant). GM was supported by fellowship grant from the
Ministére de 'Enseignement supérieur et de la Recherche. E.S-B's team work was
supported by LNCC and Fondation de France. We are also grateful for the support
from the French-Norwegian exchange program (Aurora to F.P. and @.B.). Authors
thanks Pr. Jéréme Larghero and Thomas Domet from Centre de Ressources
Biologiques / Banque de Sang de Cordon de 'AP-HP (Saint-Louis Hospital) for
providing cord blood units, Anne Dubart-Kupperschmitt for the pTRIPDU3/GFP
vector,*° Johan Lillehaug, Camille Humbert, Pierre de la Grange (Genosplice), Sabrina
Bondu, Alexandre Artus, Franck Letourneur and Brigitte |zac for technical assistance,

scientific discussions, and Alain Trautmann for reading the manuscript.

Authorship Contributions

A.A.and G.M. performed most of the experiments. D.S and S.Z performed the ChIP
experiments. V.F. and E-F.G. performed some experiments and discussed the data.
YZ.,FV,EL, @B, MF, AA, GM, HB.,, AK,ALB. EN, 0.D,, V.D.and C.L.

15

140




discussed the data. E.S-B, |.D-F, and P.M. supervised the study. F.P. conceived the
study and supervised the experiments. A.A., G.M., and F.P. analyzed the data and

wrote the manuscript.

Conflicts of Interest Disclosures
F.P. is a coinventor of patent applications filed by University of Bergen on RINF related

technologies.

16

141




References

1. Andersson T, Sodersten E, Duckworth JK, et al. CXXC5 is a novel BMP4-regulated modulator of
Wit signaling in neural stem cells. J Biol Chem. 2009;284(5):3672-3681.
2. Kim HY, Yang DH, Shin SW, et al. CXXC5 is a transcriptional activator of Flk-1 and mediates bone

morphogenic protein-induced endothelial cell differentiation and vessel formation. FASEB J.
2014;28(2):615-626.

3. Li G, Ye X, Peng X, et al. CXXC5 regulates differentiation of C2C12 myoblasts into myocytes. J
Muscle Res Cell Motil. 2014;35(5-6):259-265.

4. Lee SH, Kim MY, Kim HY, et al. The Dishevelled-binding protein CXXC5 negatively regulates
cutaneous wound healing. f Exp Med. 2015;212(7):1061-1080.

5. L'Hote D, Georges A, Todeschini AL, et al. Discovery of novel protein partners of the
transcription factor FOXL2 provides insights into its physiopathological roles. Hum Mol Genet.
2012;21(14):3264-3274.

6. May-Panloup P, Ferre-L'Hotellier V, Mariniere C, et al. Molecular characterization of corona
radiata cells from patients with diminished ovarian reserve using microarray and microfluidic-based
gene expression profiling. Hum Reprod. 2012;27(3):829-843.

7. Kim MS, Yoon SK, Bollig F, et al. A novel Wilms tumor 1 {(WT1) target gene negatively regulates
the WNT signaling pathway. J Biol Chem. 2010;285(19):14585-14593.

8. Pendino F, Nguyen E, Jonassen |, et al. Functional involvement of RINF, retinoid-inducible
nuclear factor (CXXC5), in normal and tumoral human myelopoiesis. Biood. 2009;113(14):3172-3181.

9. Gratas C, Menot ML, Dresch C, Chomienne C. Retinoid acid supports granulocytic but not
erythroid differentiation of myeloid progenitors in normal bone marrow cells. Leukemia.
1993;7(8):1156-1162.

10. Labbaye C, Valtieri M, Testa U, et al. Retinoic acid downmodulates erythroid differentiation
and GATA1 expression in purified adult-progenitor culture. Blood. 1994;83(3):651-656.

11. Rusten LS, Dybedal |, Blomhoff HK, Blomhoff R, Smeland EB, Jacobsen SE. The RAR-RXR as well
as the RXR-RXR pathway is involved in signaling growth inhibition of human CD34+ erythroid
progenitor cells. Blood. 1996;87(5):1728-1736.

12. Kuhnl A, Valk PJ, Sanders MA, et al. Downregulation of the Wnt inhibitor CXXC5 predicts a
better prognaosis in acute myeloid leukemia. Blood. 2015;125(19):2985-2994.

13. Stoddart A, Nakitandwe J, Chen SC, Downing JR, Le Beau MM. Haploinsufficient loss of multiple
5¢q genes may fine-tune Wnt signaling in del(5q) therapy-related myeloid neoplasms. Blood.
2015;126(26):2899-2901.

14. Stoddart A, Qian Z, Fernald AA, et al. Retroviral insertional mutagenesis identifies the del(5q)
genes, CXXC5, TIFAB and ETF1, as well as the Wnt pathway, as potential targets in del(5¢) myeloid
neoplasms. Haematologica. 2016.

15. Treppendahl MB, Mollgard L, Hellstrom-Lindberg E, Cloos P, Gronbaek K. Downregulation but
lack of promoter hypermethylation or somatic mutations of the potential tumor suppressor CXXC5 in
MDS and AML with deletion 5q. Eur J Haematol. 2013;90(3):259-260.

16. Astori A, Fredly H, Aloysius TA, et al. CXXC5 (retinoid-inducible nuclear factor, RINF) is a
potential therapeutic target in high-risk human acute myeloid leukemia. Oncotarget. 2013;4(9):1438-
1448.

17. Bruserud O, Reikvam H, Fredly H, et al. Expression of the potential therapeutic target CXXC5 in
primary acute myeloid leukemia cells - high expression is associated with adverse prognosis as well as
altered intracellular signaling and transcriptional regulation. Oncotarget. 2015;6(5):2794-2811.

18. Knappskog S, Myklebust LM, Busch C, et al. RINF (CXXC5) is overexpressed in solid tumors and
is an unfavorable prognostic factor in breast cancer. Ann Oncol. 2011;22{10):2208-2215.

19. Benedetti |, De Marzo AM, Geliebter J, Reyes N. CXXC5 expression in prostate cancer:
implications for cancer progression. int J Exp Pathol. 2017;98(4):234-243.

17

142




20. Devaney JM, Wang S, Funda S, et al. Identification of novel DNA-methylated genes that
correlate with human prostate cancer and high-grade prostatic intraepithelial neoplasia. Prostate
Cancer Prostatic Dis. 2013;16(4):292-300.

21. Kim HY, Yoon JY, Yun [H, et al. CXXC5 is a negative-feedback regulator of the Wnt/beta-catenin
pathway involved in osteoblast differentiation. Celf Death Differ. 2015;22(6):912-920.

22. Zhang M, Wang R, Wang Y, et al. The CXXC finger 5 protein is required for DNA damage-induced
p53 activation. S¢i China C Life Sci. 2009;52(6):528-538.

23. Spruijt CG, Gnerlich F, Smits AH, et al. Dynamic readers for 5-(hydroxy)methylcytosine and its
oxidized derivatives. Cell. 2013;152(5):1146-1159.

24. Frauer C, Rottach A, Meilinger D, et al. Different binding properties and function of CXXC zinc
finger domains in Dnmt1 and Tetl. PLoS One. 2011;6(2):e16627.

25. Ko M, An J, Bandukwala HS, et al. Modulation of TET2 expression and 5-methylcytosine
oxidation by the CXXC domain protein IDAX. Nature. 2013;497(7447):122-126.

26. Ma S, Wan X, Deng Z, et al. Epigenetic regulator CXXC5 recruits DNA demethylase Tet2 to
regulate TLR7/9-elicited IFN response in pDCs. J Exp Med. 2017;214(5):1471-1491.

27. Aras S, Pak O, Sommer N, et al. Oxygen-dependent expression of cytochrome ¢ oxidase subunit
4-2 gene expression is mediated by transcription factors RBPJ, CXXC5 and CHCHD?2. Nucleic Acids Res.
2013;41(4):2255-2266.

28. Marshall PA, Hernandez Z, Kaneko |, et al. Discovery of novel vitamin D receptor interacting
proteins that modulate 1,25-dihydroxyvitamin D3 signaling. J Steroid Biochem Mol Biol. 2012;132(1-
2):147-159.

29. Wang X, Liao P, Fan X, et al. CXXC5 Associates with Smads to Mediate TNF-alpha Induced
Apoptosis. Curr Mol Med. 2013;13(8):1385-1396.

30. Pardali K, Moustakas A. Actions of TGF-beta as tumor suppressor and pro-metastatic factor in
human cancer. Biochim Biophys Acta. 2007;1775(1):21-62.

31. Siegel PM, Massague J. Cytostatic and apoptotic actions of TGF-beta in homeostasis and
cancer. Nat Rev Cancer. 2003;3(11):807-821.

32. Blank U, Karlsson S. TGF-beta signaling in the control of hematopoietic stem cells. Blood.
2015;125(23):3542-3550.

33. Krystal G, Lam V, Dragowska W, et al. Transforming growth factor beta 1 is an inducer of

erythroid differentiation. J Exp Med. 1994;180(3):851-860.

34. Derynck R, Zhang YE. Smad-dependent and Smad-independent pathways in TGF-beta family
signalling. Nature. 2003;425(6958):577-584.

35. Shi Y, Massague J. Mechanisms of TGF-beta signaling from cell membrane to the nucleus. Cell.
2003;113(6):685-700.

36. Bhagat TD, Zhou L, Sokol L, et al. miR-21 mediates hematopoietic suppression in MDS by
activating TGF-beta signaling. Blood. 2013;121(15):2875-2881.

37. Zhou L, McMahon C, Bhagat T, et al. Reduced SMAD?7 leads to overactivation of TGF-beta
signaling in MDS that can be reversed by a specific inhibitor of TGF-beta receptor | kinase. Cancer Res.
2011;71(3):955-963.

38. Gautier EF, Ducamp S, Leduc M, et al. Comprehensive Proteomic Analysis of Human
Erythropoiesis. Cell Rep. 2016;16(5):1470-1484.

39. Millot GA, Vainchenker W, Dumenil D, Svinarchuk F. Differential signalling of NH2-terminal
flag-labelled thrombopoietin receptor activated by TPO or anti-FLAG antibodies. Cell Signal.
2004;16(3):355-363.

40. Amsellem S, Ravet E, Fichelson S, Pflumio F, Dubart-Kupperschmitt A. Maximal lentivirus-
mediated gene transfer and sustained transgene expression in human hematopoietic primitive cells
and their progeny. Mol Ther. 2002;6(5):673-677.

41. Papageorgis P, Lambert AW, Ozturk S, et al. Smad signaling is required to maintain epigenetic
silencing during breast cancer progression. Cancer Res. 2010;70(3):968-978.

18

143




42. Lecog-Lafon C, Verdier F, Fichelson S, et al. Erythropoietin induces the tyrosine
phosphorylation of GAB1 and its association with SHC, SHP2, SHIP, and phosphatidylinositol 3-kinase.
Blood. 1999;93(8):2578-2585.

43, Freyssinier JM, Lecog-Lafon C, Amsellem S, et al. Purification, amplification and
characterization of a population of human erythroid progenitors. 8r J Haematol. 1999;106(4):912-922.
44. Merryweather-Clarke AT, Atzberger A, Soneji S, et al. Global gene expression analysis of human
erythroid progenitors. Blood. 2011;117(13):e96-108.

45. An X, Schulz VP, Li J, et al. Global transcriptome analyses of human and murine terminal
erythroid differentiation. Blood. 2014;123(22):3466-3477.

46. Keller MA, Addya S, Vadigepalli R, et al. Transcriptional regulatory network analysis of
developing human erythroid progenitors reveals patterns of coregulation and potential transcriptional
regulators. Physiol Genomics. 2006;28(1):114-128.

47. Akel S, Bertolette D, Petrow-Sadowski C, Ruscetti FW. Levels of Smad7 regulate Smad and
mitogen activated kinases (MAPKs) signaling and controls erythroid and megakaryocytic
differentiation of erythroleukemia cells. Platelets. 2007;18(8):566-578.

48. Pellagatti A, Cazzola M, Giagounidis AA, et al. Gene expression profiles of CD34+ cells in
myelodysplastic syndromes: involvement of interferon-stimulated genes and correlation to FAB
subtype and karyotype. Blood. 2006;108(1):337-345.

49. Akel S, Petrow-Sadowski C, Laughlin MJ, Ruscetti FW. Neutralization of autocrine transforming
growth factor-beta in human cord blood CD34(+)CD38(-)Lin(-) cells promotes stem-cell-factor-
mediated erythropoietin-independent early erythroid progenitor development and reduces terminal
differentiation. Stem Cells. 2003;21(5):557-567.

50. Gao X, Lee HY, da Rocha EL, et al. TGF-beta inhibitors stimulate red blood cell production by
enhancing self-renewal of BFU-E erythroid progenitors. Blood. 2016;128(23):2637-2641.

51. Pina C, Teles J, Fugazza C, et al. Single-Cell Network Analysis |dentifies DDIT3 as a Nodal Lineage
Regulator in Hematopoiesis. Cell Rep. 2015;11(10):1503-1510.

52. Madzo J, Liu H, Rodriguez A, et al. Hydroxymethylation at gene regulatory regions directs
stem/early progenitor cell commitment during erythropoiesis. Cell Rep. 2014,6(1):231-244.

53. Yan H, Wang Y, Qu X, et al. Distinct roles for TET family proteins in regulating human
erythropoiesis. Blood. 2017;129(14):2002-2012.

54. Gelsi-Boyer V, Trouplin V, Adelaide J, et al. Mutations of polycomb-associated gene ASXL1 in
myelodysplastic syndromes and chronic myelomonocytic leukaemia. 8r J Haematol. 2009;145(6):788-
800.

55. Hahn CN, Chong CE, Carmichael CL, et al. Heritable GATA2 mutations associated with familial
myelodysplastic syndrome and acute myeloid leukemia. Nat Genet. 2011;43{10):1012-1017.

56. Ruscetti FW, Akel S, Bartelmez SH. Autocrine transforming growth factor-beta regulation of
hematopoiesis: many outcomes that depend on the context. Oncogene. 2005;24{37):5751-5763.

57. Yan X, Wu J, liang Q, Cheng H, Han JJ, Chen YG. CXXC5 suppresses hepatocellular carcinoma by
promoting TGF-beta-induced cell cycle arrest and apoptosis. J Mol Cell Biol. 2017.

58. Lee SH, Seo SH, Lee DH, Pi LQ, Lee WS, Choi KY. Targeting of CXXC5 by a Competing Peptide
Stimulates Hair Re-growth and Wound-Induced Hair Neogenesis. / Invest Dermatol. 2017.

59. Manz MG, Miyamoto T, Akashi K, Weissman IL. Prospective isolation of human clonogenic
commaon myeloid progenitors. Proc Natl Acad Sci U S A. 2002;99(18):11872-11877.

19

144




Figure Legends

Figure 1. RINF expression is downregulated during erythroid maturation of
human hematopoietic progenitors cultured in vitro. (A) Schematic representation
of cell culture experiments. CD34+ cells (from human cord blood or adult bone marrow)
were first amplified during 7 days (D-7 to DO, in black) in presence of SCF, IL3 and IL6
(see Methods). At day 7 of cell expansion, CD36+ cells were sorted and EPO was
added to the medium in order to trigger the late-stage of erythropoiesis, a phase lasting
8 to 12 days (in red). (B) For morphological characterization, cells were cytospun and
stained with May-Griinwald-Giemsa method (MGG) and the repartition of cells among
differentiation stages indicated in percentage (right panel): early progenitor (Prog),
proerythroblast (ProE), early and late basophilic erythroblast (Baso),
polychromatophilic erythroblast (Poly), orthochromatic erythroblast (Ortho), and
Reticulocyte (Retic). Scale bar represents 20 pm. The experiment presented here is
representative of four distinct experiments which were performed on cells isolated from
human cord blood. RINF protein was detected by western-blot analysis (lower panel).
HSC70 protein was used as a loading control. For each lane, 40 ug of protein was
loaded. (C) CXXC5 mRNA expression was measured by quantitative RT-PCR. CXXC5
mMRNA expression is down-regulated from the basophilic erythroblast stage. Here,
CD34+ cells were isolated from adult human bone marrow, but a similar expression

profile was observed with cells isolated from cord blood.

Figure 2. RINF knockdown accelerates erythroid maturation of human
hematopoietic progenitors cultured in vitro. (A) Schematic representation of
shRNA-mediated RINF loss-of-function experiment. CD34+ cells (isolated either from
cord-blood or adult bone marrow) were transduced with the lentiviral vector
pTRIPDU3/GFP expressing a shRNA targeting R/INF mMRNA expression
(shRNA/RINF) or a non-target sequence (shRNA/Control). Specificity and efficiency of
shRNA sequences have been previously validated.? CD34+ cells were transduced at
day 5 of the amplification step. GFP-positive cells were sorted by FACS two days after
transduction. At that time, more than 80% of the cells were CD36+. Less than 5% of
cell death was observed with the two vectors (trypan blue). EPO was added after
sorting and maintained during 8 to 12 days. (B) RINF knock-down efficiency was
estimated at the protein level from 2 days post GFP-sorting (i.e. at day 7 of the
amplification step or Day 0 of EPQO) by Western-Blot analysis using a polyclonal rabbit
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antibody (see Methods) that detects a specific band at 33 kDa in total extracts. For
each lane, protein extracted from 3.10° cells was loaded. P85 (PIK3R1) was used as
loading control. In order to obtain sufficient protein material, CD34+ cells were here
amplified from a pool of five cord-blood units (5 donors). (C) Cell proliferation was
assessed as population doublings. One representative growth curve of three separated
experiments is presented. (D) Morphological analysis has been performed after May-
Grinwald-Giemsa (MGG) staining (right panel). In order to know whether the observed
acceleration of maturation was statistically significant, a Fisher's exact test was
performed. For this, enumerated erythroid cells (n=454) were segregated into either
early (Progenitors, ProE, Baso) or late (Polychro, Acido, Retic) group. P value <0.0001.
(E) Hemoglobin production of the cells was estimated by benzidine assay. The black
arrow at day 6 indicates the kinetic points selected for the picture on the right panel.
(F) Erythroid maturation was also monitored by flow cytometry by using anti-CD71 and
anti-glycophorin-A (GPA/CD235a) labelled antibodies. Kinetic curves (left panels)
represent the percentage of positive cells for both GPA and CD71 antigens in the whole
cell suspension for one representative experiment. In the right upper panel, the gray
arrow points to more mature cells (CD71 lowered) in the shRNA-RINF condition at day
6. In the right lower panel (at day 10), we can notice a more mature (GPA high)
population in shRNA-RINF condition. The green and red arrows (left panel) indicate
the kinetic points selected for scattergrams presented on right panels. Altogether, the
acceleration of erythroid differentiation was observed in six separate experiments
performed with CD34+ cells isolated either from cord-blood (n=3) or adult bone marrow
(n=3).

Figure 3. RINF loss-of-expression in human HSPC increases the number of
erythroid colonies (small BFU-E-derived colonies). Human CD34+ cells isolated
from adult bone marrow (BM) or cord blood (CB) were transduced with a lentiviral
vector (pTRIPDU3/GFP). After two days in culture (in an amplification medium
containing IL3, IL6 and SCF), GFP-expressing cells were sorted by flow cytometry and
five hundred cells per well were seeded into methycellulose containing cytokines (IL3,
SCF, G-CSF, GM-CSF, and EPOQO) enabling the formation of erythroid colonies (BFU-
E, large and small), myeloid colonies (CFU-G, CFU-M, or CFU-GM), or mixed colonies
(CFU-GEMM). Colony Forming Cells (CFC) were counted between 11 and 14 days of

culture. To assess the effect of shRNA-mediated RINF silencing, a paired comparison
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was performed by using a Fisher's exact test *: p < 0.05; **: p < 0.005; ***: p < 0.0001,
ns: p >0.05 (A) CD34+ cells were isolated from bone marrow of healthy donors (n=4).
The histogram represents the total number of colonies enumerated (left panel) and the
relative proportion of each type of colony (right panel). For each of the four donors, the
proportions are also visualized by pairs of red dots. (B) The histogram represents the
mean number of (small and large) BFU-E-derived colonies (means from four
independent experiments). The error bars indicate donor-to-donor variability for each
vector (+ SD). (C) CD34+ cells were isolated from human cord blood units (n=6). The
histogram represents means of BFU-E-derived colonies (small and large). The error
bars indicate donor-to-donor variability for each vector (x SEM). (D) The gating strategy
for FACS-sorting of human MEP (Megakaryocyte—Erythroid Progenitor) cells is shown
on Figure S3E. We have verified that these MEP cells can only generate erythroid
colonies (BFU-E) in our experimental condition. Histogram represents the number of
BFU-E-derived colonies enumerated from 1000 MEP-enriched seeded cells (right
panel). Data shown are means + SD (n=3). The increased number of BFU-Es
enumerated in the shRNA-RINF condition was statistically significant (Fisher’ exact
test ***: p < 0.0001). (E) CD34+ were isolated from bone marrow of healthy donors
(n=4). Histograms give the mean number of small and large BFU-E-derived colonies.

The error bars indicate donor-to-donor variability for each vector (+ SEM).

Figure 4. RINF knockdown accelerates hemin and EPO-induced
hemoglobinization of human hematopoietic cell lines K562 and UT7s3. The
pTRIPDU3 lentiviral system was used to constitutively express a shRNA targeting
RINF expression in K562 (upper panels) and UT7s3 (lower panels) cell line. Two days
after transduction, cells were sorted for GFP expression. Cells were then respectively
treated for the indicated time with hemin (40uM) for K562, or EPO (SUl/mI) for UT7s..
(A) The relative expression of RINF was measured by Western-Blot analysis using a
polyclonal rabbit antibody (see Methods) that detects a specific band at 33 kDa in total
extracts. ACTIN (ACTB) was used as a loading control. (B) For hemoglobin production
analysis, the benzidine test was used. The percentage of benzidine positive cells was
established by counting at least 300 cells per sample. Pictures represent one of three

independent experiments.
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Figure 5. Ectopic overexpression of RINF delays hemoglobinization of human
hematopoietic cell lines K562 and UT7s3 triggered by hemin and EPO,
respectively. The MigR1 retroviral system (schematized in upper panel A) was used
to constitutively express RINF in two cell lines. A few days after transduction, cells
were sorted for GFP expression. Cells were then respectively treated with hemin
(40uM) for K562 or EPO (SUI/ml) for UT7s3 (A) The relative expression of RINF was
measured by Western-Blot analysis using a polyclonal rabbit antibody (see Methods)
that detects a specific band at 33 kDa in total extracts. ACTIN (ACTB) was used as a
loading control. (B) For hemoglobin production analysis, the benzidine test was used.
Percentage of benzidine positive cells was established by counting about 300 cells per

sample. Pictures represent one of three independent experiments.

Figure 6. SMAD7 overexpression abolishes the acceleration of
hemoglobinization induced by RINF-knockdown in K562 cells and RINF protein
binds to SMAD7 promoter and upregulates its expression in a transcriptional
manner. (A} Schematic representation of the pBABE retroviral vector used for SMAD7
overexpression or empty cassette control. (B) Relative expression of RINF and
SMAD7 was measured by Western-Blot analysis after retroviral transduction of K562
cells with pBABE/SMAD7 or pBABE/Empty and puromycin selection (at 1ug/mL)
during five days. HSC70 was used as a loading control. (C) K562/SMAD7 and
K562/Empty cells were then transduced with pTRIPDUS3 lentiviral vector (as described
in Figure 4). Cells were sorted for GFP expression two days after transduction. For
hemoglobin production analysis, the benzidine test was used. Percentage of benzidine
positive cells was established by counting about 300 cells per sample. Pictures
represent one of three independent experiments. For statistical analysis a student test
was performed for gPCR experiments, and a Fisher's exact test was performed for
hemoglobin production analysis (***: p <0.0001; ns: p >0.05). (D) The MigR1 retroviral
system was used to constitutively express RINF in K562 cell line. A few days after
transduction, cells were sorted for GFP expression and relative expression of RINF
and SMAD7 mRNA levels were measured by quantitative RT-PCR. (E) Schematic
representation (deduced from ENCODE database) of SMAD7 gene structure. CpG
islands and primer set regions (RO to R6) used for ChIP-experiments are also indicated
as well as the distance to transcription start site (TSS) of SMAD7 (F) ChIP-qPCR bars
indicate the percentage of SMAD7 promoter co-immunoprecipitated by anti-RINF (left
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panel) or anti-H3K4me3 (right panel) antibody in K562 cell line. (*: p < 0.05; **: p <
0.01; ***: p < 0.001; ns: p >0.05)

Figure 7. ShRNA-mediated RINF knock-down downregulates SMAD7 mRNA
expression and accelerates erythroid maturation of primary human
hematopoietic progenitors in a TGFB-dependent manner. (A) Cord-blood derived
CD34+ cells were transduced at day 5 of the amplification step, GFP-sorted (2 days
post-transduction), and EPO was added for 8 to 12 days, in presence of TGFp inhibitor
(SB-431542, at 10uM) or vehicle control (DMSO). Histograms (left panels) and
scattergrams (right panel) represent FACS analyses of the whole cell suspension for
both GPA and CD71 antigens (upper panel) or CD49d and Band3 (lower panel). The
data from one representative experiment out of three separate experiments are
presented. In order to know whether the observed acceleration of maturation was
statistically significant, a Fisher's exact test was performed. p <0.0001. (B) Histogram
represents RINF (left panel) and SMAD7 (right panel) mRNA expression levels of
shRNA-tranduced CD34+ cells isolated from 3 cord-blood units (3 donors). In these
specific experiments, lentiviral transduction was performed after magnetic CD34-
sorting (i.e. Day 0 of the amplification step) and cells were GFP-sorted between 2 and
5 days of the amplification step. Data shown are means +SD for each donor (QRT-PCR
performed in triplicates). To assess whether or not the mRNA level was statistically
different between shRNA-RINF and shRNA-Scramble samples, a student T test was
performed for each donor (*: p < 0.05; **: p < 0.005; ***: p < 0.0001; ns: p >0.05).
Considering the three biological replicates, both RINF and SMAD7 mRNA levels were
statistically down-regulated by shRNA-RINF (Paired Student T test ***: p < 0.001). (C)
CD34+ cells were isolated from adult bone-marrow (n=11). RINF and SMAD7 mRNA
levels were measured by g-RT-PCR. In order to assess whether or not the expression
of these two genes correlated in donors' samples, a correlation analysis was performed
with the Spearman (for non-parametric analysis) correlation coefficient method: rho (r=
0.773), 95% confidence interval (0.303 to 0.940), P (two-tailed)= 0.007.
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Figure 2
Astori et al.

CD34+ - GFP+
cell Lentiviral ell Lentiviral vector : pTRIPDU3-GFP/shRNA
transduction
sorting sorting :
L 1
Y v S
r T T e
D-2 Time with EPO (days after GFP+ somni)
D-7 — > DO ‘ = D8-D12
Amplification Differentiation  |RRPANEG.
(SCF, IL3, IL6) (EPO, SCF, 1L3) I d
Time with EPO (hours)
0 8 72
RINF [ s —
PAS | e — e ——
shAMNA-Cantra! + - + - + -
SIRNARINF -+ -+ - *
il
o 15 @d@\ HF
=
s HD RRATT N
3 £ 100 m—
2 £
[=4 1 S N Frog.
o = Frog.
= [ - e
g 5 % = Faly.
8 O shRNA-Control  E - rou
B shRNA-RINF 3 Other
0
0 5 10
— Days with EPO
£ 100,
w oy O shRNA-Conim] B shANARIF
= = - - -9 -
D 80+ BN we_am : .
3 o e
2 604 3 2 LA
8 S8 3%
o 404 h=] . .
» N s
= Ci a .
G 204 3 B
™
% n'_l_l_l_|
@ 0 Says w?lh Epg L —O- bANA-Goniol —l— SPANA-RINE
F ™
§ CD71/GPA+ cells F
@ 100 . -
o * %
o 804 4
2 - =~ Ty
Z ] b I ; p :
8 60 * ol
o
40 *y
& "
(‘D-. 204
=
=
O o4
o 4 5 6 7 8 9 10 2 e T R e N
Days with EPO GPA v

151




Figure 3
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Figure 4
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Supplemental Methods

Flow cytometric cell sorting of MEP cells

Freshly isolated CD34+ were labeled with the following labeled antibodies directed
against the following markers: CD34 APC-Cy7 (clone 581), CD123 APC (6H6) from
BioLegend; CD38 PE (clone HIT2) and CD45RA-FITC (HI100) from BD Biosciences,
CD10 PE-Cy5 (eBioscience; clone CD-CALLA). Cells were sorted using BD
FACSArialll (BD Biosciences) according to the gating strategy described by Manz et

al 5 Purification was obtained to at least 98% and only erythroid colonies were

generated in CFC assay (i.e. no G-, M-, or GM-derived colony were noticed).

Primer sequences used for quantitative RT-PCR and ChIP-qPCR

Human PPIA (Cyclophilin A) endogenous control was obtained from Thermo Fisher

Scientific (Cat.N°4333763T). The other primer sequences (5'-3' orientation) used for
RT-gPCR and ChIP-qPCR are indicated in the following table.

Q-RT-PCR

{Hydrolysis) Forward Reverse Probe sequence (5’-3’)

RINF TCCGCTGCTCTGGAGAAG CACACGAGCAGTGACATTGC FAM- aacccaaagetgecctetce-BBQ
RPLP2 GACCGBCTCAACAAGGTTAT CCCCACCAGCAGGTACAC Cy5-agctgaatggaaaaaacattgaagacgtc-BBQ
Q-RT-PCR

(SybrGreen) Forward Reverse

cKIT TATGCTCTCGCACCTTTCCA TCTCAATGAAGTGCCCCTGA

PU1 CACTGGAGGTGTCTGACGG GCGGATCTTCTTCTTGCTGE

SMAD7 CAATGACCACGAGTTTATGCA GTTGAAGATGACCTCTAGCCA

ChIP-gPCR

{SybrGreen) Forward Reverse Distance to SMAD7 TSS
SMAD7 RO (neg.) ATGGGTGTTTCAAGAGT GGAG GAAGAGGAAAGCCOTGTAGAG -4.7kb

SMAD7 R1 CTAGCGCTTCATTCATTGGTTT TCGGTCCAGTCCOGTATAA -1962-1840
SMADT R2 GCAAACAACAGATCGGBTTTC CAMTCCATTCTGGGAGCTTCT -1695 -1556
SMADT7 R3 GCCTCGGCTTCCTACATGGA CTCCCCACCCCCAAATTAAG -243 -122
SMADT7 R4 CACAGCCTCTTGACTTCCGAG TCGTCCTACTCGCTCCCCCT +737 +819
SMAD7-RS5 (neg ) CATCCCATCTATTCTCACGCC AGACAGCCCCTTAALGTTAGC +23.7kb
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Table S1. List of genes (n=193) commonly downregulated by RINF
knockdown in K562 and UT7 cells.

1D Symbol Entrez Gene Name Location Type(s)
AATK AATK apoptosis associated tyrosine kinase Cytoplasm kinase

EMR3 ADGRE3 adhesion G protein-coupled receptor E3 Plasma Membrane G-protein cou
ADM5 ADMS adrenomedullin 5 (putative) Other other
ADRA2C ADRA2C adrenoceptor alpha 2C Plasma Membrane G-protein cou
AGAP4 AGAPS (includes ArfGAP with GTPase domain, ankyrin repeat and PH domain 5 Other other

AKAP7 AKAP7 A-kinase anchoring protein 7 Plasma Membrane other
ANXAZR ANXAZR annexin A2 receptor Plasma Membrane other
B3GNT4 B3GNT4 UDP-GlcNA¢:betaGal beta-1,3-N-acetylglucosaminyltransferase 4 Plasma Membrane enzyme
BEND5S BEND5 BEN domain containing 5 Cytoplasm other
C150rf59 C150rf59 chromosome 15 open reading frame 59 Other other

Ci1QB c10B complement C1q B chain Extracellular Space peptidase
C2orfé6 C2orfe6 chromosome 2 open reading frame 66 Other other
C3orf80 C3orfd0 chromosome 3 open reading frame 80 Other other
CB8orf74 C8orf74 chromosome 8 open reading frame 74 Other other
C9orf131 C9orf131 chromosome 9 open reading frame 131 Other other
CACNG5 CACNG5 calcium voltage-gated channel auxiliary subunit gamma 5 Plasma Membrane ion channel
CALMLS CALMLS calmodulin like 5 Cytoplasm other

CARS CARS cysteinyl-tRNA synthetase Cytoplasm enzyme
CCDC144NL CCDC144NL coiled-coil domain containing 144 family, N-terminal like Other other

CDH4 CDH4 cadherin 4 Plasma Membrane other

CGB8 CGR3 (includes ¢ chorionic gonadotropin beta subunit 3 Extracellular Space other

CHADL CHADL chondroadherin like Extracellular Space other

CNTN4 CNTN4 contactin 4 Plasma Membrane enzyme
COL18A1 COL18A1 collagen type XVIIl alpha 1 chain Extracellular Space other
COL4A2 COL4A2 collagen type IV alpha 2 Extracellular Space other
COLBA1 COL6A1 collagen type VI alpha 1 Extracellular Space other
COX6B2 COX6B2 cytochrome ¢ oxidase subunit 6B2 Cytoplasm enzyme
CPOX CPOX coproporphyrinogen oxidase Cytoplasm enzyme
CRHR1 CRHR1 corticotropin releasing hormone receptor 1 Plasma Membrane G-protein cou
CRP CRP C-reactive protein, pentraxin-related Extracellular Space other

csDC2 csDC2 cold shock domain containing C2 Cytoplasm other

CXXC5 CXXC5 CXXC finger protein 5 Nucleus other
CYP4F30P  CYP4F30P cytochrome P450 family 4 subfamily F member 30, pseudogene Other other

DAZ2 DAZ2 deleted in azoospermia 2 Cytoplasm translation rec
DLGAP3 DLGAP3 DLG associated protein 3 Cytoplasm other
DNAJCS5G DNAJCSG DnaJ heat shock protein family (Hsp40) member C5 gamma Other other

DND1 DND1 DND microRNA-mediated repression inhibitor 1 Cytoplasm other

DRGX DRGX dorsal root ganglia homeobox Nucleus other

DUSP4 DUSP4 dual specificity phosphatase 4 Nucleus phosphatase
EPN2-IT1 EPN2-IT1 EPN2 intronic transcript 1 Other other
FAM153C FAM153C family with sequence similarity 153, member C Other other
FAM229A FAM229A family with sequence similarity 229 member A Other other
FAM26D FAM26D family with sequence similarity 26 member D Other other
FGD5P1 FGD5P1 FYVE, RhoGEF and PH domain containing 5 pseudogene 1 Other other

GATA3 GATA3 GATA binding protein 3 Nucleus transcription r
GJC1 GJC1 gap junction protein gamma 1 Plasma Membrane ion channel
GPIHBP1 GPIHHBP1 glycosylphosphatidylinositol anchored high density lipoprotein binding protein 1 Plasma Membrane transporter
GPR139 GPR139 G protein-coupled receptor 139 Plasma Membrane G-protein cou
GPR55 GPR55 G protein-coupled receptor 55 Plasma Membrane G-protein cou
GPRIN2 GPRIN2 G protein regulated inducer of neurite outgrowth 2 Other other
GRASPOS GRASPOS GRP1-associated scaffold protein opposite strand Other other

GSX2 GSxX2 GS homeobox 2 Nucleus transcription r
HAR1B HAR1B highly accelerated region 1B (non-protein coding) Other other

HCAR2 HCAR2 hydroxycarboxylic acid receptor 2 Plasma Membrane G-protein cou
HCG27 HCG27 HLA complex group 27 (non-protein coding) Other other

HHIPL1 HHIPL1 HHIP like 1 Other other
HNRNPKP3 HNRNPKP3 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K pseudogene 3 Other other

HOXB5 HOXB5 homeobox B5 Nucleus transcription r
HOXC9 HOXC8o homeobox C9 Nucleus transcription r
HSPAG HSPAS heat shock protein family A (Hsp70) member 6 Nucleus enzyme
IGFL1 IGFL1 IGF like family member 1 Extracellular Space other

IL23A IL23A interleukin 23 subunit alpha Extracellular Space cytokine
IL36A IL36A interleukin 36, alpha Extracellular Space cytokine
IRF2BP1 IRF2BP1 interferon regulatory factor 2 binding protein 1 Nucleus transcription r
IRS4 IRS4 insulin receptor substrate 4 Plasma Membrane other

KCNA1 KCNA1 potassium voltage-gated channel subfamily A member 1 Plasma Membrane ion channel
KCNC1 KCNC1 potassium voltage-gated channel subfamily C member 1 Plasma Membrane ion channel
KCNK17 KCNK17 potassium two pore domain channel subfamily K member 17 Plasma Membrane ion channel
KRTAP2-1 KRTAP2-1 keratin associated protein 2-1 Other other
KRTAPS-3 KRTAPS-3 keratin associated protein 6-3 Other other
KRTAPS-8 KRTAPS-8 keratin associated protein 98-8 Other other

LCE2A LCE2A late cornified envelope 2A Other other

LCE2C LCE2C/LCE2D late cornified envelope 2D Other other

LEMD1 LEMD1 LEM domain containing 1 Other other
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LIN28A
LINC00641
LINC00927
LINC00968
LINC00987
LINC00996
LINCO1010
LMOD3
LRRC32
LRRC4B
LRRC52
MACROD2
MAFG-AS1
MAP4K1
MIR103A1
MIR1257
MIR1288
MIR129-2
MIR1301
MIR152
MIR149
MIR377
MIR1972-1
MIR211
MIR29C
MIR371A
MIR3065
MIR320B2
MIR3689C
MIR4654
MIR4803
MIR489
MIR550A1
MIR569
MIR581
MIRE15
MIR647
MIR200A
MIR4291
MIR4440
MIR4692
MRGPRG
MUCs
MYADML
NEURL2
NGB
NHSL2
NKX6-3
NOXA1
NPIPB7
NRGN
NRTN
NUDT16L1
OGFR
OLFML3
OoMD
OR2A25
OR2Y1
OR5C1
OR5R1
OXCT2
P2RY13
PARVG
PAX7
PCDHA1
PF4V1
PHF13
POTEKP
POU5SF1P3
PRR21
PRRT3-AS1
PRSS41
PTPRF
PWRN1
RAMP2-AS1
RARRES2
RBMY1E
C150rf50
RFPL3
RHBDL2

LIN28A
LINC00641
LINC00927
LINC 00968
LINC00987
LINC00996
LINCO1010
LMOD3
LRRC32
LRRC4B
LRRC52
MACROD2
MAFG-AS1
MAP4K1
tmir-103
mir-1257
rmir-1288
mir-129
mir-1301
mir-148
mir-149
mir-154
mir-1972
mir-204
mir-29
mir-290
mir-3065
mir-320
mir-3689
mir-4654
mir-4803
mir-489
mir-5650
mir-569
mir-581
mir-615
mir-647
mir-8
MIR4291
MIR4440
MIR4692
MRGPRG
MUCe
MYADML
NEURL2
NGB
NHSL2
NKX6-3
NOXA1
NPIPB7
NRGN
NRTN
NUDT16L1
OGFR
OLFML3
OMD
OR2A25
OR2Y1
OR5C1
OR5R1
OXCT2
P2RY13
PARVG
PAX?
PCDHA1
PF4V1
PHF13
POTEKP
POU5F1P3
PRR21
PRRT3-AS1
PRSS41
PTPRF
PWRN1
RAMP2-AS1
RARRES2

lin-28 homolog A

long intergenic non-protein coding RNA 641

long intergenic non-protein coding RNA 927
long intergenic non-protein coding RNA 968
long intergenic non-protein coding RNA 987
long intergenic non-protein coding RNA 996
long intergenic non-protein coding RNA 1010
leiomodin 3

leucine rich repeat containing 32

leucine rich repeat containing 4B

leucine rich repeat containing 52

MACRO domain containing 2

MAFG antisense RNA 1 (head to head)
mitogen-activated protein kinase kinase kinase kinase 1
microRNA 107

microRNA 1257

microRNA 1288

microRNA 128-2

microRNA 1301

microRNA 148a

microRNA 149

microRNA 494

microRNA 1972-1

microRNA 204

microRNA 29a

microRNA 372

microRNA 3065

microRNA 320a

microRNA 3689b

microRNA 4654

microRNA 4803

microRNA 489

microRNA 550a-1

microRNA 569

microRNA 581

microRNA 615

microRNA 647

microRNA 200c¢

microRNA 4291

microRNA 4440

microRNA 4692

MAS related GPR family member G

mucin 8, oligomeric mucus/gel-forming

myeloid associated differentiation marker like (pseudogene)
neuralized E3 ubiquitin protein ligase 2
neuroglobin

NHS like 2

NK6 homeobox 3

NADPH oxidase activator 1

nuclear pore complex interacting protein family member B7
neurogranin

neurturin

nudix hydrolase 16 like 1

opioid growth factor receptor

olfactomedin like 3

osteomodulin

olfactory receptor family 2 subfamily A member 25
olfactory receptor family 2 subfamily Y member 1
olfactory receptor family 5 subfamily C member 1

olfactory receptor family 5 subfamily R member 1 (gene/pseudogene)

3-oxoacid CoA-transferase 2

purinergic receptor P2Y13

parvin gamma

paired box 7

protocadherin alpha 1

platelet factor 4 variant 1

PHD finger protein 13

POTE ankyrin domain family member K, pseudogene
POU class 5 homeobox 1 pseudogene 3
proline rich 21

PRRT3 antisense RNA 1

protease, serine 41

protein tyrosine phosphatase, receptor type F
Prader-Willi region nen-protein coding RNA 1
RAMP2 antisense RNA 1

retinoic acid receptor responder 2

RBMY1A1 (inclu¢ RNA binding motif protein, Y-linked, family 1, member A1

REC114

RFPL1/RFPL3

RHBDL2

REC114 meiotic recombination protein
ret finger protein like 3
rhomboid like 2

Cytoplasm

Other

Other

Other

Other

Other

Other

Other

Plasma Membrane
Plasma Membrane
Other

Nucleus

Other

Cytoplasm
Cytoplasm
Cytoplasm
Cytoplasm
Cytoplasm
Cytoplasm
Cytoplasm
Cytoplasm

Other

Cytoplasm
Cytoplasm
Cytoplasm

Other

Cytoplasm
Cytoplasm
Cytoplasm
Cytoplasm
Cytoplasm
Cytoplasm
Cytoplasm
Cytoplasm
Cytoplasm
Cytoplasm
Cytoplasm
Cytoplasm
Cytoplasm
Cytoplasm
Cytoplasm

Plasma Membrane
Extracellular Space
Other

Cytoplasm
Cytoplasm

Other

Other

Other

Other

Other

Extracellular Space
Cytoplasm

Plasma Membrane
Extracellular Space
Extracellular Space
Plasma Membrane
Plasma Membrane
Plasma Membrane
Plasma Membrane
Cytoplasm

Plasma Membrane
Cytoplasm
Nucleus

Plasma Membrane
Extracellular Space
Nucleus
Cytoplasm

Other

Other

Other

Plasma Membrane
Plasma Membrane
Other

Other

Plasma Membrane
Nucleus

Other

Other

Plasma Membrane

other

other

other

other

other

other

other

other

other

other

other
enzyme
other

kinase
mictoRNA
microRNA
microRNA
microRNA
microRNA
microRNA
microRNA
mictoRNA
microRNA
microRNA
microRNA
microRNA
mictoRNA
microRNA
microRNA
microRNA
microRNA
microRNA
microRNA
mictoRNA
microRNA
microRNA
microRNA
microRNA
mictoRNA
microRNA
microRNA
G-protein cou
other

other

other
transporter
other

other

other

other

other

growth factor
other

other

other

other
G-protein cou
G-protein cou
G-protein cou
G-protein cou
other
G-protein cou
other
transcription r
other
cytokine
other

other

other

other

other
peptidase
phosphatase
other

other
transmembrat
other

other

other
peptidase
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RPH3AL RPH3AL
S1PR1 S1PR1
SCARA3 SCARA3
SCGB3A1 SCGB3A1
SDC1 SDCH
SIAH3 SIAH3
SIGLEC16  SIGLEC16
SIX3 SIXs

SIX6 SIX6
SLC17A8 SLC17A6
SLC52A1 SLC52A1
SMAD? SMAD7
SMIM18 SMIM18
SMIM22 SMIM22
SMPD3 SMPD3
SMTNLA SMTNLA1
SNX21 SNX21
SOWAHD SOWAHD
SOX2 S0X2
SPATA21 SPATA21
SPRR2D SPRR2D
SSTR1 SSTR1
SYNGR4 SYNGR4
TAARS TAARS
TEPP TEPP
TFAP2E TFAP2E
TIE1 TIE1
TMED6 TMED6
TMPRSS4-AS TMPRSS4-AS1
TOLLIP-AS1 TOLLIP-AS1
TPSD1 TPSD1
TTC30A TTC30A
TUSCH TUSCH
USP3-AS1 USP3-AS1
WFDC2 WFDC2
ZDHHC15 ZDHHC15
ZMIZA ZMIZ1
ZNF423 ZNF423
ZNF836 ZNF836

rabphilin 3A-like (without C2 domains)
sphingosine-1-phosphate receptor 1

scavenger receptor class A member 3
secretoglobin family 3A member 1

syndecan 1

siah E3 ubiquitin protein ligase family member 3
sialic acid binding Ig like lectin 16 (gene/pseudogene)
SIX homeobox 3

SIX homeobox 6

solute carrier family 17 member 6

solute carrier family 52 member 1

SMAD family member 7

small integral membrane protein 18

small integral membrane protein 22

i hodi ase 3

nyelin ph
smoothelin like 1
sorting nexin family member 21

sosondowah ankyrin repeat domain family member D
SRY-box 2

spermatogenesis associated 21

small proline rich protein 2D

somatostatin receptor 1

synaptogyrin 4

trace amine associated receptor 5

testis, prostate and placenta expressed

transcription factor AP-2 epsilon

tyrosine kinase with immunoglobulin like and EGF like domains 1

transmembrane p24 trafficking protein 6
TMPRES4 antisense RNA 1

TOLLIP antisense RNA 1 (head to head)
tryptase delta 1

tetratricopeptide repeat domain 30A
tumor suppressor candidate 1

USP3 antisense RNA 1

WAP four-disulfide core domain 2

zinc finger DHHC-type containing 15
zinc finger MIZ-type containing 1

zinc finger protein 423

zinc finger protein 836

Plasma Membrane
Plasma Membrane
Plasma Membrane
Extracellular Space
Plasma Membrane
Cytoplasm

Plasma Membrane
Nucleus

Nucleus

Plasma Membrane
Plasma Membrane
Nucleus

Other

Other

Cytoplasm
Cytoplasm
Cytoplasm

Other

Nucleus

Other

Cytoplasm

Plasma Membrane
Plasma Membrane
Plasma Membrane
Other

Nucleus

Plasma Membrane
Cytoplasm

Other

Other

Extracellular Space
Other

Other

Other

Extracellular Space
Cytoplasm
Nucleus

Nucleus

Other

other
G-protein cou
transmembrat
cytokine
enzyme
other

other
transcription r
transcription r
transporter
other
transcription r
other

other
enzyme
other
transporter
other
transcription r
other

other
G-protein cou
other
G-protein cou
other
transcription r
kinase

other

other

other
peptidase
other

other

other

other
enzyme
other
transcription r
other
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Table S2. List of Upstream Regulators according to Ingenuity Pathway Analysis (IPA).

£2000-2016 QIAGEN. All rights reserved.

Molecule Type

Upstream Requlator
SMAD3 transcription regutor

LHQ transeription regulator
COKNIB kinase
SPDEF transcription regukator

chemical drug

ather

transcription regulator
transcription regulator
mature microma
biolagic drug

mature microma
transcription regulator

lowr malecular weight heparin

[

CONMD3-BNI

KLF10

miR-1181 (miRNAS wiseed CGUCGCC)
AMGE7

miR-607 (miRhAs wiseed UUCAAALY
POU4FT

WSX1-gp130 camplex
FGF20 arowth factor
PPPAC phosphatase
c3m8 transcription regulator

miR-3124-5p (miRNAS w/seed UCGCGGE)
miR-127-3p (miRNAS wiseed CGGAUCC)

mature microma
mature microma
enzyme

mature microma
transcription regulator
mature microma
transcription regulator
enzyme

mature ricroma

DLL1

miR-4532 (miRNAs wiseed CCCGGGE)
miR-1225-3p (miRNAs wiseed GAGCCCC)
oTX2

IRS!
1iR-1307-3p (miRMAS wiseed CUCGGCG)
LTEP1

ather
-3 5-difluor ophenacetyl-L-Ala)} 5-phenyl chemical - protease inhibi
2

mir-14 microma
PHF1 transcription regulator
abeiimab biologic dru

pasireotide biolagic drug

SEW2871 chemical reagent
HSD17B14 enzyme

NID1 ather

5318 transcription regulator
MNER1 ther

TLEA transeription regulator
FEHWE

ROBO1 transmermbrane receptor

FOXLI transcription regulatar
cyclophosphamide/daxorubicin chemical drug
SIN2511 chemical reagent

lapatinibArastuzumab biologic drug
AXE

P transcription regulator
EIH2 transcription requlator
PRDMS transeription regulator
MBD3 enzyme

tosedo chemical drug

mature microma
transcription regulator
miR-4450 (and other miRNAs w/seed GGG G mature micrama
TFIH complex

MiR-4759 (miRhiAs wisesd AGGACUAL
M

TSHZ3 transcription requlator
NAB1 transcription requlator
S0X21 transcription requlator
VDACT ian channe

UsP21 peptidase

chemical toxicant
mature microma
enzyme

chemical reagent
mature microma
chernical toxicant

emetine
miR-3144-5p (miRNAs wiseed GGGGACC)
PRMTS

cyclopamine

MiR-4731-Ep (miRNAS w/seed GCUGGGG)
akadaic acid

KATEA,

enzyme
STAT group
CEACAMI transporter

MiR-6E8 (MIRNAS wiseed GCGGAGE) mature microma

riR-4472 (and other miRNAs w/seed GUGG( mature micrama

miR-3141 (miRNAs wiseed AGGGCGE) mature micrema
D5

other
LEOT other
idelalsit chemical drug
ADAMT ST peptidase
CASPI4 peptidase
CFH

transcription regulator
SERPINH1 other
LAMTOR3 ather
mosifloxacin chemical drug
procysteine chemical drug

miR-4667-5p (and other miRkAs w/seed CUC mature microma
miR-423-3p (miRNAs w/seed GCUCGGU)  mature microma
TCF? transcription regulator
CYP1AT enzyme

PAS transcription regulator
miR-3939 (miRNAs wiseed ACGCGCA  mature microma
bisindolylmaleimide | chemical - kinase inhibito
DR ather

transcription regulator
growth factor
chemical drug
chemical reagent
chemical reagent

HR

INHA
beta-glucan
W

6-formylindolol3 2-blcarbazole

5 camplex
FIEP 1A enzyme

HIVEP2 transcription requlator
CEBPT transcription requlator
ELF2 transcription requlator

pubchem compound 11483544 chemical reagent
pubchem compound 11368957 chemical reagent
pridoxal phosphate-B-azophenyl-2 4- disulfi chemical reagent

clopidogrel chemical drug
tazarotene chemical drug
miR-615-3p (miRNAS w/seed CCGAGCC)  mature micrama
forskolin cherical toxicant

mature ricroma
cytokine

miR-675-5p (and ather miRMAs wiseed GGL mature microma

miR-639 (miRNAs wiseed UCGCUGC) mature microma

miR-4781-6p (MiRMAS w/seed AGCGGGE)  mature micrama

Cobra Yenom Factor chermical - endogenous i

iR-4290 (miRNAS w/ssed GCCCUCC)
s

Smad1/5/8-Gmadd complex

TLR2ATLRA aroup

FKEPS ather

mir-140 microma

HPX transporter

RNF111 enzyme

06N arowth fastor

DRDS o protein coupled recepto
STY2 transporter

p-value of werlarﬂ Target molecules in dat
0 P00 CO

i putm
00109
00118
00125
000131
000201
00340
00073
000384
000555
000674
000678
00678
000678
000678
000787
000848
0082
000891
000503
00350
000984
00851
01040
001050
001140
001240
01340
01350
01350
001350
001350
001350
01350
01350
001350
001350
001350
001350
01350
001350
001350
001330
001450
01660
001720
001760
001780
001880
01570
002020
002020
012020
002020
002020
002020
002020
012080
02100
002100
02150
002210
002230
012450
002480
02520
012660
002680
012630
002630
02880
012600
002680
012650
002630
002630
02880
012600
002680
012840
002350
003010
03070
003150
003230
003230
003300
03E00
0p3E10
003350
03350
003350
03380
03350
003350
003350
003350
003350
03380
03350
003350
003350
003480
003550
03560
003580
003740
003320
003980
004000
004000
004000
004000
004000
004000
004000
004000
004000
004000

LGAT CRP,DUSPA, GATAG 1L23A,51 PR1,SMADT , SOX2
RARRES2,SIX3 SIXE
CSDC2,DAZ2 SIX3 SMADT 502
COL4A2 CDLEA1 FTPRF SDW
SDC1 TIE!
COLI18A1 COL4AZ, COLBAT
HOXEB,HOXCS PAXT
GATA3 SMAD7
COL18A NRGN SOX2,S5TRI
\I23AH.35A
AGAPE (includes others) DUSP4, SCARAS S0X2, TFAP2E
CACNGS,GATAI HOKES HOXC3

C30rf80 NGB NRTN,SCGEGAT

MRGN,Z1PR1,8DC1 51 AH3,SMPDG

GATA3 HOXES

CSUMEU COL1BAT COLBAT COXBE2 DLGAPI,DUSP4 HOKCY NKXE-3,MRTN RPH3AL, SMPD3,S5TR1,IMIZT
CGES fincludes others), ‘SOXZT\E1

ADRA2C, COL4A2 COLBAT CSDC2 HCAR2 KCNC1 LRRCAB MUCE NGB PHF13, 5CARAS SDCT 5IAH3 S5TR1 TFAP2E FDHHCAS
CDH4 31X3,30%2

COL4A2 COLEAT GATA3 PTPRF

AKGAPT FAND29AL RRC32 NKX6-3 NRGN SOX2

GATAZ SMADT7

FTPRF S0K2

LRRC32,50%2

HOXEE HOXC9

GSXZ LRRC32,5IX3 SIX6,50X2
GAT A3 HOXEB, HOXCS,IL23A,KCNAT PAXT

C150rf53,COH4 SOX2

DAZZREC1 14 TIEI

CARS,SDC1

CCOCT44MNL GPRINZ LIN2GA RFPLI/RFPLS SLC1746 TFAP2E TTCI0A

S1PR1 SMAD7 S0%2

CDH4 GPIHBP1 ,LEMD1,MACROD2 MUCE OLF L3, RPHBAL SNX21 TUSCI

COLBA!

PAXT

DUSP4

SOX2

NGB

GATA3

SLC1746

CALML5 COL4A2 CSDC2,GPIHBP1 |GF LT JRF2BPT LRRC32,NRGN PTPRF SMAD7 TEPP.TPSD1 TTCI0AZDHHC1S ZMZT

EMAD? S0X2

SMPD350X2

CHADL,COL18A1,CRP DUSP4, GPRSS HOXCI,LMODE MUCE NGENRGI OXCT2,PAX7 PHF13,PTPRF RARRES2 RPH3AL, SDC1,5IX3,
1234, RS4 SSTRT

HOXES HOXC9

CRP,SMAD?

COLigAl TIE!

GPIHEPT LRRC4B,NRGN NUDT18L1 PCDHAT PTPRF SIX3 IMIT ZNF423

COH4 DLGAPS, GRIHEPT HOXE5 HOX CO KCNET KCNIKI 7 LRRCAB NOXAT PARNG PAXT PCDHAT SDC1,5IAH3 SMPD3 TIET ZDHHC
COLEAT DLGAP3,HHIPLT,LRRC2 LRRCAB NGE NRGN,SDC 1

50X2

SOX2

SIFRI1

TIEI
CGEG (includes others)
CRP

SMPD3

CRP.GPRES HOXCS KCNCT LCE2C/A CE2D LIN2ZBAMACROD2 MUCE NGB,OKCT2 PAX7 RARRES2 RPHIAL SCARAT,SDCT, SIS, Shd
COL4A2 DUSPA,FANZ29A KCNCT KRTAP2-1 RPHIAL
GATA3 302

COXBE2 DAT2,SDCT

FTPRF SDW

MNRTN RPH3AL SSTR1

CGES (includes athers) |L23AKCNCT

C1QB,CSDC2

CALIMLE COLEAT

COLBA!,GJCT SMAD7

IL23A,

SIPR1

GATAZ

TIE!

1234

1234

11234

CRP

RARRES?

CDH4 COL1BA1,GATAI LRRC4B,NRGN SIX6

CGES (includes others) COLIGAT CRHR1 /234 PTPRF,SIAH3,3LC17AG,SMAD7 SSTR1
COL18A1 COL4A2, CPOX,CRP,CSDC2 DUSPA HHIPLT HSPAS KRTAPY-8 MUCE, NRGN PARVG PAX7 PHF 13, SMPD3, ZNFA23
GATAD | 1234

GPRE5 NRGN RPH3AL SCARAS SDC1 SETR1ZMIT

AATINGE,NRGN,SMPD3 ZMIZ1

DUSP4 GS¢2,HOX B6 |RF2BP 1 NUDT16L1,S1%3 TEPP ZMIZ1
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SAR-20347

pyridoxamine

chioroguine

miR-3950 (and other miRNAS wiseed GCGG(
miR-4751 (miRNAS wiseed GAGGACC)
tacrolimus

WISF2

S10
miR-4738-5p (miRNAS w/seed CCAGCGC)
(o]

CyclinD

S0X2.0CT4

FDS5E

borage il

enzalutamide

SLC2DAT

FTGDS

TELIXR1

miR-4735-5p (miRNAS wiseed CUAAUUL)
PTENT

carboplatin

miR-430-5p (miRNAS wiseed CAIGGAL)
DCN

SUz12
miR-4639-5p (miRMAS wiseed UGCUAAG)

chemical - kinase inhibito
chemical - endogenous
chemical drug

mature microma

rmature ricrotna
chemical drug

growth factor

ather

mature microma

cytokine

group

other

chermical drug
chemical drug
transporter

enzyme

transcription regulator
mature microma
phasphatase
chemical drug

mature microma
other

enzyme

rnature rnicroma

004000
004000
004210
004210
004330
004340
04370
004370
004400
04550
004650
04550
004550
004550
004550
074650
004650
04550
004550
004550
0714550
074500
04550
004730
004850
04540
074960

IL23A,

ILZ3A,51PR1
C30rf80 HOX 6 LRRCAE, FCDHAN, SCGEGAT INF4Z3

COL18AI MACROD2,0GF R PAX7 SCARA3 SIAH3 SNX21, TFAP2E ZDHHC 15
KCNAT PTPRF, SLC17A5, SMADT

GATA3 INF423

CRP,L364

CDH# COLEAT CRHR1 CSDC2 HHIPLT SCARAZ SOWAHD
CRP|L23A,SMAD7

OMD,ZDHHC 15
IL234,SMAD?

CACNGS, 502

ADGRES,GOLBAT KCNAT PCDHA! S0%2 ZDHHE1S
S1PR1,SDCT

HOXEB KCNAT PAXT

CCOCTA4NL F AMED, G C1 KCNAT S1PRT SIX3
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Legends to supplemental figures

Figure S1. Three independent confirmation datasets were used to validate the
pattern of RINF mRNA expression profile during erythroid maturation of human
hematopoietic progenitors cultured in vitro. (A) CXXC5 mRNA expression profile
was obtained by querying the Human Erythroblast Maturation Database described by
Merryweather-Clarke et al.** PBMC-derived erythroblasts from 38 adult donors were
grown in vitro. Cells at the CFU-E, Pro-E, Int-E and Late-E stages were sorted by FACS
according to CD36, CD71 and glycophorin A expression. (B) CXXC5 mRNA
expression data were extracted from an RNA-seq dataset performed by An et al.%5
CD34+ cells from cord blood were cultured in a 3-phases culture system to produce
primary human erythroid cells at different stages of terminal differentiation.
Erythroblastic populations were isolated through sorting by FACS according to
expression of cell surface markers glycophorin A, band 3, and a4-integrin. (C) CXXC5
MRNA expression was extracted from a public microarray dataset performed by Keller
et al.*6 Briefly, CD34+ cells isolated from adult PBMC were cultures in a serum-free

medium supplemented with IL3, SCF, and EPO for the indicated number of days.

Figure S2. RINF loss-of-expression in human CD34+ is associated with an
accelerated downregulation of molecular markers (cK/T and PU.1). (A) Histogram
of relative mMRNA expression determined by quantitative RT-PCR for RINF (left panel),
cKIT (middle panel) and PU.1 (right panel). PU.7 and ¢-KIT mRNA are known to be
downregulated upon erythroid maturation and are here used as markers. In the RINF
knocked-down conditions (black bars), the downregulation of ¢-KIT and PU.7 mRNA
preceded of at least three days the one observed in control cells, in agreement with an

an accelerated maturation.

Figure S3. RINF loss-of-expression in human CD34+ is associated with an
increased number of BFU-E derived colonies, and a decreased number of
granulocytic colonies (CFU-G). Human CD34+ cells were isolated from bone marrow
of healthy donors and transduced with a lentiviral vector that drives shRNA expression
(pLKO.1 or pTRIPDUS3). Cells were then seeded (500 cells per well) into
methycellulose plates containing cytokines (IL3, SCF, G-CSF, GM-CSF, and EPO)

enabling the formation of erythroid colonies (both large and small BFU-E), myeloid
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colonies (CFU-G, CFU-M, or CFU-GM), or mixed colonies (CFU-GEMM). Colony
Forming Cells were counted at 14 days of culture. (A) Schematic representation of the
pLKO.1 (upper panel) or the pTRIPDU3 (lower panel) lentiviral vector used to express
a short hairpin RNA. The specificity and the efficacy of the sequences were previously
described.® The pLKO.1 lentiviral vector drives the expression of the shRNA under a
U6 promoter and puromycine resistant gene under a PGK promoter. The pTRIPDU3
vector drives the expression of the shRNA under a H1 promoter and the GFP
expression gene under an EF1a promoter. (B) Human CD34+ cells were transduced
with the pLKO.1 vector or pTRIPDU3 vector. Of note, pLKO1-transduced cells were
not selected with puromycine and pTRIPDUS3-transduced cells were not FACS-sorted
for GFP expression. The transduction rate was estimated at 65% (£10% according to
the donors). (C) and (D) Histograms represent the pooled data of the three or four
donors respectively infected with the pLKO.1 or pTRIPDU3 lentiviral vector system
(here, in non-selected and non-sorted conditions, respectively). At least 200 hundred
colonies per donor were counted. For the statistical analysis, a Fisher’s exact test was
performed (***: p < 0.0001). (E) The gating strategy used for MEP(Megakaryocyte—
Erythroid Progenitor)-enrichment is shown. The protocol is adapted from Manz et a/.®
For this, CD34+ cells were isolated from primary human bone marrow and stained with
CD34, CD38, CD10, CD123 and CD45RA (see supplemental method).

Figure S4. According to Ingenuity Pathway Analysis, the list of genes (n=193)
commonly downregulated by shRNA-mediated RINF knockdown in K562 and
UT7s3 is enriched in genes of the TGFp signaling pathway and SMAD3 target
genes, including SMAD7. Our microarray experiments were performed with HTA 2.0
Human Transcriptome Array 2.0 GeneChip, (Affymetrix) and were previously
described.'” (A) Venn diagram representing the number of genes down-regulated after
RINF knockdown. 193 genes were commonly down-regulated in K562 and UT7s3 cell
lines with at least a 1.25 fold-change (log 2). In absolute value, this cut-off correspond
to a 2.38 expression fold-change. We applied QIAGEN's Ingenuity® Pathway Analysis
(IPA®, QIAGEN Redwood City, www.qgiagen.com/ingenuity) tool to this gene list. IPA
revealed the TGF[ signaling pathway. Moreover, the upstream transcription factor
analysis of this gene list was especially enriched in target genes of SMADS, a key

transcription factor mediating the canonical TGFp signaling (see supplementary Table
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2). (B) Among the list of 193 genes, 39 were also commonly down-regulated in MV4-
11 cell line. This gene list is presented as well as the heatmap of the 39 genes
representing the relative mRNA expression fold-change (log2) between shRNA-RINF
and shRNA-Control expressing cell lines. CXXC5 and SMAD7 were here indicated in

red.

Figure S5. TGFp ligands and SMAD7 mRNA expression profiles in confirmation
datasets of primary human hematopoietic progenitors. (A) TGFp ligands
expression profiles were extracted from our proteomic analyses of cord-blood derived
CD34+ cells (Gauthier EF ef a/.%). TGFB1 and TGFBRI were highly expressed at the
Prog1-Prog2 (i.e. D1-D3 of EPQO). These data are in agreement with an important
autocrine signaling in early steps of erythroid maturation. (B) RINF and SMAD7 gene
expression data were extracted from a previously described microarray dataset
performed by Pellagatti A ef al.*® In this study, CD34+ cells were isolated from adult
bone-marrow (n=11) or MDS patients (not shown). A correlation analysis was
performed with the Spearman rho (for non-parametric analysis). A strong correlation
coefficient was noticed, (rho = 0.791), 95% confidence interval (0.345 to 0.945), P (two-
tailed)= 0.005 (**). RINF (CXXCJ5) and SMAD7 mRNA levels correlate in CD34+ cells

isolated from bone marrow of healthy donors (n=11) (Spearman, 0.791, p<0.005 **).
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Figure §2
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Figure S3
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Figure S4
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Figure S5
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