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Résumé

De nombreuses études ont montré le role crucial de l'axe CXCR4/CXCL12 dans
I'hématopoiése normale et leucémique. Nous avons abordé deux thématiques de
recherches en parallele afin de mieux appréhender la biologie du récepteur CXCR4.

Tout d’abord, nous avons étudié les roles de CXCR4/CXCL12 dans la régulation des
especes réactives de 'oxygene (ROS) qui sont a I'origine de I'oxydation des constituants
cellulaires. Bien qu’un faible niveau de ROS soit nécessaire a la régulation de certaines
voies de signalisation, a haute dose les ROS activent les voies d’apoptose, conduisent a la
sénescence et a I'épuisement prématuré des cellules souches hématopoiétiques (CSH).
Pour cette étude, nous avons utilisé un modele murin de reconstitution de
I’'hématopoiese par des cellules de foie foetal sauvage ou délétées constitutivement pour
CXCR4. Les défauts de fonction des CSH Cxcr4/-, a savoir une augmentation du
pourcentage des CSH apoptotiques, une augmentation de la phosphorylation de
p38MAPK et des cassures d’ADN double-brins conduisent a I'épuisement des CSH. Les
effets du stress oxydatif sont reversés in vivo par un traitement antioxydant. Nous avons
également utilisé un modele de génération de stress in vitro par des traitements de
molécules oxydantes pour tester le potentiel antioxydant du CXCL12 et montrer que
I'addition de CXCL12 réduit le stress oxydatif au niveau mitochondrial. Ces résultats
montrent I'importance de 'axe CXCR4/CXL12 dans la régulation de la longévité des CSH
en limitant les effets du stress oxydatif.

De maniere parallele, nous avons étudié le rdole du facteur de transcription a bHLH
ASCL2 dans I'hématopoiese normale et leucémique. ASCL2 est impliqué dans le
maintien de l'identité souche des cellules intestinales ou il participe a la régulation de
I'expression du récepteur de chimiokines CXCR4. En étudiant les cellules
hématopoiétiques saines ainsi qu’'une cohorte de patients atteints de leucémie myéloide
nous avons mis en évidence le spectre d’expression d’ASCL2 dans 'hématopoiese et la
corrélation entre la forte expression d’ASCL2 et les LAM de mauvais pronostic. Par une
stratégie ShRNA dans un modéle de leucémie murine, nous avons observé que
I'inhibition diminue le processus leucémique et améliore la survie des souris.
Finalement, a l'aide de constructions lentivirales nous avons montré que sa
surexpression dans les progéniteurs hématopoiétiques humains CD34+ entraine un
blocage de la différentiation et de la prolifération. Ces travaux suggerent un role
important de ASCL2 dans le controle négatif de la prolifération et de la différenciation.

Mots-clefs : cellules souches hématopoiétiques ; espéces réactives de I'oxygene ; ROS ;

CXCR4 ; CXCL12; stress oxydatif ; ASCL2 ; facteur de transcription ; bHLH ; leucémie
aigué myéloide ;
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Abstract

Many publications have shown the crucial role of the axis CXCR4/CXCL12 in the normal
and leukemic hematopoiesis. We addressed in parallel two topics to better understand
the biology of the CXCR4 receptor.

Firstly, we studied the roles of CXCR4/CXCL12 in the regulation of the reactive oxygen
species (ROS), which are at the origin of the oxidation of the cellular constituents. Low
level of ROS is necessary to regulate some signaling pathways but at high dose it
activates the apoptosis pathways, leads to the senescence and to the premature
exhaustion of hematopoietic stem cells (HSC). For this project, we used a murine model
of hematopoietic engraftment by fetal liver cells WT or constituently deficient CXCR4.
The defects of function of the Cxcr4-/- HSC, worth knowing an increase of the percentage
of the apoptotic HSC, the increase of the p38MAPK phosphorylation and double breaks
of DNA induce the exhaustion of the HSC. The effects of oxidative stress are reverted in
vivo by an antioxidant treatment. We also used an in vitro model to generate stress by
treatments of oxidizing molecules to test the antioxidant potential of the CXCL12 and
show that CXCL12 reduces the oxidative stress at the mitochondrial level. These results
highlight the importance of the CXCR4/CXCL12 axis in the regulation of lifespan of HSC
by limiting oxidative stress.

Secondly, we studied the role of the bHLH transcription factor ASCL2 in the normal and
leukemic hematopoiesis. It is involved in the preservation of the stem identity of the
intestinal cells where it participates in the regulation of the expression of the CXCR4
receptor. By studying healthy hematopoietic cells as well as patients' cohort of myeloid
leukemia, we highlighted the expression spectra of ASCL2 in the hematopoiesis and the
correlation between the strong expression of ASCL2 and AML of poor prognosis. Using a
shRNA strategy to silence ASCL2 in a leukemic murine model, we observed an inhibition
of the leukemic development and an improved survival of the mice. Finally, by using
lentiviral constructions, we were able to highlight its role in the negative control of
proliferation and differentiation blocking of its overexpression in the CD34+ human
hematopoietic progenitors. This work suggests an important role of ASCL2 in negative
control of proliferation and differentiation.

Key-words: hematopoietic stem cells; reactive oxygen species; ROS; CXCR4; CXCL12Z;
oxidative stress; ASCL2; transcription factor; bHLH; acute myeloid leukemia.
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Introduction

Chapitre 1 : Hématopoiese normale

L’hématopoiese est le processus de fabrication de toutes les cellules qui
composent le sang: les cellules myéloides (mastocytes, basophiles, éosinophiles,
érythrocytes, plaquettes, granulocytes, monocytes et macrophages) et les cellules
lymphoides (lymphocytes T, B et NK). Ce processus primordial a pour but de
renouveler chaque jour les 100 milliards de cellules sanguines sénescentes afin de
maintenir les fonctions des différents compartiments de cellules sanguines. Un
petit contingent de cellules, les cellules souches hématopoiétiques (CSH), assure
dans la moelle osseuse (MO) la production d’'un nombre suffisant de progéniteurs
qui prolifereront et se différencieront pour donner les cellules matures

fonctionnelles.

1. Ontogénie du systeme hématopoiétique

Le systéeme hématopoiétique se développe au cours de 3 vagues de
différenciation successives. Durant l'embryogénese, il débute juste apres la
gastrulation quand I’hématopoiese primitive se met en place au sein du
mésoderme ventral en formant des masses de cellules accumulant I'hémoglobine
feetale qui ont été décrites pour la premiere fois par Florence Sabin en 1920
comme des il6ts sanguins. Cette premiere vague fait apparaitre les érythrocytes
primitifs, macrophages et mégacaryocytes. Alexander Maximow en 1924 a
complété la description en montrant que ces flots sanguins se composent
effectivement d’'une masse centrale, que sont les cellules sanguines primitives,
mais aussi d'un tissu périphérique endothélial, les premiers vaisseaux sanguins.
Depuis, ces descriptions ont pu étre confirmées par microscopie optique et
électronique et par des techniques d’'immunohistochimie. Lors de la deuxieme
vague, les premiers précurseurs migreront rapidement vers le sac vitellin qui est
extra-embryonnaire. Toutefois, 'hématopoiese définitive n’apparaitra que lors de
la 3eme phase au niveau de l'aorte-gonade-mésonéphros (AGM), (Yoder, 2014),

(Mikkola and Orkin, 2006), (Lacaud and Kouskoff, 2016) (figure 1). C’est



uniquement a partir de ce stade qu'ont été décrites les premieres CSH
multipotentes capables de reconstitution dans des souris irradiées. Par la suite, les
CSH seront retrouvées également dans le placenta, les artéres ombilicale, vitelline
et craniale, et migreront vers le foie foetal ou aura lieu une expansion massive

(Costa, Kouskoff and Lacaud, 2012).

En fin de gestation, les CSH seront capables de coloniser les futurs organes
sieges de I'hématopoiese adulte qui sont la moelle osseuse (site principal), la rate
et le thymus. Il est considéré que les CSH proviennent d'une amplification des CSH
embryonnaires sans production de novo. Dans la moelle osseuse, les CSH sont

principalement quiescentes.
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II Vague 1 Vague 2 Vague 3
Mésoderme ventral : Sac vitellin Aorte-gonade- Foie foetal En fin de gestation,
flots sanguins Progéniteurs mésonéphros (AGM) : Expansion des migration vers la moelle
Erythrocytes primitifs = érythromyéloides CSH CSH oss5euse pour mettre en
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Figure 1 : Ontogénie du systeme hématopoiétique
Schémas représentant le développement de I'embryon et les principaux sites de production des
cellules sanguines au cours du temps chez la souris et chez 'Homme au cours du temps.
Adapté de (Lacaud and Kouskoff, 2016), (Yoder, 2014), (Mikkola and Orkin, 2006).

2. Les cellules souches hématopoiétiques (CSH)

a) Historique
Les CSH doivent étre capables d’auto-renouvellement pour conserver le pool
de CSH existant a la naissance, ainsi que pour maintenir toute au long de la vie la

quantité appropriée de cellules sanguines matures fonctionnelles. C’est avec un vif



intérét qu'ont débuté les recherches sur les cellules souches hématopoiétiques
apres les bombardements d’Hiroshima et Nagasaki en 1945. L’existence des CSH a
tout d’abord été démontrée grace a la reconstitution du systéme hématopoiétique
par injection de moelle, dans un organisme qui avait été préalablement
endommagé par irradiation. En 1961, les travaux de Till et McCulloch ont permis
de quantifier précisément combien de cellules de MO d'une souris donneuse sont
nécessaires pour générer des colonies myéloides et érythroides CFU-S (Colony
Forming Unit-Spleen) dans la rate de souris receveuses, préalablement irradiées.
Le nombre de colonies observées étaient directement proportionnel au nombre de

cellules injectées (Till and McCulloch, 1961).

En effet les CSH sont rares, elles ne représentent que 0,01 a 0,05% des cellules
de la moelle. Pour savoir si ces colonies proviennent d’'une seule cellule, ils ont
irradié a faible dose la moelle de donneurs qui a provoqué des cassures des
chromosomes. Les cellules qui ont pu réparer les dommages a 'ADN ont pu
survivre et proliférer, mais les cassures de chromosomes ont servi de marqueurs
pour chaque clone. En effet, chaque cellule d'une méme colonie présentait la méme
marque de cassure de chromosome. Les capacités des cellules a reconstituer
I’'hématopoiese et a s’autorenouveller ont permis (Becker, McCulloch and Till,

2014) de les qualifier de CSH pluripotentes.

Les CSH sont majoritairement quiescentes, on utilise également les termes de
dormance ou hibernation, c’est-a-dire qu’elles sortent du cycle cellulaire et ne se
divisent que trés rarement (Rumman, Dhawan and Kassem, 2015). La nature
quiescente des CSH a d’abord été démontré par les études de résistance des CSH a
I'apoptose induite par le 5-FU (Van Zant, 1984). Puis il a été démontré chez la
souris que la mise en évidence des CSH par un marquage au BrdU nécessite plus de
12 semaines d’injections in vivo, montrant directement I’existence de CSH avec un
cycle cellulaire tres lent. Les CSH en phase GO du cycle cellulaire (figure 2),
présentent un métabolisme trés ralenti et surtout une capacité de reconstitution a
long terme supérieure a des CSH engagées en cycle (Passegué et al., 2005). En effet,
I'analyse de I'expression génique réalisée a partir de CSH quiescentes et actives a
montré une diminution de la transcription des ARN et un métabolisme diminué

dans les CSH quiescentes (Venezia et al., 2004).



Figure 2 : Schéma du cycle cellulaire

Il représente les étapes de la division cellulaire.
Les CSH sont en-dehors du cycle, en phase
quiescente GO.

Interphase

Des travaux récents décrivent la quiescence des CSH comme un état similaire a
celle de la diapause embryonnaire (Scognamiglio et al, 2016) : c’est un arrét
spontané et temporaire du développement de Il'embryon se produisant
indépendamment des facteurs extérieurs (Méd. Biol. t.1 1970). Cet état a été
majoritairement décrit dans la vie des parasites et des insectes mais c’est
également un état physiologique de lI'embryon fécondé de certaines especes
mammiferes (souris, vison, marsupiaux) quand la mére est déja en charge d’'une
portée ou d'un petit. L'embryon sortira de la diapause pour poursuivre son
développement embryonnaire quand la mére aura sevré ses petits et que la
situation sera plus propice au développement d’'un nouvel embryon. Comme pour
les cellules souches embryonnaires, les entrées et sortie de diapause des CSH

pourraient étre controlées par les protéines Myc (Laurenti et al., 2008).

b) Caractérisation phénotypique des CSH

Pour pouvoir étudier des populations purifiées de CSH et leurs propriétés
biologiques, l'objectif principal des travaux a été (et est toujours) de les
caractériser. Le développement de la technologie de cytométrie en flux a permis
d’identifier des populations cellulaires sur la base de I'’expression de marqueurs
phénotypiques (cluster de différenciation CD). Les CSH se distinguent des lignages
matures par l'absence des marqueurs qui apparaissent au cours de la
différenciation. Les CSH sont donc nommées lignage négative (Lin -). En revanche,
elles expriment des marqueurs qui leurs sont propres et qui disparaissent au cours

de la maturation. Elles ont également été caractérisées par leur capacité a effluer



les drogues telles que le Hoechst 33342 ou la rhodamine 123 (side-

population)(Goodell et al., 1996) telle que illustré en figure 3.
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Les opinions divergent sur la spécificité de certains marqueurs donc plusieurs

combinaisons de marqueurs ont été proposées :

Exemple de combinaisons proposées pour identifier les CSH murines (Seita

and Weissman, 2010) :

Lin -, CD117 (Kit) +, Sca-1 +: cette combinaison définit la population LSK est
enrichit en CSH mais qui reste une population hétérogene contenant des
progéniteurs. Le Sca-1 est exprimé a différentes intensités selon la souche

murine (Spangrude, Heimfeld and Weissman, 1988).

Lin-, CD117+, Sca-1+, CD34-, flk2 (CD135 ou flt3) - (Osawa et al., 1996),
Lin-, CD117+, Sca-1+, CD48-, CD150+ (Morita, Ema and Nakauchi, 2010),
CD45+, CD48-, CD150+, EPCR+ (CD201)(Kent et al., 2009).

D’autres marqueurs ont été proposé pour distinguer les CSH ou les sous-

populations de progéniteurs (exemple : CD201+, CD49b-, CD31-, CD244-, ILR7).

La méme stratégie a été appliqué a I'’étude des CSH humaines et a abouti aux

combinaisons suivantes :

CD34+, CD38-, Lin- (Terstappen et al,, 1991),
CD34+, CD38-, Lin-, CD90+ (Craig et al., 1993),

CD34+, CD38-, Lin-, CD90+, CD45RA-, CD49f+ (Notta et al., 2011) (dans cette
condition seules 50% des cellules CD49f+ montrent un potentiel de

reconstitution a long terme).



En laboratoire et en clinique, il est courant d’isoler une population hétérogene
contenant des cellules souches et des progéniteurs hématopoiétiques humains

(CSPH) sur I'expression isolée du marqueur CD34 (Civin et al., 1996).

D’autres travaux ont par ailleurs démontré que I'état de quiescence est mieux
déterminé par l’'état métabolique dormant des cellules que par les marqueurs
phénotypiques. Grace a une technique utilisant ’histone 2B-GFP dans un systéme
inductible Tet-off, les CSPH incorporent I'H2B-GFP jusqu’a I'administration de
doxycycline (Qiu et al, 2014). Au cours de la division sous doxycycline, le
marquage par H2B-GFP sera progressivement dilué. Cette technique couplée a des
tests de reconstitution chez la souris et associée au marquage phénotypique des
différentes fractions de CSH, ont montré qu’'une fois sortie de la dormance et
entrée dans un cycle de division les CSH ne peuvent pas retourner a leur état de
dormance. De plus, les CSH avec le plus fort potentiel d’auto-renouvellement sont
celles qui montrent le plus haut niveau d’expression de CD150 (Morita, Ema and

Nakauchi, 2010).

3. Différenciation hématopoiétique

Pour produire tous les lignages matures et fonctionnels du sang, ce sont les
progéniteurs et précurseurs hématopoiétiques issus des CSH qui se divisent
massivement et se différencient, au détriment de leur capacité d’auto-

renouvellement (figure 4).
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Deux grands modeles s’opposent sur l'organisation et la hiérarchisation de la

différenciation hématopoiétique.

a) Modéle stochastique

Le modele stochastique, aussi appelé instructif, proposé par Till et al en 1964,
tient compte de l'environnement car il fait 'hypothese que les cellules
progénitrices pourraient exprimer différents récepteurs des cytokines en fonction
de 'environnement qu’elles rencontreront au cours de leur différenciation. Cette
hypothese laisse une part majeure au hasard et au contrdle de la différenciation
par 'environnement (Brown et al., 2015). D’autres travaux s’opposent a ce modele,
I'apparence stochastique serait en réalité due a une trop grande complexité pour

en comprendre les réels effecteurs.

b) Modéle du déterminisme

Un long travail d’étude débute pour comprendre les mécanismes qui
controlent la différenciation des progéniteurs et propose un modele déterministe
(Novak and Stewart, 1991). Ce modele soutient '’hypothése que chaque cellule a un
caractére propre qui ne lui permettra finalement que de devenir ce pour quoi elle
est prévue. Dans ce modele, la cellule progénitrice, déja engagée dans une voie de
différenciation, serait régulée par les facteurs de croissance, les cytokines, les
interactions cellule/microenvironnement ou cellule/cellule rencontrées. 11 a été
établi que les facteurs de croissance hématopoiétiques sont capables de soutenir la
prolifération et la survie de toutes les étapes de différenciation de la cellule qui

exprime le récepteur approprié pour ce facteur (Morrison and Weissman, 1994).

4. Les cytokines et facteurs de croissance

Dans les 2 modeles, les cytokines et facteurs de croissance jouent un réle
prépondérant dans le maintien des CSH ou dans I'orientation de la différenciation.
Dans toutes les conditions de culture, la fréquence, les dépendances aux cytokines
suggerent que les progéniteurs sont des entités distinctes avec des compétences
propres. Les cytokines sont sécrétées par I’'environnement et parfois en dehors du
systeme hématopoiétique. Elles forment une grande famille d’environ 60 ligands
solubles extracellulaires ou membranaires qui vont se lier a leur(s) récepteur(s)
pour entrainer une réponse biologique via une cascade de signalisation (Robb,

2007). Chaque cytokine peut exercer de multiples actions telles que la survie, la



prolifération, la différenciation, la migration. Les différentes branches de la famille

des cytokines sont :

a) Les colony-stimulating factors (CSF) : ils doivent leur nom a la fagon
dont ils ont été découverts. Le facteur était renommeé selon le type de colonies
obtenues apres mise en culture en milieu semi-solide des CSH ou progéniteurs
avec ce « facteur stimulant ». Par exemple, le facteur qui a permis d’obtenir des
colonies de type monocyte/macrophage a été nommé Macrophage colony-
stimulating factor (M-CSF). Il y a aussi le granulocyte colony-stimulating factor (G-
CSF) (Demetri and Griffin, 1991) et le granulocyte-macrophage colony-stimulating
factor (GM-CSF). Le G-CSF est utilisé en clinique pour mobiliser les CSH, i.e. les faire

sortir les CSH de la moelle vers le sang circulant (Grigg et al., 1995).

b) Le Stem Cell Factor (SCF, anciennement Kit-ligand): cette cytokine
joue un role majeur dans la MO dans la maintenance et I'auto-renouvellement des
CSH via son récepteur Kit (CD117). Le SCF aurait également un role de
chémoattractant pour que les CSH circulantes retournent dans leur niche

meédullaire (Czechowicz et al.,, 2007).

c) Les Chimiokines : l'ensemble des cytokines ayant un pouvoir

chimiotactique et dont les récepteurs sont couplés aux protéines G. On en connait
plus de 40, leur nomenclature est basée sur leur structure (CCL1 a CCL28, CXCL1 a

CXCL16, XCL1 et XCL2, CX3CL1).

Le CXCL12 (Stromal-derived factor-1 SDF-1) et son récepteur canonique

CXCR4 sont connus pour leur fort pouvoir chimiotactique sur les lymphocytes.
L’axe CXCR4/CXCL-12 est impliqué dans le maintien et la mobilisation des CSH de
la MO (Nervi, Link and DiPersio, 2006). Il y a aujourd’hui beaucoup d’évidences sur
le role du couple dans le maintien des CSH dans la moelle mais également pour
leur réle dans le maintien de la quiescence des CSH. Les rdles et conséquences des
dérégulations de 1'axe CXCR4/CXCL12 seront abordés plus amplement dans le

chapitre 4 « dérégulation des voies de signalisation de ’hématopoiese ».
d) L’érythropoiétine (EPO) et la thrombopoiétine (TPO): ces 2
hormones partagent 155 acides aminées (aa) homologues. L’EPO est produite par

les reins et a un réle majeur dans la prolifération et la maturation des cellules

érythroides qui donnent les globules rouges via son récepteur EPOR. Son



utilisation est primordiale pour traiter les anémies. La TPO, principalement
produite par le foie et les reins est nécessaire a la différenciation des
meégacaryocytes et régule ainsi la production de plaquettes via son récepteur

membranaire MPL (CD110).

e) Le FIt3-ligand : ce ligand du récepteur fIt3 (flk2 ou CD135), qui est un
récepteur a tyrosine kinase, est le seul ligand connu de son récepteur (Lyman et al.,
1993). C’est une cytokine essentielle pour la survie et la prolifération des CSH. Il
stimule le développement lymphoide mais une expression accrue induit une

réduction du compartiment érythromégacaryocytaire (Adolfsson et al., 2005).

f) Les Interleukines (IL-) : il s'agit de cytokines regroupées sous cette
terminologie par commodité mais sans parenté. Elles ont un réle majeur dans le
systéme immunitaire. On compte pres de 40 interleukines. Cela dit, il en existe
davantage, puisqu'on compte par exemple 11 membres de la famille de I'IL-1. LIL-
3 est notamment connu pour la stimulation de prolifération de tout le lignage
myéloide.

On compte également les Interférons, la famille du facteur de nécrose tumorale
(TNF), les facteurs de croissance de transformation (TGF) dont le TGF-f3 : facteurs

de croissance impliqués dans le maintien de la quiescence des CSH.

5. Tests phénotypiques

Les techniques de culture cellulaire en milieu semi-solide de méthylcellulose
appelé colony forming-unit assay (CFU assay) et I'identification des cytokines ont
permis de distinguer différents types de colonies permettant d’identifier a
posteriori le type de progéniteur. Ces caractérisations phénotypiques ont conduit a
compléter la nomenclature des colonies et complexifier les arbres hiérarchiques
proposés jusque-la, notamment en identifiant les étapes intermédiaires de la
différenciation selon un arbre de différenciation et des progéniteurs multipotents,

bipotents ou unipotent (Eaves, 2015).

Pourtant, la purification cellulaire et des essais fonctionnels ont conduit a
revoir ce modele standard. Par exemple, en s’aidant de la cytométrie en flux, les
progéniteurs oligopotents ont été analysés et ordonnés en fonction de leurs

marqueurs phénotypiques (Bryder, Rossi and Weissman, 2006; Wilson et al,



2015) (figure 5-2, légendes page suivante). Chez la souris, l'identification de
progéniteurs multipotents « lymphoid-primed » (LMPP) défend I'hypothese que le
lignage érythromégacaryocytaire doit étre la premiere branche a se séparer de
I'arbre, avant la spécification lymphomyéloide. L’arbre de différenciation
hématopoiétique, mis en évidence chez la souris, s’applique par défaut a
I’hématopoiese humaine car elle a été moins étudiée que le modele murin.
Récemment, Notta a montré que la hiérarchie évolue entre I'hématopoiese feetale
et adulte conduisant a une diminution du compartiment oligopotent et une
augmentation des progéniteurs unipotents (Notta et al, 2016) (figure 5-1,

légendes page suivante).

Figure 5 : Arbres de la hiérarchie hématopoiétique (issus de Notta (2016) et Wilson (2015))
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(1) L’arbre classique de la différenciation hématopoiétique adulte a été construit en fonction des
résultats de tests phénotypiques et des propriétés biologiques des différentes colonies par analogie
a I'hématopoiése murine. Il montre les compartiments intermédiaires, des sous-groupes de
progéniteurs de lignage restreint. L’arbre ré-actualisé, proposé par Notta en 2016, montre qu’une
majeure partie des progéniteurs hématopoiétiques adultes sont restreints a un chemin unipotent.
(2) Les sous-populations sont distinguées selon leurs marqueurs phénotypiques (Wilson 2015). Il a
été utilisé pour l'analyse RNAseq a l'échelle unicellulaire des sous-populations hématopoiétiques
murines.

Er, érythroide; Gran, granulocyte; Mk, mégacaryocyte; Mono, Monocyte ; Ly, Lymphocyte; LT-HSC,
long-term hematopoietic stem cell; CMP, common myeloid progenitor; CLP, common lymphoid
progenitor ; MPP, multipotent progenitor ; LMPP, [ymphoid-primed multipotent progenitor MEP,
Mega-erythroid progenitor ; GMP, Granulomonocytic progenitor.

D’autres criteres tels que les sites d’hypersensibilité de 'ADN a la DNAsel ont
permis de distinguer les cellules souches embryonnaires (cellules ES) des CSPH
hématopoiétiques car la chromatine des cellules ES est moins dense et donc les
sites sensibles a la digestion par la DNAsel sont plus accessibles (Ugarte et al.,
2015). Ce test ne permet pas de séparer les compartiments CSH, GMP ou MEP, y
compris quand les CSH sont induites en cycle par le G-CSF. Une condensation
progressive de la chromatine et la diminution du niveau d’euchromatine est
observée au cours de la différenciation : 79% d’euchromatine dans les cellules ES,
53 a 57% dans les CSH, MPP et GMP et 34 a 37% dans les cellules myéloides
matures et cellules lymphoides B. Ces résultats ont orienté les recherches vers
I'étude des marques de méthylation H3K9, H3K27 (marques répressives) ou H3K4,
H4K16, H4K20 (marques actives) mais n’ont pas permis de distinguer de variation
dans le niveau global de méthylation entre les différentes populations. En revanche
la marque H3K9me3 est progressivement relocalisée en périphérie nucléaire, ce
qui suggere une régulation particuliere du programme de transcription (Ugarte et
al, 2015). Ces travaux ne permettent néanmoins pas de distinguer les CSH des

progéniteurs.

6. Identification du destin hématopoiétique a I’échelle unicellulaire

La cytométrie en flux a permis d'immenses avancées dans la caractérisation
des sous-populations hématopoiétiques mais les analyses des cellules triées en
groupe sur I'expression de marqueurs membranaires communs ne permettent que
d’observer des comportements « moyens ». Cette technique gomme ’hétérogénéité
et les capacités individuelles de chaque cellule. 11 a été démontré par des
expériences de transplantation d'une unique cellule souche que la pureté réelle des

CSH murines (Lin-CD117+Sca-1+CD48-CD150+ ou (CD45+CD48-CD150+
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EPCR+) est d’environ de 40-50% (Wilson et al, 2015). Les techniques récentes de
séquencage a l’échelle unicellulaire (single-cell RNA-sequencing, scRNA-seq), de
cytométrie de masse (CyTOF), de barcoding (a I'aide de sites d’'intégration ou de
transposons) étudient de maniere trés précise l'organisation de la hiérarchie

hématopoiétique a I’échelle unicellulaire.

Les techniques de barcoding ont 'immense avantage de permettre de suivre la
cellule vivante avec son tag unique au cours de sa différenciation alors que le
scRNA-seq et la cytométrie de masse permettent d’étudier les similitudes et
différences de cellules classées au sein d'une méme sous-population a un instant T

(Perié and Dufty, 2016).

Les approches par scRNA-seq et leurs ascensions fulgurantes, revues en 2017
par Picelli permettent I'’étude du transcriptome de milliers de cellules
individuelles : CEL-seq (Cell Expression by Linear amplification and sequencing,
(Hashimshony et al., 2012), CytoSeq (librairie préparée dans quelques picolitres)
ou Drop-seq (librairie en goutte), MARS-seq (automated massively parallel RNA
single-cell sequencing), SMART-seq2 (Switching Mechanism At the end of the 5’-
end of the RNA Transcript sequencing), STRT/C1 (Single-cell Tagged Reverse
Transcription Sequencing), Tn5 transposase ou Nanopore (Picelli, 2017). Ainsi de
nouvelles sous-populations au sein des différents clusters sont déja décrites, par
exemple basées sur I'expression de facteurs de transcription (Paul et al, 2015) ou
ont montré que des sous-fractions de populations de cellules triées sur des
marqueurs phénotypiques distincts telles que CSH et progéniteurs partagent en
réalité des profils tres similaires (89% overlap) (Wilson et al, 2015). Ces CSH
« progéniteurs-like » représentent probablement des « fausses » CSH. Des travaux
ont permis d’identifier un sous-groupe de CSH en comparant le profil d’expression
de facteurs de transcription (molecular overlapping population: MolO) de 5
groupes de CSH triées par des stratégies différentes, en supposant que les
«vraies» CSH de chaque groupe seraient celles qui partageraient un profil
homogene (figure 6) (Wilson et al, 2015). Ils ont confirmé le caractere souche de
cette sous-population en réalisant des tests in vitro de culture de cellules isolées
ainsi que des greffes chez la souris. En associant les résultats obtenus de profils
d’expression formant une « signature MolO » aux les marqueurs de surface, ils ont

montré que pour isoler les « vraies » CSH murines, il faut trier celles qui expriment
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des niveaux élevés de CD150 et le Sca-1 associés a I'expression du marqueur EPCR
(CD201), et a une expression faible du CD48, Ce phénotype permet d’isoler une
population capable de reconstitution a hauteur de 70% (au lieu des 40-50%
habituellement obtenus en triant sur Lin-CD117+Sca-1+CD48-CD150+). L’étude
des profils transcriptomiques des CSH et progéniteurs a 1'échelle unicellulaire
permet ainsi d’affiner les criteres de définition des CSH et également d’exclure des

populations contaminantes.
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En 2017, Velten et al. ont publié un important travail portant sur des cellules
humaines issues de MO de 2 donneurs sains, utilisant la technologie scRNA seq
associée a de la cytométrie en flux et des essais fonctionnels a 1'échelle
unicellulaire (Velten et al, 2017). L’analyse transcriptomique du compartiment
Lin-CD34+CD38- n’a pas pu mettre en évidence des clusters hiérarchiques
distincts au sein de l'arbre de différenciation. Ils suggerent que les CSH et les
progéniteurs précoces forment en réalité un continuum de cellules indifférenciées

faiblement induites et appelées « CLOUD-CSPH» (continuum of low-primed

undifferenciated HSPC, figure 7).
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Figure 7 : d’apres I'analyse
transcriptomique de single cell
RNAseq associé a des tests
fonctionnels, les CSPH forment un
CLOUD-CSPH : continuum of low-
primed undifferenciated HSPC
(Velten et al., 2017)

Bcell Mono/DC Neutro Eo/Baso/Mast Mk Ery

L’amorgage définit par les facteurs induisant les CSPH vers un des lignages
matures a été évalué quantitativement pour challenger les hypothétiques
trajectoires de différenciation. A quel moment une CSPH ne peut-elle plus changer
de destinée? Ce travail les a conduits a proposer un nouveau modele de
différenciation, non plus basé sur un arbre avec des étapes intermédiaires mais
comme une évolution graduelle, un continuum d’états transitoires, un flot continu
de différenciation comme un grand toboggan. Au fur et a mesure de la descente, les
cellules s’engagent dans une voie qui va les empécher de changer d’issue, comme

des barrieres de plus en plus infranchissables.

Dans leur court article, Hirschi et al résument et illustrent (figure 8) joliment
ce travail avec cette phrase : « chaque cellule est un arc-en-ciel » (Hirschi, Nicoli

and Walsh, 2017).

N F Figure 8 : chaque cellule est un arc-
O (’ en-ciel, évoluant progressivement
AN N vers un lignage défini (Hirschi, Nicoli
O—0O O\—l* S-._). and Walsh, 2017)
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Chapitre 2 : Niches / Microenvironnement(s)

Pour réguler, maintenir, protéger et soutenir I’hématopoiese, le
microenvironnement médullaire (ou stroma) forme un support spécialisé au sein
de la moelle osseuse, appelé « niche hématopoiétique » (Schofield, 1978). Ce
concept présente la niche comme un environnement cellulaire et moléculaire ou
s'ancrent les CSH et leurs progéniteurs, leur permettant ainsi de recevoir les
signaux nécessaires a leur auto-renouvellement a long et court terme. Ces signaux
incluent le contréle de la quiescence, de I'engagement et de la différenciation.
Depuis que la localisation des CSH et des progéniteurs s’est précisée, plusieurs
types cellulaires servant de niche ont été identifiés. De méme, les mécanismes qui
régulent les interactions des CSH avec leurs niches commencent a étre mieux
compris. L'ensemble de ces travaux indique qu’il existe plusieurs niches qui
fonctionneraient a différents niveaux de la hiérarchie hématopoiétique et dont
I'importance dépend de I'état d’activation ou de quiescence des CSH (Mendelson
and Frenette, 2014). Des niches spécifiques permettraient aussi de réguler les

réponses au stress hématopoiétique.

1. Organisation fonctionnelle du stroma

Le stroma de la moelle osseuse est une composition complexe de cellules
d’origine hématopoiétique et d’origine mésenchymateuse qui ont la faculté de
synthétiser la matrice extracellulaire (MEC). Les recherches actuelles sur le
microenvironnement hématopoiétique proposent qu’'il existe plusieurs
organisations possibles de ces cellules permettant de former plusieurs niches,

adaptées pour chaque type cellulaire de la moelle, CSH et progéniteurs.

La moelle osseuse est confinée dans l'os spongieux au sein de la cavité
meédullaire. L’interface entre l'os et la moelle osseuse constitue l’endoste.
L’irrigation des tissus se fait a partir des arteres nourricieres et des veines
centrales de I'os long qui se ramifient pour donner des capillaires au niveau du
cortex osseux ou de la diaphyse qui deviennent des sinusoides, unité minimale
médullaire. Le systeme de vascularisation de la moelle osseuse lui assure une
bonne nutrition et oxygénation. De plus, il permet une distribution efficace des

facteurs de croissance ainsi que la libération des cellules hématopoiétiques
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matures dans le sang, qui sont autant d’éléments essentiels pour le bon
déroulement de 'hématopoiese. Cette structure médullaire associe également un

réseau nerveux sympathique.

2. Les cellules souches mésenchymateuses (CSM)

A lorigine des cellules stromales, les cellules stromales ou souches
meésenchymateuses (CSM) sont multipotentes et peuvent se différencier en
adipocytes, ostéoblastes, chondrocytes et myofibroblastes, similaires a des cellules
musculaires lisses. Le caractére souche des CSM a été mis en évidence par leur
capacité d’auto-renouvellement dans un modéle murin ainsi que par leur profil
d’expression ou 'on retrouve I'expression de genes associés aux cellules souches
(oct4/sox2 et Nanog) (Desbourdes et al., 2017). A l'origine, elles ont été décrites
comme des fibroblastes fusiformes issus de la MO, capables de former des colonies
adhérentes au plastique : les CFU-fibroblastiques (CFU-F) (Dexter, Allen and Lajtha,
1977).

Mieux caractérisées depuis, les recherches ont montré que les CSM sont
impliquées de facon majeure dans la protection des CSH en participant a leur auto-
renouvellement, leur prolifération et I'inhibition de 'apoptose. Il a d’ailleurs été
démontré in vivo que la greffe conjointe de CSH et de CSM assure une meilleure
reconstitution hématopoiétique (Lazarus et al., 2005). In vivo, chez la souris, une
partie des CSH est retrouvée au contact d’'une sous-population de CSM dites
péricytes. Ces cellules sont majoritairement juxtaposées a I’endothélium
sinusoidal. Elles sont réticulaires et se caractérisent par de longues extensions
cytoplasmiques sécrétant abondamment CXCL12 (CXCL12 abundant reticular
cells : CAR cells) et produisent du SCF (Sugiyama et al., 2006). La déplétion de ces
cellules est associée a une perte partielle des CSH et a une diminution de leur
prolifération suggérant que les CAR permettent la prolifération et l'auto-
renouvellement Ces données ainsi que des résultats montrant que la délétion
conditionnelle de CXCR4 dans un modele murin résulte en une diminution
importante du nombre de CSH mais pas dans I’expansion de leurs progéniteurs
matures montrent que le couple CXCR4/CXCL12 joue un role majeur dans le
controle des interactions des CSH et des progéniteurs avec les CSM. En accord avec

la notion que les CSM sont des acteurs majeurs de la niche, les travaux récents de
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Méndez-Ferrer ont identifié une population de CSM exprimant la Nestine (CSM-
N+) et le récepteur de la leptine (Méndez-Ferrer et al, 2010). Ces cellules sont
également périvasculaires et sont associées a des fibres nerveuses sympathiques.
Comme les CAR, ces cellules expriment davantage de transcrits des genes associés
au maintien du potentiel souche (CXCL12, SCF, Angptl ou VCAM1) que toutes les
autres sous-populations stromales. La déplétion des CSM-N+ est associée a une
diminution de 90% des capacités de domiciliation des CSPH dans la MO de
receveurs et favorise leur mobilisation vers la rate. Tout comme les CAR, les CSM-
N+ ont un potentiel de différenciation vers les lignages adipocytaire et
ostéogénique. Cependant les CAR sont plus abondantes que les CSM-N+ suggérant

que ces deux populations se recoupent en partie.

Pour analyser plus finement 'organisation des niches, I'équipe de Frenette a
utilisé 'immunofluorescence en microscopie confocale associée a une modélisation
computationnelle et a montré que les CSH sont localisées a proximité de petites
artérioles de l'endoste (Kunisaki et al, 2013). Ces structures vasculaires
caractérisées par la présence de nerfs sympathiques et de cellules musculaires
lisses sont entourées de rares CSM de type péricytaires exprimant le protéoglycane
NG2. Ces cellules n’expriment pas le récepteur de la leptine et sont donc distinctes
des CSM-N+ Leptine récepteur+. Leur déplétion conditionnelle augmente la mise
en cycle des CSH et réduit leur capacité de population a long-terme. Les artérioles
pourraient donc étre des structures qui irriguent et innervent l'endoste. Ces
résultats suggerent que les niches endostéales sont fortement vascularisées tout
particulierement par des artérioles contenant des sous populations de CSM qui
recoupent en partie celles qui sont retrouvées aux abords des vaisseaux plus larges
des niches vasculaires. Quelle que soit leur localisation, les CSM peuvent étre
enrichies chez la souris par cytométrie en flux dans des populations
hématopoiétiques lignage négatives, CD31- mais exprimant les marqueurs
membranaires Sca+ CD51+ PDGFR (platelet-derived growth factor) alpha+ a partir

du fit de MO ou suite a la digestion de I'os par la collagénase (Winkler et al, 2010).

3. Cellules dérivées des CSM

a) Les ostéoblastes et les ostéoprogéniteurs forment la limite de

I'endoste et ont pour fonction principale la formation osseuse par synthese de
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tropocollagene et d’ostéopontine (Ho et al, 2015). Cette partie de 'os dite os
trabéculaire héberge une partie des CSH et a été appelée niche endostéale (Gong,

1978).

Elle a été la premiere niche stromale décrite grace a des travaux in vitro de
coculture montrant que les ostéoblastes supportent '’hématopoiese primitive en
produisant des cytokines dont le G-CSF, CXCL12, I'angiopoiétinel, et les BMP
11,12. En 2003, un modele murin d’inactivation conditionnelle du récepteur type
IA (BMPR1A) caractérisé par une augmentation des ostéoblastes a mis en évidence
un corrélation directe entre le nombre d’ostéoblastes spindle-shaped N-
cadhérine+ CD45- (SNO), dépendant de la signalisation des BMP, et le nombre de
CSH (Zhang et al, 2003). La méme année, grace a un modele murin modifié
génétiquement pour produire du récepteur de parathyroide hormone
spécifiquement par les ostéoblastes, il a été montré que les récepteurs de PTH
controlent le nombre d’ostéoblastes (Calvi et al,, 2003). Le nombre ainsi augmenté
d’ostéoblastes s’accompagne d'une augmentation du nombre de CSH via la
signalisation activée de Notch (Lawal et al, 2017). Depuis la publication de ces
travaux princeps et grace a une meilleure connaissance du phénotype des CSH,
I'importance des ostéoblastes et de la N-cadhérine a été confirmé uniquement pour
le compartiment de progéniteurs immatures. En effet, ni la déficience en biglycan
qui affecte les ostéoblastes et la structure osseuse (Kiel, Radice and Morrison,
2007), ni la délétion conditionnelle de la N-cadhérine (Kiel et al., 2009) n’entraine
de défaut du compartiment des CSH ou de I'hématopoiése a long terme chez la
souris. L'impact des ostéoblastes sur les progéniteurs est probablement indirect

puisque les progéniteurs et les ostéoblastes ne sont pas colocalisés.

La niche endostéale pourrait réguler les CSH au travers de I'hypoxie qui la
caractérise. En effet, 'hypoxie de I'’endoste serait comprise entre 0,1 et 5% selon
un gradient dépendant la distance de cette région par rapport au systéme
vasculaire. Le pimonidazole, un marqueur d’hypoxie, a confirmé que le plus fort
potentiel souche est contenu dans la fraction la plus hypoxique (Parmar et al.,
2007). Les facteurs HIF (hypoxia inducible factor) sont les genes maitres des
réponses hypoxiques. Ces facteurs de transcription contiennent un domaine
basique hélice-boucle-hélice (bHLH) et un domaine Per-Arnt-Sim (PAS). Le

domaine BHLH permet la dimérisation avec la sous-unité HIF-13/ ARNT (aryl
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hydrocarbure récepteur nucléaire Translocator), tandis que le domaine PAS
permet la liaison de I'ADN. En normoxie, HIF-la et HIF-2a sont hydroxylés par des
prolyle hydroxylases (PHD) qui permettant leur reconnaissance par un complexe
comprenant une ubiquitine ligase E3 et la protéine von Hippel-Lindau (VHL) qui
vont mener a sa dégradation protéolytique par le complexe du protéasome. Dans
des conditions hypoxiques, les PHD sont inactifs, les protéines HIF-a sont
stabilisées et peuvent transloquer dans le noyau pour une dimérisation avec HIF-

1B/ARNT et une activation des éléments de réponse a I'hypoxie (HRE).

Plusieurs travaux ont démontré que la régulation des niveaux de HIF-1a est
essentielle pour le maintien des CSH dans la moelle osseuse. En effet, la délétion de
Hif-1a est associée a la mise en cycle des CSH ainsi que la diminution de leur
nombre en réponse a différents facteurs de stress comme la transplantation, la
myélo-suppression et le vieillissement. L'activation transcriptionnelle de Hif-1a
par Meis1 est impliquée dans le phénotype anaérobie qui caractérise les HSC en
hypoxie (Simsek et al., 2010). Plus récemment, le role de HIF-2« a été étudié dans
les CSH par une stratégie ShRNA (Rouault-Pierre et al, 2013). Ces travaux ont
montré que la diminution de HIF-2 altére leur capacité de repopulation a long
terme. Les CSH déficientes en HIF-2a ont une augmentation de la production des
especes réactives d'oxygene (ROS), associée a une augmentation de l'apoptose. La
dérégulation de HIF-2 o entraine également une diminution de la capacité de greffe
des cellules de LAM humaines. Finalement, HIF-3a est fortement exprimé dans les
CSH humaines. Au total, ces résultats indiquent que les protéines HIF régulent
I'expression de divers genes qui modulent la prolifération des CSH normales et

leucémiques ainsi que leur survie et leur métabolisme.

b) Les myofibroblastes représentent la majorité des cellules stromales et

sont des acteurs majeurs de la formation de la fibrose suite a une 1ésion.

Elles sont structurellement proches des cellules musculaires lisses et sécretent
de nombreuses protéines matricielles qui composent la matrice extracellulaire. Les
myofibroblastes qui entourent les sinusoides sont appelées cellules péricytaires.
Une sous-fraction des progéniteurs péricytaires a été désignée CAR-cells pour
« CXCL12-abundant reticular cells » en raison de leur riche sécrétion de CXCL12.

Ces cellules produisent également du SCF et participe a I'auto-renouvellement des
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CSPH (Sugiyama et al, 2006). Les CAR cells sont une population stromale
hétérogene, non clairement définie par des marqueurs phénotypiques, dont une

partie est considérée comme des CSM.

c) Les adipocytes présentent des vacuoles lipidiques qui vont libérer des
acides gras et des esters de cholestérol nécessaires a la formation des

membranes cytoplasmiques.

I[Is synthétisent de l'adiponectine et du TNF-a mais aussi de la leptine,
hormone impliquée dans la formation de BFU-E et CFU-GM (Umemoto et al., 1997).
Leur expansion au cours de I'age est accompagnée d’anomalies hématopoiétiques
suggérant qu'’ils régulent négativement les CSH (Naveiras et al, 2009). En accord
avec cette hypothése, linhibition de I'adipogénese favorise la greffe
hématopoiétique apres irradiation et permet une meilleure repopulation a long
terme dans les modeles murins lipoatrophiques. Un travail publié en 2017 a
apporté la démonstration directe par modélisation in vivo chez des souris que I'age
ou l'obésité sont des causes de détérioration de la différenciation
mésenchymateuse au profit des adipocytes, ayant pour conséquence la réduction
de la reconstitution hématopoiétique chez des souris irradiées (Ambrosi et al,

2017).

4. Cellules endothéliales

Les cellules endothéliales des sinusoides vasculaires ou endothélium forment
une monocouche de cellules contrélant le passage des cellules hématopoiétiques
matures vers la circulation (diabase). Bien que localisés en majorité dans
I'environnement médullaire, une fraction faible des CSH et les progéniteurs sont
retrouvés dans la circulation. Cette circulation qui augmente en cas de stress
hématopoiétique et qui implique un passage au travers de l'’endothélium est
appelée mobilisation. De méme, le retour vers la moelle, processus appelé
domiciliation ou homing implique la traversée de la monocouche endothéliale. Le
controle de la migration est effectué par des molécules d’adhérence telle que la E-
sélectine ou le VCAM-1 et la chémoattraction par CXCL12 (Mendelson and Frenette,
2014). Les cellules endothéliales sécretent également du SCF qui participe au
maintien des CSH. Les sinusoides sont recouvertes d’'une couche discontinue de

péricytes allongés.
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L’amélioration des techniques d’imagerie et de nos connaissances sur le
phénotype des CSH ont permis d’investiguer plus précisément la localisation des
CSH. En effet en 2006, un travail majeur a montré que les CSH murines étaient tres
fortement enrichies dans une population exprimant le CD150 (Yilmaz, Kiel and
Morrison, 2006). Sur des coupes de tissus, les techniques d'immunohistochimie
ont distingué les CSH par un marquage CD150+CD48-CD41- montrant que la
majorité sont localisées a proximité des vaisseaux sinusoides (a moins de 5um)
alors que 80% des CSH sont a plus de 10 um de '’endostéum (figure 9) (Kiel et al,
2005; Mendelson and Frenette, 2014). Il a donc été proposé 'existence de niches
vasculaires qui disposent de davantage de nutrition et d’oxygénation par la
proximité du réseau vasculaire. Cette proximité avec les cellules endothéliales ou
périvasculaires facilite la migration des CSH dans le systeme sanguin et est
nécessaire aux réponses de stress. Elle coincide avec '|abondance de CXCL12 et de
E-sélectine (Xie et al., 2009). Les cellules endothéliales sécretent de ’angiopoiétine
like-3, impliquée dans la quiescence des CSH par inhibition d’'Ikaros (Zheng et al.,
2011). Des travaux publiés utilisant I'imagerie in vivo a haute résolution chez la
souris ont montré que les CSH demeurent dans la niche périvasculaire, peuvent s’y
diviser. Cette localisation Les CSPH a proximité de la niche périvasculaire sont
davantage exposées aux cytokines et en cycle. Ces différentes données suggerent
que cette niche est plus prompte au maintien de 'homéostasie hématopoiétique

par la possibilité de réponse rapide aux besoins physiologiques.

Endosteal niche
(80% HSC)

Bone
MAarrow

Figure 9 : représentation schématique montrant
que les CSH sont a plus de 10 um de l'endostéum et

ndcent Moo a moins de 5 pm des vaisseaux sinusoides selon

Mendelson et Frenette (2014).
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5. Régulation des CSH par les cellules hématopoiétiques matures

Au cours de ces dernieres années, la notion de niche pour les CSPH a dépassé
le compartiment des cellules dites stromales pour s’étendre aux cellules
hématopoiétiques dont les cellules macrophagiques. En effet, l'utilisation du
chlodronate qui induit une déprivation des macrophages de la MO caractérisés par
I'expression du CD169 aboutit a une mise en circulation des CSH. Ces résultats
indiquent que les macrophages participent a la rétention médullaire des CSH et a
leur maintien notamment en produisant des molécules d’adhérence (VCAM-1) au
sein du stroma (Chow et al, 2011). Ils régulent également les neutrophiles au sein
de la MO qui participent a la régulation du nombre de cellules sécrétant du
CXCL12. Les macrophages seraient également impliqués dans le maintien des
fonctions des ostéoblastes mais ces résultats sont contestés par une autre
publication qui n’observe pas de modification du compartiment ostéoblastique en

cas de perte du compartiment macrophagique (Winkler et al., 2010).

Les ostéoclastes sont des macrophages différenciés et spécialisés qui se
localisent autour du tissu osseux. Ils ont une action de dégradation de 'os par leur
forte sécrétion de collagénase et d’enzymes protéolytiques. Leur role est
controversé mais ils pourraient réguler la mobilisation des CSPH (Lane, Scadden
and Gilliland, 2009). Les ostéoclastes, par lyse des constituants osseux, liberent du
TGF-B, BMP-2 et BMP7 qui participent également a la quiescence des CSPH,

d’apres les modeles in vitro et in vivo (Kollet et al., 2006).

Les mégacaryocytes sont localisés majoritairement au niveau des sinusoides
meédullaires. En plus de former des plaquettes par thrombopoiese, ils peuvent
promouvoir la construction osseuse par la sécrétion de BMP-2, BMP-4 et BMP-6
(Bone Morphogenetic Proteins), et favorisent ainsi la prolifération des ostéoblastes
et I'inhibition des ostéoclastes (Ho et al., 2015). L’utilisation de souris avec une
délétion conditionnelle de CLEC2 (protein C-type lectin-like receptor 2) a montré
que les mégacaryocytes CLEC2-KO produisent moins de TPO. Ces souris CLEC2-
déficientes ont des CSH qui sont davantage en cycle et un potentiel de
reconstitution de I’hématopoieése amoindri (Nakamura-Ishizu et al, 2015).
L’injection de TPO aux souris CLEC2-déficientes restaure le potentiel des CSH.

L’analyse d’expression de genes des mégacaryocytes de la MO a mis en évidence
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I'expression de CXCL4, aussi connus sous le nom de PF4 (Bruns et al, 2014).
L’injection intrapéritonéale de CXCL4 a des souris induit une diminution du
nombre CSH a cause d’'une augmentation de la quiescence et a l'inverse les souris
CXCL4-KO ont un plus grand nombre de CSH et une augmentation de leur

prolifération.

6. La matrice extracellulaire (MEC)

Elle est constituée de nombreuses protéines solubles et insolubles sécrétées
par les cellules stromales. La MEC forme un maillage composé de fibres de
collagenes (types I, III et 1IV), de glycoprotéines d’adhérence: fibronectine,
ostéopontine, laminine, et de protéoglycanes comme ’héparane sulfate (Konopleva
etal, 2009). Le maillage dense de fibres forme un réseau qui structure le stroma et

permet aux cellules hématopoiétiques de s’ancrer.

7. Le systéeme nerveux sympathique

L’ostéoimmunologie décrit les relations entre le systéme nerveux et
I'inflammation osseuse et plus récemment le role du systeme nerveux dans la niche
hématopoiétique est étudié. Plusieurs travaux montrent que sa participation est
majeure dans la régulation de la niche. Les cellules nerveuses sympathiques
produisent des neuromédiateurs dont la noradrénaline, régulent le cercle
circadien et ainsi la production de nombreuses hormones (dont la leptine)
(Méndez-Ferrer et al, 2010). 11 a été démontré que les cellules de la niche
stimulées par ces neuromédiateurs modifient leur production de facteurs de la
niche comme le CXCL12. Le systeme nerveux sympathique participerait ainsi au
maintien des CSH. Les agonistes dopaminergiques (épinéphrine et
norépinéphrine) ont également une action directe sur les progéniteurs en
induisent une augmentation de la prolifération et la formation de colonies in vitro
(Kollet et al., 2012). Les cellules de Schwann non-myélinisées aussi participent au
maintien de la quiescence des CSH en convertissant la forme inactive de TGF-B en

une forme active, restreignant la mise en cycle des CSH (Yamazaki et al, 2011).
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8. Les interactions entre hématopoiéese et stroma

Les interactions entre cellules hématopoiétiques et cellules stromales sont
bidirectionnelles, complexes, directes ou indirectes. Les molécules d’adhérence
intercellulaires qui lient les cellules hématopoiétiques et les cellules stromales ont
un role majeur dans la communication et les signaux de domiciliation et de
quiescence des CSH. Par exemple lintégrine VLA-4 (very late antigen-
4/a4B1/CD49d) exprimée par les cellules hématopoiétiques peut se lier a VCAM-1
exprimée par les cellules stromales et la fibronectine de la MEC. L’inactivation de
VLA-4 leve la rétention des CSH dans la MO et induit leur mobilisation (Lichterfeld
et al, 2000). L’intégrine VLA-5 (very late antigen-5/a5B31/CD49e) peut se lier au
domaine RGD de la fibronectine. Les cellules hématopoiétiques expriment le
récepteur a l'acide hyaluronique qui se lie a l'ostéopontine. Les cadhérines
interviennent également dans les adhérences des CSH a la MEC et la N-Cadhérine

participe a la quiescence des CSPH.

L’'une des molécules impliquées de fagon majeure dans la régulation de la
niche et la domiciliation des CSH est la chimiokine CXCL12. Elle agit en tant que
chémoattractant des CSH leur permettant de se localiser dans des niches
optimales. Elle permet aux CSH de circuler entre la moelle et le sang et
inversement (Lapidot, Dar and Kollet, 2005). Elle pourrait également avoir des
effets propres sur la quiescence et la prolifération. La signalisation entre stroma et
cellules hématopoiétiques au sein de la niche fait intervenir non seulement CXCL12
mais également les cytokines comme la TPO, le SCF, le flt3-ligand. Les principaux
couples ligand/récepteurs impliqués dans la régulation des CSH sont présentés

dans la figure 10 (Yue Zhang et al,, 2012).

9. Une, deux ou de multiples niches ?

Une niche se définit par sa structure et par sa fonction. Deux types de niches
hématopoiétiques majeures ont été décrites, selon leur proximité de 'os : la niche
endostéale a la bordure des ostéoblastes et la niche vasculaire située au centre de
la MO, proche des artéres nourricieres. Les travaux récents sur la niche artériolaire
proposent un modele de niches plus complexes. En effet, les techniques de
visualisation sur animal vivant ont révélé que la niche endostéale est également

trés vascularisée. Les deux niches pourraient donc étre bien plus proches et
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collaboratives que les recherches passées pouvaient le suggérer (Ehninger and
Trumpp, 2011). De plus, il est clair que les CSH sont une population hétérogene et
qu'une partie de la variabilité observée soit due aux différentes niches ou au
différents facteurs ou concentrations de facteurs que recoivent les CSH en fonction

de leur microenvironnement.

Figure 10 : De nombreux ligands participent aux interactions moléculaires entre
les CSH et leur niche (Yue Zhang 2012)

Table 1 The key niche-related molecules that regulate HSCs or/and LSCs

Molecule Relevant stromal cells Regulation Regulation on non-HSC
on HSCs hematopoietic cells
N-cadherin Endosteal osteoblasts Homophilic ?
tethering
Fibronectin Integrin av CDI11b/NK cells
B3
Jagged-1/2, MSCs, osteoblasts, endothelium Notchl,2 Notch/T cells, Megakaryocyte
DLLI1
SCF Endothelium, peri-vascular stromal c-Kit c-Kit/mast cells, B cells, T
cells, osteoblast, leukemia cells cells
SDF-la CAR cells, osteogenic progenitors, CXCR4 CXCR4/leukocytes
osteoblasts
Angiopoietin-1 Endothelial cells, mesenchymal Tie2
progenitors, hematopoietic cells
TPO MPL MPL/thrombopoiesis
Wnt/DKK1 Osteoblast, mesenchymal progenitors Fz/LRP5/6 Fz/LRP5/6 co-receptor/Mye-
co-receptor loid progenitors, T cells
VEGFA HSC/leukemia cells Flkl
Hedgehog ? Ptch-Smo Ptch-Smo/T cell, B cell,
erythroid progenitors
TGFp GFAP" Nonmyelinating Schwann cells ~ TGFBR TGFBR/T cells, DCs
CD44-ligands
Prostaglandin ~ Osteoblasts,osteoclasts,endothelial COX-1 and WBC and platelets
E,(PGE ,) cells COX-2

Pour finir, tous les résultats tentant d’élucider la localisation exacte des CSH
dans la ou les niches ont été obtenus chez des souris ayant regu au préalable des
doses importantes ou létales d’irradiation. Ce traitement peut induire une
modification ou un remodelage non négligeable de la structure médullaire et des
fonctions des différentes populations cellulaires composants les niches. Par
ailleurs, la majorité de ces résultats ont été obtenus sur la population dite LSK.

Avec I'utilisation du marqueur CD150 et I’évolution des techniques d’imagerie,
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I'organisation des niches continuera d’étre étudiée et mieux comprise dans sa

complexité. La figure 11 illustre schématiquement les acteurs et leurs interactions

au sein des niches médullaires.

Figure 11 : schéma récapitulant les différents acteurs cellulaires et moléculaires de la niche.

Certains acteurs participent au maintien des cellules souches hématopoiétiques dont les
péricytes, les cellules endothéliales, les macrophages, les cellules CAR et le systeme nerveux
sympathique. En revanche les adipocytes régulent négativement le maintien des CSH dans
leur niche. Ce schéma a été proposé par Mendelson et Frenette (2014).

Osteoclast

Osteoblast

NFAT (ﬁ 1
h F.

M
= Fzpg Moncanonical

- = Whnt o
[« D)
f-catenin A CXCL12
Lymphoid ;
progenitor :
HSC ;T\ o p
quiescence e i ¢
retention NESTING™ ;
f Lepr' peri-
TGF-B P Pleiotraphin vascular cell
; %
Nonmyelinating :gg‘Tanfm TIE2 ™
peri- 2%g -
Schwann cell cxctiz A0 Angiocrine
ujs! iaugrs p
=
@@

vascular cell
ANGPT1 .,
vhg
\ JA?GE -2
Proliferation
Chemotherapy and expansion
)
:£ NFAT
MNOTCH1
NOTCH2 @

irradiation Adipocytes

P-catenin
(canonical Wnt)

26



Chapitre 3 : Leucémie aigué myéloide et cellules souches
leucémiques

1. Définition des leucémies aigués myéloides (LAM)

Parmi les hémopathies malignes, les leucémies sont définies par une
surproduction de cellules hématopoiétiques immatures bloquées dans leur
différenciation (blastes), contrairement aux syndromes myéloprolifératifs ou la
surproduction de cellules concerne les lignages matures. La prolifération
leucémique incontrolée se distingue selon le caractére chronique ou aigu et selon
I'origine myéloide ou lymphoide. Ce qui fait 4 combinaisons possibles : leucémie
myéloide chronique (LMC), leucémie lymphoblastique chronique (LLC), leucémie
aigué myéloide (LAM) et leucémie aigué lymphoblastique (LAL).

Les LAM présentent des sous-types hétérogenes caractérisés par l'état de
différenciation des blastes. Selon la classification Franco-Américano-Britannique
(FAB) proposée en 1976 et révisée en 1985, les sous-types MO a M7 sont
déterminés par la morphologie cellulaire analysée en histologie (Krause and Van
Etten, 2007) (Figure 12). La classification est la suivante et son incidence parmi les
LAM: MO: indifférenciée (3%); M1: myéloblastique sans différenciation (15-
20%) ; M2 : myéloblastique avec différenciation (25-30%) ; M3 : promyélocytaire
(5-10%); M4 : myélomonocytaire (20-30%); M5 (5%) est divisée en 2 sous-
groupes, M5a: monoblastique et M5b monocytaire; M6: érythrocytaire (5%);
M7 : mégacaryoblastique (3-12%).

Figure 12 : diagramme du développement myéloide normal associé aux sous-
types de LAM et CSL. Adapté de Krause & Van Etten, 2007
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La classification FAB représentait la premieére classification internationale des
LAM et reposait uniquement sur les critéres cytologiques ci-dessus et une mise en
évidence de plus de 30% de blastes dans la MO. Les LAM, qui favorisent
I'expansion clonale, s’accompagnent d’'une cytopénie fonctionnelle multilignage. Le
manque de cellules sanguines matures (globules rouges, plaquettes, granulocytes)
induit fatigue, saignement, infections et contribue a la morbidité de la pathologie.
La leucémie promyélocytaire FAB M3, traitée par l'acide tout trans-rétinoique
(ATRA) qui induit la maturation des blastes, est 'une des rares LAM a présenter un
bon pronostic. Depuis les 3 dernieres décennies, la survie a long terme des patients
souffrants de LAM n’a pas significativement changé. Il est donc nécessaire de
mieux caractériser les sous-types de LAM et leurs composants cellulaires pour

proposer des traitements plus ciblés.

2. Caractérisation cytogénétique et moléculaire des LAM

Les LAM ont été caractérisées selon leurs aspects morphologiques dans la
classification FAB mais apportait peu d’informations sur le pronostic du patient. En
2008, I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a proposé une autre classification
permettant de distinguer le pronostic d'une LAM en fonction du risque
cytogénétique ou moléculaire (figure 13), classification révisée en 2016 (Vardiman
et al, 2009). Le diagnostic de LAM repose désormais sur la mise en évidence de
plus 20% de blastes dans la MO ou dans le sang périphérique ainsi que la présence
d’anomalies cytogénétiques. La classification FAB ne sert plus qu’a dissocier les
LAM sans anomalie cytogénétique récurrente identifiée. Les analyses
cytogénétiques sont réalisées par analyse du caryotype et par Fluorescence In-Situ
Hybridization (FISH), préférentiellement a partir de prélevement de MO. La
classification 2016 requalifie 1’érythroleucémie (LAM6) en leucémie aigué
érythroide pure.

Cependant, 40 a 50% des LAM sont a caryotype normal et dans ce cas la
biologie moléculaire est informative pour l'orientation thérapeutique. Elle
recherche des mutations validées par I'European Leukemia Net (ELN). Cette
stratification pronostique basée sur la cytogénétique et la biologie moléculaire est
une aide au diagnostic et au pronostic qui est essentielle a la prise en charge des

patients.
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Risque Cytogénétique (chromosomique) Moléculaire (mutation)
Inv(16)(p13.1922) ou
t(16;16)(p13.1922) : CBF-MYH11
t(8;21)(922;922) : RUNX1-RUNX1T1 CEBPA biallélique
Favorable (15;17)(922;912) = PML-RARa (FAB
t(15;17)(q22;912) = -RARa
M3 sensible a I'ATRA) NPMZ (sans FLT3-TD)
. . Cytogénétique
Intermédiaire Trisomie 8 seule normale + FLT3-ITD
t(9;11)(p22 ;923) Fusion MLLT3- MLL KIT (CD117)
Complexe (23 anomalies)
Caryotype monosomal* FLT3-ITD + une
Autres t(v;11)(v ;923) Fusions MLL anomalie
Anomalies des chromosomes 5 ou 7 P53
) ou 1l
Mauvais inv(3)(021926.2) ou t(3;3)(q21;926.2) : Runx 1 (entité
RPN1-EVI1 provisoire OMS 2016)
t(6;9)(p23; g34) ; DEK-NUP214
t(9;22)(934;911) Fusion BCR/ABL

* Monosomal: 22 monosomies ou 1 monosomie et 1 (ou plus) défaut structural

Figure 13 : Classification simplifiée des LAM selon le risque cytogénétique ou
moléculaire (Mis a jour selon 'OMS 2008 et Vardiman et al. 2009)

Depuis, de nombreuses autres mutations récurrentes ont été identifiées dans
les LAM grace aux technologies de séquencage de nouvelle génération (NGS) telles
que DNMT3A, TETZ2, IDH1/2, ASXL1, EZH2 (modificateurs épigénétiques), SMC1A,
SMC3, RAD21, STAG2 (cohésines), NRAS, PTPN11 (voies de transduction), SF3B1,
SRSF2, U2F1 (spliceosome)(Murati et al, 2012),(Thomas and Majeti, 2017). Le
risque pronostique associé a ces mutations est toujours débattu (Grossmann et al.,
2012),(Patel et al., 2012) et dépendant des anomalies associées (Walter et al,
2009) ou du site de mutation lui-méme. Ils ne font donc pas partie de la
stratification pronostique pour le moment. Grace aux NGS, d’autres mutations

pourront encore étre identifiées (Alcalay and Meani, 2003).

En plus du profil cytologique, cytogénétique et moléculaire, d’autres facteurs
peuvent étre associés au pronostic tels que I'age du patient, I'état de santé général
au diagnostic, ou encore des facteurs liés a la LAM du patient tels que

by

I’hyperleucocytose au diagnostic (>100G/L), LAM secondaire a un traitement
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(chimiothérapie ou radiothérapie), les transformations d’hémopathies

préexistantes (syndromes myélodysplasiques ou myéloprolifératifs).

Cas spécifique de MLL

MLL (Mixed Lineage Leukemia et renommé KMT2 depuis 2013) est une
protéine régulatrice de la chromatine a activité méthyltransférase (histone H3
lysine 4 méthyltransférase (H3K4)), qui participe, au sein d’'un large complexe
protéique, au maintien du modele d’expression établi par d’autres facteurs de
transcription. Par exemple, MLL régule l'expression des genes Hox et les
réarrangements de MLL induisent une surexpression des genes Hox, incluant
HOXA7, HOXA9 et MEIS1. La dérégulation des genes Hox est potentiellement
responsable de la leucémogénéese. Les translocations impliquant le gene MLL
induisent de nombreuses possibilités de créations de fusion de genes partenaires
avec MLL, 70 partenaires différents connus a ce jour, qui sont a I'origine de LAM et
LAL agressives. 5 a 10% des LAM et 8 a 10% des LAL-B possédent des
réarrangements de MLL. Les fusions de MLL avec les génes AF4 (ALL-1 fused gene
from chromosome 4), AF9 (ALL-1 fused gene from chromosome 9), ENL (eleven-
nineteen leukemia), AF10 (ALL-1 fused gene from chromosome 10), ELL (eleven-
nineteen lysine-rich leukemia) et AF6 (ALL-1 fused gene from chromosome 6)
représentent 85% des translocations MLL retrouvées chez les patients (Yue Zhang
et al, 2012). Les partenaires nucléaires tels que AF4, AF9, AF10, ENL et ELL
représentent les partenaires les plus fréquents de MLL et possedent des domaines
activateurs transcriptionnels alors que les partenaires de type cytoplasmique
comme AF6 possédent des domaines de dimérisation par hélices hydrophobes «
coiled coil » induisant une dimérisation/oligomérisation de MLL. Les protéines
obtenues par la fusion de MLL et de son partenaire c6té c-terminal montrent une
suppression du domaine PHD de MLL (Hess, 2004). Le pronostic des LAM avec
réarrangements de MLL dépend de multiples facteurs: cellule d’origine de la
transformation (CSH, CMP, GMP CLP...), type de réarrangement, mutations

secondaires ou le microenvironnement (Basilico and Gottgens, 2017).
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3. Les cellules souches leucémiques

a) Concept de cellules souches leucémiques

Les travaux sur les cellules souches ont permis des avancées majeures dans la
compréhension du systeme hématopoiétique, son ontogénie et son homéostasie.
Les CSH sont définies par leurs capacités d’auto-renouvellement et de multiples
différenciations pour renouveler l'intégralité du systeme hématopoiétique et une

régulation fine de ces processus est nécessaire pour ’homéostasie du systeme.

Plusieurs travaux sur des échantillons de LAM ont montré qu'’il existe une
hiérarchie dans l'expansion clonale avec une fraction minoritaire a sa téte qui
maintient le développement leucémique. Le concept des cellules souches
leucémiques a émergé apres la description par I'équipe de ]. Dick d'une sous-
population leucémique aux propriétés semblables aux CSH et capables de greffer
en série la leucémie a des souris immunodéficientes NOD/SCID: les cellules
souches leucémiques (CSL), aussi appelées cellules initiatrices de leucémie (SCID
leukemia initiating cells)(Bonnet and Dick, 1997). Dans ce travail, les auteurs ont
observé que bien que les cellules CD34++CD38+ soient capables de générer des
colonies in vitro, elles ne sont pas capables de générer de LAM in vivo. Seules les
cellules leucémiques CD34+CD38- sont aussi bien capables de générer des colonies
in vitro et transplanter la leucémie in vivo. De plus, leur travail estime la fréquence
des CSL grace a un test de dilution en série et greffe a des souris receveuses. Selon
I’échantillon, la fréquence des CSL varie de 0,2 a 100 CSL/million de cellules
mononuclées. Ce petit contingent de cellules a la téte de la hiérarchie leucémique
pourrait étre responsable des rechutes de la maladie observées chez plus de 60%
des patients, bien que pres de 70% des patients répondent positivement aux

traitements de premiere ligne.

Si des évenements dérégulateurs tels que des mutations conférent un avantage
prolifératif, une capacité d’auto-renouvellement ou un blocage de la différenciation
a une CSH ou un progéniteur, cela va affecter 1'équilibre et conduire a une
prolifération incontrélée de blastes leucémiques non-fonctionnels, définition d'une

leucémie.
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b) Les CSL en quiescence

Les traitements actuels (chimiothérapies a base de cytarabine et
d’anthracycline) visent principalement la prolifération rapide, caractéristique des
blastes leucémiques. Cependant, les CSL peuvent étre en quiescence comme cela a
été démontré par des études ou la greffe a des souris immunodéficientes est
meilleure avec les CSL résistantes au 5-fluorouracil (5-FU), les cellules les plus
quiescentes (Terpstra et al, 1996). Un autre travail basé sur le suivi de cellules de
LAM transduites par un lentivirus puis greffées en série a permis d’identifier une
population CSL a division trés lente (identifiée a partir des greffes tertiaires). Les
CSL quiescentes pourraient étre ainsi protégées des thérapeutiques qui visent
majoritairement les cellules en cycle. La mise en cycle des CSL quiescentes par les
cytokines est une des pistes thérapeutiques explorée (Ding, Gao and Zhang, 2017),
par l'utilisation du G-CSF seul ou ensuite combiné a celle de la cytarabine,
fludarabine et idarubicine (FLAG-IDA)(Burnett et al, 2013). Ce protocole
d’induction continue d’étre appliqué dans certains centres hospitaliers avec une

efficacité similaire aux traitements classiques.

c) Caractérisation phénotypique des CSL

L’étude des caractéristiques des CSL a fait appel a la cytométrie de flux pour
distinguer les CSL des blastes ou des CSH par 'expression de marqueurs aberrants.
La majorité des échantillons de LAM sont CD34+. Les premiéres études ont montré
par greffes sériées chez des souris NOD/SCID ou en culture in vitro a long terme
que les CSL étaient CD34+CD38- (Sutherland, Blair and Zapf, 1996). Des travaux
plus récents, utilisant d’autres modeles murins (NOD/SCID/ IL2R-y), plus
permissifs a la xénogreffe, ont montré que, bien que présentes dans la fraction
CD34+CD38-, les CSL peuvent exister dans la fraction CD34+CD38+ et méme dans

la fraction CD34- a des fréquences plus faibles (Sarry et al., 2011).

Aucun marqueur spécifique des CSL n’a été identifié a ce jour. La difficulté
réside dans 'hétérogénéité des LAM mais aussi dans la possibilité de distinguer
des cellules leucémiques de cellules normales. En revanche certains marqueurs
sont exprimés de facon aberrante dans les LAM comme le CD7, marqueur des
lymphocytes T ou le CD11b qui marque les myéloides matures. D’autres

marqueurs ont été identifiés comme surexprimés sur les CSL CD34+ CD38- dont
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notamment le CD123, CD44, CD47 et d’autres (Ding, Gao and Zhang, 2017),

notamment revus par Thomas et Majeti (Thomas and Majeti, 2017),

L’expression du CD123 est exprimé par 98% des CD34+CD38- ou
CD34+CD38+ de 32 patients sur 34, comme le révele I'étude phénotypique
d’échantillons de LAM et correle avec leur capacité a greffer la LAM in vivo
contrairement aux cellules CD123-. De plus, I'expression du CD123 est retrouvé
notamment dans les LAM présentant des duplications internes en tandem du gene
FLT3 (FLT3-ITD) suggérant que ce groupe de LAM pourrait étre traité par des
anticorps ciblant le CD123 (Al-Mawali, Gillis and Lewis, 2016).

25% des LAM sont CD34- et peuvent présenter des CSL transplantables. Des
études de profils transcriptionnels et de capacité de greffe ont montré que les CSL
34- sont similaires aux CSL 34+ et que c’est la plasticité du CD34 qui serait

aberrante (Quek et al, 2016).

d) Métabolisme des CSL

Les cellules quiescentes ont un métabolisme ralenti car leur faible niveau
d’activité ne requiere pas beaucoup d’énergie. L’hypothese est donc que les LSC ont
un faible niveau de ROS qui peut étre évalué par les marqueurs mitochondriaux.
Une étude a rapporté que les CSL sont bien caractérisées par un faible niveau de
ROS, qu’elles surexpriment BCL-2 (anti apoptotique) et que cibler BCL-2 est une
stratégie de traitement permettant d’éliminer les LSC a faible ROS (Lagadinou et

al, 2013).

L’aldéhyde déshydrogénase (ALDH) est une enzyme cytosolique responsable
de I'oxydation intracellulaire des aldéhydes. Un haut niveau d’ALDH est associé au
potentiel souche des cellules et il a été proposé qu'il soit également lié a la
chimiorésistance des cellules souches. Une étude du groupe de D. Bonnet a validé
le concept dans les CSH issues de cordon ombilical ainsi que dans des
prélevements de LAM, ou l'activité de 'ALDH correle avec les CSL (Pearce et al,
2005). Un second groupe a mis en évidence que les CSL ont un niveau d’activité
d’ALDH inférieur aux CSH normales CD34+CD38- d'un méme échantillon,
permettant ainsi d’isoler séparément les CSH et les CSL pour développer de

nouvelles stratégies spécifiques des CSL (Schuurhuis et al., 2013).
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4. Concept de cellules pré-leucémiques

Le terme préleucémique a évolué avec le temps et les découvertes. Il a d’abord
été utilisé pour décrire I'état préleucémique des syndromes myélyodyslasiques
(SMD) qui évoluent vers la LAM dans pres de 30% des cas, dites LAM secondaires
(LAM-s). Avec le concept de cellules souches et I'observation que les SMD et AML
ont une origine clonale, d’abord mise en évidence par les observations de
I'inactivation du chromosome X chez les femmes puis grace aux NGS, a émergé le
concept d'une cellule préleucémique. Les NGS ont mis en évidence de nombreux
genes impliqués dans les SMD tels que TET2, SF3B1, ASXL1, SRSF2, EZH2, U2AF1,
BCOR, RUNX1 et DNMT3A (Koef and Leong, 2017). Ces mutations ne semblent pas
suffisantes a engendrer une véritable LAM. Des changements mutationnel ou
chromosomique supplémentaires sont nécessaires pour évoluer vers la LAM-s. Les
mutations retrouvées dans les LAM de novo, qui induisent des blocages majeurs de
différenciation, mais non-impliquées directement dans les LAM-s sont nommées
mutations drivers. Il s’agit pour principaux exemples de FLT3, NMP1, IDH1/2,
NRAS/KRAS, CEBPA, WT1 et KIT. Gilliand et Griffin ont proposé un modeéle ou le
développement leucémique nécessite 2 hits, c’est-a-dire 2 mutations associées
pour transformer vers la LAM (Gilliland and Griffin, 2002). En paralléle, les travaux
de Shlush et al ont trouvé dans les CSH purifiées au sein d’échantillons de LAM la
présence de DNMT3A muté a haute fréquence allélique, sans présence de la
mutation driver NMP1, présente seulement dans les blastes leucémiques (Shlush et
al, 2014). Ces CSH DNMT3A mutées ont un avantage de repopulation par rapport
aux CSH non mutées dans les xénogreffes, sans générer de développement
leucémique, confirmant leur identité préleucémique. Cependant sans second « hit »
tel que NMP1, la mutation DNMT3A n’est pas transformante. Prés de 90% des
patients avec une LAM de novo ont une rémission morphologique compléte,
pourtant la mutation préleucémique persiste dans leur prélevement de MO. Il
serait alors intéressant d’associer les thérapeutiques visant la mutation
préleucémique et celles visant la mutation driver pour éliminer les clones

leucémiques et préleucémiques en méme temps pour prévenir la rechute.
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5. Interactions des CSL avec la niche hématopoiétique

Comme pour les CSH, les CSL sont dépendantes du microenvironnement qui
les protége et assure leur maintien en quiescence. Ainsi le microenvironnement
serait en partie responsable de la chimiorésistance des CSL en les faisant bénéficier
des signaux d’autorenouvellement, de homing, de quiescence et de toutes les
cytokines présentes au sein de la niche, au méme titre que les CSH. Cependant les
CSL different des CSH par la dérégulation des interactions et des signaux régulant
leur prolifération et leur capacité d’invasion (Peled and Tavor, 2013). Le
microenvironnement leucémique est une cible potentielle pour atteindre les CSL et

limiter les rechutes.

Par exemple, les CSL expriment le CXCR7 en plus du CXCR4, récepteurs
impliqués dans 'adhésion et la migration en réponse au CXCL12, alors que les CSH
expriment le CXCR4 mais peu de CXCR7, ce qui favorise le maintien des CSL au sein
de la niche (Edward Allan R Sison and Patrick Brown, 2011). Des inhibiteurs de
CXCR4 peuvent étre utilisés pour induire la mobilisation des CSL et mieux les
exposer aux chimiothérapies. Il a été montré que les CSL vont greffer dans la MO
dans la région endostéale (Ishikawa et al, 2007) ou les molécules d’adhésion
comme le CD44 y sont également importantes. Une inhibition in vivo du CD44 par
un anticorps monoclonal dans un modele de xénogreffe induit une diminution du
nombre de cellules leucémiques et leur capacité de greffe sériée (Jin et al., 2006).
La revue trés complete et publiée par Shafat et Al en 2017 détaille les interactions
connues entre les cellules leucémiques et leur niche et en particulier les
composants cellulaires de cette niche (Shafat et al,, 2017), peut étre résumée par le
figure 14 ci-apres. Il existe trois facons de viser les cellules leucémiques en
agissant sur les fonctions de support fournies par la niche : cibler 'angiogénese, le

meétabolisme énergétique et les capacités de migration.

Les études précliniques et cliniques ont démontré le bénéfice apporté par des
traitements ciblant CXCR4 (TN140, AMD3100, AMD3465, MDX-1338)(Tabe and
Konopleva, 2014).
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Figure 14 : Les interactions des cellules leucémiques avec leur microenvironnement
supportent leur maintien et leur prolifération aux dépends des cellules
hématopoiétiques normales (Shafatetal., 2017)
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Chapitre 4 : Dérégulation des voies de signalisation de
I’hématopoiese

En 2000, Hanahan et Weinberg ont proposé une structure récapitulative
décrivant les six détournements emblématiques des processus de contréle
cellulaire par les cellules cancéreuses. Leur travail, réévalué et étendu par eux-
mémes en 2011, a ajouté quatre autres caractéristiques pour compléter le tableau
(figure 15) et soulignant que linstabilité génomique peut étre a l'origine de
plusieurs des caractéristiques acquises par les cellules cancéreuses. De plus, ils
mettent en avant la notion de complexité du microenvironnement tumoral. En effet
si la cellule souche cancéreuse est la graine du cancer, le microenvironnement est

son terreau.

Figure 15 : "Hallmarks of cancers” version 2011, schéma décrivant les axes
biologiques détournés par la cellule cancéreuse
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1. Voies de signalisation impliquées dans la survie

a) Wnt
La voie Wnt (Wingless-related integration site) produit 19 glycoprotéines

riches en cystéine, sécrétées dans la matrice extracellulaire. La voie canonique de
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Wnt est activée par la liaison d’un ligand Wnt (tel que Wnt 1, Wnt 3A et Wnt 8) a
un récepteur a protéine G de la famille Frizzled (Fz) et a un co-récepteur de la
famille des récepteurs de low-density lipoprotein (LRP5 ou 6). Il y a alors
déconstruction d'un complexe de molécules de signalisation intracellulaire (dont
CK1a, APC, GSK3B) nommé complexe de dégradation et perte de leur interaction
avec la [(-caténine phosphorylée. La (-caténine hors du complexe n’est plus
phosphorylée et s’accumule dans le cytoplasme, ce qui permet la transduction du
signal par sa translocation dans le noyau. Elle entre en compétition avec les co-
répresseurs de la famille GRG (groucho-gene related) pour lier les facteurs de
transcription TCF/LEF (T cell factor/lymphoid enhancer factor) et former un
complexe permettant la transcription de genes cibles tels que c-Myc, c-Jun ou
cyclin D1 (figure 16, (Duchartre, Kim and Kahn, 2016)) qui ceuvrent en faveur de la

prolifération et la survie.

En parallele, les glycoprotéines Wnt peuvent amorcer d’autres mécanismes
indépendants de (3-caténine et constituer ainsi deux voies non-canoniques de Wnt.
La voie de polarité planaire implique des ligands Wnt tels que Wnt 5A ou Wnt 11 et
de petites protéines G telles que RhoA, RAC et Cdc42 pour contréler le
cytosquelette, 'adhésion ou la migration cellulaire. La seconde voie non-canonique
est la voie Wnt dépendante du calcium qui utilise des récepteurs de Wnt alternatifs
RYK et ROR et participe a la migration cellulaire. Une autre hypothése propose que
les voies canoniques et non-canoniques soient interdépendantes et forment en

réalité une voie Wnt « intégrée ».

La voie Wnt/B-caténine est impliquée dans de nombreux cancers dont
notamment les cancers colorectaux ou on retrouve des mutations du gene APC qui
entraine I'accumulation de la B-caténine et I'activation des genes de prolifération.
Le réle de Wnt au sein de la niche est trés controversé car des équipes ont montré
qu’elle n’est pas indispensable a I’hématopoiése adulte alors des travaux
démontrent au contraire que la voie Wnt est exprimée de fagon importante au sein
de la moelle osseuse ou elle joue role majeur dans l'autorenouvellement et la
survie des CSH (Lane, Scadden and Gilliland, 2009)(Luis et al., 2012)(Kabiri et al.,
2015). Dans des conditions physiologiques, 'expression de l'inhibiteur de Wnt
Dickkopfl (DKK1) par les ostéoblastes induit une perte des propriétés souches et

une différenciation incontrolée des CSH (Fleming et al.,, 2008).
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Dans le méme sens, 'activation de Wnt dans le stroma induit 'activation de la
voie Notch qui participe a I'auto-renouvellement des CSH. De nombreux travaux
ont montré que le développement leucémique est soutenu par la voie Wnt dans les
LAM et dans les LMC . Dans les modeles murins de LAM induite par la co-
expression des oncogenes HOXA9 et MEIS1 par l'intermédiaire du géne de fusion
MLL-AF9, I'autorenouvellement des CSL nécessite les signaux Wnt. Il est probable
de la complexité des différentes voies dépendantes de Wnt ainsi que l'intervention
de nombreux acteurs du microenvironnement n’aient pas encore permis d’élucider

tous les réles de Wnt dans la leucémogénese.
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b) PI3K/AKT/mTor

La famille du phosphatidyl inositol 3 kinase est une large famille de kinases
classées en trois groupes (IA/IB, II et IIl) qui se distinguent par leur structure,
leurs substrats lipidiques, leurs fonctions, leurs distributions tissulaires et leurs
mécanismes d’action. Leur activité kinase phosphoryle les phosphoinositides en
position 3 du noyau inositol. Elles ont été mises en évidences dans de tres diverses
fonctions biologiques telles que la quiescence, la prolifération, la différenciation, la
motilité, la survie et le trafic intracellulaire et sont fréquemment retrouvées

dérégulées dans les cancers.

Activées par les facteurs de croissance via les récepteurs TK, les PI3K
convertissent le phosphatidylinositol en une cascade qui aboutit au
phosphatidylinositol (3,4,5)-triphosphate : PIP3 qui permet de le recrutement a la
membrane de nombreuses protéines de signalisation dont les protéines a
domaines PX, a domaines PH (pleckstrin homology) ou a domaines doigt de zinc

FYVE.

Les produits de phosphorylation des PI3K permettent notamment de recruter
AKT (protéine kinase B) et la PDK1 (phosphoinositide-dependent kinase-1) a la
membrane plasmique via leur domaine PH. L’interaction d’AKT et PDK1 va
permettre la phosphorylation d’AKT par PDK1 et une activation partielle d’AKT.
AKT sera pleinement activé apres phosphorylation par le complexe mTORC2. AKT
sera alors le point de départ d'une cascade d’activation permettant la survie et la
prolifération par de multiples voies. En effet la littérature rapporte plus de cent
substrats distincts d’AKT dont les principaux sont FOXO, GSK3, TSC2, RAF1 et
caspase 9 qu'il inhibe, ainsi que MDM2 et IKK qu'il active. L’activation de la voie
PI3K/AKkt est finement régulée notamment par des phosphatases telles que PTEN
(Phosphatase and Tensin Homologue) ou SHIP-1 (SH2Z domain containing inositol
phosphatase-1) capables de déphosphoryler PIP3 en PIP2 (Piddock, Bowles and
Rushworth, 2017).

Les dérégulations de la voie PI3K/AKT sont tres fréquentes dans les LAM, une
activation de cette voie est retrouvée chez plus de 60% des patients et associée a
un mauvais pronostic. Les récepteurs TK peuvent fonctionner de facon aberrante

et notamment I'lGF1-récepteur ou en réponse au VEGF (Torres-Arzayus et al,
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2004). De nombreux inhibiteurs d’AKT tels que le CAL-101, le MK2206 et
I’AZD5363 ont été proposés pour le traitement des LAM et montrent un effet
antiprolifératif ou une sensibilisation aux chimiothérapies dans les modeles
précliniques. La rapamycine et ses analogues sont des inhibiteurs de mTor, présent
dans les complexes mTORC1 et mTORC2, qui ont montré une activité anti-
leucémique en combinaison avec I'étoposide dans les modeles murins de LAM (Xu,
Thompson and Carroll, 2009). Cependant, I'utilisation combinée des analogues de
la rapamycine et des chimiothérapies n’a pas montré de meilleure efficacité que les
chimiothérapies seules en essais cliniques. Les interactions récepteurs
TK/PI3K/AKT sont nombreuses et complexes et suggerent I'utilisation simultanée
d’inhibiteurs de plusieurs acteurs de cette voie et en particulier des anticorps
ciblant les récepteurs TK, déja utilisés en clinique, avec des inhibiteurs de PI3K ou

AKT.

¢) HedgeHog (HH)

La voie Hedgehog est impliquée dans le développement des la vie
embryonnaire ou elle régule la prolifération et la différenciation. Les mammiferes
ont trois homologues a Hedgehog HH : Sonic Hedgehog SHH, Desert Hedgehog
DHH et Indian Hedgehog IHH (Berman et al,, 2003; Thayer et al., 2003; Watkins et
al., 2003; Karhadkar et al.,, 2004). Les ligands HH lient les récepteurs Patched 1 et 2
(Ptch) pour lever I'inhibition de Smoothened (Smo) qui est couplé aux récepteurs a
protéines G. Smo libéré de l'inhibition de Ptch conduit a I'activation des facteurs
de transcription de la famille Gli. La voie Hedgehog est activée de facon aberrante
dans de multiples cancers. Les investigations menées sur les lignées leucémiques
ainsi que sur des LAM primaires ont montré une activation de cette voie et son
implication dans le maintien des CSL CD34+. En revanche, la voie HH n’est pas
nécessaire au développement de LAM induite par MLL-AF9 alors qu’elle est
nécessaire au maintien des CSL des LMC ou la déplétion de Smo cause la déplétion
des CSL. Dans les lignées ou elle est exprimée (Kasumi, TF-1), la voie HH est
impliquée dans la régulation de transporteurs de drogues, de BCL2 et de BCLxI
(anti-apoptotiques) (Kobune et al, 2009). Le facteur de transcription de cette voie,
GLI2Z, est surexprimé dans certaines LAM avec mutations FLT3 ITD (Lim et al,

2015).
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d) JAK/STAT

JAK2 fait partie de la famille des Janus Kinases (JAK), tyrosine Kkinases
cytoplasmiques. Elle est impliquée dans la transduction de signaux dépendants des
facteurs de croissance. L’activation de la voie JAK/STAT est un marqueur des
néoplasmes myéloprolifératifs aboutissant une hypersensibilité ou une
indépendance aux cytokines. Les mutations gain de fonction de JAK2 sont moins
fréquentes dans les LAM, environ 3% des LAM de novo (Vicente et al, 2007).
Cependant, des travaux ont démontré une activation fréquente de STAT3 dans les
LAM de novo, probablement conduite par d’autres évenements oncogéniques telles
que les translocations (8 ;21) ou les mutations FLT3 ITD (Steensma et al., 2006). Le
ciblage de STAT3 en combinaison avec les chimiothérapies peut se montrer
intéressant dans la mesure ou une étude a montré que 'activation de STAT3 est

corrélée a la résistance aux drogues.

e) RAS/MAPk

Les MAP kinases (Mitogen-activated protein) sont des sérines thréonines
kinases tres conservées au cours de I'évolution et d’expression ubiquitaire mais
leurs activités difféerent selon des stimuli spécifiques. Six branches de MAPk ont été
identifiées : ERK-1 et -2 (extracellular signal-regulated kinase), JNK-1, -2 et -3 (c-
jun aminoterminal kinase), p38, ERK-3 et -4, ERK-5 et -6 et enfin ERK-7 et -8.
Chaque groupe de MAPK est activé par une cascade de phosphorylation qui lui est
propre, suivant une organisation hiérarchisée. Ainsi, les MAPK sont activées et
phosphorylées par les MAPKK qui sont elles-mémes phosphorylées par les
MAPKKK généralement activées par phosphorylation.

L’activation de récepteurs a TK va recruter des protéines adaptatrices telles
que Shc ou le complexe Grb2 (growth factor receptor-bound protein 2)/S0S-1 (son
of sevenless) et permettre 'activation de Ras, une petite protéine G a activité
GTPase (Li et al, 1994). Une fois activée, Ras recrute a la membrane plasmique la
protéine MAPKKK effectrice Raf. Raf va activer ses effecteurs MAPKK MEK-1 et 2
qui vont a leur tour phosphoryler leurs cibles ERK-1 et -2. ERK-1 et -2 sont
ubiquitaires et participent a la prolifération et la survie ainsi que la différenciation

granulomonocytaire.
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La voie RAS/MAPK régule des fonctions clés dans la cellule et des altérations
sont observées dans de nombreux cancers. Concernant les LAM, la voie MAPK est
constitutivement activée dans la majorité des LAM, de 50 a 83% selon les études.
Cela est confirmé par l'inhibition de MEK1 qui entraine une apoptose des blastes
LAM (Lunghi et al, 2003). Cette activation constitutive est due a différents facteurs
pour la plupart impliqués également dans l’activation de la voie PI3K/Akt :
mutations des récepteurs FLT3, Kit ou des mutations RAS. Les protéines N-RAS et K-
RAS sont mutées respectivement dans 25 et 15% des échantillons primaires de LAM

(Reuter, Morgan and Bergmann, 2000).

f) CXCR4/cXCL12

Le récepteur CXCR4 a été identifié en 1996 comme cofacteur du VIH,
permettant la fusion du virus avec ses cellules cibles. L’identification de son ligand,
la chimiokine CXCL12 (SDF-1) a permis de le classer dans les récepteurs a
chimiokines. Les chimiokines sont des cytokines chimio-attractantes qui vont lier
des récepteurs a sept domaines transmembranaires couplés a des protéines G pour

réguler le traffic cellulaire, la réponse immunitaire et 'adhésion.

Des modeles murins invalidés pour CXCR4 ou CXCL12, létaux au stade
embryonnaire, ont montré les roles essentiels que jouent ces genes dans la mise en
place du systeme hématopoiétique embryonnaire ainsi que dans la vascularisation,
le cceur et le cerveau (Ratajczak et al, 2006). Le CXCL12 est produit
constitutivement par différents organes dont les poumons, le foie, le muscle
squelettique, le cerveau, les reins, le ceeur, la peau, la rate et la moelle osseuse dont
les ostéoblastes, les cellules endothéliales et les cellules réticulaires. Le CXCL12 est
produit également en réponse a '’hypoxie et aux atteintes tissulaires (irradiation,
chimiothérapie, blessure) par les cellules endothéliales et péricytaires (Fiegl et al,
2009). Parallelement, le récepteur CXCR4 est aussi présent sur ces mémes
nombreux tissus et sur les cellules hématopoiétiques dont notamment les CSH, les
lymphocytes T et B, les monocytes, les macrophages, les neutrophiles et les
éosinophiles. Le couple CXCR4/CXCL12 est nécessaire au homing ou « nichage »,
c’'est-a-dire au retour au sein de la MO des CSH. La diminution de CXCL12 ou
I'utilisation d’inhibiteurs de CXCR4 tels que le G-CSF, ’TAMD3100 ou le TN140 vont

interrompre le homing et les CSH seront retrouvées dans le sang périphérique. Les
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travaux de Sugiyama ont également démontré I'importance de I'axe
CXCR4/CXCL12 dans le maintien du pool de CSH en utilisant des souris ou CXCR4
est délété conditionnellement dans la moelle osseuse (Sugiyama et al, 2006).
L’utilisation de ce modele a montré que I'absence de CXCR4 promeut la sortie de
phase Go et l'entrée en Gi menant a une expansion de progéniteurs plus
différenciés et donc une réduction du pool de CSH. Sugiyama a également utilisé
des souris knock-in CXCL12-GFP et I'imagerie pour montrer 'importance de la

proximité entre les cellules productrices de CXCL12 et les CSH.

Les LAM montrent une expression hétérogene de CXCR4 a la membrane et
plusieurs groupes ont démontré significativement la corrélation entre mauvais
pronostic et expression élevée de CXCR4 (Spoo et al, 2007). Des dérégulations de
voies de signalisation en amont de CXCR4 peuvent participer a 'augmentation de
son expression en surface comme dans le cas des LAM avec mutations FLT3-ITD ou
fusions ETV6. Les LAM exploitent différentes voies de signalisation pour permettre
leur survie et leur prolifération, 'axe CXCR4/CXCL12 y participe parfaitement par
ses capacités a activer les voies PI3K/AKT, MAPk ou l'activation de BCL-xl anti-
apoptotique (figure 17) (Y Zhang et al., 2012)(Chen et al., 2013).

Figure 17 : schématisation des voies de signalisation intracellulaires
régulées par I'axe CXCR4/CXCL12 d'apres B.Teicher et S.Fricker (2010)
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»  CXCR4 et autres ligands
Il a longtemps semblé que CXCL12 était le seul ligand de CXCR4, en faisant un

récepteur monogame, exceptionnel parmi les autres récepteurs de chimiokines.

Des travaux récents ont montré que CXCR4 interagit avec d’autres ligands :

» CXCR4/MIF

MIF est la premiere cytokine a avoir été décrite en 1966 pour son role
d’inhibition de la migration des macrophages mais ses fonctions et interactions
sont restées méconnues pendant plusieurs décennies. L’activité de la poche
catalytique de MIF en N-ter montre notamment une activité tautomérase qui
participerait a I'activité inflammatoire de MIF mais de maniere non-élucidée. Un
modele murin mutant pour le site catalytique N-ter a montré 'importance de ce
site dans les interactions protéine-protéine de MIF mais non nécessaire a son
activité cytokine. Le récepteur canonique de MIF est le CD74 (HLA-DR). En 2007,
une étude a identifié MIF comme ligand non classique des récepteurs CXCR2 et
CXCR4 via la formation de complexes de récepteurs dimériques CXCR2/CD74 et
CXCR4/CD74 capables de promouvoir I'athérogénese (Bernhagen et al., 2007).

» CXCR4/ubiquitine

En 2010, des travaux ont mis en lumiere I'ubiquitine extracellulaire comme
ligand potentiel du récepteur CXCR4 (Saini, Marchese and Majetschak, 2010).
L’'ubiquitine extracellulaire, beaucoup moins étudiée que I'ubiquitine
intracellulaire, a montré dans des modeles in vivo des propriétés anti-
inflammatoires et de régulation leucocytaire. CXCR4 est ubiquitiné de maniere
agoniste-dépendante a la membrane plasmique et nécessite la phosphorylation
préalable du récepteur par GRK6 et/ou PKCS suite a I'activation du récepteur par
son (ses) ligand(s). L’utilisation de récepteurs CXCR4 mutants a montré que
I'ubiquitination de CXCR4 par I'’enzyme E3 ubiquitine-ligase AIP4 s’effectue sur les
résidus sérine 324 et 325. AIP4 est une E3 ligase de la famille Nedd4-like décrite
dans la différenciation érythroide et lymphoide et la régulation immunitaire. AIP4
est également impliquée dans l'ubiquitination de c-FLIP (anti-apoptotique,
inhibitrice de caspase 8) et sa dégradation protéasomale. Une étude tres récente
montre que 'ubiquitination de CXCR4 est promue par la protéine MIM (missing-in-

metastasis, ou MTSS1) en formant un complexe avec AIP4 (Li et al, 2017). Une
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surexpression de MIM induit l'inhibition des réponses de CXCR4 a CXCL12,
I'accumulation de corps vésiculaires dans le cytoplasme et l'internalisation de

CXCR4.

» Ladualité CXCR4 et CXCR7

Durant de nombreuses années, le couple CXCR4/CXCL12 était considéré
comme un couple monogame. Nous avons vu que CXCR4 est capable de lier
d’autres ligands mais il faut aussi noter que CXCL12 est capable de se fixer avec
une haute affinité a un autre récepteur : le CXCR7 (Balabanian et al., 2005). Comme
CXCR4, CXCR?7 lie le CXCL12 par son domaine N-terminal et son expression est
relativement ubiquitaire bien que son spectre d’expression soit controversé.
CXCR7 est un récepteur aux chimiokines atypique, incapable de signaler via les
protéines G. CXCR7 est exprimé par de nombreux types de cancers et est essentiel
pour la survie et la croissance des cellules tumorales mais n’est pas impliqué
directement dans la migration (Burns et al, 2006). L’utilisation de modéles
animaux KO pour CXCR7 a montré que les actions de CXCR7 et CXCR4 ne sont pas
redondantes car, bien que les délétions de I'un des deux genes soit létale, les
atteintes des organes observées sur les feetus ne sont pas les mémes. La délétion
de CXCR7 chez la souris entraine la mort périnatale des petits, présentant
principalement des atteintes cardiaques avec une atteinte endothéliale, des défauts
du septum ventriculaire et des malformations des valves cardiaques (Sierro et al,
2007). Les différentes données de la littérature proposent que les fonctions de
CXCR7 soient médiées par différents mécanismes. Tout d’abord, il a été montré par
des techniques de BRET (Bioluminescence Resonance Energy Transfer) que CXCR4
et CXCR7 peuvent s’hétérodimériser (Levoye et al, 2009). Cet hétérodimere
permet le recrutement de la (-arrestine et I'activation des voies de signalisation [3-
arrestine-dépendantes (Décaillot et al., 2011). Ensuite, par une action de collecte
de CXCL12 comme un «siphon», séquestrant le CXCL12 disponible et donc
limitant I'action de CXCR4 (Wang et al., 2012)(Uto-Konomi et al., 2013) ou bien au
contraire permettant d’améliorer la migration via CXCR4 en limitant
I'internalisation de ce dernier (Sanchez-Alcafiiz et al., 2011). Ces différentes sont
résumées schématiquement dans la figure 18. Il avait été démontré que la
signalisation dépendante de CXCL12 active la voie Akt/mTOR/Fox03 et inhibe la

voie du TGF- B pour promouvoir la mise en cycle des progéniteurs CD34+
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(Chabanon et al.,, 2008). Récemment il a été mis en évidence que le CXCR7 participe
a la signalisation du CXCL12 car l'inhibition de CXCR7 empéche I'activation d’Akt
CXCL12-dépendante et diminue la mise en cycle, la survie et la capacité a former

des colonies des progéniteurs CD34+ (Torossian et al., 2014).

Il est important de prendre en compte ces donnes récentes sur CXCR7 lors de
I'étude des mécanismes régulés par CXCR4 car on ne peut exclure que les effets

observés soit, au moins en partie, dus a CXCR7 ou le complexe CXCR4/CXCR?7.

Figure 18 : représentation schématique des voies modulées par CXCR4, CXCR7 ou le
complexe CXCR4/CXCR7 (Asri et al., 2016).
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2. Voies d’apoptose

L’apoptose est le suicide programmé de la cellule, physiologique et essentiel a
I’homéostasie des différents tissus. Il existe deux voies d’apoptose: la voie
intrinseque dépendante de la mitochondrie et la voie extrinséque qui implique les
récepteurs de mort. Les traitements par chimiothérapies des LAM ont pour but

d’induire la mort cellulaire par apoptose mais les dérégulations de I'apoptose dans
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les LAM et d’autres cancers a poussé la recherche a se pencher sur ces

mécanismes.

a) Apoptose intrinséque ou mitochondriale

L’apoptose intrinseque est médiée au sein de la mitochondrie suite a divers
stress cellulaires et dépend principalement des membres de la famille BCL-2. La
famille BCL-2 compte de nombreux membres régulateurs qui ont des propriétés
pro- ou anti-apoptotiques qui régulent les membres effecteurs de cette famille :
Bax et Bak. Les membres anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 sont les protéines a
multi-domaines (BH1, BH2, BH3, BH4) Bcl-2, Bcl-w, Bcl-xl, MCL1 et Al. IIs
protegent la cellule en bloquant les effecteurs Bax et Bak (Testa and Riccioni,

2007).

Les membres pro-apoptotiques de la famille Bcl-2 sont les protéines a domaine
BH3-seul tels que Bim, Bid, Bad, Puma et Noxa. Ils sont finement régulés par les
facteurs de transcription en réponse aux dommages a ’ADN ou la privation de
cytokines par exemple et fonctionnent comme des capteurs de signaux pro-
apoptotiques. Pour les bloquer, ces protéines peuvent étre phosphorylées et
séquestrées en réponse aux voies de survie telles que PI3K/AKT ou MAPKinase. Ils
tiennent le réle clé d’activateurs de Bax et Bak, les effecteurs, pour déclencher
I'apoptose (Adams, 2003), (figure 19). Les protéines anti- et pro-apoptotiques
s’antagonisent mutuellement pour contréler 'apoptose. Le déséquilibre entre les

deux fonctions de cette famille entraine ainsi soit la mort soit la survie de la cellule.

Healthy cell Apoptotic cell

Mitochondrion 2

apoptosome

nucleus nucleus S/2
endo o

Figure 19 : La voie d'apoptose mitochondriale. Le déclenchement de l'apoptose
entraine la perméabilisation de la membrane externe de la mitochondrie et le
relargage du cytochrome c et la formation de l'apoptosome. Issue d’Adams, 2003.




b) Apoptose extrinséque : les récepteurs de mort
Les récepteurs de mort sont des récepteurs transmembranaires qui sont
caractérisés par la présence d'un domaine de mort dans le compartiment
intracellulaire et capable d’interactions protéine-protéine. Ils font partis de la
superfamille des récepteurs TNF (tumor necrosis factor receptor) et sont divisés
en deux branches selon le recrutement provoqué par leur activation : FADD (Fas-
associated Death Domain) ou TRADD (tumor necrosis factor receptor -associated

death domain) (Wilson, Dixit and Ashkenazi, 2009).

c) Les caspases

Elles sont les protéases effectrices de l'apoptose par clivage de motifs
spécifiques. Elles sont synthétisées sous forme inactive et I'activation des caspases
initiatrices (caspase 9 pour l'apoptose intrinseque et caspase 8 pour I'apoptose
extrinseque) entraine la cascade de caspases effectrices et en particulier les
caspases 3 et 7. Une fois activées, les caspases effectrices clivent un tres grand
nombre de substrats (pres de 300 identifiés) dont des protéines du cytosquelette,
de structure nucléaire, de réparation de I’ADN, des kinases et des protéines du
cycle cellulaire, ce qui les inhibe ou entraine la dégradation de la plupart de ces

cibles (Chumsri, Matsui and Burger, 2007).

d) Dérégulation des voies d’apoptose dans les LAM

L’équilibre gérant la survie ou la mort est évidement la cible des dérégulations
touchant de nombreuses pathologies dont le cancer. La résistance a la mort

cellulaire est 'une des branches du « Hallmarks of cancers ».

Dans le contexte des LAM, une surexpression de BCL2, anti-apoptotique, a été
observée et peut étre associé aux anomalies de RUNX1/RUNX1T1 retrouvées dans
les lignées Kasumi et SKNO (Klampfer et al.,, 1996). Des anticorps BH3 mimétiques
sont développés dans I'optique de bloquer BCL2 et BCL-x. Par ailleurs, I'analyse de
256 cas de LAM par cytométrie en flux a montré que BCL2 est surexprimé dans les
LAM associées a un mauvais pronostic. L’expression d’Apaf-1, nécessaire a la
formation de I'apoptosome, est inhibée par méthylation de son promoteur dans
certaines lignées cellulaires ainsi que pour 42% (5 sur 12 LAM) échantillons de
LAM (Furukawa, 2005). Cette inhibition peut étre restaurée par l'utilisation

d’agents déméthylants (azacytidine). Une absence ou une faible expression de
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FADD, I'adaptateur principal de la voie d’apoptose des récepteurs de mort FAS et
TRAIL, analysée par western blot et immunohistochimie est retrouvée sur pres de
60% des 70 échantillons de LAM, est également associée a un mauvais pronostic et
prédictive de résistance a la chimiothérapie (Tourneur et al., 2004). D’autres pistes
de résistance a 'apoptose dépendante de TRAIL ont été étudiées, par exemple 20%
des LAM de novo de 92 patients montre une augmentation d’expression
membranaire de TRAIL-R3, anti-apoptotique, analysée par cytométrie en flux, qui
est associée a une survie diminuée (Chamuleau et al, 2011). La caspase 8,
initiatrice de I'apoptose via les récepteurs de mort, possede plusieurs isoformes
dont la caspase 8L a laquelle il manque le domaine catalytique et qui inhibe la
caspase 8 en titrant les adaptateurs FADD. Les CSH CD34+ ainsi que les LAM
indifférenciées (MO et M1) expriment lisoforme caspase 8L de fagon

prédominante (Mohr et al., 2005).
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Chapitre 5 : Régulation des espéces réactives de I'oxygene dans
les cellules hématopoiétiques

Le métabolisme aérobie permet une production efficace d’énergie sous forme
d’ATP (adénosine triphosphate) via les chaines de transports d’électrons au sein
de la membrane interne mitochondriale mais génere aussi des especes réactives de
I'oxygene (ROS). ROS est un terme générique qui regroupe toutes les especes de
I'oxygene plus réactives que l'oxygene libre. Les radicaux superoxydes (02-), le
peroxyde d’hydrogene (H202), les radicaux hydroxyles (OH-) et les singlets
d’oxygenes (0O-) sont les principaux ROS. Ils sont a l'origine de la peroxydation
d’acides nucléiques, de lipides, d’acides aminés et de glucides. Une concentration
physiologique de ROS joue un réle dans les voies de signalisations (D’Autréaux and
Toledano, 2007; Schieber and Chandel, 2014), mais a de fortes concentrations les
ROS peuvent oxyder les constituants cellulaires conduisant a la sénescence,
'activation des voies d’apoptose ou la carcinogénese (Yahata et al, 2015). La
surexpression de I'enzyme anti-oxydante superoxyde dismutase (SOD) chez la
drosophile prévient le vieillissement des cellules souches germinales et augmente
leur prolifération, suggérant que les ROS participent directement au vieillissement

cellulaire (Pan et al., 2007).

1. Origine des espéces réactives de I'oxygene

Les ROS sont produites par la respiration oxydative de la mitochondrie ou en
réponse au stress environnemental (radiations ionisantes, traitements
génotoxiques). La principale source de ROS connue aujourd’hui est la mitochondrie
par la respiration aérobie. On estime que 2 a 5% de I'oxygéne consommé au niveau
mitochondrial est transformé en radicaux superoxydes O2- de maniere passive,
continue et physiologique en conséquence d'un relargage d’électron. La formation
des ROS mitochondriales nécessite I'expression d’une kinase redox-sensitive,
I'isoforme p66 de ShcA (p66shc) qui stimule directement la production de ROS
mitochondriales par I'oxydation du cytochrome C. En effet, les souris déficientes
pour p66ShcA ont une production de ROS diminuée, une résistance au stress
augmentée et une espérance de vie prolongée (Migliaccio et al., 1999; Giorgio et al.,
2005). En parallele, les cellules peuvent également produire des ROS de maniere

active par les membres de la famille « NADPH oxydase » (NOX 1-5, Duox1 et 2). Les
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NOXs catalysent la réduction de 1’02 en utilisant comme donneur d’électron le
nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH dans sa forme réduite ou
NADP dans sa forme oxydée). La myéloperoxydase (MPO) peut produire une
espece extrémement pro-oxydante: l'acide hypochloreux (HOCI) a partir de
peroxyde d’hydrogene (H202) au sein des phagosomes et notamment par les
cellules granuleuses et les macrophages pour se défendre contre les bactéries. Cet
exemple montre que les especes réactives de 'oxygene peuvent étre essentielles a
la survie de I'organisme L’histoire compléte de la découverte et des mécanismes de

la MPO ont été revus en 2005 (Klebanoff, 2005).

2. Régulation des ROS

a) Régulation enzymatique

Pour limiter I'accumulation du stress oxydatif, les organismes aérobies ont mis
en place des systemes de défense pour échapper aux effets délétéres des ROS. Les
radicaux superoxydes produits par la respiration mitochondriale ou les NOX sont
convertis tres rapidement en H202 par des mécanismes de régulation tres fins
impliquant des protéines spécialisées telles que la superoxide dismutase
mitochondriale (Mn-SOD, SOD2), cytosolique (Cu/Zn-SOD1) ou membranaire et
extra-cellulaire (Cu/Zn-SOD3) (Pervaiz, Taneja and Ghaffari, 2009) tels que illustré

en figure 20.
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Figure 20 : représentation schématique de la génération de H20: et leur recyclage.
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La respiration mitochondriale produit des radicaux superoxydes qui sont converties en
peroxyde d’hydrogene par les enzymes antioxydantes (SOD, catalase, peroxiredoxine,
glutathion-peroxidase). L ‘accumulation d’H202 en présence d’ions ferreux engendre la
réaction de Fenton et la production de radicaux hydroxyles a l'origine du stress oxydatif. 52



L’accumulation d’H202, en présence d’ions ferreux réduits, conduit a l'activation
d’'une réaction de Fenton qui génere des radicaux hydroxyles tres réactifs. Il est
donc nécessaire que I'action des SOD soit complétée par d’autres enzymes capables
de transformer I'H202: la catalase, la peroxiredoxine (Prx), les glutathion-
peroxidases (Gpx)(COHEN and HOCHSTEIN, 1963; Michiels et al, 1994; Hofmann,
Hecht and Flohé, 2002). Le glutathion réduit (GSH) est considéré comme l'un des

antioxydants endogenes majeurs de la cellule.

L’analyse de souris déficientes pour Atm (Atm-/-), responsable de l'ataxie
télangiectasie chez 'Homme, a montré de hauts niveaux de ROS dans de nombreux
organes ainsi que dans les CSH. Les niveaux élevés de ROS des souris Atm-/- sont
dus a la dérégulation des systémes anti-oxydatifs majeurs tels que la catalase, Gpx
et SOD (Barzilai, Rotman and Shiloh, 2002)(Ito et al, 2004). Les CSH des souris
Atm-/- ont des capacités de reconstitution tres réduites comparées aux
progéniteurs, ainsi qu’une activation de p38MAPK. Un niveau de ROS élevé ou une
activation de p38MAPK induisent une déplétion des CSH normales au cours de
transplantations sériées qui peut étre limitée par un traitement antioxydant au N-
Acetyl Cysteine. En 2007, l'utilisation du DCF-DA (2,7-dichlorofluorescine
diacétate), un marqueur fluorescent des ROS, a montré que les progéniteurs
hématopoiétiques (Lin-CD45+AnnexineV-) peuvent étre classés en deux groupes
selon leur niveau de ROS qui correlent directement avec leurs propriétés de
reconstitution et donc leurs propriétés souches. La fraction avec un faible niveau
de ROS DCF-DAlw contient une population de cellules au potentiel de
reconstitution plus important que les DCF-DAbigh, qui elles présentent un biais de
différenciation myéloide (Jang and Sharkis, 2007). Le biais de différenciation
déplacé vers le lignage myéloide est 'une des caractéristiques des CSH agées. Ainsi,
exposer les CSH aux ROS induit une perte de leurs propriétés souches et leur mort.
Par ailleurs, il a été démontré que I'enzyme anti-oxydative Gpx-3 est déterminante
dans l'auto-renouvellement des CSH mais qu’elle est également surexprimée par

les cellules souches leucémiques (Herault et al., 2012).

Plusieurs travaux ont montré que les organismes aérobies se servent des ROS
comme signal de transduction pour réguler leur survie et leur prolifération. Ainsi,
I’équipe de Yamamoto a montré en 2009 que le TPA (12-O-tetradecanoylphorbol-

13-acetate), un agent différenciant qui, induit la production de ROS qui sont
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responsables de la différenciation des lignées leucémiques U937 et HL60 puisque
leur inhibition par un antioxydant empéche la différenciation. L’utilisation d'un
antioxydant sur la lignée 32Dcl3, traitée par I'IL-3 et I'EPO, inhibe Ia
phosphorylation de STATS5, d’AKT, de MEK et d’ERK, démontrant que les ROS sont

nécessaires a 'activation de ces voies (liyama et al., 2006).

b) Régulation transcriptionnelle

La famille des facteurs de transcription FoxO (Forkhead homeobox type O) est
connue pour réguler de nombreux processus cellulaires comme l'arrét du cycle
ainsi que dans le statut redox des CSH (Storz, 2011). La délétion de FoxO3 ou la
triple délétion des facteurs Fox01/3/4 chez les souris diminuent les niveaux
d’enzymes antioxydantes (catalase ou SOD2) qui induit une élévation des ROS
(Miyamoto et al, 2007, 2008; Tothova et al., 2007). L'exces de H202 induit une
phosphorylation de p38MAPK chez ces souris, associée a une diminution des
capacités d’autorenouvellement des CSH, une diminution de leur nombre et une
accelération du cycle cellulaire. Ceci implique donc que les ROS sont également des
régulateurs de quiescence. Comme PI3K inhibe l'activité des membres de la famille
FoxO (Tran, 2002) et que Pten est un régulateur négatif de PI3K, alors Pten
pourrait réguler la fonction des cellules souches par l'activation indirecte des
facteurs de transcription FoxO. De plus, les capacités de reconstitution des CSH

Pten-/- n’est pas restauré par l'utilisation d’antioxydants (Lee et al., 2010).

NRF2 (Nuclear factor erythroid 2 related factor 2) est un facteur de
transcription de type leucine-zipper et d’expression ubiquitaire capable de réguler
la transcription de ses geénes cibles par liaison aux séquences spécifiques
Antioxidative Responsive Elements (ARE)(Nioi et al., 2003). NRF2 peut dimériser
avec les petites protéines MAF pour activer la transcription de leurs genes cibles
dont notamment les enzymes redox pour réduire le niveau de ROS. Plusieurs
études ont utilisé des modeles murins Nrf2-/- pour montrer son rdle dans la
carcinogénese. Par exemple, des souris Nrf2-/- ont une incidence de tumeurs
cutanées et un nombre de tumeurs par souris plus important apres exposition a
des cancérigénes (Hu et al, 2006). Par ailleurs, il a été montré que les cellules
fibroblastiques issues d’embryons murins Nrf2-/- étaient plus sensibles a la
doxorubicine que les cellules Nrf2+/+. La buthionine sulfoximine (BSO), molécule

abaissant le niveau de glutathion intra-cellulaire, provoque une sensibilité accrue a
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la doxorubicine dans ces cellules Nrf2-/- par rapport aux cellules sauvages,
montrant que NRF2 peut participer a un phénotype de résistance aux

chimiothérapies (Lee et al., 2008).

Stat3 est un facteur de transcription décrit dans la régulation des CSH et des
CSPH, permettant leur prolifération et leur survie. En 2012, Mantel a mis en
évidence le role de Stat3 dans la fonction mitochondriale a l'aide de souris
déficientes en Stat3. Les souris Stat3-/- présentent une élévation des ROS associée
a une dérégulation de l'activité mitochondriale associée a une diminution
importante des CSH et une augmentation du nombre de progéniteurs (Mantel et

al, 2012).

Il apparait qu’'une balance des niveaux de ROS est essentielle pour le maintien
du compartiment des CSH. Toute modification dans I’équilibre redox du glutathion
est indicatrice de stress oxydatif et est observée dans le vieillissement et de
nombreuses pathologies telles que le SIDA, les cancers et les maladies
neurodégénératives. En 2010, le regain d'intérét pour le métabolisme oxydatif des
cellules leucémiques n’a fait que croitre avec la découverte des mutations des
isocitrate déshydrogénases IDH-1 et IDH-2Z dans 8 et 15 % des LAM
respectivement (Gross et al, 2010). Des mutations de type gain de fonction de ces

deux enzymes provoquent une élévation des ROS dans les cellules leucémiques.

3. ROS et microenvironnement

Pour contréler le niveau des ROS dans les CSH, les cellules ont non seulement
recours a des mécanismes de régulation intrinseques mais également a
I'environnement extrinseque. En effet, les niches, beaucoup plus hypoxiques que
I'air ambiant, interviennent dans la régulation des ROS. Les différents
compartiments de la niche ne sont pas égaux en terme de niveau d’oxygénation en
raison des zones enrichies en capillaires sanguins. Les zones les plus distantes des
vaisseaux forment un environnement plus hypoxique et sont enrichies en CSH
(Parmar et al., 2007) qui, en limitant leur exposition a I'oxygéne, peuvent controler
plus facilement leur niveau de ROS. Des travaux utilisant 'imagerie en temps-réel
ont montré que les CSH se déplacent préférentiellement a distance des vaisseaux
de la moelle osseuse apres greffe (Lo Celso et al., 2009). L'une des caractéristiques

des CSH est leur capacité d’efflux des drogues, tel que le marqueur nucléaire
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Hoechst 33342. En 2004, une étude a montré que I'hypoxie favorise le maintien
des capacités d’efflux des CSH (Krishnamurthy et al,, 2004). HIF-1a est un facteur
de transcription connu pour son role majeur dans les réponses a 'hypoxie. Il a été
décrit que HIF-1la est fortement exprimé dans les LT-CSH et que les modeéles
murins délétés conditionnellement pour HIF-1a ont une capacité de reconstitution
amoindrie (Simsek et al, 2010). Il a alors été suggéré que HIF-1a participe a la
régulation redox pour maintenir les CSH. De méme, HIF2 pourrait jouer un réle
important dans la production des ROS. En effet, I'invalidation de HIF-2a dans les
CD34 + humaines réduit leur capacité de repopulation a long terme. Les HSPC
déficientes en HIF-2a ont une production accrue de ROS qui ensuite participent a
la génération d'un stress du réticulum endoplasmique (ER) et déclenche
I'apoptose. Il a été établi que les CSH utilisent préférentiellement la glycolyse
plutot que la respiration mitochondriale pour produire leur énergie (Xu et al,
2013) et que les LT-CSH murines présentent moins de mitochondries ainsi qu'une
proportion non-négligeable de mitochondries inactives par rapport au
progéniteurs hématopoiétiques (Mantel, Messina-Graham and Broxmeyer, 2010).
Le microenvironnement semble donc jouer un réle majeur dans la protection des
CSH en permettant de les isoler des sources de ROS. Ainsi, il a été proposé
I’hypotheése que pour protéger les CSH des ROS, il serait intéressant de les
manipuler dans un environnement hypoxique. En 2016, les travaux de Mantel ont
montré que I'air ambiant induit un « choc a 'oxygene » et un stress des CSH médiés
par la production de ROS (Mantel et al, 2015). Les conclusions de cette étude
constatent que le nombre réel de CSH obtenu dans le sang de cordon est sous-
estimé a cause de la perte rapide d'une partie des CSH dépendante de la génération
des ROS. Ce travail permet d’envisager une amélioration des protocoles de

collectes de CSH dans le contexte des greffes, aujourd’hui limitées.

4. Les ROS et CXCR4/CXL12

La voie de signalisation CXCR4/CXCL12 a des réles majeurs dans la biologie
des CSPH dont la migration, la rétention dans les niches, la prolifération et la
quiescence des CSH. Il a été démontré que l'inactivation de CXCR4 compromet la
migration des CSH et des CSPH en situation de stress (Peled et al., 1999; Foudi et
al., 2006; Nagasawa, 2014).
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La publication de Mantel en 2010 qui décrit les différences du nombre de
mitochondries entre les CSH et les progéniteurs fait également état du réle du
CXCL12. A l'aide d’'un modele murin surexprimant CXCL12, il a montré que
I'exposition au CXCL12 augmente la masse mitochondriale mais que pourtant cela
ne se traduit pas par une activité augmentée des mitochondries. Il a par ailleurs été
montré que l'activation du récepteur du CXCL12, CXCR4, entraine l'inhibition de
PGK-1, enzyme majeure de la glycolyse et que CXCR4 lui-méme est capable
d’inhiber la glycolyse (Wang et al, 2007). Il est donc probable que l'axe
CXCR4/CXCL12 joue un réle dans la régulation de l'activité mitochondriale et

meétabolique des CSH avec un impact important sur le niveau des ROS.
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Chapitre 6 : Modulation des programmes d’expression génique
par les facteurs de transcription de I’"hématopoiése et de la
leucémogénese

Une partie des facteurs de transcription (FT) incontournables pour le maintien

des CSH a été identifiée en étudiant I'ontogenéese du systeme hématopoiétique.

Différentes familles de FT caractérisées par la nature de leur domaine de
liaison a I'ADN sont connues pour leur réle majeur dans I’'hématopoiese. Dans ce
chapitre nous n’aborderons que ceux impliqués dans les processus de
différenciation ainsi que ceux impliqués dans les processus de développement des

leucémies aigues

1. Facteurs de transcription a bHLH

Les facteurs de transcription (FT) possédant un motif hélice-boucle-hélice
basique (bHLH) font partie d’'une classe de FT comportant deux hélices alpha
jointes par une boucle. En général, les protéines qui contiennent ce domaine se
lient sous forme de dimeres (homo ou hétéro-dimeres) par linteraction des
résidus hydrophobes des hélices alpha (figure 21-2). Enfin ils possedent une
séquence consensus CANNTG (ou N est n'importe quel nucléotide) appelé E-box,
permettant la liaison a I’ADN. Les deux nucléotides au centre de I'hexamere (NN)
sont spécifiques des différentes classes de bHLH. Ce motif a d’abord été identifié
chez les E-protéines E12 et E47 et plus de 200 FT a bHLH ont été identifiés a ce
jour. La premiere classification de ces protéines a bHLH était basée sur la
spécificité de liaison a I'ADN, le potentiel de dimérisation et la distribution
tissulaire (figure 21-1)(Murre et al, 1994). Le nombre de FT bHLH découverts
augmentant, une seconde classification en six groupes, basée sur une approche
phylogénétique, a été proposée prenant également en compte la séquence E-Box
reconnue et la présence ou non de domaines additionnels. En effet en plus du
domaine bHLH, certaines familles comportent en carboxy-terminal un domaine
PAS (Per-Arnt-Sim), Orange (répresseur transcriptionnel), COE ou leucine-zipper
(LZ), alors que les protéines Id n’ont pas de domaine basique (figure 21-3) (Ledent,

Paquet and Vervoort, 2002; Jones, 2004).
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Figure 21 : Classification des facteurs de transcription a bBHLH

1. Classification originale selon Murre et al en 1994.

2. Représentations imagées des structures des bHLH a) homodimere MyoD et b)
hétérodimére Mad-Max (les 2 structures ne sont pas a l'échelle).

3. Synthese de la classification phylogénétique (Ledent et al, 2002 ; Jones, 2004).

Certains FT a bHLH sont exprimés de facon ubiquitaire et régulent
généralement le cycle cellulaire alors que d’autres FT a bHLH sont exprimés de
facon tissu-spécifique et participent au développement et a la différenciation

tissulaire.

Ces FT jouent des roles majeurs dans le développement, le systéeme
immunitaire, les rythmes circadiens, les réponses a ’hypoxie, 'homéostasie des

tissus et d’autres processus, en régulant tres finement les programmes
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d’expression génique. Les fonctions cellulaires exercées dépendent de la nature

des interactions établies avec les autres FT.

a) SCL (Tall et Lyl1)

SCL (stem cell leukemia protein) est une famille de FT a bHLH comprenant
TAL1 (T-cell lymphocytic leukemia protein 1), Tal2, Lyll et 2, considérés comme
régulateurs clé de I'hématopoiése normale et pathologique. Tall a été identifié par
son implication dans les réarrangements chromosomiques et sa surexpression

aberrante retrouvées dans les LAL-T.

Tall est essentiel au cours du développement et de I’hématopoiese
embryonnaire dans la différenciation du mésoderme car il participe a la formation
des angioblastes (précurseurs endothéliaux). La délétion de TAL1 induit une
létalité embryonnaire a E8.5 due a I'absence complete d’hématopoiese primitive et
de vasculature. Tall est exprimé de facon concomitante avec LMO2 (Lim only
protein 2) (Hoang, Lambert and Martin, 2016). De nombreuses études ont montré
que dans les cellules hématopoiétiques TAL-1 agit au sein de complexes multi-
protéiques incluant entre autres les facteurs E47, LMO2, Ldb1 et un facteur GATA
(GATA-1 ou GATA-2) pour controler la transcription de Kit, Runx-1 ou la

glycophorine A par exemple (Reynaud et al., 2005).

Lyll est un bHLH de la méme sous-famille que Tall et possede un domaine
bHLH pratiquement identique a celui de Tall. En effet, alors que l'inhibition
induite de Tall ou de Lyll affecte plutot subtilement 'homéostasie des cellules
souches hématopoiétiques, la double délétion de Tall et de Lyll chez des souris
abolit presque totalement la capacité de repopulation des CSH et ces cellules
meurent par apoptose, suggérant un réle compensatoire entre les deux protéines

(Correiaetal, 2016).

b) c-myc
c-myc est un facteur nucléaire impliqué dans de nombreux processus
biologiques dont le contréle de la division -cellulaire, I'apoptose et Ia
différenciation. Les souris invalidées pour c-myc présentent une accumulation de
CSH dans la moelle osseuse. La surexpression de c-myc provoque un
autorenouvellement diminué des CSH au profit d'un engagement massif dans la

différenciation, suggérant un réle important de c-myc dans le choix du destin des
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CSH (autorenouvellement ou différenciation). Les travaux de Trumpp suggerent
que le maintien d'une expression faible de c-myc est le garant d'un maintien a I'état

souche des CSH (Scognamiglio et al., 2016)(Essers and Trumpp, 2010).

2. Autres facteurs de transcription impliqués dans ’hématopoiése

a) RUNX1
Runx1 (AML1) fait partie de la famille des Core Binding Factor (CBF) et est

essentiel au développement des CSH. Runx1 est également connu comme CBFa2 et
peut se fixer a ’ADN quand il forme un hétérodimeére avec CBFp. Les souris portant
des mutations homozygotes pour Runxl montrent une érythropoieése normale
mais meurent a E12,5 par défaut d’hématopoiése au niveau du foie foetal. De plus
les CSH embryonnaires murines Runxl-/- sont incapables de reconstituer

I’'hématopoiese de souris irradiées (Okuda et al.,, 1996).

Runx1 est la cible de translocation chromosomique la plus fréquente dans les
leucémies et notamment la translocation t(8 ;21) retrouvées dans les LAM de type
M2. Ce réarrangement conduit a la création de la protéine de fusion
Runx1/Runx1T1 (AML1/ETO) en conservant le domaine RUNT de Runx1 pour la
liaison a I’ADN et le recrutement de répresseurs transcriptionnels par Runx1T1.
Des techniques de co-immunoprécipitation et de double hybride ont mis en
évidence que Runx1T1 et la protéine de fusion Runx1/Runx1T1 recrutent les
facteurs corépresseurs N-CoR et mSin3, qui interagissent avec des histone-
déacétylases pour inhiber la transcription (Lutterbach et al, 1998, Shima and

Kitabayashi, 2011).

Runx1l a été retrouvé dans d’autres translocations chromosomiques, par

exemple avec TEL, EVI1, MTG16, EBP ou LRP16.

b) GATA1/GATA2

Ces protéines doivent leur nom au fait qu’ils se lient a un site consensus
(A/T)GATA(A/G) au niveau du promoteur de leurs génes cibles pour en moduler
I'expression. Six facteurs GATA, GATA1 a GATA6, contiennent un domaine de
liaison a I’ADN formé de deux doigts de zinc. Le groupe hématopoiétique, qui

contient les facteurs GATA1, GATA2 et GATA3. Des études de souris knock-out
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pour ces membres ont révélé leur importance dans le développement
hématopoiétique. GATA1 contrdle I'expression des genes de la lignée érythroide et
est essentiel a la maturation des érythroblastes (Colin et al, 1990). A l'inverse
GATAZ2 est un marqueur embryonnaire de I'hématopoiése précoce et est nécessaire
au maintien des CSH. La diminution de I'’expression de GATA2 est nécessaire a la

différenciation des CSH (DeVilbiss et al., 2016).

¢) HOXB4

Les facteurs de transcription de la famille HOX (Homeobox) sont des
régulateurs importants de la prolifération et de la différenciation des CSH. HOXB4
notamment est un régulateur positif de I'autorenouvellement des CSH. Ainsi, sa
surexpression dans des CSH de souris induit leur amplification et le maintien de
leur capacité de reconstituer le systeme hématopoiétique de souris létalement
irradiées sans transformation leucémique (Antonchuk, Sauvageau and Humphries,
2001). L'amplification in vitro des CSH humaines est également possible sur un
stroma sécrétant HOXB4 (Calvo et al., 2012). 1l est suggéré que HOXB4 régule les
réponses des CSH aux signaux extrinseques par régulation directe de voies de
signalisation comme Wnt et Notch et inhibition de la voie de signalisation du TNF-
a (Schiedlmeier et al., 2007). Il a été montré que les cellules Fancc-/- (anémie de
Fanconi) sont hypersensibles au TNF-a et la surexpression de HOXB4 dans ces

cellules restaure la réponse des cellules au TNF-a (Milsom et al., 2009).

d) PU.1

PU.1 est un facteur de transcription de la famille ets. La délétion de PU.1 chez
des souris entraine une létalité des embryons en fin de gestation et des défauts de
différenciation érythroide, myéloide et lymphocytaire B. La surexpression de PU.1
suffit a I'immortalisation des érythroblastes (Scott et al, 1994). Dans un premier
temps, PU.1 se lie au niveau du doigt de zinc C-terminal de GATA1l afin de
maintenir la pluripotence de ces cellules en s’inhibant mutuellement. Un gain de
fonction de la protéine PU.1 entraine le développement vers la lignée myéloide
tandis qu’'un gain de fonction de la protéine GATA1 induit un engagement vers les
lignées érythrocytaires/mégacaryocytaires. Un travail récent a montré que PU.1
est essentiel pour le développement des leucémies MLL et que son expression
permet la progression du cycle cellulaire et I'inhibition de 1'apoptose. PU.1 se lie

directement aux loci génomiques de ses génes cibles in vivo et est nécessaire pour
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maintenir leur expression dans les CSH et les progénitrices hématopoiétiques
normaux et leucémiques. Ces résultats indiquent que PU.1 contribue au

développement des leucémies MLL (Zhou et al.,, 2014).

e) EKLF
EKLF (Erythroid Kriippel-like Factor, KLF1) est un FT spécifique de la lignée

érythroide qui appartient a la famille CACC-box car il se lie a 'ADN via un site
CCNCNCCCN et a particulierement été décrit dans la régulation de la transcription
du gene de la 3-globine, composant de I'hémoglobine. Le promoteur de la -globine
est retrouvé muté dans les cas de +-thalassémie mineure ou intermédiaire (selon
la diminution de quantité de B-globine). L'invalidation de EKLF induit une anémie
qui provoque la mort embryonnaire a E15. En revanche une surexpression d’EKLF
est a l'origine d'un nombre réduit de plaquettes. EKLF est directement et
positivement régulé par GATA1 et les génes régulés par EKLF et GATA1 montrent

une tres grande similitude (DeVilbiss et al., 2016).

f) C/EBPa
Le C/EBPa (CCATT/enhancer binding protein alpha) joue un réle majeur dans

la prolifération en régulant l'expression de récepteurs impliqués dans la
différenciation myéloide comme les récepteurs du GCSF et du MCSF. Les souris
déficientes en C/EBPa ne possedent pas de granulocytes matures mais le blocage
de la différenciation des progéniteurs n’évolue pas vers la leucémie (Radomska et
al., 1998)(Ohlsson et al, 2015). Au contraire, I'expression induite de C/EBPa par
des précurseurs myéloides bi-potents promeut la différenciation des neutrophiles
au dépend des monocytes. C/EBPa interagit avec PU.1 pour la spécification
myéloide et les deux facteurs de transcription se régulent I'un I'autre (Shima and

Kitabayashi, 2011).

g) RAR«a

RARa est un facteur de transcription ligand-dépendant stimulé par l'acide
rétinoique. Il forme un hétérodimere avec le récepteur X rétinoide (RXR) pour lier
I’ADN et réguler ses genes cibles. RARa interagit avec des corépresseurs de
transcription mais en présence d’acide rétinoique, les corépresseurs sont libérés et des
coactivateurs transcriptionnels sont recrutés pour activer la transcription dépendante

de RARa qui interviennent dans la différenciation myéloide. La LAM promyélocytaire
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M3 est caractérisée par des translocations du géne RARa dont la plus fréquente est
PML-RARa (Du et al., 1999). La fusion PML-RARa empéche la libération des
corépresseurs en présence d’acide rétinoique et bloque la différenciation. L'utilisation
thérapeutique de I'acide tout-trans rétinoique (ATRA) dans la LAM promyélocytaire
permet la libération des facteurs corépresseurs et induire la différenciation des blastes

leucémiques.

h) BMI1

Les protéines polycomb forment des complexes multiprotéiques qui jouent un
role important dans le maintien de la répression de la transcription de géenes
cibles, comme pl6 et p1l9 (acteurs du contrdle du cycle cellulaire). Bmi-1 a
notamment été identifié comme étant un gene essentiel pour 'autorenouvellement
des CSH in vivo. Les souris knock-out pour Bmi-1 présentent un appauvrissement
continu en CSH ; celles-ci présentent également une perte de fonctionnalité

lorsqu’elles sont greffées a des souris 1étalement irradiées (Park et al., 2003).

La figure 22 (page suivante) résume schématiquement l'implication de
facteurs de transcription en fonction du stade de différenciation hématopoiétique

(Orkin and Zon, 2008).
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Figure 22 : les facteurs de transcription clés du développement hématopoiétique (Orkin, 2008).

L’absence du facteur de transcription a un stade donné (géne KO) bloque le stade de développement associé.

3. ASCL2, Achaete-Scute like 2

a) ASCL2 chez la souris

ASCL2 (Achaete Scute-like 2) est un facteur de transcription a domaine hélice-

boucle-hélice (bHLH). Il est également connu sous le nom de MASH2 (Mammalian

Achaete-Scute Homolog 2) chez la souris ou bHLHa45 dans la classification des

bHLH. Il se situe dans la région distale du chromosome 7. La régulation

d’expression d’Ascl2 chez la souris semble complexe et dépendante de I'empreinte

maternelle tout comme les génes présents dans son cluster génique Ins, Igf2 et H19
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(Tanaka et al, 1999). L’ARNm de 1612pb porté par trois exons, dont deux sont

codants, est traduit en une protéine de 263aa.

b) ASCL2 chez ’lHomme

ASCL2 est anciennement connu sous le nom HASH2 (Human Achaete-Scute
Homolog 2) chez 'Homme. Chez 'Homme le gene asclZ se situe sur chromosome
11 sur le bras court au niveau de la bande 11p15.5 dans un cluster tres conservé
contenant les génes Ins, Igf2 et H19. L’ARNm de 1864pb porté par 2 exons, dont
seulement le 1¢r exon est codant, est traduit en une protéine de 193aa. Cela signifie
que seulement 37% des séquences d’ARNm humaines et murines se recoupent.
Cependant une portion de 618pb est plus conservée et a une identité de 78% entre
les 2 séquences (figure 23). Au niveau protéique, la séquence totale d’ASCL2
humain partage 71% d’homologie avec la séquence murine mais 98% d’homologie
au niveau du bHLH qui est hautement conservé. Contrairement a la souris, chez
I'Homme, ASCL2Z échappe a I'empreinte parentale et possede une expression
biallélique (Miyamoto et al, 2002). Le geéne Ascl2 humain contient deux
promoteurs, codant pour deux protéines : ASCL2 et HASAP (Human Achaete Scute
Associated Protein), protéine a laquelle il manque le domaine bHLH (Westerman et
al, 2001). L'expression et les fonctions de cette protéine HASAP ne sont pas
décrites dans la littérature. Dans ce projet, nous avons uniquement porté notre

attention sur ASCL2.
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c) Les fonctions d’ASCL2

L’essentiel de nos connaissances sur les fonctions d’ASCL2 nous vient de
I’étude du systeme gastro-intestinal ou ASCL2 joue un role majeur dans le maintien
des cellules souches intestinales. En effet, sa surexpression entraine une
hyperplasie intestinale signifiant qu’il est impliqué dans la prolifération (van der
Flier et al, 2009). A l'inverse, I'inhibition de I'expression d’ASCL2 entraine une
perte des cellules souches intestinales. Ces résultats suggerent qu’il participe au
maintien de I'identité souche au sein des cryptes intestinales (Yan and Kuo, 2015).
Son mode d’action dans ce systéme pourrait passer par la voie Wnt/B-caténine. En
effet, ASCL2, TCF4 et B-caténine peuvent former un complexe tripartite pour
réguler I'expression d'un panel de 196 genes a forte signature souche (Schuijers et
al, 2015). En accord avec le rdéle important d’ASCL2 dans le systéme gastro-
intestinal, la diminution d’expression des génes associés a l'invalidation du tcf4
dans des organoides intestinaux est en partie compensée par la surexpression
d’ASCL2 qui permet également in vitro la survie prolongée des cellules tcf4-/-.
ASCL2 est régulé dans une boucle directe d’autoactivation qui entretient le statut
souche des cellules de cryptes intestinales a la condition d’'un niveau d’expression
minimal de Wnt. En effet, la surexpression d’ASCL2 dans les organoides entraine
une augmentation du nombre de cellules Lgr5+ et Olfm4+, marqueurs de cellules
souches intestinales, ainsi qu'une augmentation des cellules en cycle Ki67+ (van
der Flier et al., 2009). En accord avec une interaction étroite entre ASCL2 et la voie
Wnt, il a été démontré qu'un long ARN nucléaire non-codant, cible directe de
TCF4/B-caténine nommé WiNTRLINC1 régule positivement ASCL2 (Giakountis et
al, 2016).

En dehors du systeme gastro intestinal normal, ASCL2 est surexprimé dans le
cancer colorectal, cellules dans lesquelles son expression est régulée par le
microenvironnement, CXCR4 et la voie Wnt (Jubb et al, 2006)(Herbst et al., 2014).
L’'implication de la voie Wnt dans la régulation de I'expression d’ASCL2 est montré
par son augmentation en réponse a un agoniste de Wnt (TWS119)
Réciproquement, ASCL2 régule I'expression de CXCR4 favorisant le processus
tumoral, métastatique et la chimiorésistance (Kwon et al, 2013). Enfin, dans ces
cellules, l'invalidation de CXCR4 entraine une diminution d’ASCL2. Des travaux

récents montrent également qu’il augmente I'agressivité des cellules de cancer du

68



colon. ASCL2 et CXCR4 sont plus exprimés dans les clones métastatiques du cancer
du colon que dans les tumeurs primaires et l'inhibition de CXCR4 est associée a
une diminution de l'expression d’ASCL2 (Dessein et al., 2010). L’ensemble de ces
résultats confortent les travaux montrant que ASCL2Z, en tant que cible de Wnt, est
un régulateur maitre de l'identité et du programme transcriptionnel des cellules

souches intestinales normales et tumorales.

En plus du systéme gastro intestinal, ASCL2 pourrait également jouer un role
dans la myogénese. En effet, il vient d’etre décrit comme inhibiteur des facteurs de
transcription régulateurs de la myogénese (MRFs). Au cours du développement
ASCL2 est détecté transitoirement dans une population de myoblastes
Pax7+MyoD+ qui deviennent des cellules satellites Pax7+MyoD- a la naissance. Par
des techniques de chromatine-immunoprécipitations, ce travail a montré que la
surexpression d’ASCL2 inhibe la prolifération et la différenciation des myoblastes
en fixant les sites E-box communs aux MRFs dans les promoteurs des genes
musculaires sans pour autant activer leur transcription. Par ailleurs, ASCL2 peut
inhiber la transcription par séquestration des E-protéines classiques MyoD et
MyoG en formant des hétérodimeres inactifs sans pour autant affecter leurs
niveaux d’expression respectifs. Une surexpression de MyoD et MyoG pourra
compenser la séquestration et lever l'inhibition induite par ASCL2 (Wang et al,
2016). Enfin, de maniere tres surprenante, en comparant les séquences de la
région basique de ASCLZ2, ils se sont apercgus qu’il y manque 3 acides aminés. Les
auteurs proposent qu’ASCL2 pourrait fonctionner comme un inhibiteur partiel de
transcription a cause de cette délétion partielle du domaine basique. Il est
important de noter que les facteurs de transcription ID sont des répresseurs de la

transcription en raison d’'une absence totale du domaine basique.

Peu de publications décrivent les rdoles d’ASCL2 dans d’autres systémes,
néanmoins il a été rapporté que ASCL2 est exprimé par les cellules de Schwann des
nerfs périphériques adultes chez le rat. La surexpression d’ASCL2 induite par
transfection dans des cellules de Schwann de rat a montré une régulation positive
de l'expression de CXCR4 et p57kip2 (inhibiteur de cycline kinase-dépendante,
CDKN1C) par transcriptome sur puce a ARN. De plus, ASCL2 régule négativement
la prolifération quand il est surexprimé dans les cellules de Schwann en culture

(Kury et al, 2002).
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Son role dans le systéme hématopoiétique est méconnu. Seul, un article publié
en 2014 décrit le role essentiel d’ASCL2 dans le développement des lymphocytes T
helper folliculaires.. De maniére intéressante, en utilisant a technique de chIP-
sequencing, ce travail a montré qu’ASCL2 lie 'ADN sur les E-box binding sites de
motif 5'-CAGG/cTG-3’ et qu'il est capable de se fixer directement aux loci de CXCR4
et CXCR5 pour réguler positivement leur expression (Liu et al.,, 2014). Ainsi, ASCL2
en régulant positivement 'expression des récepteurs a chimiokines CXCR4 et
CXCR5 et en down-régulant celle du récepteur CCR7, contréle la migration des
lymphocytes T helper folliculaires et l'organisation des organes lymphoides
secondaires (Liu et al, 2014). Cette méme équipe a montré qu’en utilisant une
forme modifiée d’ASCL2 E127G, incapable de se fixer a I'’ADN, il n'y a pas
d’augmentation de I'expression de CXCR5, confirmant le role direct d’ASCL2 dans
la régulation transcriptionnelle de ce gene. Ce méme travail suggere également
qu'ASCL2 pourrait jouer un réle inhibiteur de différenciation des lymphocytes
TH1, TH2 et TH17. En accord avec cette hypothése, les données de chIP-
sequencing et de transcriptome révelent qu’ASCL2 se lie au promoteur du gene
Nfkb1, codant pour IkBNS, régulant positivement l'expression de ce gene
responsable de la différenciation des lymphocytes T helper folliculaires (Hosokawa

etal, 2016).

d) L’expression d’ASCL2 est associé a un mauvais pronostic

La surexpression d’ASCL2 est un marqueur associé au mauvais pronostic dans
plusieurs types de cancers dont cancer du poumon a cellules squameuses détecté
par immunohistochimie, le cancer du sein de sous-type luminal, les cancers
gastriques ainsi que dans les ostéosarcomes ou son expression augmentée est
associée aux métastases (de Sousa E Melo et al, 2011; Kwon et al., 2013; Conway et

al, 2014; Wentzensen et al., 2014; Hu et al., 2015).

L’ensemble de ces données indique I'implication d’ASCL2 dans les pathologies

néoplasiques.et une interaction réciproque forte entre ASCL2 et CXCR4.
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Objectifs généraux du travail

L’axe CXCR4/CXCL12 a un role crucial dans 'hématopoiese normale ou il
participe a la migration, la rétention et la survie des cellules. Malgré de
nombreuses publications, les différents aspects de son rdle biologique dans la
régulation des cellules hématopoiétiques normales restent a éclaircir. Les travaux
du laboratoire ont montré que les CSH invalidées pour CXCR4 permettent la
reconstitution hématopoiétique de souris irradiées. Cependant, nous avons
observé que les CSH sont déplétées de maniére progressive évoquant une
déplétion engendrée par des 1ésions de 'ADN. Nous avons donc émis I’hypothése
d’un role possible de CXCR4 dans la régulation des ROS. Par ailleurs, nous avons
abordé I'étude du facteur de transcription ASCL2 dans les LAM avec I'hypothése
sous jacente qu’il pouvait est la cible de la voie de signalisation de CXCR4 dans le
contexte des pathologies myéloides. En effet, ASCL2, en tant que cible de Wnt,
pouvait étre régulé par 'axe CXCR4/CXCL12 lui méme capable de réguler la voie
Wnt canonique et non canonique. Dans ce contexte, et du fait que ASCL2 n’a jamais
été décrit dans I'hématopoiese, hormis les lymphocytes T folliculaires, nous avons
dans un premier abordé I'étude de son expression dans les différents
compartiments hématopoiétiques et dans les LAM. Nous avons ensuite abordé

I’étude de sa fonction dans ’hématopoiese normale et leucémique.
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Article 1 : « L’axe CXCR4/CXCL12 s’oppose a
I’épuisement des cellules souches
hématopoiétiques par une protection sélective
du stress oxydatif »

Le récepteur CXCR4 est un acteur majeur du contréle des interactions des CSH
avec leur niche. En effet, en interagissant avec la chimiokine CXCL12 (SDF-1)
produite par différents types cellulaires de la niche, les CSH CXCR4+ sont
maintenues dans leur environnement. En accord avec cette notion, les travaux
précédents de I'équipe ont montré qu’'en absence de CXCR4, les CSH et les
progéniteurs sont présents en grand nombre dans le sang et la rate. En plus de ces
anomalies de domiciliation médullaire, les CSH invalidées pour CXCR4 sont moins
quiescentes et perdent progressivement leur capacité de reconstitution. Plusieurs
questions restent encore a éclaircir quand a la fonction précise du récepteur
CXCR4. En particulier, il reste a savoir si la fonction de CXCR4 est simplement de
médier le maintien des CSH dans la niche permettant de percevoir les signaux issus
du microenvironnement ou si la signalisation de CXCR4 a des effets propres sur la

biologie des CSH.

Différents arguments de la littérature suggerent que l'environnement dans
lequel les CSH et les progéniteurs sont domiciliés joue un réle protecteur pour les
CSH. Cette protection s’exerce a différents niveaux dont la régulation de la
quiescence et du métabolisme. Il faut noter que ces deux aspects culminent vers
une régulation du niveau des ROS et la protection des CSH contre le vieillissement.
Le récepteur CXCR4, une des cibles de I'hypoxie et des facteurs HIF, pourrait
réguler ces deux processus cruciaux de maniere indirecte par un simple effet de
maintien des CSH dans des niches hypoxiques. Cependant, une action directe est
également possible. En ce sens, la signalisation du récepteur CXCR4/CXCL12 est
capable de réguler directement la quiescence par l'induction des protéines
inhibitrices du cycle cellulaires dont p57. Dans ce contexte, les CSH invalidées pour
CXCR4 sont plus prolifératives et, par elle-méme, cette hyperprolifération pourrait
étre a l'origine d’'une augmentation des ROS qui ensuite entraine I'épuisement

prématuré des CSH.
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Dans ce travail, nous avons voulu mieux comprendre les mécanismes de la
déplétion des CSH chez les souris chimeres reconstituées par des cellules de foie
feetal CXCR4+/+ ou CXCR4-/- et avons émis I'hypothese d'un role potentiel des
ROS. Nous avons utilisé un modele murin de reconstitution de 'hématopoiése par
des cellules de foie feetal WT ou délétées constitutivement pour CXCR4. Nous
avons également utilisé un modele de génération de stress in vitro par des

traitements de molécules oxydantes et tester le potentiel antioxydant du CXCL12.

Au total, ce travail a montré qu’en absence de la signalisation de CXCR4, les
CSH et les progéniteurs ont un contenu en ROS anormalement élevé, entralnant
une activation de p38MAPK, des cassures double brins d'ADN et une apoptose. Les
niveaux accrus de ROS sont directement responsables de I'épuisement du pool des
CSH et ne sont pas liés a la perte de quiescence des CSH CXCR4-/-. Enfin, I'axe
CXCR4/CXCL12 a une action directe sur la diminution des ROS induits par un
stress oxydatif in vitro. Cette action s’exerce essentiellement au niveau
mitochondrial. Ces données mettent en évidence Il'importance de I'axe
CXCR4/CXCL12 dans la régulation de la durée de vie des CSH en limitant la

génération de ROS et le stress génotoxique.
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CXCR4/CXCL12 axis counteracts
hematopoietic stem cell exhaustion
through selective protection
against oxidative stress

Yanyan Zhang'-", Mallorie Dépond®”, Liang He!, Adlen Foudi?, Edward Owusu Kwarteng?,
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Paule Opolon?, Olivier Herault®®, Eric Solary®, WilliamVainchenker?, Virginie Joulin?,
Fawzia Lovachel*" & Monika Wittnerl-®*

Hematopoietic stem cells (HSCs) undergo self-renewal to maintain hematopoietic homeostasis for
lifetime, which is regulated by the bone marrow (BM) microenvironment. The chemokine receptor
CXCR4 and its ligand CXCL12 are critical factors supporting quiescence and BM retention of HSCs. Here,
we report an unknown function of CXCR4/CXCL12 axis in the protection of HSCs against oxidative
stress, Disruption of CXCR4 receptor in mice leads to increased endogenous production of reactive
oxygen species (ROS), resulting in p38 MAPK activation, increased DNA double-strand breaks and
apoptosis leading to marked reduction in HSC repopulating potential. Increased ROS levels are directly
responsible for exhaustion of the H5C pool and are not linked to loss of quiescence of CXCR4-deficient
HSCs. Furthermore, we report that CXCL12 has a direct rescue effect on oxidative stress-induced HSC
damage at the mitochondrial level. These data highlight the importance of CXCR4/CXCL12 axis in the
regulation of lifespan of HSCs by limiting ROS generation and genotoxic stress.

Reactive oxygen species (ROS) are produced during oxidative respiration or through exogenous environmental
stresses, such as ionizing radiations or genotoxic treatments. Physiological concentrations of ROS play a role in
signal transduction'?, but at high concentrations they can oxidize cell constituents leading to protein carbonyla-
tion, lipid peroxidation and DNA damage that activate multiple apoptosis pathways®.

By far, the most important source for ROS is mitochondria®® and their endogenous production as by-products
of aerobic respiration is thought to be the cause of most oxidative damages observed in mammals and particularly
during aging®”.

To avoid accumulation of oxidative stress, cells have evolved mechanisms to fine-tune ROS levels. They involve
distinct groups of specialized proteins such as superoxide dismutase (SOD), catalase and glutathione peroxidase.
Reduced glutathione (GSH), which also exists in the cell in its oxidized form (GSSG), is considered as the most
abundant molecule among endogenous antioxidants. Alteration in its redox status serves as an indicator of oxida-
tive stress when antioxidant defense mechanisms are not completely efficient and is a common feature of ageing
and many pathological situations including AIDS, neurodegenerative diseases and cancer.

Hematopoietic stem cells (HSCs) are defined as cells capable of both self-renewal and differentiation into any
of the hematopoietic cell lineages, properties that allow hematopoietic reconstitution®®. Long-term maintenance
of HSCs is precisely regulated by the equilibrium between proliferation and quiescence to maintain their numbers
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Figure 1. Defective hematopoiesis in BM of CXCR4~/~ chimeras. (a) BM sections from CXCR4*/* and
CXCR4~/~ chimeras were stained with hematoxylin/eosin/safran. Chimeric mice were analyzed 3, 8 and 64
weeks after engraftment of eight-week-old, lethally irradiated mice with 5 x 10 CXCR4™"* or CXCR4~'~ FL
cells. (b) Total donor-derived LSK-SLAM cell numbers in BM. Mean £ SEM from 3 independent experiments
(5-7 mice per group). (c) Restored hematopoietic reconstitution potential by retroviral expression of CXCR4 in
CXCR4~'~ HSCs. Mean + SEM of the percentages of donor-derived BM cells 14 and 24 weeks post engraftment.
Data represent a pool from 8 mice over two independent experiments.

and lifespan. Defects in these processes lead to hematopoietic insufficiencies and to the development of hemato-
poietic malignancies.

A low level of ROS is a hallmark of primitive HSCs, and moderate, physiological elevation in ROS levels
in these cells enhances motility, short-term repopulation and repair processes'™!!. However, when ROS are
excessively elevated, they lead to irreversible damage, such as senescence and apoptosis resulting in premature
exhaustion of HSC self-renewal. In line with this, disruption of oxidative stress-regulating pathways in Atm =/~
mice leads to premature HSC exhaustion due to loss of quiescence and decline in their self-renewal capacity'.
Moreover, it has been reported that the antioxidative enzyme GPx-3 is a determinant of self-renewal of HSCs".
Increased ROS levels, as a result of mitochondrial dysfunction'*'® or achieved by deletion of antioxidant stress
genes such as FOXOs'® or BMI', have been shown to influence HSC differentiation and long-term maintenance.
As ROS elevation results in DNA damage, they may contribute to genomic instability'® and accumulation of
mutations and deletion that may lead to cancer!®. Conversely, extremely low ROS levels result in defects in differ-
entiation and repopulation capacity®. Thus, ‘balanced ROS levels’ appear to be essential for long-term functions
of HSCs. However, the molecular mechanisms that regulate ROS levels and oxidative stress responses are poorly
understood.

HSCs are localized in a microenvironment known as the stem cell “niche,” where they are maintained in an
undifferentiated and quiescent state by various types of niche-related factors?'~%*. Within the niches, the chemok-
ine stromal cell-derived factor-1 (SDF-1, also termed CXCL12) and its major receptor CXCR4 expressed on HSCs
are key factors. CXCR4/CXCL12 signaling influences many aspects of HSPC biology including migration, reten-
tion within stem cell niches, proliferation and quiescence?*-?®. Nonetheless, its requirement for HSPC biology
remains to be explored. Indeed, significant discrepancies were reported on the effects of CXCR4 deletion regard-
ing the long-term maintenance of the HSC pool using inducible mouse models. CXCR4 deletion achieved with
poly()-poly(C)-inducible Cre-transgenic mice, resulted in sharp deleterious effects on HSCs, whereas CXCR4~/~
HSC numbers were maintained in tamoxifen-inducible Cre-transgenic mice?%.

Here, we uncovered a specific function for CXCR4/CXCL12 axis in the prevention of ROS elevation, apoptosis
and DNA damage in HSCs and provide missing links between CXCR4/CXCL12 pathway and ROS generation.

Results

Disruption of CXCR4 receptor leads to progressive exhaustion of the adult BM HSC pool in
CXCR4~/~ chimeras.  Several studies have demonstrated that some chemical agents including tamoxifen or
Poly(I)-Poly(C) used in conditional knockout experiments to induce gene deletion, may not be totally harmless
to HSCs by direct interference with their proliferative state and ROS levels®®*!. Therefore, to avoid any caveats
owing to chemical inducers, we chose to carry out this study by transplantation experiments using conventional
CXCR4 KO fetal liver (FL) cells in which CXCR4 is constitutively inactive. Of note, it has been demonstrated that
FL HSCs can reach an adult state between 4 to 5 weeks post transplant®?. Using this approach, we have previously
demonstrated that CXCR4 ™/~ FL cells have kept the potential to reconstitute hematopoiesis in lethally irradiated
mice, albeit in the short term®. To address whether CXCR4 '~ FL cells contribute to long-term hematopoiesis, we
analyzed in more depth the HSPC compartment of chimeric mice reconstituted either with CD45.2* CXCR4 ™/~
or CXCR4™™ FL cells over time. The origin of hematopoietic cells in the BM, spleen and peripheral blood (PB) of
these chimeric mice was evaluated by dual labeling with antibodies against CD45.1 (host) and CD45.2 (donor).
CXCR4~/~ chimeric mice displayed a progressive yet marked decrease in BM cellularity over time in comparison
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Figure 2. Increased endogenous ROS production in BM of CXCR4~/~ chimeras. (a) Whole genome
microarray analysis of CXCR4 '~ and CXCR4 /" LK and LSK cells. Venn diagrams show number of
differentially expressed genes that are at least 1.5-fold changed. (b,c) GSEA of CXCR4~/~ and CXCR4*/* LSK
cells showing significant enrichment of Hallmark Oxidative phosphorylation (b) and Hallmark DNA Repair
(c) gene sets in CXCR4™/~ cells. (d) Full gating strategy with actual staining plots for immunophenotypic
analysis of HSCs from CXCR4 "/ and CXCR4 '~ chimeras performed 10 weeks after FL cell transplantation.
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(e) Mean Fluorescence Intensity (MFI) of DCF on BM progenitor cells from CXCR4™+ and CXCR4~/~
chimeras according to the gating strategy described in (d). DCF staining showed increased intracellular ROSin
CXCR4~'~ LT-HSCs and HSPCs. Data are representative of 6 independent experiments. (f) DCF MFI of donor-
derived LSK-SLAM (SLAM), LSK, LK and BM mononuclear (BM MNC) cells. Mean & SEM from 6 mice per
group, pooled from 2 experiments. (g) DCF MFI of LSK-SLAM cells from CXCR4 "+ and CXCR4~"~ FL cells.
Data from 3 independent experiments are shown. (h) Increased intracellular ROS in ten-week-old WT mice
treated with CXCR4 antagonist TN140. Mean DCF MFI £+ SEM from 6 mice per experiment in 2 independent
experiments. (i) Increased phosphorylation of p38 MAPK in CXCR4~/~ HSPCs. Mean phospho-p38

MFI 4+-5EM in donor-derived LSK-SLAM, LSK, LK and BM mononuclear (BM-MNC) fractions. Data from 8§
mice per group over 2 independent experiments are shown. CXCR4™* and CXCR4 ™/~ cells were obtained from
chimeric mice 10 weeks after FL cell transplantation.

to CXCR4H* chimeras (Fig. 1a). This decrease was noticeable starting at 8 weeks post-transplantation and was
profound after one year of reconstitution (Fig. 1a). Concomitantly, after an initial increase (3 weeks), the number
of CXCR4™/~ BM enriched long-term HSCs (LSK-SLAM: Lin"Sca-17¢- Kit "CD1507CD48 " CD417) significantly
decreased over time (Fig. 1b). This BM HSC exhaustion was accompanied by a long-term deficit in BM progen-
itor content (Supplementary Figure Sla) and an early and sustained increase in splenic HSPC-enriched LSK
(Lin~Sca-17c-Kit™) and colony forming cells (CFC) (Supplementary Figure S1b, S1c). Notably, not only did we
observe a dramatic increase in the number of donor-derived LSK cells in the peripheral blood (PB) of CXCR4~/~
chimeras, as has been reported before®*?, but also the presence of LSK-SLAM cells was observed (Supplementa
ry Figure 514, S1e). Furthermore, to determine whether the BM of CXCR4~/~ chimeric mice contained genuine
LT-HSCs capable of long-term reconstitution, we performed rescue experiments. Three months after transplan-
tation, donor-derived BM cells from CXCR4~'~ chimeras were transduced with retrovirus encoding full length
CXCR4 or GFP and injected into secondary recipients. As shown in Fig. 1¢, CXCR4~~ cells displayed a marked
decrease in their hematopoietic repopulating capacities in comparison to CXCR4+ cells (/~GFP vs. T+*GFD).
This defect was, however, totally rescued by the re-expression of CXCR4 (—/~GFP vs. ~CXCR4). In addition,
the reconstitution fitness of ~'~CXCR4 cells was even higher than controls (~/~GFP vs. 7TCXCR4). These results
demonstrate that CXCR4™'~ HSCs from chimeric mice exhibit a cell autonomous long-term reconstitution defect
that can be rescued by expression of CXCR4.

HSPCs of CXCR4/~ chimeras exhibit increased oxidative stress.  To shed light on the molecular
pathways regulated by CXCR4/CXCL12 axis, we assessed genome-wide mRNA expression in CXCR4~~ and
CXCR4** HSPCs sorted from chimeric mice. Since we failed to isolate sufficient numbers of CXCR4™"~
LSK-SLAM cells, we analyzed LSK and myeloid progenitors (LK, Lin~Sca-1-¢-Kit™) cells. Significance Analysis
of Microarray (SAM; pubmed#11309499) identified 165 and 100 differentially expressed genes in LSK and LK
cells, respectively (>>1.5-fold change; FDR <:5%) (Fig. 2a). Gene Set Enrichment Analysis (GSEA; MsigDB 5.1)
revealed that hallmarks of oxidative phosphorylation and DNA repair were significantly enriched in CXCR4~/~
LSK cells (Fig. 2b,¢). Using 5-(and 6)-chloromethyl-2'-7"-dichlorofluorescein-diacetate (CM-H,DCF DA) stain-
ingand immunophenotypic analysis of BM progenitor cells from CXCR4 7+ and CXCR4™/~ chimeras according
to the gating strategy described in Fig. 2d, we confirmed elevated ROS levels in CXCR4~/~ HSPCs. As shown in
Fig. 2e,f, ROS levels were significantly increased in LK, LSK and LSK-SLAM from CXCR4~'~ BM compared to
CXCR4*H* BM cells. In contrast, no differences were observed in mature BM cells (Fig. 2f) and in LSK-SLAM
cells directly obtained from FL of CXCR4™" and CXCR4™'~ embryos (Fig. 2g). To study whether CXCR4 func-
tions on ROS regulation could be recapitulated by another strategy of inhibition, we evaluated the effects of
CXCR4 antagonist 4F-benzoyl-TN14003 (TN140) on ROS levels in ten-week-old wild type mice. Similarly to
CXCR4~'~ cells, LSK-SLAM, LSK and LK cells from wild type treated mice showed increased endogenous ROS
levels (Fig. 2h). Thus, CXCR4 receptor disruption results in increased oxidative stress, specifically encountered in
HSPCs. Stress-activated p38 MAPK is involved in different situations including oxidative stress'?. Flow cytometry
analysis of CXCR4™" and CXCR4~" BM at 8 weeks after transplantation revealed that phosphorylation of p38
MAPK was significantly enhanced in LSK-SLAM, LSK and LK cells of BM from CXCR4~'~ chimeras compared
to CXCR4™* counterparts (Fig. 2i). No activation of the p38 MAPK pathway was observed in differentiated BM
cell populations of CXCR4~/~ chimeras (Fig. 2i).

In vivo treatment with ROS scavenger N-acetyl-L-cysteine prevents apoptosis and DNA
double-strand breaks in HSPCs from CXCR4 /'~ chimeras. To assess whether high ROS levels were
responsible for the observed functional deficiencies of CXCR4~/~ HSPCs, CXCR4+/* and CXCR4~/~ chimeras
were treated for one month with the permeant thiol N-acetyl-L-cysteine (NAC), which acts as an antioxidant
agent. NAC treatment specifically diminished elevated ROS levels in LSK-SLAM, LSK and LK BM populations
of CXCR4™"~ chimeras (Fig. 3a-c) but not in mature cells (Fig. 3d). The NAC-mediated decrease in ROS levels
in CXCR4~'~ HSPCs correlated with an important decrease in p38 MAPK phosphorylation (Fig. 3e-g). No sig-
nificant changes were observed in CXCR47*+ HSPC populations. A high percentage of Annexin-V7 cells was
detected in CXCR4~'~ L8K and LK populations compared to CXCR4 ™+ counterparts. This substantial apoptosis
was almost completely reverted by NAC treatment in vive (Fig. 3h,1). Analysis of the level of YH2AX foci, a bio-
marker of DNA double-strand breaks revealed a significant increase in DNA damage in sorted CXCR4~/~ LSK
cells compared to controls, and this phenomenon was entirely reverted by NAC treatment in vivo (Fig. 3j,k).

In vivo treatment with the antioxidant NAC ameliorates the functional deficit of CXCR4/—
HSPCs without influencing their proliferative state. CXCR4 and CXCL12 have previously been
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Figure 3. Defects in CXCR4~'~ HSPC function are counteracted by the antioxidant NAC. (a-d) DCF MFIs
of donor-derived BM subsets of CXCR4™* and CXCR4~'~ chimeras treated with NAC or vehicle. Mean + SEM
from 6 mice per group pooled from three independent experiments. (e-g) Phospho-p38 MFIs in different BM
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Nuclei were stained with DAPI (blue). (k) Frequencies of \H2AX-positive BM LSK cells. More than 100 cells
were counted per group in 3 independent experiments. Mean & SEM from 3 independent experiments with 3 to
5 mice per group.

shown to play a crucial role in regulating HSC quiescence, and their deficiencies had been associated with qui-
escence loss, correlating with decreased hematopoietic potential?®?*. On the other hand, ROS were shown to
drive HSCs into cell cycle'>*. To assess whether the quiescence loss of CXCR4 ™/~ HSCs was related to increased
ROS levels, we treated CXCR4™ " and CXCR4~'~ chimeras for one month with NAC and evaluated HSC pro-
liferation in vivo. In baseline conditions, 48% of CXCR4 '~ LSK-SLAM cells had incorporated BrdU over a
four-day-period, whereas only 18% of CXCR4 ™~ LSK-SLAM cells were labeled with BrdU (Fig. 4a), supporting
the idea that CXCR4 ' HSPCs are cycling. Similar results were obtained with donor-derived LSK cells (Fig. 4b).
However, after NAC treatment, CXCR4 '~ LSK-SLAM and LSK cells remained highly proliferative (Fig. 4a,b),
indicating that elevated ROS levels are not the primary cause of the defect of CXCR4 '~ HSC quiescence.

We next asked whether NAC treatment could counteract the hematopoietic deficit observed in CXCR4~/~
chimeras. The total number of CXCR4~/~ LSK-SLAM cells was significantly higher after NAC treatment of
CXCR4'~ chimeras (Fig. 4c), whereas the same treatment did not affect CXCR4™" LSK-SLAM cells. A similar
result was observed for CFC progenitors (Fig. 4d). Consistent with an increase in the BM CXCR4~'~ HSPC pool,
a concomitant increase in circulating and splenic progenitors was also noticed upon NAC treatment (Fig. 4e,f).
Thus, treatment of CXCR4 ™'~ chimeras with NAC could partially counteract the decrease in the number of BM
HSPCs, indicating that elevated endogenous ROS contributes to CXCR4~'~ HSPCs defects.
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Figure 4. In vivo treatment with NAC ameliorates the functional deficit of CXCR4~/~ HSPCs without
influencing their proliferative status. (a,b) CXCR4™" and CXCR4 /™ chimeras were treated with NAC or
vehicle, BrdU " cell frequencies in BM LSK-SLAM and LSK subsets. Data represent mean - SEM from 6 mice
per group pooled from 2 independent experiments. (¢) Total number of BM LSK-SLAM cells. Data represent
mean + SEM from 8 mice per group, pooled from 2 independent experiments. (d—f) Restoration of total CFC
numbers after NAC-treatment in BM, spleen and peripheral blood (PB). Mean + SEM of colonies scored for 6
samples per group of 2 independent experiments performed in duplicate.

CXCR4/CXCL12 axis prevents buthionine sulfoximine-induced oxidative stress in HSPCs. In
the bone marrow stem cell niche, ROS regulation is complex. To test whether ROS regulation by CXCR4/CXCL12
signaling could be recapitulated in vitro, we used buthionine sulfoximine (BSO), a glutathione (GSH)-depleting
agent. BSO was previously shown to promote oxidative stress in HSCs thus shortening their lifespan'****>. When
sorted WT LSK cells were treated for 48 hr with different BSO concentrations, we detected a dose-dependent
increase in ROS levels with a maximal effect at 100 pM (Supplementary Figure S2a). Addition of CXCLI12 or
NAC to the culture medium did not modify baseline ROS levels, but significantly decreased BSO-induced ROS
(Fig. 5a). This effect was detected at CXCLI2 concentrations as low as 2ng/mL (Supplementary Figure S2b).
As expected, BSO induced a sharp decrease in the GSH/GSSG ratio, indicating an important cellular deple-
tion in glutathione (Supplementary Figure S2¢). Of note, this decrease was still observed in the presence
of CXCL12, indicating that the rescue effect of CXCL12 on ROS did not depend on the glutathione pathway
(Supplementary Figure S2¢). The increase in the percentage of apoptotic (Fig. 5b) and YH2AX foci-expressing
LSK cells (Fig. 5¢,d) observed in presence of BSO, were lowered by CXCL12 or NAC. In addition, CXCL12 and
NAC rescued the deleterious effects of BSO on both, cell proliferation and colony-forming capacity of LSK cells
(Fig. 5e,f, Supplementary Figure S2d, S2e).

SCIENTIFIC REPORTS | 6:37827 | DOI: 10.1038/srep37827 6



www.nature.com/scientificreports/

a b
— . * *
6000 . % 25 2
» |
= 4000 = 5
e 3
= 2000 e 1t
g g
0 ® 0
-BSO +BSO -BSO +BSO
gamma-H2AX
C d
! * *
% e
[
control 2
2 4
2
] [ Vehicle
82 @ cxcL12
'g- Il NAC
CXCL12 ® -BSO +BSO
untreated + BSO
e f . g
2 x u o * *
* * £ x
5 < 3% 50 3
E 6000 b § g 40
< S 400 3e
= 4000 [} Lo 30
3 5 s 8 20
% 2000 2 200 So
- o 5 Z 10
[l =
0 3] S s
-BSO +BSO 0 o O
-BSO +BSO -BSO +BSO

Figure 5. CXCR4/CXCL12 axis prevents BSO-induced oxidative stress in HSCs. (a) DCF MFIs of sorted
WT LSK cells cultured for 48 hr with vehicle or BSO, in the absence or presence of 100 ng/mL CXCL12 or 2mM
NAC. Mean £ SEM, n=6. (b) Annexin-V staining of LSK cells. Mean + SEM, n = 3. (¢) ~~-H2AX-staining of
LSK cells cultured for 48 hr in the absence (vehicle) or presence of BSO and CXCL12. Representative pictures
are shown. (d) Percentages of -H2AX-positive LSK cells. More than 100 cells were counted per group in 3
independent experiments. (e) Effect of BSO-treatment on LSK proliferation. Mean &+ SEM, n=4. (f) Colony
numbers (CFC) from LSK cells. Mean £ SEM of colonies from 5 independent experiments performed in
duplicate. (g) CXCL12 rescues compromised hematopoietic long-term reconstitution with BSO-treated LSK
cells. Before transplantation into lethally irradiated WT CD45.27 recipients, CD45.17 LSK cells were treated
with BSO for 48 hr in the absence or presence of CXC12. Mean & SEM of percentages of CD45.1* donor-derived
cells 6 months after transplantation from the pool (10 mice) independent experiments.

Finally, we studied the effect of CXCL12 on the hematopoietic repopulation capacity of BSO-treated LSK cells,
evaluated 6 months after transplantation. CXCL12 addition did slightly, yet significantly increase the hematopoie-
tic reconstitution potential of LSK cells under baseline conditions. Even more, it remarkably counteracted the del-
eterious effects of BSO (Fig. 5g). The rescued reconstitution capacity of BSO-treated HSCs was confirmed by the
detection of donor-derived B cells, T cells and myeloid cells in recipient mice (data not shown). Altogether, these
results show that CXCR4/CXCL12 axis has an important role in the protection of HSCs against oxidative stress.

CXCR&~'~ HSPCs cells exhibit increased sensitivity to oxidative stress induction.  As CXCR4~/~
HSPCs are characterized by elevated endogenous ROS levels compared to CXCR4™™ counterparts, we explored
the possibility that they could be particularly vulnerable to additional oxidative stress. Sorted CD45.2% BM cells
from ten-week-old CXCR4 /" and CXCR4 '~ chimeras were treated in vitro for 24 hours with a suboptimal dose
of BSO (10 M) and then seeded in semi-solid culture. Strikingly, whereas this low concentration of BSO had no
impact on CXCR4"/* cells, it reduced the number of CXCR4 '~ progenitors by about 50% (Fig. 6a). Furthermore,
ROS levels were increased in all CXCR4 / BM cell subsets, including LSK-SLAM, LK and BM mononuclear cells
(Fig. 6b-d) to a higher degree than in their CXCR4™* counterparts (Fig. 6e-g). CXCL12 addition had no effect
on basal ROS levels, but resulted in substantial reduction of ROS levels in BSO-treated CXCR4*/* cells, but had
not effect on CXCR4™~ cells (Fig. 6b—g). As these results indicate that CXCR4 ™/~ progenitors are more amenable
to oxidative stress induction, we interrogated whether glutathione, the major cellular antioxidant reservoir, was
altered in CXCR4~/~ cells. As shown in Fig. 6h, the GSH/GSSG ratio was significantly lower in CXCR4~'~ LSK
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Figure 6. CXCR4~/~ HSPCs exhibit enhanced sensitivity to oxidative stress. Donor-derived BM cells from
CXCR4 " and CXCR4 ' chimeras 6 weeks post transplantation were sorted and cultured for 24 hr in the
presence of alow BSO concentration (10 uM), with or without CXCL12. (a) Colony formation. Mean &= SEM

of 3 independent experiments performed in duplicate. (b-d) DCF MFIs on CXCR4 '~ BM LSK-SLAM (b), LK
(¢) and BM-MNC cells (d). (e-g) DCF MFIs on CXCR4'/* BM LSK-SLAM (e), LK (f) and BM-MNC cells (g).
Mean £ SEM of 3 independent experiments, with 3 mice per group. (h) GSH/GSSG ratios in sorted LSK and LK
cells from CXCR4*/* and CXCR4~/~ chimeras, 6 weeks after transplantation. Mean + SEM of 3 independent
experiments performed in triplicate, with 4 mice per group. (i,j) CFC frequencies in sorted CD45.2+ BM and
in peripheral blood cells from CXCR4 %+ and CXCR4 ™/~ chimeras determined 3 months after transplantation.
Sorted cells were plated with vehicle, NAC (2 mM) or p38 MAPK inhibitor SB203580 (2511M). Mean £ SEM of 3
independent experiments performed in duplicate.

BM cells, compared to CXCR4 ™™ counterparts. This was specific for CXCR4~'~ LSK cells, as the GSH/GSSG ratio
was unchanged in CXCR4~'~ LK cells with respect to CXCR4 "/~ LK cells. In line with a low antioxidant reservoir
in CXCR4~/~ LSK cells, the expression of several genes encoding ROS-detoxifying enzymes, such as Prdx1, Txn2,
Gpx3 (Supplementary Figure S3a) and the NRE2 nuclear targets, Hmox1 and Ngo1, (Supplementary Figure S3b),
were overexpressed in LSK cells of CXCR4 /~ chimeras compared to CXCR4 /" chimeras. These results are in
line with the notion that reactive intracellular defense mechanisms are frequently induced in response to a low
cellular antioxidant status.

Recent studies have indicated that oxidative stress induced by culture in ambient air compromises the sur-
vival of mouse and human HSPCs*®. We thus addressed the question, whether CXCR4 deficiency resulted in an
increased sensitivity to in vitro culture. The number of clonogenic progenitors that had grown from CD45.2" BM
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Figure 7. Mitochondria are targets for CXCL12 in oxidative stress control. CXCL12 or the mitochondrial
ROS scavenger Mito Tempo reduces Mitosox Red MFI in sorted LSK cells. Cells were treated with rotenone
(5pM) or vehicle for 1 hour in absence or presence of CXCL12 (10 ng/ml) or Mito Tempo (2 pM). Mean £+ SEM
of 3-7 independent experiments.

cells of CXCR4 ™/~ chimeras, was lower compared to CXCR4 1+ counterparts and NAC addition resulted in an
increase in CXCR4 '~ progenitor cell numbers (Fig. 6i). Similarly, the number of progenitor cells that had grown
from CXCR4~/~ PB also increased, when NAC was added to the culture medium (Fig. 6j). Furthermore, addition
of the p38 MAPK inhibitor SB203580 increased BM and PB colony-forming capacity of CXCR4 ™'~ cells (Fig. 61,)).
Altogether, these results suggest that CXCR4~/~ HSPCs are more vulnerable to oxidative stress induced by in vitro
culture and that activated p38 MAPK pathway is involved in this phenomenon.

Mitochondria of HSPCs are targets for CXCL12 in oxidative stress control. Oxidative damage by
ROS generated in mitochondria is a potent cause of HSC dysregulation®”?. We thus tested, whether CXCL12
could regulate mitochondrial oxidative stress, by treating WT LSK cells with rotenone, a specific inhibitor of the
complex I of the mitochondrial electron transport chain®. Rotenone significantly increased mitochondrial ROS
levels, as detected by MitoSOX Red, an effect that could be prevented by preincubation with the mitochondrial
ROS scavenger Mito Tempo (Fig. 7). Strikingly, CXCL12 also lowered MitoSOX Red staining (Fig. 7), suggesting
that CXCL12 can rescue ROS at the mitochondrial level.

Discussion

Although the management of ROS elevation in HSCs was proposed to be crucial for the maintenance of lifelong
hematopoiesis, little is known about the processes by which HSCs deal with oxidative stress situations. Here, we
demonstrate for the first time that CXCR4/CXCL12 axis can limit oxidative stress injury in HSCs by reducing
mitochondrial oxidative stress.

CXCR4 signaling influences many aspects of HSPC biology including migration, retention within stem cell
niches, proliferation and quiescence. Nonetheless, its requirement for HSPC biology remains to be explored.
Furthermore, significant discrepancies were reported on the effects of CXCR4 deletion regarding the long-term
maintenance of the HSC pool, using inducible mouse models. Indeed, CXCR4 deletion achieved with
poly(I)-poly(C)-inducible Cre-transgenic mice, resulted in sharp deleterious effects on HSCs, whereas CXCR4~/~
HSC numbers were maintained in tamoxifen-inducible Cre-transgenic mice*?. These discrepancies may relate
to effects of poly(I)-poly(C) or tamoxifen that may alter baseline HSPC numbers by inducing proliferation and
eventually apoptosis even in the absence of any genetic modifications*®*!.

To answer the question if and how the absence of CXCR4 leads to alterations in HSC long-term mainte-
nance, we used a CXCR4/~ mouse syngenic transplantation model with CXCR4 '~ FL cells. This model has
the advantage to be constitutive and not to use inducers that may interact with HSPC biology. Using this model,
we have previously shown that CXCR4 '~ HSPCs have a marked defect in radioprotection of lethally irradiated
mice and demonstrated the crucial role of CXCR4 in the retention of HSPCs in the BM microenvironment of
chimeric mice®. Here, we revealed a progressive depletion of LT-HSCs in the BM of chimeric CXCR4 '~ mice
that correlates with an elevation of their endogenous ROS levels. Interestingly, no differences in ROS levels could
be detected between CXCR4™ " and CXCR4~/~ FL HSCs, suggesting that ROS regulation by CXCR4/CXCL12
axis is specific to adult HSCs or to the site of hematopoiesis (bone marrow versus FL). The importance of CXCR4
on ROS levels was demonstrated mostly using the transplantation model of CXCR4~~ and CXCR4™* FL cells.
This model offers an advantage over CXCR4 inhibitor administration in that CXCR4 inhibitor may also tar-
get non-hematopoietic cells within the microenvironment. Therefore, its effects cannot be attributed solely to
the direct inhibition of CXCR4 on hematopoietic cells. In addition, the use of CXCR4 inhibitors is limited by
their low stability. Importantly, despite these limitations, we have demonstrated an elevation in endogenous ROS
levels in both, CXCR4 /~ transplanted HSCs and upon CXCR4 inhibitor administration. Thus, the observed
increases of ROS levels in CXCR4 /~ HSPCs might not only reflect an altered cellular response to the stress
inflicted by transplantation of FL CXCR4 ™~ cells into irradiated mice. It will be of interest in future studies to
establish, whether more stable CXCR4 inhibitor administration could also result in p38 MAPK phosphorylation
and apoptosis.

Elevated ROS levels have been reported to limit the lifespan of HSCs in Atm ™~ * and Fox3a™"~ ** mice.
Indeed, we have demonstrated that i vivo administration of the antioxidant NAC to CXCR4~"~ chimeric mice
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partially rescued their progressive hematopoietic deficit. Since increased ROS levels in CXCR4~ HSPCs were
associated with an activation of the p38 MAPK pathway, it is likely that this pathway is involved in the deleterious
consequences on progenitor growth and hematopoletic reconstitution capacity. In line with this, we showed that
in vitro addition of the p38 MAPK inhibitor SB203580 rescued the low biological activity of clonogenic progeni-
tors and LSK-SLAM cells from CXCR4~'~ chimeras.

Strikingly, the substantial increase in proliferation of CXCR4~/~ HSCs was not reversed by in vive NAC
administration, although there was a significant NAC effect on the replenishment of the HSC pool, associated
with decreased apoptosis and DNA damage. This positions ROS as upstream effectors of apoptosis, DNA damage
and loss of long-term maintenance in CXCR4~/~ HSCs. This contrasts with Atm~/~ mice, in which cell cycle
regulation of HSCs was shown to be downstream to ROS production'?. Thus, absence of ROS effect on the cell
cycle status of HSPCs is inline with data showing that CXCR4/CXCL12 axis directly acts on the cell cy<le by reg-
ulation of p575% %%, Importantly, the i vivo antioxidant treatment delayed the exhaustion of the CXCR4~/~ HSC
pool without rescuing HSC quiescence, suggesting that increased ROS level is the primary determinant for HSC
exhaustion, in some way independently of the cell cycle status and that proliferation by itself does not necessarily
result in exhaustion of hematopoietic stem cell function.

Our experiments established that ROS production in HSPCs of CXCR4™'~ chimeras impacts their survival
and long-term maintenance in a cell autonomous manner. This elevated ROS production may also impact in
a paracrine manner normal hematopoiesis and the bone marrow microenvironment. In this regard, it will be
interesting to investigate whether an abnormal microenvironment had developed in CXCR4~/~ chimeras and
whether this may result in abnormalities in hematopoiesis. Of note, long-term hematopoietic reconstitution, in
a competitive context between CXCR4™'F and CXCR4~/~ HSPCs is dominated by normal hematopoiesis (even
with an excess of CXCR4™/7), suggesting a small if any impact of ROS production by CXCR4~'~ cells on normal
hematopoiesis**?.

Excessive ROS production in CXCR4~/~ was associated with an upregulation of several ROS-detoxifying
enzymes, that may reflect the challenged status of CXCR4~"~ cells in dealing with oxidative stress. Detoxification
of ROS and repair of oxidatively-damaged proteins depend primarily on the availability of reduced glutathione,
whose loss is an early hallmark of the progression of cell death in response to stress stimuli®’. Of note, LSK cells
from CXCR4~/~ chimeras demonstrated alow intracellular reservoir of reduced glutathione, indicating a reduced
cellular redox-buifering ability. In line with this, CXCR4~'~ LSK cells showed an increased sensitivity to addi-
tional stress situations, such as those induced by in vitro culture.

Previous studies have demonstrated that global expression of CXCL12 transgene in mice caused an upregula-
tion of mitochondrial mass, but low mitochondrial activity in LSK cells. However, these studies did not address
the direct effect of CXCL12 on mitochondrial oxidative stress*. We addressed this point using in vitre studies
and established that CXCL12 could indeed reduce mitochondrial ROS in murine HSPCs. Although the paucity of
HSCs, particularly observed in CXCR4 ™/~ chimeras, challenged the analysis of mitochondrial ROS in CXCR4 ™/~
cells, these results indicate that CXCL12 could help in reducing ROS levels by lowering mitochondrial activity
in murine HSPCs. The relationship between CXCL12 and the control of mitochondrial activity remains to be
clarified.

Of note, CXCL12 protective effects against oxidative stress have been observed in culture systems containing
cytokines that induce proliferation in LSK cells, demonstrating the importance of CXCR4/CXCL12 signaling in
the regulation of intracellular ROS levels under proliferative conditions. This could be of particular relevance
under physiological activation, such as bleeding or stress circumstances in which HSCs have to leave their hypoxic
niches and to switch from dormancy to a metabolically active state*”*". For instance, the stress-induced mobili-
zation of HSPCs by G-CSF is in part related to ROS elevation resulting from c-Met activity'!. This mobilization is
associated with CXCL12 underproduction and an increased apoptotic rate of mobilized cells compared to their
steady-state BM counterparts*®. Thus, it is possible and indeed likely, that CXCL12 treatment during mobilization
will improve the recovery of HSPCs and prevent their apoptosis by inhibiting endogenous ROS production.

In conclusion, this study underscore the protective role of CXCR4/CXCL12 axis and environmental BM
signals to limit oxidative stress and their active participation in the maintenance of the HSC pool. This study
hence opens avenues of research for the association of CXCR4 antagonists with antioxidant agents to decrease
deleterious ROS effects, which are associated with stress hematopoiesis such as mobilization, bleeding and
transplantation.

Methods

Adoptive transfer of FL cells and hematopoietic reconstitution. Mice were bred and maintained
under specific pathogen free conditions with acidified water (pH 5.3) at the Animal Core Facility of Gustave
Roussy Institute (n® E-94-076-11). Animal experiments were approved by Ethical Committee C2ZEA-26: Comité
déthique en expérimentation animale de I'TRCIV mocliamg@62aeec officially registered by the French Ministry
of Research. All experiments were performed in accordance with relevant guidelines and regulations and officially
authorized by the French Ministry of Research (Permit number: 2012-23), as per Directive 2010/63 prescrip-
tions and transposition into French law and regulations. The generation of CXCR4~/~ C57BL/6]-Ly5.2 mice and
transplantation assays performed with FL cells from CXCR4~/~ and CXCR4™" embryos into lethally irradiated
C57BL/6]-Ly5.1 mice were described previously?s. Briefly, 5 x 105 CXCR4™* or CXCR4~/~ FL cells were injected
into eight-weelc-old lethally irradiated mice and analyzed 3, 8 and 64 weeks after engraftment. C57BL/6] (Ly5.2
and Ly5.1) mice were purchased from Charles River and Harlan laboratories, respectively. Reconstituted chimeric
mice {one month post engraftment) received 1 mg/mL N-acetyl-L-cysteine (NAC) in the drinking water during
one month and were analyzed at the end of the treatment. Donor-specific anti-CD45.2 and recipient-specific
anti-CD45.1 antibodies were used to discriminate donor-derived cells from recipient cells. For hematopoietic
reconstitution assays, W'T LSK cells from C57BL/6-Ly5.1 mice were cultured for 48hr in the absence or presence
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of BSO and/or CXCL12 in DMEM medium supplemented with 10% FBS, recombinant mSCF (100 ng/mL) and
TPO (100 ng/mL), all from PeproTech (Rocky Hill, NJ, USA). 3000 LSK cells per mouse were then injected into
lethally irradiated C57BL/6]-Ly5.2 mice.

Flow cytometric sorting and analysis. Cell suspensions from mouse BM and spleen were collected
and stained with allophycocyanin (APC)-conjugated rat anti- mouse lineage (Lin) antibodies, including anti CD3,
B220, Gr-1, Ter119 and CD41 antibodies. For sorting of LSK cells, Lin~ cells were stained with phycoerythrin-
Cyanine 7 (PE-Cy7) conjugated anti-Sca-1 and peridin chorophyll protein-cyanine 5.5 (PerCP-Cy5.5) conjugated
anti-c-Kit antibodies. For analysis of LSK-SLAM cells in BM, spleen and blood of CXCR4™* and CXCR4~/~
chimeras, cells were stained with Alexa Fluor 700 conjugated anti-CD45.2 antibody, APC-Cy7-conjugated
anti-CD41, PE-Cy7 conjugated anti-Sca- 1, PerCP-Cy5 conjugated anti-¢-Kit, PE conjugated anti-CD150 and
Pacific Blue conjugated anti-CD48 antibodies. In HSC proliferation assays in vivo (BrdU experiments), the same
multi-marker subset was used, except that APC-conjugated antibody against CD48 was applied. All antibodies
were either from BD Biosciences or Biolegend, San Diego, CA, USA. Hematopoietic populations were analyzed
or sorted on FACS LSRII or FACSCanto ITand on Influx cytometry (BD Biosciences, Mountain View, CA, USA),
respectively.

Microarray expression analysis. RNAs were extracted from sorted LSK cells from CXCR4™* and
CXCR4~"~ chimeric mice, using the RNeasy Micro protocol (QIAGEN). cDNA labeling, hybridization and data
analyses were performed using oligonucleotide microarrays (4 x 44K mouse Agilent Technologies, Palo Alto, CA,
USA). Data were extracted from scanned images using Feature Extraction software (Agilent) with default settings.
Data from all hybridizations were analyzed with Rosetta Resolver software.

Assessment of p38 MAPK phosphorylation by flow cytometry. BM cells from CXCR4+/+ and
CXCR47/~ chimeras were first submitted to immunofluorescent staining of cell surface antigens as described
above to allow later gating on mature and immature cell populations. After fixation and pemeabilization with BD
Cytofix/Cytoperm Bufler, cells were labeled with anti phospho-p38 MAPK rabbit antibody (Thr180/Tyr182) or
rabbit specific IgG, followed by goat anti-rabbit Alexa Fluor 488 antibodies. Positive staining was determined by
analysis on FACSCanto I1.

Intracellular and mitochondrial ROS detection. Intracellular ROS was monitored by flow cytome-
try using the redox-sensitive dye 5-(and-6)-chloromethyl-2’,7'dichlorodihydrofluorescin diacetate, acetyl ester
(CM-H,DCF-DA). Cells were loaded with 2 pM DCFH,-DA for 20 min at 37 °C. For detection of mitochondrial
super oxide anion (O, 7) production, cells were loaded with 2 pM Mitosox 30 min at 37 °C. To show specific mito-
chondrial ROS production, sorted LSK cells were incubated 20 min at 37 °C with 10pM of the mitochondrial ROS
scavenger MitoTempo before induction of mitochondrial ROS production.

Oxidative stress induction. BM cells from CXCR4"'* and CXCR4~/~ chimeras were cultured for 24hr
with BSO (10pM) or vehicle (DMSQ). Oxidative stress induction in LSK and LK cells was achieved with BSO
(100pM, 24hr or 48 hr).

DNA double-strand breaks assay. LSK cells from CXCR4*/+ and CXCR4~'~ chimeras or WT LSK
cells were incubated with mouse anti-phospho-H2AX (Ser139) antibody followed by staining with ALEXA-
546-conjugated anti-mouse antibody. Nuclei were stained with DAPI for microscopic examination. Cells were
considered positive when they displayed more than four \H2AX foci per cell.

Statistical Analysis. Results given as mean+ standard SEM were analyzed with the two-tailed unpaired
Student’s t-test. Differences were considered significant when P-value was *p <2 0.05; **p < 0.01 and ***p < 0.001.
Additional methods are listed in Supplemental Procedures.
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Supplemental procedures

Antibodies, hematopoietic reconstitution and flow cytometric analysis. The following
antibodies were used: anti-phospho-p38 MAPK rabbit mAb (Thr180/Tyr182, Cell Signaling
Technology, Danvers, MA, USA); mouse monoclonal anti-phospho-H2ZAX (Ser139) antibody
(Upstate Biotechnology, Millipore); Alexa Fluor 488 F(ab), fragment of goat anti-mouse IgG
antibody (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) ; Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit IgG antibody
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA); Alexa Fluor 546 goat anti-mouse IgG antibody (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA), APC-Cy7-anti-TER-119, B220, CD3e, GR-1, PerCP-Cy35.3-anti-c-Kit,
PE-Cy7-anti-Sca-1, PE-anti-CD150, APC-anti-CD48 and Alexa Fluor 700-anti-CD45.2
(Biolegend, San Diego, CA, USA). For determination of chimerism, PE-anti-CD45.1 and
APC-anti-CD43.2 were used (Biolegend, San Diego, CA, USA). Hematopoietic populations
were analyzed on FACS LSRII or FACS CANTO II and sorted on Influx cytometers (BD

Biosciences).

Chemicals. y-glutamyl-cysteine-synthetase inhibitor buthionine sulfoximine (BSO), the
antioxidant N-acetyl-L-cysteine (NAC), Rotenone and DAPI were purchased from Sigma—
Aldrich, St Louis, MO, USA. p38 MAPK inhibitor SB203580 was obtained from TOCRIS
Bioscience, Bristol, UK. The BrdU Flow KIT was purchased from BD Biosciences, CA,
USA, the Annexin-V Assay kit from BD Pharmingen, Franklin Lakes, NJ, USA. The
fluorescent probes 5-(and-6)-chloromethyl-2°,7 dichlorodihydrofluorescin diacetate, acetyl
ester (CM-H>DCF-DA), MitoSOX Red and MitoTempo were purchased from Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA. CXCR4 inhibitor TN14033 (TN140) was previously described *".

Histology. BM sections were fixed with formaldehyde, stained with hematoxylin/eosin/safran

and examined by a Zeiss Axiophot microscope.

In vifro Colony-forming Cell assay. Colony-forming cell (CFC) potential was assayed in
semisolid methylcellulose medium (MethoCult M3234, Stem Cell Technologies, Vancouver,
Canada) supplemented with recombinant cytokines, as described previously *°. Colony-

forming unit cells (CFU-C) were scored in duplicate seven days after plating.

Annexin-V Assay. Apoptosis was assayed by staining freshly harvested BM cells with
lineage, stem and progenitor markers, followed by Annexin-V and DAPI staining according

to the manufacturer's recommendations. Positive staining was determined by analysis on
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FACS CANTOII (BD Biosciences, Mountain View, CA, USA).

GSH/GSSG-Glo Assay. GSH/GSSG ratio was determined in sorted CD45.2" donor-derived
LSK and LK cells from CXCR4™™ and CXCR4 " chimeras, 8 weeks after transplantation of
FL cells. The GSH/GSSG-Glo assay kit (Promega, Madison, WL, USA), a luminescence-
based system for the detection and quantification of total glutathione (GSH+GSSG), GSSG

and GSH/GSSG ratios was used, according to the manufacturer’s recommendations.

Retroviral Transduction. Retroviral gene transduction of cDNAs encoding mouse CXCR4
was performed with the retroviral vector Migr/IRES/EGFP. Three months after
transplantation, CD45.2"/Lin" cells were sorted from CXCR4 " or CXCR4" chimeras and
incubated for 24 hr with 100 ng/mlL. SCF and 100 ng/mlL thrombopoietin, followed by
incubation for 48 hr with retrovirus. The efficiency of gene transduction was evaluated by

expression of EGFP. Transduced cells were transplanted into lethally irradiated Ly5.1 mice.

Expression of antioxidative genes. Analyses were performed by real-time qRT-PCR on the
LightCycler® 480 microwell plate-based cycler platform (Roche Applied Science) using
Universal ProbelLibrary assays designed with the ProbeFinder software (Roche Applied
Science). Three micrograms of total RNA from each sample were reverse transcribed using
the SuperScript® VILOTM c¢cDNA Synthesis kit (Invitrogen) according to the manufacturer’s
instructions. Primers were purchased from Invitrogen and Universal ProbeLibrary probes
from Roche Applied Science (nucleotide sequences of the primers and probes on request). All
targets were concomitantly analyzed. Real-time qRT-PCR reactions were carried out in a total
volume of 10 ul. on 20 ng of cDNA using LightCyeler® 480 Probes Master (Roche Applied
Science). The LightCycler® 480 was programmed to an initial denaturation (95°C, 10 min)
following by 45 cycles of 10 sec at 95°C, 30 sec at 60°C, 1 sec at 72°C and a final cooling
step at 40°C for 10 sec. All reactions were run in triplicate, and average values were used for
quantification. The antioxidant gene expression was determined comparatively to the
housekeeping genes (GAPDH, TBP, ACTB). The relative antioxidant gene expression was
analyzed using the 2exp(-AAC(T)) method (Livak KJ and Schmittgen TD, Methods
2001,25:402-408).

HSC proliferation analysis. Two months after transplantation of FL cells, CXCR4™" and
CXCR4™" chimeric mice were injected with BrdU (1 mg BrdU/kg body weight, i.p.). After

18 hr, BM cells were recovered and stained with lineage, stem and progenitor markers and

89



permeabilized, followed by staining with FITC-conjugated anti-BrdU according to the

manufacturer's recommendations.

In vivo inhibitor studies. CXCR4 inhibitor TN14033 (TN140, 24 mg/kg/day) was
administered by Alzet osmotic pumps for seven days (Durect Corporation, Cupertino, CA,

USA) as previously described *®. Control animals received pumps containing PBS.
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Supplementary Figure S1

Progressive hematopoietic long-term deficit, increased extra medullary hematopoiesis
and peripheral circulation of HSPCs in CXCR4™" chimeras. (a,b) Total numbers of donor-
derived colonies (CFCs) formed from CXCR4™" and CXCR4” BM (2 femurs + 2 tibia) and
spleen in colony-forming cell assay, evaluated 3 weeks, 8 weeks and 64 weeks after
transplantation of CXCR4™ and CXCR4" FL cells. BM and splenic CD45.2" cells were
sorted and plated in duplicate in semisolid medium under standard conditions (CXCR4+/+
cells) or in the presence of 600 pg/mL G418 (CXCR4'/' cells). As CXCR4" FL cells carry a
neomycin insertion cassette, G418 allows to validate for the origin of CFCs. Data are
represented as mean + SEM of colonies from CXCR4™ and CXCR4" BM, spleen and PB
samples obtained from 4-7 mice per group in 2 independent experiments. (c-e) Total numbers
of donor-derived CD45.2" LSK (spleen, PB) and LSK-SLAM (PB) cells of CXCR4™" and
CXCR4™" chimeras. LSK-SLAM and LSK cell numbers were determined by immuno
phenotyping, considering cellularity and chimerism of the respective organs. Data are
represented as mean + SEM of total cell numbers obtained from 4-7 mice per group in 2
independent experiments.

Supplementary Figure S2

Increased ROS levels after BSO treatments abrogate colony-forming capacity of
HSPCs: rescue effect of CXCL12. (a) BSO-treatment in vitro for 48 hours increased ROS
levels in sorted WT LSK cells from ten-week-old mice in a dose-dependent manner. ROS
levels were significantly decreased when 10 ng/ml. CXCIL12 was simultaneously added to the
culture medium. Data are mean + SEM of DCF MFIs obtained in 5 independent experiments.
(b) Dose-dependent rescue effects of CXCL12 on BSO-induced ROS level increases in LSK
cells. Data are mean + SEM of DCF MFIs measured in 5 independent experiments. (c)
Freshly isolated WT LSK cells were cultured for 48 hours in the absence or presence of BSO
alone or with CXCL12. The GSH/GSSG ratio was determined with the GSH/GSSG-Glo
Assay. Data represent mean + SEM of GSH/GSSG ratios from 3 independent experiments,
performed in triplicate. (d) Dose-dependent inhibition of progenitor growth of sorted LSK
cells by BSO in the absence or presence of 10 ng/mL. CXCIL12. Cells were cultured for 48 hr
in the presence of BSO or vehicle, washed and plated in semisolid medium in duplicate. Data
represent mean = SEM from colony numbers of 5 independent experiments. (e) Dose-
dependent rescue effects of CXCL12 on BSO-induced inhibition of LSK CFC potential. Data
represent mean &= SEM from colony numbers of 3 independent experiments.

Supplementary Figure 53

ROS-induced up regulation of antioxidant enzyme expression in HSPCs of ten-week-old
CXCR4"" and CXCR#" chimeras. (a) Results of qRT-PCR assays for expression of
antioxidant enzymes performed on donor-derived sorted LK (grey line) and LSK cells (black
line) are presented as CXCR4 " over CXYCR4™* expression ratios (mean +/- SD, n=3). Delta
Ct values (vs Rpll13a) shown below indicate expression level of each transcript in LSK cells
(bottom). (b) Results of qRT-PCR assays for expression of nuclear targets of NRF2
performed on donor-derived sorted LK (grey line) and LSK cells (black line) are presented as
CXCR4" over CXCR4™" expression ratios (mean +/- SD, n=3). Delta Ct values (vs Rpl13a)
shown below indicate expression level of each transcript in LSK cells (bottom).
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Article 2 : « Implication du facteur de
transcription ASCL2 dans I’hématopoiese
normale et leucémique »

Comme pour tous les cancers, les LAM se caractérisent par l'altération de
différentes voies affectant la prolifération cellulaire et la différenciation. Il est
actuellement bien établi qu’elles sont liées a la présence de cellules souches
leucémiques capables d'initier et de maintenir une croissance leucémique tout en
étant bloquées dans le processus de différenciation. Des études récentes ont
étendu ce modele a d'autres types de cancers, y compris le cancer du sein, le
glioblastome multiforme et le cancer colorectal. Tout comme les CSH normales, les
CSL sont dépendantes du microenvironnement médullaire et de nombreuses
études ont montré que leur rétention dans la moelle osseuse par le couple
CXCR4/CXCL12 permet leur maintien et participe a leur chimiorésistance. Dans ce
contexte CXCR4 a un role régulateur direct de la prolifération, de la survie ou du
niveau des ROS comme c’est le cas dans les cellules normales. Ces fonctions sont
médiées par l'activation de différentes voies de signalisation dont la PI3K/AKT,
ERK et Jak/Stat. La voie CXCR4/CXCL12 peut également favoriser le maintien des
cellules souches néoplasiques en activant des voies plus spécifiques des niches.
Dans ce contexte, CXCL12 peut activer la voie Wnt connue pour son role essentiel
dans l'auto-renouvellement de la plupart des cellules souches cancéreuses. Par
ailleurs, de part sa capacité a maintenir les cellules dans la moelle, 1'axe
CXCR4/CXCL12 pourrait aussi exercer une fonction plus indirecte en maintenant

les cellules a proximité des signaux de la niche dont les ligands Wnt.

Le facteur de transcription ASCL2 de la famille bHLH est un gene cible de voie
Whnt. Il controle le devenir des cellules souches intestinales et en tant que cible
Wnt, il est impliqué dans leur maintien en régulant leur identité. Sa surexpression
induit une hyperplasie intestinale et sa déplétion entraine I'appauvrissement en
cellules souches intestinales. ASCL2 est également surexprimé dans les cellules T
helper folliculaires ot il régule I'expression du récepteur CXCR4. A l'inverse, la
signalisation CXCR4 et Wnt régule I'expression d'ASCL2 suggérant que CXCR4 et

ASCL2 interagissent pour réguler la formation de métastases. ASCL2 est devenu un
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sujet d'intérét majeur car il est surexprimé dans divers types de tumeurs
(carcinome épidermoide pulmonaire, cancer du sein, cancer gastrique et cancer
colorectal) ou il pourrait étre utilisé comme marqueur prédictif du mauvais
pronostic. ASCL2 est étroitement connecté a CXCR4 mais sa fonction dans
I’hématopoiese n’avait jamais été décrite avant le début de ma these. L'objectif de
mon travail a été d'élucider le role d’ASCL2 dans I'hématopoiese normale et
leucémique. J'ai analysé son expression dans deux cohortes de LAM et dans
différentes populations hématopoiétiques normales. Nos résultats indiquent
qu’'ASCL2 est surexprimé dans les LAM par rapport aux progéniteurs CD34 + sains

et est un marqueur de mauvais pronostic.

Afin d’approcher sa fonction, j'ai entrepris deux approches. Dans la premiere
approche, jai étudié l'effet de plusieurs shRNA dans un modele de leucémie
murine. Dans ce modele, j'ai montré que 'inhibition d’ASCL2 entraine un défaut de
prolifération des cellules leucémiques et des progéniteurs leucémiques. De méme,
les shRNA diminuent le processus leucémique et augmentent la survie des
animaux. Ensuite j'ai entrepris d’examiner 'effet de la surexpression d’ASCL2 dans
des cellules primaires CD34+. L'expression de la forme sauvage et de la forme
activée dans les progéniteurs humains induit un blocage de la différenciation et de
la prolifération tandis que la forme transrépressive induit une augmentation de la

prolifération des progéniteurs CD34+.

Nos résultats qu’ASCL2 est un régulateur important dans le développement
des LAM et suggerent que l'expression d’ASCL2 est associée a l'agressivité de la

leucémie.
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Abstract

The transcription factor ASCL2 (Achaete Scute-like 2) plays an important role in
embryonic development and regulates the proliferation and differentiation of intestinal
stem cells in the adult. In addition, it is over-expressed in numerous tumor types.
However, we are the first to investigate in the field of ASCL2 contribution to AML. We
have found that ASCL2 is expressed in leukemic cells of 30% of patients with acute
myeloid leukemia (AML) but not in hematopoietic stem and progenitor cells derived
from normal individuals. In MLL-ENL transduced fetal liver cells, to generate a murine
leukemic model, stable knockdown of ASCL2 expression by RNA interference
inhibited the proliferation of cells and strongly reduced both their in vitro clonogenic
potential and their in vivo leukemic potential. Conversely, overexpression of ASCL2
inhibits the proliferation and differentiation of hematopoietic progenitors and impacted
the differentiation of leukemic cell lines. Interestingly, while a constitutively trans-
activating derivative of ASCL2 (ASCL2-VP16) has inhibitory effect on proliferation,
the constitutively trans-repressing derivative of ASCL2 (ASCL2-Krab) induces an
expansion of CD34+ cells. These results demonstrate that aberrant expression of the
developmental regulatory gene ASCL2 in the adult hematopoietic compartment is a
frequent event in the pathogenesis of AML and suggest a role for ASCL2
overexpression as part of an effector pathway that contributes to AML development by
inhibition of terminal differentiation. Moreover, our data suggest that ASCL2
overexpression contributes to AML development by inhibiting terminal differentiation

merely through gene repression.
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Introduction

Acute myeloid leukemia (AML) is a heterogeneous human disease defined by an
accumulation of immature myeloblasts in the bone marrow and peripheral blood. Like
other cancers, AML is a multi-step process characterized by the alteration of different
pathways affecting cell proliferation and myeloid differentiation. Over the last few
years, it has been recognized that AML is maintained by leukemic stem cells (LSCs),
which are capable of initiating and sustaining leukemic growth (Bonnet and Dick,
1997). These cells drive the growth and dissemination of the leukemia as demonstrated
by serial transplantation experiments. Recent studies have extended this model to other
types of cancers including breast cancer, glioblastoma multiform and colorectal cancer.
The canonical Wnt/b-catenin pathway has a critical role in self-renewal of most cancer
stem cells (Nusse and Clevers, 2017). There is evidence that Wnt expression can inhibit
the differentiation of HSCs, whereas overexpression of Axin (an antagonist of b-catenin
activation) has an inhibitory effect on Wnt signaling, which in turn results in a decrease
in HSCs number. Moreover, the addition of purified Wnt3a ligand in ex vivo culture has

been used successfully to expand HSCs.

The transcription factor ASCL2 (Achaete Scute-like 2), from the well-conserved
bHLH (basic helix-loop-helix) family is a newly described Wnt target gene and controls
the fate of Lgr5+ intestinal stem cells (van der Flier et al., 2009; Schuijers et al., 2015).
Besides intestinal tissues, ASCL2 is predominantly detected in extra embryonic tissues
where it controls the placenta development (Guillemot ef al., 1994). As a Wnt target, in
adult intestinal tissues, it is involved in intestinal stem cell biology contributing to their
stem cell identity and stimulating their proliferation (van der Flier ef al., 2009). In both
intestinal cancer cells and T follicular cells, ASCL2 regulates the expression of CXCR4,
a chemokine receptor involved in cell migration, homing and proliferation. Conversely,
CXCR4 and Wnt signaling regulates ASCL2 expression suggesting that CXCR4 and
ASCL2 interact to regulate the normal and possibly pathologic (e.g. metastatic) cell
migration (Kury et al., 2002; Dessein ef al., 2010; Liu et al., 2014). Moreover, ASCL2
has become a focus of interest because it is over-expressed in diverse tumor types (lung
squamous cell carcinoma, breast cancer, gastric cancer and colorectal cancer) where it
could be used as a predictive marker of the poor prognosis (de Sousa E Melo et al.,
2011; Kwon et al., 2013; Conway et al., 2014; Wentzensen et al., 2014; Hu et al.,
2015). Interestingly, in muscle cells, ASCL2 has been recently described as a negative

regulator of differentiation by titration of E-proteins and acting like an E-box binding
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competitor. Thus, at least in this cellular context, ASCL2 might prevent differentiation

by antagonizing the transactivation mediated by E box-binding transcription factors

(Wang et al., 2017).

The aim of this study is to elucidate the role of ASCL2 in normal and pathologic
hematopoiesis. To this end, we analyzed its expression in normal hematopoieitic
progenitors, in AML. Our results indicate that ASCL2 is overexpressed in AML
compared to healthy CD34+ progenitors and a marker of poor prognosis. We
transdusced ASCL2-wt in normal hematopoieitic progenitors, in AML and cell line
models to study the impact of its overexpression. The expression of a « purely »
transrepressive derivative of ASCL2 (ASCL2-KRAB) in human progenitors induces the
proliferation/maintenance of CD34+ cells whereas, conversely, a « purely »
transactivating form (ASCL2-VP16) dramatically inhibits proliferation of CD34+
progenitors. In AML murine models, ASCL2 down regulation delayed leukemic
progression. Altogether, our results implicate ASCL2 as an important regulator in AML
development and suggest that ASCL2 expression is associated with aggressiveness of
leukemia. Our results further suggest that the oncogenic effects of ASCL2 rely merely

on its transrepressive activity.
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Results

I- Human hematopoietic cells express ASCL2 and high ASCL2 expression is

correlated with poor prognosis AML.

The expression of ASCL2 has been demonstrated in intestinal, T follicular
lymphocytes and placental cells. High expression was also found in tumor tissues
including colorectal cancer, osteosarcoma, lung squamous cell carcinoma and breast
cancer. To determine the ASCL2 expression in AML, we used samples of a first cohort
of 49 patients to isolate PBMC containing at least 60% of CD34+ AML blasts (figure
1A). 32% of AML samples displayed a higher ASCL2 mRNA expression than normal
progenitor CD34+ cells isolated from bone marrow of control individuals. The ASCL2
mRNA level in AML cells was higher than that observed in the primary colorectal
cancer cell line SW480 and was close to that observed in its metastatic derivative
SW620 cell line. As an important heterogeneity between samples was observed, we
wonder whether this could be correlated to any clinical pathological data of patients. We
thus used a second cohort that comprises 75 ARN samples of AML for which a
complete follow-up was available and divided in three sub-groups depending of the
prognosis. Strikingly, a high ASCL2 expression is correlated with a poor prognosis and
age of patients (p<0,001) suggesting that the heterogeneity that can be explained by the
molecular prognosis of the patients. Of note, none of the following cell lines express
ASCL2: HEL, HL60, Jurkat, K562, MO7E, THP1, U937, UT7, CEM and Kasumi.
However, ASCL2 was expressed in Monomac-1 and Molm-14 cell lines (data not
shown). As these two cell lines are characterized by MLL gene alterations, we also
investigated the ASCL2 expression profile in a new cohort of 17 AML samples carrying
a MLL rearrangement with poor prognosis of AML. We also found a high mean of
ASCL2 expression that was in the range of what was observed in the entire cohort
suggesting that the heterogeneity of ASCL2 expression in AML is not specifically
associated to MLL alterations but rather to the poor prognosis of the sample. Finally, we
were not able to correlate ASCL2 expression with FAB class, based on the type of cell

from which the leukemia develops and how mature the cells are (figure 1B).

To evaluate the ASCL2 expression in hematopoietic subpopulations, mononuclear
cells from donor peripheral blood were used to sort mature lymphocytic, erythroid,
megakaryocytic natural killer (NK) or monocytic subpopulations based on their surface

markers. Lymphocytes, NK and monocytic cells express ASCL2 mRNA and erythroid
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cells and megakaryocytes do not express it at all (figure 1C). Thus, these results indicate
that ASCL2 expression in hematopoietic cells is normally restricted to certain
subpopulations. Similarly to what has been observed in intestinal cells (Liu et al., 2014),
the ASCL2 mRNA expression is increased by a 48h treatment with the Wnt agonist
TWS119 at Imicromolar in cord blood CD34+ cells (figure 1D). Taken together, these
results indicate that ASCL2 transcripts are aberrantly expressed in about 30% of

patients with AML and this expression correlates with disease prognosis.

2- ASCL2 inhibition delayed leukemic progression in vitro and in vivo in mice.

Mice transplanted with retroviral-mediated expression of MLL-ENL in primary
murine myeloid progenitors develop AML (Lavau et al., 2000; Somervaille and Cleary,
2006; Liedtke and Cleary, 2009). To investigate the role of ASCL2 in AML, we first set
up a murine model of AML by transducing isolated lineage negative cells from fetal
liver mice with a retrovirus expressing MLL-ENL (figure 2A). Transduced leukemic
blasts generate myelomonocytic leukemia within 2 to 3 months able to spread in
hematopoietic organs (figures 2B, 2C). We then compared ASCL2 expression in these
murine myeloid leukemic blasts to normal murine hematopoietic cells. As shown in
figure 2D, MLL-ENL expressing blasts exhibited a higher ASCL2 mRNA expression
compared to normal GMP progenitors. In line with the results obtained in human cells,
we also observed ASCL2 expression in myeloid progenitors identified by KIT
expression within the lineage negative population and also in SLAM cells. To assess the
functional significance of aberrant ASCL2 expression in myeloid leukemias, MLL-ENL
leukemic cells were transduced with short hairpin RNA (shRNA) targeting ASCL2. As
shown in figure 2E, the shRNA1 and shRNA2 exhibited the most potent effect (86-65%
mRNA knockdown), followed by shRNA3 (15%) as compared with the non-silencing
control construct. We then investigated the effect of ASCL2 silencing on cell
proliferation in vitro. Strikingly, the deletion of ASCL2 led to a strong growth inhibition
in liquid culture (figure 2F). We next tested the ability of MLL-ENL cells transduced
with the shRNA to form colonies in clonogenic methylcellulose assay. We observed a
significant reduction in the number of colonies (figure 2G) after mRNA knockdown as
compared with cells transduced with the non-silencing control construct. Having
established that the ASCL2 expression is required for the growth of leukemic

progenitors in vitro, we tested whether this protein is also required for MLL-ENL

101



expressing leukemia in vivo. FACS analyses of blood cells showed that knocking-down
ASCL2 induces a sharp decrease in the number of leukemic cells in the mouse blood
(figure 2H). We transplanted MLL-ENL cells transduced with the shRNA into
sublethally irradiated recipient mice. The deletion of ASCL2 resulted in a substantial
extension of lifespan of the mice (p=0.0009) (figure 2I). Altogether, these results
suggest that aberrant expression of ASCL2 is required for the leukemogenicity of MLL-
ENL expressing cells.

3- ASCL2 impairs the hematopoietic differentiation.

Previous studies have shown that overexpression of ASCL2 causes hyperplasia in
the intestinal compartment and promoted osteosarcoma proliferation (van der Flier et
al., 2009; Liu et al., 2016). To investigate the role of ASCL2 in hematopoiesis, we first
examined the effect of its enforced expression through lentiviral transduction on human
hematopoietic progenitors using myeloid colony assays (figure 3A). Three days after
incubation with lentivirus, between 60 and 98 % of sorted CD34+ cells had GPF signal
in both ASCL2 and control groups reflecting a similar transduction efficiency
(supplemental figure 1). Transduced cells (GFP+) were sorted and plated into
methylcellulose cultures supporting myeloid differentiation. After 2 weeks, colonies
were scored. In the presence of the cytokine cocktail SCF, IL-6, IL-3, and Epo, a sharp
decrease in erythroid burst forming unit (BFU-E) was observed for ASCL2-transduced
cells (figure 3B). The granulocyte monocytic colony-forming units (CFU-GM)
formation was also decreased for ASCL2-transduced cells and was characterized by the
presence of smaller and dispersed colonies more related to monocytic colonies (figure
3B, photos). These effects of ASCL2 on hematopoietic differentiation were most clearly
observed in liquid cultures supplemented with specific cytokines favoring erythroid
(SCF and Epo), megakaryocytic (TPO and SCF) or granulomocytic (SCF, G-CSF and
GM-CSF) cell growth. Indeed as illustrated in figures 3C and 3D, erythroid marked by
GPA expression expanded rapidly in control cultures but not in ASCL2-transduced
cells. Similarly, the megakaryocytic cell growth marked by CD41 expression was
strongly reduced in ASCL2 cultures. There was also a reduction in the absolute numbers
of CD15 expressing cells and monocytic cells expressing the CD14 antigen in ASCL2-
transduced cells. However, the CD14+ cells percentage was higher in ASCL2 cultures

compared to control cultures suggesting that monocytic differentiation was less
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impacted compared to granulocytic, erythroid and megakaryocytic differentiation.
Taken together, these results are consistent with the hypothesis that ASCL2 expression

inhibits the production of mature cells and can skew their differentiation.

4- ASCL2 overexpression impairs the differentiation without altering the proliferation

of leukemic cells.

Surprisingly, although aberrant upregulation of ASCL2 was found in 30% of AML
cases, its overexpression in normal hematopoietic progenitors resulted in a sharp
decrease in proliferation still associated with aberrant differentiation. Thus, we
hypothesized that the oncogenic events present in leukemic cells could overcome the
effects of ASCL2 overexpression on proliferation. To test this possibility, we performed
overexpression experiments in HL-60 and U937, two leukemic cell lines that do not
express ASCL2. To follow the fate of cells acutely transduced with ASCL2 over time,
all cells exposed to the lentiviral vector were cultured, and the proportion of GFP+ cells
was monitored by flow cytometry for 15 days. As shown in figure 4A, the GFP+
fraction of HL-60 cells remained stable over time in cells transduced with either ASCL2
lentivirus or control virus indicating that that enforced ASCL2 expression has no toxic
effects in HL60. A similar effect was seen in U937 cells (figure 4C). In both cell lines,
we observed decreased expression of CD14, CD15 and CD11b antigens in cultures
transduced with ASCL2 construct (figures 4B and 4D). Taken together, these results
indicate that aberrant expression of ASCL2 contributes to the abnormal differentiation
of myeloid cells and suggest that ASCL2 overexpression has differential effect

depending on the cell context.

5- The ASCL2-VPI16 activating and ASCL2-Krab repressing forms have opposite

effects on in vitro expansion of the CD34+ subset.

To understand whether the biological effects of ASCL2 rely on transcriptional
activation, transcriptional repression, or both, we fused ASCL2 to previously
characterized activating or repressing domains, including the activator domain of VP16
and the Kriippel-associated box repressor domain (Krab) of human Kox1 protein as
depicted in figure SA (Margolin ef al., 1994; Littlewood et al., 1995; Albagli-Curiel et
al., 2007). To verify the efficacy of the VP16 and Krab-fusion proteins, we cloned 3
copies of the E-Box domain CAGGTG recognized by ASCL2 in pGL3 basic plasmid
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coding for firefly luciferase (E-Box Luc). SW620 cell line was transduced by the either
ASCL2-WT, ASCL2-VP16 or ASCL2-Krab lentivirus and sorted on GFP (figure 5B).
The ASCL2 protein expression was confirmed by western blot experiment (figure 5C).
Cells were then transfected with E-Box-Luc and pCMYV renilla luciferase to monitor
transfection efficiency. As expected, ASCL2-VP16 fusion is a very potent activator of
transcription (15 fold) compared to ASCL2-WT (2,5 fold induction of transcription)
(figure 5D). It remains to determine whether ASCL2-Krab is an inhibiting form of
ASCL2. Thus, ASCL2-VP12 is a hypermorphe form of ASCL2, exaggerating the likely
positive transcriptional effects of ASCL2.

We next tested the effects of fusion proteins within the context of human
hematopoietic progenitor cells. After transduction of CD34+ cells with the different
ASCL2 constructs, GFP positive cells were sorted and plated into methylcellulose
cultures. After 2 weeks, colonies were scored (figure SE). As observed for ASCL2-WT,
the activated form of ASCL2 induced a sharp decrease in erythroid burst forming unit
(BFU-E). The granulocyte monocytic colony-forming units (CFU-GM) formation was
also decreased. This effect on erythroid colony was also evident with ASCL2-Krab
protein. Surprisingly, whereas, ASCL2-VP16 reduced also the number of myeloid
colonies, ASCL2-Krab expression was associated with the presence of highly
proliferative and dense colonies (figure 5F). The effects of ASCL2 fusion proteins on
hematopoietic differentiation were also investigated in liquid cultures as above.
Erythroid, megakaryocytic and myelomonocytic cell numbers were strongly reduced in
ASCL2-VP16 cultures (figures 6A, 6B). The repressive form ASCL2-Krab also inhibits
hematopoietic proliferation but induce a skewing of differentiation depending of the
culture conditions. It induces a strong decrease of erythroid, megakaryocytic and
monocytic differentiation but not granulocytic subpopulation (figure 6B). Strikingly,
whatever the culture conditions, ASCL2-Krab overexpression but not ASCL2 WT nor
ASCL2-VP16 resulted in a sharp expansion of CD34+ subset cells (figures 6C, 6D).

Taken together, these results are consistent with the hypothesis that ASCL2

expression inhibits the production of mature cells.
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Discussion

There are no data on the expression and function of ASCL2 in normal and
malignant hematopoiesis. In this work, we provide the first demonstration that ASCL2
is expressed in subsets of normal hematopoiesis and is even more expressed in a group
of AML with a poor prognosis. ASCL2 is poorly expressed in mature hematopoietic
cells and progenitors, with the exception of NK cells and monocytes. 32% of the LAM
has at least twice as much ASCL2 expression as normal CD34+ progenitors from
healthy donor marrow. It remains to determine the mechanism underlying the highest
expression of ASCL2 in AML. It has been reported that ASCL2 is a target of the Wnt
pathway and we have confirmed that umbilical cord CD34 + cells treated with Wnt
agonist TWS119 have increased ASCL2 expression. Thus, it is possible that LAM
characterized by a high level of ASCL2 expression display deregulations of the Wnt
pathway. It is also possible that deregulation of the methylation of the ASCL2 gene is at
the origin of the observed changes in its expression. Indeed, it has been reported that
modification in the methylation of the ASCL2 promoter is associated with an
unfavorable prognosis. Surprisingly, ASCL2 promoter is hypermethylated in
endometrial carcinomas and in a subtype of luminal breast cancers compared to the
corresponding healthy tissues but still correlated to poor prognosis (Conway et al.,

2014; Wentzensen et al., 2014).

In order to determine the role of ASCL2 in leukemic development, we first
developed a murine model of AML in which ASCL2 could be detected. Of note, we
demonstrated that expression of MLL-ENL in murine hematopoietic progenitor cells is
associated with increased expression of ASCL2 mice. This is in line with the results
obtained in human primary AML. It is important to note that MLL translocated
leukemia are characterized by an aberrant Wnt signaling which can be involved in the

up regulation of ASCL2 expression.

To directly assess the functional significance of aberrant ASCL2 expression in
myeloid leukemias, we used an short hairpin RNA (shRNA) strategy which showed that
ASCL2 down regulation is associated with a rapid cell death in vitro indicating that
ASCL2 expression is required for the growth of leukemic progenitors in vitro. We also
showed that knocking-down ASCL2 induces a sharp decrease in the number of

leukemic cells in the mouse blood supporting the hypothesis that ASCL2 is in part
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responsible for the increased proliferative and clonogenic capacity characteristic of

AML. Further experiments are needed to identify the precise pathway involved.

Ectopic expression of ASCL2 in the intestinal compartment causes hyperplasia and
ASCL2 overexpression promoted the proliferation of osteosarcoma cells. To examine
the effect of ASCL2 ectopic expression in human hematopoietic progenitors, we
cultured transduced cells in cytokines that stimulate cell growth. However, the treatment
of hematopoietic progenitors with cytokines is inexorably associated with their
exhaustion. We observed that ectopic expression of ASCL2 is associated with a sharp
decrease in colony formation, which indicates an important effect of ASCL2 on cell
proliferation. These effects of ASCL2 on hematopoietic differentiation were most
clearly observed in liquid cultures supplemented with specific cytokines favoring
erythroid (SCF and Epo), megakaryocytic (TPO and SCF) or granulomocytic (SCF, G-
CSF and GM-CSF) cell growth. Taken together, these results are consistent with the
hypothesis that ASCL2 expression inhibits the production of mature cells. Further
experiments are needed to distinguish between effects on cell proliferation and cell
death. In addition, it will be important to perform additional experiments to overcome
the confounding effect of ASCL on proliferation to clarify its effects on differentiation.
Therefore, overexpression of ASCL2 should be studied in already differentiating cells.
However, the effects of ASCL2 overexpression could be related to a simple toxic effect
resulting in suppression of any kind of differentiation. It will be interesting to study the
effect of ASCL2 using vectors that direct a low (PGK controlled) expression of the

transgene.

We have demonstrated that ASCL2 display an activating activity on colony
formation using fusion proteins with protein domains already known to have repressive
or activating functions. This strategy has been already used to characterize the activity
of several transcription factors. In the context of CD34+ cells, we observed that the
transactivating form of ASCL2 (ASCL2 VP16) could be antiproliferative. However, our
experiments indicate that transrepressing form of ASCL2 is able to amplify the CD34+
compartment even in presence of cytokines that induce differentiation. This raises the
possibility that ASCL2 might contribute to CD34 maintenance/expansion through gene
repression rather than gene activation. Previous studies have shown that some
transcription factor of the same family as ASCL2 may act as transrepressive factor of

differentiation as Tall. Further experiments are needed to test this hypothesis.
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Legends to Figures

Figure 1: Human hematopoietic cells express ASCL2 and high ASCL?2 expression is correlated with
poor prognosis AML.

(A) gqRT-PCR analysis of ASCL2 mRNA expression in SW620 cell line, CD34+ progenitors
for bone marrow of healthy donors, first cohort of 49 AML patients, second cohort of 75
AML patients divided in three groups of 25 samples depending on their good, intermediate
and poor prognosis and 17 MLL-mutated AML. (B) qRT-PCR analysis of ASCL2 mRNA
expression of the second cohort depending of the FAB class of AML, based on the type of
cell from which the leukemia develops and how mature the cells are. (C) gqRT-PCR analysis
of ASCL2 mRNA expression of SW480, SW620 cell lines, mononuclear cells from donor
peripheral blood sorted on their surface markers. (D) Cord blood CD34+ were treated with
Wnt agonist TWS119 for 48h and assessed for ASCL2 mRNA expression.

Figure 2: ASCL?2 inhibition delayed leukemic progression in vitro and in vivo in mice.

(A) Experimental design for evaluation of shRNA efficacy on leukemic development. Isolated
lineage negative cells from fetal liver mice were transduced with a retrovirus expressing
MLL-ENL and injected to sublethally irradiated mice. After leukemia establishment,
leukemic blasts that developed in bone marrow were recovered and transduced with short
hairpin RNA (shRNA) targeting ASCL2 and injected to sublethally irradiated mice. (B) Mice
died from leukemia within 2 to 3 months. (C) After leukemia establishment (within 2
months), MGG coloration confirms the leukemic development. (D) qRT-PCR analysis of
ASCL2 mRNA expression in murine hematopoietic subpopulations sorted by FACS and in
MLL-ENL blast cells. (E) qRT-PCR analysis of ASCL2 mRNA expression in leukemic blast
transduced by ASCL2 targeting shRNA and selected by puromycin during 48h. (F) Absolute
number of leukemic blasts transduced with ASCL2 shRNA. After puromycin selection, cells
were seeded in liquid culture for 5 days in presence of IL3 and SCF. (G) CFU assays in
methylcellulose of leukemic blasts transduced with ASCL2 targeting shRNA and selected by
puromycin. (H) Absolute number of leukemic cells discriminated on CD45.2 and GFP
expression in the blood of mice sublethally irradiated, 8 weeks after engraftment with 2x10°
leukemic blasts. (I) Improved survival of mice engrafted with leukemic blasts transduced with
ASCL2 shRNA.

Figure 3: ASCL2 impairs the hematopoietic differentiation.

(A) pTrip background lentiviral vector for ASCL2 overexpression within MND viral
promoter and control vector with luciferase as control. (B) After transduction by pTrip
ASCL2 or control vectors, CD34+ were sorted on GFP expression and seeded for colony
assays in methylcellulose. Absolute numbers of colonies were discriminated for erythroid
lineage or myeloid lineage after 2 weeks culture. (C) After transduction and GFP sorting by
flow, CD34+ cells were cultured in presence of specific cytokines favoring erythroid (SCF
and Epo), megakaryocytic (TPO and SCF) or granulomocytic (SCF, G-CSF and GM-CSF)
cell growth. Percentages of the different hematopoietic subpopulations obtained after 5 days
of in vitro culture. (D) Absolute numbers of each cell population determined by FACS over
time (Day 5, 8, 12).
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Figure 4: ASCL2 does not impair the proliferation of leukemic cell lines but alter their
differentiation.

After transduction by pTrip ASCL2 or control vectors, CD34+, HL-60 cells (A, B) and U937
(C, D), the percentage of GFP expression was monitored over time. (B, D) Cells were
analyzed by flow cytometry for differentiation markers.

Figure 5: The ASCL2-VP16 activating and ASCL2-Krab repressing forms have opposite effects on
in vitro colony formation by CD34+ cells.

(A) pTrip background lentiviral vector for ASCL2-VP16 (transactivating form) and ASCL2-
Krab (transrepressive form) overexpression within MND viral promoter. (B) Schematic
representation of the strategy used to validate ASCL2VP16 and ASCL2-Krab constructs by
dual bioluminescence assay in transduced SW620 cell line. (C) Western-blot of SW620
verifying the overexpression of the different constructs generated to express ASCL2 using a
monoclonal anti-ASCL2 or a monoclonal anti-Flag in two dependent experiments. (D)
Quantification of luminescence of Firefly normalized by luminescence of Renilla to evaluate
the transcriptional activating potential of the different constructs on CAGGTG E-Box domain
in SW620 cell line. (E) After transduction by pTrip ASCL2 fusion forms or control vectors,
CD34+ were sorted on GFP expression and seeded for colony assays in methylcellulose.
Absolute numbers of colonies were discriminated for erythroid lineage or myeloid lineage
after 2 weeks culture. (F) Magnification x10 photon microscopy of myeloid colonies for
control condition and ASCL2-Krab overexpression cells.

Figure 6: The ASCL2-VPI16 activating and ASCL2-Krab repressing forms inhibit the in vitro
proliferation and differentiation of the CD34+ but induce opposite skewing of differentiation.

(A) Absolute numbers of erythroid (GPA+), megakaryocytic (CD41+), granulocytic (CD15+)
and monocytic (CD14+) subpopulations counted by FACS over time (Day 5, 8, 12). After
transduction and GFP sorting by flow cytometry, CD34+ cells were cultured in presence of
specific cytokines favoring erythroid (SCF and EPO), megakaryocytic (TPO and SCF) or
granulomocytic (SCF, G-CSF and GM-CSF) cell growth. (B) Percentages of each cell
population determined by FACS over time (Day 5, 8, 12). (C) Percentages of CD34+ cells
obtained after 5 days of in vitro culture in different cytokines conditions. (D) Absolute
numbers of CD34+ cell counted by FACS over time (Day 5, 8, 12) in different cytokine
conditions.
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Figure 2
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Figure 4
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Figure 5
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Supplemental Figure 1

Supplemental data : efficacy of transduction in CD34+ cord blood progenitors
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Experimental procedures

Human samples

The Local Research Ethics Committee of Assistance Publique-Hdépitaux de Paris, approved the
study. Peripheral blood was collected from 49 AML patients and 4 bone marrows of healthy
donors with their informed consent, in accordance with the Declaration of Helsinki. Umbilical
cord blood samples were collected from healthy newborns with mothers' consent. Mononuclear
cells were separated by standard ficoll techniques. CD34+ cells were separated by double-
positive selection using a magnetic cell-sorting system (AutoMACS, Miltenyi Biotech).

Nucleic acid extraction

RNA of primary samples were extracted using Direct-zol kit (Zymo Research). RNA of cell lines
were extracted using RNA extraction kit (Macherey-Nagel).

75 RNA of AML samples and 17 RNA of MLL mutated AML samples were obtained from
GOELAMSTHEQUE (Cochin, Paris).

Real-time quantitative RT-PCR

Real-time PCR was performed using first-strand cDNA (Supercript II, thermofisher) with an ABI
Prism GeneAmp 7500 (Applied Biosystems). Expression levels were calculated as the relative
expression ratio compared totwo reference genes and relative mRNA expression levels
calculated by the formula 2-24ct,

Cell cultures and flow cytometry

SW480, SW620, HEL, HL60, Jurkat, K562, MO7E, THP1, U937, UT7, CEM and Kasumi cell lines
were obtained from ATCC. Monomac-1 cell line was obtained from DSMZ. Cell lines were
cultured following manufacturers’ protocols. Molm-14 was kindly provided by H. Souchet,
Institut Imagine, Paris) and cultured in RPMI 1640 with 10% FBS and 1% penicilline-
streptomycine.

CD34+ cells were grown in liquid cultures using BIT 9500 serum substitute medium, stimulating
erythroid, granulomonocytic, or monocyte/macrophage differentiation with SCF (25 ng/mL), IL-
3 (10 IU/mL), erythropoietin (EPO; 3 IU/mL), thrombopoietin (TPO; 10ng/mL), Fms-like
tyrosine kinase-3-ligand (FLT3-L; 10 ng/mL), G-CSF (10 ng/mL) or GM-CSF (20 ng/mL) all from
Peprotech. Cord blood CD34+ cells were seeded at 1million/mL prior to transduction or
0,1million/mL for differentiation. Morphology was examined after May-Grunwald-Giemsa
staining of cytospin cells (supplementary Figl). For sorting or immunophenotypic analyses, cells
were labeled with anti-CD14-PB, anti-CD15-APC, anti-CD19-PE, anti-CD36-APC, anti-GPA-PE,
anti-CD41-APC, anti-CD3-APC, anti-CD4-PE, anti-CD8-FITC, anti-CD42-APC, anti-CD11b-APC-cy7
(BD Biosciences), anti-CD34-PC7, anti-CD15-FITC, anti-CD56-PC7 (Beckman Coulter)
antibodies. TWS119 (Sigma) was resuspended in DMSO as manufacturer’s recommendation.
Cells were sorted using FACS Aria III or Influx cell sorters (BD Biosciences, NJ, USA).
Methylcellulose assays were performed using sorted GFP+ cells, 1500 cells per well, each well in
duplicate and grown for fourteen days before counting or replating. Replating was done with
100.000 cells per well, each well in duplicate.

Expression vectors

ASCL2 was sequence optimized (Genewiz) and cloned in a lentivirale vector (pTrip-MND-IRES-
GFP provided by F. Pflumio, CEA, L’'Hay-les-Roses). ASCL2 modifications by addition of VP16
sequence or Krab sequence were performed using PCR from pPRIG constructs (provided by O.
Albagli, Cochin, Paris) and In-Fusion recombination technology (Clonetech). pGL3 with specific
triple E-Box CAGGTG was kindly provided by C. Smas (Toledo, USA). pCMV renilla came from
Promega.

Cell transfection and luciferase assays
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SW620 cell line was transfected with jet prime (polyplus transfection) respecting
manufacturer’s recommendations with a ratio a 95% pGL3 firefly/ 5% pCMV renilla. After 48h,
cells were lysed and analysed following Dual-glo luciferase assay on GLOMAX plate reader
(Promega). Plasmids were purified using an Midi-prep Kit (Macherey-Nagel).

Western blotting

SW620 cell line transduced with the different constructs and sorted on GFP expression were
amplified and then lysed with Laemmli +10% DTT 1M. Cell lysates were separated by SDS-PAGE
10% polyacrylamide and transferred to a nitrocellulose membrane. HSC70 was used as control.
The membrane was probed overnight at 4°C with a specific primary antibody (anti-ASCL2
MAB4418 clone 7E2 Millipore, anti-Flag M2 F3165 Sigma), washed, probed with a secondary
antibody anti-mouse HRP-coupled. Membranes were revealed with Pierce™ ECL Western
Blotting Substrate (ThermoFisher) and detected by ImageQuant LAS 4000 (GE healthcare).

Cell transduction

CD34+ cells (1x105/mL) were prestimulated for 18 hours with TPO, IL-3, SCF, and FLT3-L in
100ul. BIT 9500 serum substitute medium (1X). Lentivirale particles were added at a
concentration corresponding to 5x106 particles for 1x105cells with overnight incubation.
Transplantation assays with fetal liver (FL).

The transplantation assays performed with FL cells from embryos into lethally irradiated
C57BL/6]J-Ly5.1 mice were described previously (Foudi et al, 2006). C57BL/6] (Ly5.2 and
Ly5.1) mice were purchased from Charles River and Harlan laboratories, respectively. For
reconstitution assays, blasts cells from C57BL/6-Ly5.1 mice were cultured few hours in DMEM
medium supplemented with 10% FBS. Donor-specific anti-CD45.2 and recipient-specific anti-
CD45.1 antibodies were used to discriminate donor-derived cells from recipient cells. The
Gustave Roussy Animal Care Committee approved all procedures.

ASCL2 knockdown by lentiviral delivery of shRNA

ShRNA targeting ASCL2 (Sigma) was cloned by PCR with their U6 promoter into a lentivirale
vector (pRRLsin-PGK-eGFP-WPRE, Genethon) using In-Fusion recombination technology
(Clonetech). Murine leukemic cells were transduced as previously described with lentiviruses
expressing the green fluorescent protein (GFP) and either shRNA-ASCL2 (Sigma)
TRCN0000108527 (5-CCGCGTAAAGCTGGTAAACTT-3), TRCN0000448085 (5-GAAACCTGG
GCCTATGCCTTA-3), TRCN0000447757 (5-TTAAGCTTGGAGCACAAT AAA-3) or shRNA-scramble
(5-GCCGGCAGCTAGCGACGCCAT-3) as control. ASCL2 knockdown was assessed by qRT-PCR.
Statistical Analysis. Results given as mean * standard SEM were analyzed with the two-tailed
unpaired Student’s t-test. Differences were considered significant when P-value was *, p<0.05;
** p<0.01 and *** p<0.001, **** p<0.0001.
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Discussion

L’axe CXCR4/CXCL12 régule la biologie des CSH normales et leucémiques.
Malgré de nombreuses études, les mécanismes impliqués dans ses fonctions et son
mode de régulation restent a éclaircir. Dans ce travail, nous avons testé ’hypothese
d’'un réle possible de CXCR4 dans la régulation des ROS. Cette hypothese a été
testée uniquement dans les cellules souches normales et fait 'objet de la premiere
partie de mon travail. Par ailleurs, nous avons étudié I'expression et la fonction du
facteur de transcription ASCL2 avec I'hypothese sous jacente de sa connexion avec

la voie de signalisation de CXCR4 dans le contexte des pathologies myéloides.

Premiere partie : Role de I'axe CXCR4/CXCL12 dans la régulation du stress

oxydatif des cellules souches hématopoiétiques.

Les espéces réactives de I'oxygene (ROS) sont produites durant la respiration
oxydative en réponse a des événements de stress, tels que les irradiations
ionisantes ou les traitements génotoxiques. Dans I'hématopoiese, de faibles
quantités de ROS jouent un réle physiologique dans différents processus, dont la
différenciation et la migration cellulaire. Cependant, a fortes doses, les ROS sont
responsables de l'oxydation des constituants cellulaires, activent les voies
d’apoptose et conduisent a la sénescence et a I'épuisement prématuré des cellules
souches hématopoiétiques (CSH). Les mécanismes qui régulent le niveau de ROS
dans les CSH ne sont pas élucidés et le role du microenvironnement dans cette
régulation n’a pas été étudié. Dans ce travail, nous avons testé '’hypothese que
microenvironnement au travers de la chimiokine CXCL12 et son récepteur CXCR4

est impliqué dans la régulation des réponses au stress oxydatif des CSH.

Les souris chimériques Cxcr4-/-, générées par transplantation de cellules de
foie foetal CXCR4*/* ou CXCR47/-a des souris létalement irradiées, présentent une
diminution progressive de '’hématopoiese, une augmentation des ROS endogenes
et une activation de la voie P38MAPK. Les défauts de fonction des CSH Cxcr4/-, a
savoir une augmentation du pourcentage des CSH apoptotiques, une augmentation

de la phosphorylation de p38MAPK et des cassures d’ADN double-brins, sont
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revertés in vivo par un traitement par 'antioxydant N-acétyl-L-cystéine (NAC). Le
NAC diminue également la déplétion des CSH Cxcr4~/-sans cependant restaurer
leur quiescence, suggérant que la sortie de quiescence n’est pas responsable de la

perte des CSH.

Dans ce travail, nous avons utilisé un modeéle murin sans induction de la
délétion de CXCR4, contrairement aux modeles développés antérieurement, afin de
s’affranchir de l'utilisation de molécules potentiellement responsables de stress
(poly-IC et tamoxifene). Il a effectivement été démontré que I'utilisation de ces
molécules génere du stress dans des souris non-génétiquement modifiées (Walter
et al, 2015; Sanchez-Aguilera and Méndez-Ferrer, 2016). Notre modele confirme
I'incapacité des CSH cxcr4-/- a maintenir ’hématopoiese, a 'instar du modele
murin utilisant le poly IC pour déléter CXCR4. 1l est cependant nécessaire de
reconnaitre que la manipulation des cellules de foie feetal peut également étre
considérée comme un stress. Cette suggestion fait le lien avec la publication de
Mantel en 2015 démontrant que les CSH manipulées a l'air ambiant, un contexte
non physiologique, souffrent d'un « choc a I'oxygene » induisant une production de
ROS et une augmentation des mégapores mitochondriaux (mitochondrial
permeability transition pore, mPTP) via la cyclophiline D et p53, conduisant les
CSH a l'apoptose (Mantel et al, 2015). Le mPTP est le reflet de I'accroissement
soudain de la perméabilité membrane interne de la mitochondrie pour I'eau, les
ions et les substances dissoutes, produisant une dissipation du gradient de protons
et un déséquilibre redox. En utilisant I'inhibiteur de mPTP, la cyclosporine A, les
CSH sont protégées du stress oxydatif durant leur manipulation a I'air ambiant et
montrent des capacités de greffe améliorées. Dans notre expérience, on ne pas
exclure non plus que l'irradiation des souris receveuses génere une modification
significative de I’équilibre des ROS au niveau du stroma. Il est donc possible que les
effets des ROS observés ne soient pas uniquement le reflet de la délétion de CXCR4
mais également du stress généré expérimentalement. On peut s’interroger sur la
capacité de greffe de cellules « fragilisées » par la délétion de CXCR4 dans un
contexte stromal stressé par l'irradiation. Il serait alors intéressant de traiter les
souris receveuses par un antioxydant en amont de la greffe pour limiter les effets
d’un stress sur I'environnement receveur, permettant d’'observer uniquement la

capacité des cellules de foie feetal de répondre au stress de la greffe.
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Des travaux précédents de notre équipe ont démontré que la délétion de
CXCR4 n’altere pas le homing des CSH mais induit une diminution de la rétention
des cellules souches dans la moelle (Foudi, 2006). Des travaux ont montré que les
progéniteurs murins sortant de leur niche changent de métabolisme: d'un
meétabolisme glycolytique dans les niches, les CSPH en circulation adoptent
préférentiellement la respiration mitochondriale qui est plus prompte a la
production de ROS (Simsek 2010). L'une des hypotheses que nous pouvons
avancer est qu’en I'absence de CXCR4, les CSPH sont davantage en circulation et
coupées de leur source de CXCL12. En manque de CXCL12, les CSPH ne pourraient

plus équilibrer leur statut redox et auraient un vieillissement accéléré.

Pour récapituler les effets du stress oxydatif in vitro, nous avons utilisé I'agent
oxydant buthionine-sulfoximine (BSO), qui augmente les ROS en diminuant le
niveau intracellulaire de gluthation réduit (GSH) sur des CSH WT. Nos résultats
montrent qu’'un traitement au CXCL12 des progéniteurs hématopoiétiques exposés
au BSO permet de diminuer significativement le niveau de ROS. Le CXCL12 agit
comme un agent antioxydant capable de diminuer 'apoptose et les dommages a
I’ADN causés par le BSO. De plus, les CSH et les progéniteurs primitifs Cxcr4/-
présentent une sensibilité accrue au stress oxydatif induit par une faible dose de
I'oxydant BSO en culture in vitro. Ce phénomeéne est reversé par le NAC ou le

SB203580, un inhibiteur de la voie p38MAPK.

Il est nécessaire de s’interroger sur la possibilité que les effets observés avec le
traitement au CXCL12 puissent aussi étre attribués au CXCR7, qui peut également
lier le ligand CXCL12. Nous avons observé que les progéniteurs CXCR4-/-, plus
sensibles au stress oxydatif, ne récuperent ni leurs propriétés a former des
colonies en milieu semi-solide ni une diminution du niveau de ROS apres
traitement au CXCL12. Cela suggere que le CXCR7 n’est pas capable de compenser
I'absence du CXCR4 et que les effets protecteurs du stress oxydatif soient
uniquement attribués a I'axe CXCR4/CXCL12. On peut cependant noter que malgré
I'absence de CXCR4, les cellules de foie foetal sont capables de reconstituer
I’'hématopoiese des souris receveuses et d’autant plus que sur les temps les plus
courts, elles montrent de meilleures capacités de reconstitution que les cellules

WT. Cela suggere que les cellules hématopoiétiques ont recours a d’autres voies de
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signalisation pour assurer leur domiciliation au sein de la moelle osseuse. Il est
probable qu’en I'absence de CXCR4 ce soit CXCR7 qui permette aux cellules de foie

feetal de rejoindre la moelle par chimiotactisme du CXCL12.

Sur le plan mécanistique, nous nous sommes demandés quelle est I'origine des
ROS observés dans les cellules CXCR4-/-. In vitro, nos études préliminaires
montrent que le niveau de ROS de cellules traitées a la roténone, un inhibiteur
spécifique du complexe I de la chaine de transport d’électron de la mitochondrie
est diminué par l'addition de CXCL12. La protéine p66shc dans sa forme
phosphorylée contréle le statut redox intracellulaire par oxydation mitochondriale
du cytochrome C, aboutissant a une élévation rapide du niveau de ROS. Les souris
KO p66Shc ont une durée de vie prolongée et sont protégées des pathologies
associées au vieillissement. Le menadion induit la phosphorylation rapide de la
protéine redox p66shc qui peut étre prévenue par I'addition de CXCL12. L’action
rapide du CXCL12, capable de réguler le stress oxydatif en quelques minutes, nous
laisse a penser que l'axe CXCR4/CXL12 pourrait réguler le statut redox
mitochondrial en régulant directement la phosphorylation de p66Shc. Nous
pourrions débuter I'étude de p66She in vitro avec I'expression d’'une forme active de
p66°hc ol nous devrions observer un haut niveau de ROS et une augmentation de
I'apoptose des cellules. Ces effets seraient inhibés par I'addition de CXCL12 si
CXCR4 est exprimé. A l'inverse dans des cellules exprimant CXCR4 et une forme
dominant négatif de p66shc ou un shRNA ciblant p66shc, un stress oxydatif induit
par le menadion ne devrait pas augmenter le niveau de ROS. Pour aller plus loin
nous pourrions étudier in vivo les capacités de reconstitution des CSH de foie feetal
issues de souris double KO cxcr4 et p66she, Si notre proposition est exacte alors les
effets déléteres imputés a la délétion de CXCR4 seraient abolis par la délétion de
p665hc, Pour la premiere fois, nous démontrons le role protecteur de l'axe
CXCR4/CXCL12 contre le stress oxydatif dans les CSH et ouvrons de nombreuses
perspectives sur l'utilisation d’agonistes de CXCR4 et d’agents antioxydants pour
diminuer les effets délétéeres des ROS qui sont associés a la mobilisation ou a la

transplantation.

Il a été montré que le stroma participe au maintien des cellules souches

leucémiques. Notre travail sur les cellules souches et progéniteurs sains pourrait

123



étre poursuivi en étudiant la participation de CXCR4 au stress oxydatif des cellules

leucémiques.

Deuxieme partie: Implication du facteur de transcription ASCLZ2 dans

I’'hématopoiese normale et les leucémies aigués myéloides.

En paralléle, en s’interrogeant sur les roles de CXCR4 dans les cellules souches,
la littérature nous a poussé a nous interroger sur le réle potentiel du facteur de
transcription a bHLH ASCL2 (Achaete Scute-like 2) dans les CSH. En effet, ASCL2
est impliqué dans le maintien de l'identité des cellules souches intestinales ou sa
surexpression induit une hyperplasie intestinale alors que son inhibition induit
une perte des cellules souches intestinales (Jubb et al, 2006). Dans ce contexte, il
participe a la régulation de l'expression du récepteur de chimiokine CXCR4
et inversement, son expression est régulée par CXCR4 et la voie Wnt suggérant une
boucle de régulation entre CXCR4 et ASCL2 (Hu et al, 2015). Il est intéressant de
noter qu’ASCL2 est davantage exprimé dans la lignée SW620, issue d’'une tumeur
meétastatique, que dans la lignée SW480 issue du la tumeur colorectale primaire du
méme patient. Cela suggere une corrélation entre le niveau d’expression d’ASCL2
et la migration ou la capacité d’échappement meétastatique. Il n’existe aucune
donnée sur l'expression et la fonction d'ASCL2 dans I’hématopoiese et les
hémopathies malignes. Ce travail vise a analyser l'expression et la fonction
d’ASCL2 dans I'hématopoiese normale et comprendre son implication dans le

développement des leucémies aigués myéloides (LAM).

L’expression d’ASCLZ a été analysée en qRT-PCR dans les cellules
hématopoiétiques humaines saines et dans 135 échantillons de LAM. ASCL2 est
faiblement exprimé dans lescellules hématopoiétiques matures et les
progéniteurs, a 'exception des cellules NK et des monocytes. 32% des LAM (135
échantillons) ont une expression au moins deux fois plus élevée d’ASCL2 que les
progéniteurs CD34+ normaux issus de moelle de donneurs sains. L’expression
d’ASCL2 est élevée dans les LAM et le niveau d’expression d’ASCL2Z correle
positivement avec le mauvais pronostic. La premiere question posée par ce travail
est « pourquoi I'expression d’ASCL2 est augmentée dans les LAM ? » 1l a été décrit
qu’'ASCL2 est une cible de la voie Wnt et nous avons confirmé que les cellules

CD34+ issues de cordon ombilical traitées avec le TWS119, un agoniste de Wnt, ont
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une expression d’ASCL2 augmentée. Il possible que les LAM montrant un haut
niveau d’expression d’ASCL2 soient associées a des dérégulations de la voie Wnt.
Nous pourrions mettre en place un protocole simple consistant a tester les effets
d’'un inhibiteur de la voie Wnt tels que le DKK-1 (Glinka et al, 1998) sur la
prolifération, la migration ou la différenciation sur des échantillons de LAM et

observer si la réponse varie selon le niveau d’expression d’ASCL2.

Il est également possible qu'une dérégulation de la méthylation du géne
d’ASCL2 soit a I'origine des changements d’expression observés. En effet, plusieurs
articles rapportent une modification de la méthylation du promoteur d’ASCL2
associée a un pronostic défavorable. Il faut noter que le statut de méthylation et
I'expression d’ASCL2 sont tissu-dépendant car il a été rapporté que I'expression
d’ASCL2 est augmentée dans certains sous-types de cancer colorectal mais pas
dans le cancer colorectal de stade II ou son expression est diminuée et associée a
une hyperméthylation de son promoteur (de Sousa E Melo et al, 2011). Par
ailleurs, alors que son niveau d’expression est augmenté et son promoteur
déméthylé dans les cancers gastriques (Kwon et al,, 2013), le promoteur d’ASCL2
est hyperméthylé dans les carcinomes endométriaux et les cancers du sein de
sous-type luminal par rapport aux tissus sains correspondants (Conway et al.,
2014; Wentzensen et al.,, 2014). Dans le cancer gastrique, une augmentation de
I'expression d’ASCL2 correle avec le mauvais pronostic et une surexpression
ectopique de ce geéne entralne une augmentation de la résistance au 5-Fluoro-
uracil (Kwon et al, 2013). En 2005, Il a été rapporté que JMJD2A/KDM4A, un
membre de la famille jumonji domaine 2/ KDM4, agit comme répresseur de la
transcription et inhibe 'expression d’ASCL2. C’est une protéine qui a une fonction
déméthylase spécifique des triméthylations mais qui est capable de recruter

NCOR1 pour réprimer l‘expression de genes (Agger et al., 2016).

Comme tout facteur de transcription, ASCL2 peut avoir des fonctions de
transactivation ou de répression en fonction du contexte cellulaire et des
cofacteurs présents a un moment donné de la différenciation. Afin de comprendre
sa fonction et de déterminer l'impact de sa surexpression dans I'hématopoiese,
nous avons développé des vecteurs de surexpression d’ASCL2 dans un vecteur

lentiviral contenant un promoteur fort d’origine viral (MND). Les conséquences de
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sa surexpression induite par transduction lentivirale de la forme WT et de formes
modifiées par I'ajout de VP16 (transactivation) ou de KRAB (transrépression) pour
forcer I'activité du facteur de transcription, ont été étudiées dans des progéniteurs
CD34+ humains et les lignées de LAM HL-60 et U937. La surexpression de la forme
sauvage d’ASCL2 dans des progéniteurs CD34+ induit une diminution du potentiel
clonal des progéniteurs myéloides et une quasi-disparition des progéniteurs
érythroides en méthylcellulose par rapport au controle. Cette inhibition de la
prolifération est accentuée lors de la surexpression de la forme
transactivatrice ASCL2-VP16. Elle induit une perte totale de la clonogénicité alors
que la surexpression d’ASCL2-KRAB, forme transrépressive, induit une perte des
progéniteurs érythroides mais une augmentation du nombre de colonies
myéloides. Les effets inhibiteurs de la surexpression observés sur la prolifération
sont en opposition avec les résultats obtenus sur les cellules intestinales mais sont
davantage en adéquation avec I'impact négatif de la surexpression d’ASCL2 sur la
prolifération des progéniteurs myogéniques (Wang et al., 2017). La surexpression
dans les cellules de Schwann murines est également responsable d'une inhibition
de la prolifération et associée a une augmentation d’expression de CXCR4. En cas
de lésion nerveuse, 'expression d’ASCL2 diminue. Cela renforce ’hypothese que le

niveau d’expression d’ASCL2 soit tissu-dépendant.

Les importants effets inhibiteurs d’ASCL2 sur la prolifération pourraient étre

attribués a plusieurs mécanismes tels que 1) la capacité a séquestrer d’autres E-

protéines dans un complexe inactif, 2)_la compétition, 3) la capacité a agir comme

coactivateur ou corépresseur et/ou 4) la dérégulation du niveau d’expression

d’ASCLZ2 modifie le programme transcriptionnel de la cellule (figure 24).
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Figure 24 : représentation schématique des mécanismes d'action envisagés
pour expliquer la régulation transcriptionnelle induite par ASCLZ.

Ce premier mécanisme a également été proposé par Wang pour expliquer
comment ASCL2 antagonise l'activité des facteurs de transcription myogénique
conduisant a I'inhibition de la prolifération et de la différenciation des myoblastes.
En effet, au niveau du domaine basique de liaison a 'ADN, il manque trois acides
aminés a ASCL2 par rapport aux bHLH classiques tels que MyoD ou Tall. ASCL2
pourrait former un hétérodimere inactif avec un autre bHLH, empéchant ses
partenaires d’activer la transcription de leurs genes cibles, un peu a la maniere des
protéines Id auxquelles ils manquent I'intégralité du domaine basique, empéchant
totalement leur liaison a ’ADN. En nous intéressant a ASCL2 dans le contexte de
I’'hématopoiese, nous nous sommes interrogés sur ces 3 acides aminés manquants.
Il s’avere que de la méme manieére que pour MyoD, il manque 3 acides aminés a

ASCL2 par rapport a TAL1 (figure 25 bas).
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Basic Helix 1 Loop Helix 2
TAL VRRIFTNSRERWR QQNVNGAFAELRKLI PTHPPDKKLS KNEILRLAMKYINFL
ASCL2 -RR-.--NERERNR VKLVNLGFQALRQHVY PHGGASKKLS KVETLRSAVEYIRAL

Basic Helix 1 Helix 2
m RRKAATMRERRR LSKVNEAFETLKRCT SSN-PNORLP KVEILRNAIRYIEGL
ASCL2 RR NERERNR VKLVNLGFQALRQHV KVETLRSAVEYIRAL

Figure 25 : Alignement des séquences bHLH de MyoD, Tall et ASCL2. ASCLZ2 présente
une absence de 3 acides aminés au centre du domaine basique de liaison a I'ADN.

Par analogie avec le role d’ASCL2 dans la myogénese, ASCL2 pourrait inhiber la
fonction de BHLH importantes pour la différenciation hématopoiétique comme par
exemple Tall ou Lyl1. Pour tester cette hypothese, nous proposons de réaliser une
expérience simple de mesure de luminescence (luciférase) en mettant en

compétition ces bHLH Tall et ASCL2.

L’expression augmentée d’ASCL2 dans les LAM peut conduire a un
déséquilibre entre les différents facteurs de transcription qui entreraient alors en

compétition pour réguler leurs génes cibles.

Il est également possible que dans les modeles de surexpression d’ASCL2, nous
soyons face a un niveau d’expression de la protéine qui soit trop élevé et qui soit
toxique pour les cellules. Nous poursuivrons I'étude de la surexpression d’ASCL2
en utilisant un vecteur de surexpression contenant un promoteur cellulaire (moins
fort que les promoteurs viraux) ou un vecteur d’expression inductible. Nous
sommes actuellement en train de construire un vecteur permettant une expression

d’ASCLZ2 inductible par traitement au tamoxiféne.

Pour explorer la capacité d’agir comme corépresseur et mieux appréhender
ses mécanismes de régulation transcriptionnelle, il est nécessaire d’identifier les
partenaires d’ASCL2 dans le contexte de I'hématopoiése. Des techniques de co-
immunoprécipitations permettraient d’identifier les partenaires d’ASCL2. Pour le
moment, nous n'avons pas été capables de mettre en évidence par western blot
I'expression protéique endogéne d’ASCL2 dans les différents modeles utilisés mais
uniquement la surexpression induite par nos vecteurs lentiviraux. Nous travaillons

a la mise au point d’extractions protéiques nucléaires et testons différents
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anticorps anti-ASCL2 disponibles sur le marché afin d’identifier un anticorps

suffisamment spécifique pour réaliser des co-immunoprécipitations.

Enfin, pour évaluer la possibilité d’'une action répressive directe par ASCL2,
nous pouvons remplacer le domaine basique ou l'intégralité du domaine bHLH
d’ASCL2 par celui d’'un autre facteur de transcription a bHLH (Tall ou HIF-1a) et
étudier les effets sur la prolifération et la différenciation des progéniteurs

hématopoiétiques.

Nous avons observé qu’ASCL2 est fortement exprimé par les monocytes et
'utilisation de la construction ASCL2-Krab révele une amplification du
compartiment myéloide. 11 est possible qu’ASCL2 trouve son/ses partenaires
biologiques dans le compartiment monocytaire. Il serait intéressant d’utiliser des
shRNA ciblant ASCL2 dans des progéniteurs monocytaires ou des souris ayant une
délétion conditionnelle d’ASCL2 dans le compartiment hématopoiétique pour
définir I'impact de I'absence d’ASCL2 sur le développement monocytaire. Il a été
montré dans les lymphocytes T qu’ASCL2 inhibe la différenciation des sous-
populations Th1, Th2 et Th1l7 mais que son expression est nécessaire au
développement de la sous-population spécifique T folliculaire helper. Il est donc
possible qu’ASCL2 agisse comme un checkpoint de différenciation impliqué dans la

maturation de certains lignages cellulaires.

Les effets de la perte de fonction d’ASCL2 sur la leucémogénese ont été
analysés dans un modele de leucémie murine induite par MLL-ENL. Nous avons
fait le choix de ce modele car le réle de la voie Wnt a été largement décrit dans les
leucémies induites par les protéines de fusion MLL. De plus, nous avons trouvé
qu’'ASCL2 est bien exprimé dans les blastes leucémiques murins transformés par
MLL-ENL. Dans le modeéle de leucémie murine induite par MLL-ENL, la diminution
d’expression d’ASCL2 par des shRNA entraine une forte diminution du nombre de
cellules leucémiques in vitro et in vivo et un retard dans la progression leucémique
résultant en une amélioration de la survie des souris leucémiques. Il serait
désormais intéressant de poursuivre ce travail en développant des shRNA ciblant
ASCL2 humain et en transduisant des cellules de patients LAM. Nous pourrions

ainsi valider l'importance de I'expression d’ASCLZ dans le processus de
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leucémogénese et cela pourrait nous permettre d’identifier par quelles voies

ASCL2 régule la prolifération et la différenciation.

L’'une des perspectives majeures nécessaires a la compréhension des
meécanismes d’ASCL2 est d’identifier les cibles régulées par ce gene. Nous allons
répondre a cette question en utilisant la technologie du RNAsequencing pour
identifier les cibles d’ASCL2 dans le modele in vitro utilisant les progéniteurs
CD34+ de cordon surexprimant les différentes constructions d’ASCL2. Nous
saurons prochainement par quelles voies de signalisation ASCL2 médie ses effets
sur la prolifération et la différenciation. Pour aller plus loin, nous validerons les
cibles d’ASCL2 par chromatine-immunoprécipitation afin d’identifier les sites de

liaison a ’'ADN et les cibles directes d’ASCL2.

Il est intéressant de remarquer que la surexpression seule d’ASCL2 dans un
modele murin de prédisposition aux néoplasies par dérégulation de la voie Wnt
(souris APCmin) ne suffit pas a la transformation oncogénique (Reed et al., 2012).
Nous avons observé un blocage de différenciation associée a une diminution de la
prolifération. Il est vraisemblable qu'un second événement oncogénique associé a
la surexpression d’ASCL2 soit nécessaire a la leucémogénése. Nous pourrons tester
cette hypothese en surexprimant a la fois ASCL2 et un gene préleucémique tel que

TETZ2 ou P53.

Ensemble, ces résultats suggerent qu’ASCL2Z a un réle majeur dans la
prolifération et la différenciation hématopoiétique et que les modifications du

niveau d’expression d’ASCL2 participent au développement leucémique.

Bien que plusieurs articles aient décrits des corrélations positives entre ASCL2
et CXCR4, notre travail n’a pas apporté d’arguments sur un role régulateur de
CXCR4 par ASCL2 (Kury et al, 2002; Dessein et al., 2010; Liu et al., 2014). En effet,
dans les cohortes de LAM que nous avons étudiées, le niveau d’expression d’ASCL2
ne correle ni au niveau d’expression en ARNm ni au niveau d’expression protéique
de CXCR4. Dans les lignées HL-60 et U937, la surexpression d’ASCL2 n’induit pas
de modifications du niveau d’expression d’ASCL2 en ARNm ou protéique. Enfin,

nos données préliminaires de RNAseq nous indiquent que la surexpression
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d’ASCL2Z ne change pas l'expression de CXCR4 dans les progéniteurs

hématopoiétiques CD34+.

Il est cependant envisageable que la régulation de CXCR4 par ASCL2 soit
contexte-dépendante. Nous avons montré que l'expression d’ASCL2 dans les
progéniteurs CD34+ est faible, il est donc possible que dans ces circonstances
ASCL2 ne trouvent pas le partenaire nécessaire a la régulation d’expression de

certains genes cibles dont CXCR4.

Il a été rapporté que la voie de signalisation de CXCR4, le microenvironnement
et la voie Wnt induisent I'expression d’ASCL2 dans les cellules gastrointestinales
normales. Dans les cellules hématopoiétiques, une régulation d’ASCL2 par CXCR4
n’a pas testé. Cette question pourrait étre abordée par l'analyse de I'expression
d’ASCL2 dans les différentes populations hématopoiétiques chez les souris
chimériques CXCR4+/+ et CXCR4-/-. Si cette hypothese était confortée, il serait
crucial de réaliser des études visant a définir les voies de signalisation impliquées.
Par ailleurs, étant donné le réle de CXCR4 dans la régulation des ROS, il serait alors
intéressant de définir les liens éventuels entre la voie de production des ROS et
I'expression d’ASCL2. Dans ce contexte, la surexpression d’ASCL2 observée dans
les LAM pourrait contribuer a la régulation de la production des ROS dans ces

cellules et au maintien de leurs propriétés a long terme et a leur chimiorésistance.

En conclusion, ce travail de these a montré que la voie de signalisation
CXCR4/CXCL12 joue un role crucial dans le maintien a long terme de
I'hématopoiése normale en régulant la quantité des ROS dans les CSH. Dans
I’'hématopoiese leucémique, nous avons montré une expression aberrante d’ASCL2
dont I'inhibition entraine une perte du potentiel leucémique. Nous proposons donc
qu'ASCL2 et CXCR4 sont interconnectés et contribuent ensemble au maintien de
I'intégrité des cellules normales et leucémiques de LAM. La poursuite de ces
travaux pourrait permettre d'imaginer des stratégies thérapeutiques
complémentaires a celles de l'inhibition de I'axe CXCR4, basées sur l'inhibition de

la fonction d’ASCL2.
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INTRODUCTION

The majority of acute myeloid leukemia (AML) patients are treated
with intensive chemotherapy with serious limiting side effects for
older age patients and unfortunately with short complete remissions.
The persistence of a subpopulation of cells called leukemia-initiating
cells (LIC) resistant to chemotherapy would be responsible for
relapses™. Thus AML treatment still requires improved efficacy
while preserving quality of life and alternative approaches and targets
are currently being tested.

Aberrant DNA methylation signatures are common in AML and
myelodysplastic syndrome (MDS) patients with mutations in genes
coding for key proteins such as DNA methyl transferase 3 (DNMT3),
Tet methyleytosine dioxygenase 2 (TET?2), Isocitrate Dehydrogenase
1/2 (IDH1/2) and Histone deacetylase (HDAC)¥. Unlike deletions or
mutations of tumor suppressor genes, altered chromatin modifications
are reversible and thus novel approaches such as chromatin
remodeling or epigenetic therapy has been investigated as potential
anti-cancer therapeutic approaches™ .

5-aza-2’-deoxyceytidine (AZA), a DNA methyl transferase
inhibitor, is currently in clinical practice for patients with MDS!
and with acute and chronic leukemia™. Of the HDAC inhibitors,
the short chain fatty acid, valproic acid (2-propylpentanoic acid;
VPA), used since many years in the treatment of epilepsy and mood
stabi]izer[g], was gshown to stimulate differentiation and/or inhibit
cell growth of leukemia™, but has limited clinical activity on its
own in MDSP? or AML!"™ patients. All-trans retinoic acid (ATRA)
can induce hypomethylation and its activity is enhanced by AZAM.
PLZF-RARA acute promyelocytic leukemia (APL) variant resistance
to ATRA can be reversed by the addition of HDAC inhibitors
(Trichostatin A or sodium phenyl butyrate) both i vive and in
vitro™, VPA and AZA have been shown to sensitize AML cells for
ATRAM*] The 5 vitro data showed that, the combination had
differentiation effect in leukemic cell line (HL-60 and MOLTH)™.
Such combinations are also effective in solid tumors™ ™',

Based on these in vitro data, clinical trials have been initiated to
investigate the use of HDAC inhibitors, in combination with retinoic
acid and/or DNMT inhibitors, for the treatment of solid tumors"” and
myeloid malignancies’™ ™. We have participated in a phase 2 clinical
frial study, where the combination of AZA, VPA and ATRA was
studied in 65 patients (median age 72, Ranging from 50-87 years)
with high risk AML and MDSPY. OF the 65 patients that received
the 6 cycles of the combination AZA, VPA and ATRA, 17 (26%)
responded (14 achieved complete remission and 3 partial remission)
e highlighting both the potential and limitation of these therapies as
heterogeneity in the responses are observed.

In order, to increase the number of patients likely to respond to
more effecive DNMT inhibitor and HDAC inhibitor combinations,
preclinical models that reflect patients’ responses are mandatory.
Indeed, fr vitro cultures of fresh AML cells are not sufficient, as
they do not always predict in vive preclinical efficacy or toxicity.
Furthermore, AZA’s mechanism of action at the DNA level
requires promoter accessibility which is best obtained during DNA
synthesis and replication, and difficult to obtain in fresh AML cells
in conventional liquid cultures. Considering the important place of
AMIL, mouse xenografts to study both human leukemogenesis and
leukemic stem cells, we have developed a set of AML xenografts
as a preclinical platform to study the efficacy of AZA, VPA and

© 2015 ACT. All rights reserved.
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ATRA combination in AML. Acute promyelocytic leukemia (APL,
AML3 subtype) were excluded as ATRA induces leukemic cell
differentiation and complete remission in a high proportion of APL
patients™, as well as shown by us in APL xenografts™?.

In this study, we show for the first time that AMIL preclinical
xenografts can be used to identify the AML samples sensitive to the
AZA_ VPA and ATRA combination and thus providing excellent
models for assessing more potent epigenetic drug combinations for
all AML patients.

MATERIALS AND METHODS

Patient samples

Peripheral blood (PB) and/or bone marrow (BM) samples from AML
patients were obtained at diagnosis after informed consent (Table S1).
BM and PB mononuclear cells were isolated using density-gradient
centrifugation. Cells were injected intravenously into NOD/shi-SCID
IL2Ry” (NOG) mice cither fresh or after storage in liquid-nitrogen.

NOG xenotransplantation assays

NOG mice provided from M Ito™, were bred in the pathogen-fiee
breeding facility at Gustave Roussy, Villejuif. All amimal experiments
were performed in accordance with the French Ministry on animal
health care regulation. Human CD43 cells {1x10° cells) per mouse
were transplanted intravenously into 6-8-weeks-old NOG mice,
conditioned with either sub-lethal irradiation (3 Gy) or Busulfan
treatment (25mg/ke/d twice 24 hours before)™***. PB samples were
taken once a month to validate the engraftment.

Determination of the maximum tolerable dose (MTD) for AZA
and VPA in NOG mice

Eight-week-old NOG mice (#=35 in each cohort) were injected
intraperitoneally (300 pL per injection) with AZA (0.1 or 0.4 mg/
kg) or VPA (125, 250, 400 and 1200 mg/ke) daily over a period of 7
days. Measurements of various hematological parameters of blood
were performed using the “Melet Schloesing M39-5V hematology
analyzer (Melet Schloesing Laboratoires, Osny, France)”. The MTD
was defined as the dose at which all animals survived the 7 days
treatment period and the consecutive 21 days of observation and at
which overt clinical signs of toxicity, such as body weight loss and
mortality were absent. In addition, blood cell counts were measured
before treatment, during the treatment, and after the observation
period to detect delayed effects of the substances.

Flow cytometry analysis and cell purification

A panel of FITC, PE, PC7, PerCP or APC-conjugated antibodies
was used against mouse CD45, human CD45, CD33, CD38, CD11b,
CDI5, CD14, CD34, CD44, CXCR4, CD47, CD117, CD123 (Becton
Dickinson, Le Pont-De-Claix, France). Human CD45" (hCD45")
cells from xenotransplanted mice were purified by a double-positive
magnetic cell sorting system (AutoMACS, Miltenyi Biotec, France).

Experiments on AML xenografts

Once AML engrafiment was confirmed (hCD45>1%), mice were
recruited to the experiments. The experiments comprise 3 groups
of xenografts: control group (Placebo), ATRA group and AVA
(AZA+VPA+ATRA) group. Mice were bled at day-0, day-8 (before
ATRA implantation), day-18 and on day 29. On day 29, bleeding was
followed by sacrifice and collection of BM cells and spleen cells.
Self-renewal capacity was assessed by secondary transplantations of
equal numbers of BM hCD45" cells in conditioned mice.



Experiments on normal human hematopoiesis

For murnne hematopoiesis, 8 weeks old C57BL/6 mice were used.
For human hematopoiesis, monomiclear cells were separated from
human cord blood over a ficoll density gradient. CD34 positive cells
were isolated by a double positive magnetic cell sorting system
(AutoMACS; Miltenyi Biotec) according to the manufacturer’s
instructions. CD34 positive cells (5x10% were transplanted
intravenously into 6-8-week-old conditioned NOG mice. After
validation of human engraftment, mice were treated with PBS or
0.1mg/kg/day AZA and 250mg/kg/day VPA for 7 days and on day 8
ATRA pellets (21day release) were implanted in treated group and
untreated were subjected to the same condition without drugs. At the
end of the experiment, mice were sacrificed and processed for various
read outs in blood, BM and spleen.

Western blot

For Western blot, BM cells were lysed in SDS lysis buffer (1%
SDS, 10 mmol/L Tris/HCL (pH 7.4), | mmol/L vanadate) and
proteins were denatured by the addition of SDS-Gel loading buffer
containing dithiothretol (DTT) followed by heating in boiling
water for 10 minutes. Equal amounts of proteins were separated on
a 10% SDS polyacrylamide gel and blotted onto polyvinylidene
difluoride membranes (Millipore). After blocking, the membranes
were incubated with rabbit anti-acetylated lysine (Cell signaling
technology, Cat No #9441; 1:1000) antibodies diluted in 5% milk
in PBST overnight at 4°C. The peroxidase-conjugated Donkey
anti-rabbit IgG (Sigma; 1:20,000 in 3% milk in PBST) served as
secondary antibody. The bands of acetylated-H3 and acetylated-H4
were found in the range 13KD-20KD. Signals were visualized using
the Supersignal West Dura detection system (Thermo Scientific).
Signal intensities were measured by densitometric analysis using the
Scion Image (Scion Corporation).

DNA methylation

The global methylated DNA was estimated in the BM hCD45™ cells
of NOG mice according to the manufacturer’s instruction { Epigentek
[MethylFlashTM methylated DNA Quantification kit (Colorimetric)
#P-1034], NY, USA}. Briefly genomic DNA was extracted by
Qiagen kit according to the recommendation of the manufacturer.
DNA (200ng) was incubated with capture antibody against
methylated DNA. Addition of detection antibody was followed
by the addition of developing solution and than plate reading was
performed in a spectrophotometer. The quantity of methylated DNA
was interpolated from the standard ciuve processed at the same time
and the percentage of methylated DNA was calculated and compared
to control mice.

Human myeloid colony assays

Purified hCD45™ BM cells (10%) from AML xenograft cells were
suspended in 500 pl o-MEM, and cultured in 1.8 mL complete
methylcellulose medium allowing the selective proliferation of
human progenitor cells {0.8% methylcellulose medium H4100 Stem
Cell Technologies, Grenoble, France], 30% FBS, 1% deionized
BSA, 10-4 mol/L -mercaptoethanol) with the addition of 23 ng/
mL human Stem Cell Factor (Biovitrum AB, Stockholm, Sweden),
10 ng/mL interleukin-3 (Peprotech, France), 2 U/mL erythropoietin
(Amgen, Thousand Oaks, CA), and 10ng/ml thu-GM-CSF (Peprotech,
France). Plates were incubated at 37°C in an air atmosphere
supplemented with 5% COz and saturated with humidity. Progenitors
were scored at day 14.
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Statistics

Kaplan-Meier analyses were used to assay the survival. Unless
otherwise stated, data represent means+SEM of at least 3 mice.
Statistically significant differences between means were calculated
using the non-parametric, unpaired, two tailed, student t-test with
a threshold of p=0.05, p=:0.01, p=0.001 designated by *, §, #
respectively.

RESULTS AND DISCUSSION

To set up a preclinical model of DNMT inhibitor and HDAC
inhibitor combination with AZA, VPA and ATRA used in clinical
trials, we first studied, in two different mice straing NOD/shi-SCID
IL2Ry" (NOG) and C57/BL6, the AZA and VPA doges that were
well tolerated and effective to induce DNA hypomethylation and
histone acetylation (Figure 1). Different doses of AZA (0.1 and 0.4
mg/keg/day) and VPA (125, 250, 400, 1200mg/kg/day) were imjected
intraperitoneally for 7 consecutive days and mice were monitored
for the 21 following days. Based on cumulative survival (Figure 1A
and 1B1) and body weight (Figure 1Bi1), the tolerated doses for VPA
and AZA in NOG mice and in C37/BL6 (not shown) were identified
to be 250mg/kg/day and 0.1lmg/kg/day respectively, within the
range of reported doges in SCID mice™ . Ag expected, these doses
induced global DNA demethylation (Figure 1C) ($p§ 0.01 compared
to the control/untreated) and histone acetylation (Figure 1D) of
bone marrow mononuclear cells by spectrophotometric and western
blotting assays, respectively.
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Figure 1 Determination of the maxitmun tolerable dose (MTD) and effective dose of

AZ A, VPA and ATRA in NOG mice.
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E— — Flt3- Source of CD34+ CD34+ CDa+ CXCR4+ CDI123+ CD47+ CD117+ Noof mice AML
N e paB 10° ITD  Sample CD34+ CD38-(%) CD38+(%) (%)In (%) in (Y0)in (%) in (%) in  positivefor Engraftment
(al) status (% Blasts) (%) inCD34+ in CD34+ CD34+ CD34+ CD34+ CD34+ CD34+ engraftment (% of hCD45)
Blood: 63+7%
Pl 0 244 - Blood (95) 88 18% 86% 100%  100% 88% 100%  23% 5/5 BM: 86+10%
Spleen: 75+14%
Bone Blood: 76+3%
P2 ND ND - Martow 99 ND ND ND  98% 95%  100% 7% 2/8 DM 70:5%
ND) Spleen: 30+8%
( (8 weeks)
Blood: 28+14%
BM: 63+19%
P3 Sa 84.5 + Blood (85) 78 8% 92% 100% 2% 81% 100% 81% 5/5 Spleen: 22+14%
(9 weeks)
Blood: 4+1%
BM: 33+£3%
P4 2 75 + Blood (88) 56 27% 73% 100% 46% 56% 100% 56% 5/5 Spleen: 2+0.5%
{12 weeks)
Blood: 73+15%
BM: 97£2%
P5 5 25.5 - Blood (31) 53 5% 95% 100% 5% 86% 100% 28% 5/5 Spleen: 67:13%
{15 weeks)
ND: Not done or no data.
We then studied the effects of the AVA combination in 5 different
AML xenografts, according to the protocol described in Figure 2A.
AML xenografts were obtaned as previously described by Patel ef
af*? and Zhang et ™. AML cell patients” characteristics at diagnosis
are shown in Table 1. Before initiation of treatment, confirmation g]B_i 0 6) EE:S} to 6) a (0 1mgfkg/d)
of leukemia development was determined by flow cytometry. The D8 250mgfkgjd)
left panels of figure 2B show the anti human and anti mouse CD45 (=310 8)
antibody labeling performed on the PB of xenografts for each patient D18 gﬂ;‘]g Release) 10mg (Long Re|eage)
sample. The lymphoid CD19 and myeloid CD33 marker profile =3 Sampling ATRA Pellet  |ATRA Pellet
in the hCDA45+ population shown in the right panels indicated a
robust leukemic engraftment in xenografted mice. Mice were then Control ATRA AVA
randomized and injected intraperitoneally with VPA (250me/ke/d) and Dag (=306 {(n=3 to 6) (n=3 to 6)
AZA (0.1Img/kg/d) for 7 consecutive days followed by sub-cutaneous —_— Terminal sampling for evaluation
implantation of one 10mg ATRA 21 daylong releasing pellet. AVA-
treated AML xenografts were compared with untreated (Sham-operated)
and ATRA treated xenografte. For these comparisons, we analyzed the
expression of specific hematopoietic cell surface markers or Cluster B Xenograft PB
of Differentiation (CD) proteins by flow cytometry. CD34 is a surface A
marker of undifferentiated cells and its down regulation suggests ] 7%
that the cells have progressed down one of the various hematopoietic P1. MO :E -
differentiation C.e]l lineages. As cells dlﬁ'ere.rmate lto myeloid ]meag.e, £ o, 1‘9 A
they express various markers of mature cells including CD11b {myeloid
marker), CD15 (granulocytic marker) and CD14 (monocytic marker).
Depending on the leukemic aggressiveness and mice survival, the P2.ND
level of activity of each treatment on leukemia development within -
the peripheral blood and bone marrow was evaluated at either day 18 3
or day 29. Results are expressed as percentages of hCD435 leukemic P3. M2 ks
cells in PB (Figure 3A, first row, the columns from left to right in ’ iy —z Mool
each row represent the data of each AML xenograft of the 5 AML =ﬁ s R e e,
patient sampels, P1, P2, P3, P4 and P5) and absolute numbers in PB §'°° e et by
(Figure 3A, second row) and BM (Figure 3A, third row) of AML P4. M5 : ,,:
xenografts. In addition, the percentage of hCD45+ leukemic cells ; ';
expressing selected differentiation markers was evaluated in PB at B i, i
day 18 (Figure 3B, rows a, b, ¢, d correspond to the percentage of :EW
CD34, CD11b, CD15 and CD14 positive cells within the hCD45+ P5. M5 ¥
population, respectively) and at day 29 (figure 4B). The same t

assessment was performed on BM hCD45+ leukemic cells at either
day 29 or day 18 (Figure 4A) depending on mice survival.

We observed three different groups of responses to AVA or ATRA
treatment of AML patient xenografts.

© 2015 ACT. All rights reserved.
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Figure 2 Schematic diagram of the experimental procedure and validation
of AML xenografts.
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Figure 3 Treatment of AML xenografts by AV A combination or ATRA.
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Non-responsive group: this group includes AML patient 1 (P1)
xenografts (7= 6) for whom, only minor modifications were detected
in the peripheral blood (PB) (Figure 3A Pla, b) and bone marrow (BM)
(Figure 3A Plc) in response to treatment whether in the percentage
(Figure 3A Pla) or absolute cell counts of hCD45 cells (Figure 3A

A

P1b). In addition, no significant modifications in the expression of
the differentiation markers CD34, CD11b, CD15 and CD14 within
the hCD45" cells could be detected in the PB at day18 (Figure 3B, a, b,
c, d) or at day 29 in BM (Figure 4A) or PB (Figure 4B).

AML patient xenograft (BM)
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Figure 4 Phenotypic analysis of leukemic cells in the BM (A) and PB (B) of AML xenografts.
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Partial responsive group: this group includes AML patient P2, P3
and P4 xenografts for whom partial effects of either AVA or ATRA
alone were observed.

P2 AML: while the PB of the treated AML xenografts showed
no modification in the percentage (Figure 3A P2a) or cell counts of
hCD45 (Figure 3A P2b), the BM cells showed a significant (*p=20.03)
decrease in the percentages of hCD45 (Figure 3A P2¢) and the
absolute numbers (data not shown) suggesting a partial anti leukemic
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effect of AVA and ATRA treatment. In line with this observation, a
close analysis of the phenotype of hCD45+ cells in the PB showed
at D18 an increase (*p<50.05 and *p=50.01 comparing control with
AVA and ATRA, respectively) in the percentage of CD15+ (Figure
3B PZc) cells compared to control mice. Similar results were obtained
at day 29 in BM (Fig 4A) or PB (Fig 4B). However, the persistence
of CD34 expression supports only partial effects of treatment (Figure
3B P2a) and (Fig 4A and B) in this leukemia.
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Figure 5 Potential therapeutic effect of AVA combination or ATRA in AML xenotransplantation mouse model (Responder Patient 5 AML xenograft).
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P3 AML: Similar partial effects of AVA treatment were observed
for P3 xenogratts (#=3). Interestingly, for this patient, a sharp increase
in the percentage of hCD45+ cells was observed in the PB (Figure
3A P3a) and BM (Figure 3A P3¢) of AVA treated mice, while the
percentage of CD34 expressing cells in hCD45+ population showed
a decrease in PB (Figure 3B P3a) and BM (Fig 4A) of treated mice
(¥p=0.05). This decrease is associated with an increase (¥p=20.05)
m the percentage of cells expressing CD15 in the PB (Figure 3B P3c)
with AVA treatment. These results suggest an increase in leukemic
cell differentiation.

P4 AML: Partial effects of AVA treatment were also observed for
P4 xenotransplants for which the percentage (Figure 3A, P4a) and the
absolute number (Figure 3A, P4b) of hCD45+ cells was not modified
in the PB by AVA treatment. However, phenotypic analysis of the
hCD45+ cells in PR of treated mice showed a decrease tendency in
the percentage of CD34 expressing (Figure 3B, P4a) associated with
an increase tendency in the percentage of cells expressing CD11b and
CD15 (Figure 3B, P4b, P4c).
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Responsive Group: one AML xenograft (P5) showed complete
antileukemic effects of AVA and ATRA associated with differentiation
towards the monocytic lineage. A two fold decreased in the
percentages (Figure 3A P3a, #péo.OOl) and the absolute numbers
(Figure 3A P5b, *#p=2.0.05) of hCD45+ cells in PB was detected upon
aeither treatment. The percentage of leukemic cells in the BM (Figure
3A P3c) was correlated to that observed in PB. The anti leukemic
effects of AVA and ATRA were accompanied by a parallel decrease
(#pS0.00U in the percentage of CD34+ cells (Figure 3B P5a).
Concomitantly, we observed an enhancement in the percentages of
cells expressing markers of myeloid differentiation including CD11b
(Figure 3B P3b), CD15 (Figure 3B P3c) and CD14 (Figure 3B
P5d). Of note, an increase in the percentage of cells expressing the
monocytic marker was noted with AVA (*p=£0.001) and to a minor
extent with ATRA (¥p==0.001) alone. Interestingly, the kinetics of
cell differentiation of leukemic cells in the PB showed that changes
in percentage of CD34+ (Figure 5A1), CD11b+ (Figure 5A2),
CD15+ (Figure 5A3) and CD14+ (Figure 5A4) cells within the
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hCD45 population were detected az soon az day 18 indicating that the
antileukemic effects of AVA and ATRA were relatively rapid (Figure
5A1, 2,3, 4). The impact of treatments in the BM of treated animals
was determined at the time of sacrifice on day 29. We obgserved that
the percentages (Figure 5B1, (7<:0.001) and the absolute numbers
(Figure 5B2, *p=0.05) of hCD45+ cells were decreased by almost
two fold upon ATRA or AVA treatment. Ags illustrated in figure
5, the percentages of leukemic cells (hCD45+) expressing the
differentiation markers CD11b (Figure 5Ciii), CD15 (Figure 5Civ)
and CD14 (Figure 5Cv) were increased while that of CD34+ cells
was decreased (Figure 5Cii, iv). These results were observed for
all the mice within each group (Figure 5D) and correlated to those
observed in PB (Figure 3B P5). To further document the antileukemic
effect of the AVA combination in this AML xenograft, hCD45+ cells
from PBS and AVA freated mice were isolated from BM at day 29
and transplanted in secondary recipient mice. The percentage of
leukemic cells in the PB (hCD45+) was monitored after 5 weeks.
Leukemia engraftment in the secondary transplants was obtained
in the recipient of PBS-treated mice (Figure SE1) while hardly any
hCD45+leukemic cells were detected in the recipient of AVA treated
mice (Figure 5E2). These in vivo data were corroborated by the
reduction of leukemic myeloid colonies obtained from the hCD45
positive cells of AVA treated mice compared to the controls (Figure
SF).

To determine whether normal hematopoiesis could be altered by
AVA combination in mice, C57TBL/6 mice were treated with either

A

Cord blood NOG Xenograft

vy
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ATRA or AVA uging the same protocol used for AML mice Xenografts
Ag shown in figure 6A, upon 8 days treatment, the total number of
BM cells was not modified. However, the distribution of myeloid
and lymphoid cells was altered. Indeed, the B-lymphoid (B220") and
T-lymphoid (CD3") cell numbers decreased and myeloid cell number
(G11*) increased (Figure 6A, 7 =0.01, %7 <0.01 and ®p=0.01 for
B220, D3 and Grl, respectively). At D29, AVA combination effect
iz even more prominent as illustrated in figure 6B with an important
increase in Grl positive cells while B220 positive and CD3 positive
cell numbers decreased (Figure 6B, 6C). The importance of AVA
treatment was evaluated by calculating the AVA treated‘untreated
ratio of B-lymphoid (B220+) and myeloid (Grl+). As shown in
figure 6C, in AVA treated mice, the ratio for Grl was 1.6 at day 8
and reached more than 6 at day 29. To evaluate the effects of these
treatments on more immature cells, bone marrow cells from mice
treated for 29 days were plated in colony assay. We also observed
that the numbers of myeloid colonies were superior ($ 0.01) in the
AVA group compared to ATRA alone or controls (Figure 6D). Thus,
AVA combination alters the myeloid and lymphoid compartment but
importantly spares immature progenitor cells.

Finally, the myeloid differentiation effect of the AVA combination
was also investigated on human hematopoiesis in chimeric NOG
mice (Figure 7). In these experiments, irradiated NOG mice were
injected with human CD34" cells from cord blood. Three months
after injection, chimeric mice fully reconstituted with human
hematopoietic cells were treated with AVA according to the protocol

Cord blood NOG Xenograft

[ cp34 M CD15 []cD14 O cD19

100

0 o 100 -
]
= 80 0 a
@ £ 75
£ e K]
= [T}
= 0 2 50
g 40 5
[+]
Q 0 2 25
20 E
(')
0 : : . s 0
Control  AVA o
n=2 n=2

@

i

Control

AVA || Control
BM

AVA
PB

Cord blood NOG Xenograft

=

* B

. L

2 s

2

w4 M

2

g 3

= .

o 2 ‘

=]

31

ol
Control AVA
n=2 n=2

Figure 7 Effect of AVA treatmnent on nermal human hemate poiesis in CD34+ cord blood NOG xenotransplanted mice at day 29.

87

© 2015 ACT. All rights reserved.



Patel S ef &/ Epigenetic therapies in AML xenografts

described in figure 2A. Strikingly, AVA treatment of reconstituted
mice resulted in a decrease in the percentage of human CD45
positive cells (Figure 7A). More comprehensive analysis using
phenotypic markers of BM cells at day 29 of treatment revealed that
AVA modified the distribution of myeloid and lymphoid cells with an
decrease in the percentage of B-lympheid (CD19") and an increase
of CD15 and CD14 myeloid cells (Figure 7B). We also observed an
increase in the percentage of immature CD34" cells in BM treated
mice. Consistent with this finding, increased human myeloid colonies
were observed (Figure 7C) as already observed in normal C37BL/6
mice. Together, these results suggest that AVA treatment leads to a
specific loss of lymphoid cells but spares myeloid cells and maintains
immature CD34" cells. Altogether, our results indicate that AVA
treatment may induce leukemic cell differentiation at least in some
selected patients while inducing only minor deleterious effects on
normal hematopoiesis further strengthening the potential of these
drugs for AML therapy. In the present study, we used drugs whose
mechanisms of action are beginning to be known. Indeed, the best
known mechamsm of action of ATRA is through differentiation™,
AZA is through DNA demethylation™ (Figure 1C) and VPA’s action
is through histone acetylation™"*? (Figure 1D). These modifications
may lead to apoptosis and death of the leukemic cells™?. It remains
to know why normal and leukemic cells respond differently to the
same epigenetic signals.

In conclusion, our study has allowed establishing preclinical
models to study combination therapy with epigenetic drugs. Several
preclinical models to explore the effects of chemotherapeutic
dugs are presently used. So far, most of the studies used well-
characterized AML cell lines including OCI-AML2 cells®™, U937
cells™, the RUNX1-mutated CG-SH AML line™ and AMLI/ETO-
positive Kasumi-1 cells™. When inoculated in severe combined
immunodeficient (SCID) mice, these cells produced leukemia
that can be targeted using chemotherapeutic drgs. These i vivo
leukemic models are also frequently used to evaluate the effect of
gene modification and silencing. In our study, we choose to use
primary AML cells from different AML subtypes (AML-MO, M2,
MS5), which represent the huge heterogeneity of AML disease. [n line
with this, level of each marker of differentiation is different between
AML patient cells. In addition, AML samples are heterogeneous in
their ability to engraft in immunodeficient mice with less than 50%
of successful engmﬁmentm‘m. This great heterogeneity may explain
the variations in sensitivity to drugs. This is further illustrated by the
well-known heterogeneity of responses of AML patients in clinical
trials (Soriano ef af™", Raffoux ef a/’'"). Strilingly, our small cchort
is able to replicate the heterogeneity of responses obtained in climeal
trials. Thus, our models should allow testing other combinations of
HDAC and DNMT inhibitors and identifying predictive biomarkers
of response.
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ABSTRACT

Systemic mastocytosis are rare neoplasms characterized by accumulation of mast
cells in at least one internal organ. The majority of systemic mastocytosis patients
carry KIT D816V mutation, which activates constitutively the KIT receptor. Patient with
advanced forms of systemic mastocytosis, such as aggressive systemic mastocytosis
or mast cell leukemia, are poorly treated to date. Unfortunately, the lack of in vivo
models reflecting KIT D816V* advanced disease hampers pathophysiological studies
and preclinical development of new therapies for such patients. Here, we describe
a new in vivo model of KIT D816V* advanced systemic mastocytosis developed by
transplantation of the human ROSAK!TP816v-Gluc ast cell line in NOD-SCID IL-2R g/ mice,
using Gaussia princeps luciferase as a reporter. Intravenous injection of ROSAXIT D#16V-Gluc
cells led, in 4 weeks, to engraftment in all injected primary recipient mice. Engrafted
cells were found at high levels in bone marrow, and at lower levels in spleen, liver and
peripheral blood. Disease progression was easily monitored by repeated quantification
of Gaussia princeps luciferase activity in peripheral blood. This quantification evidenced
a linear relationship between the number of cells injected and the neoplastic mast cell
burden in mice. Interestingly, the secondary transplantation of ROSAKTD816V-Gluc cal|g
increased their engraftment capability. To conclude, this new in vive model mimics
at the best the features of human KIT D816V* advanced systemic mastocytosis. In
addition, it is a unique and convenient tool to study the kinetics of the disease and the
potential in vivao activity of new drugs targeting neoplastic mast cells.

the receptor for stem cell factor (SCF), KIT (CD117), a
transmembrane type III tvrosine kinase receptor (RTK)
[3]. Binding of SCF to KIT governs most if not all the

INTRODUCTION

Human mast cells (MCs) are non-circulating,

tissue-resident cells derived from CD34* hematopoietic
stem cells in the bone marrow (BM) [1]. Mature MCs
are found in most vascularized organs, surrounding blood
vessels and nerves [2]. MC and their progenitors express

aspects of human MC biology, from proliferation to

differentiation, migration, activation and survival [4, 5].
Mastocytosis are a heterogeneous group of diseases

characterized by accumulation of abnormal (neoplastic)
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MCs in one or several organs, affecting both children and
adults [6]. In adults, most patients present with a systemic
involvement (systemic mastocytosis; SM). According to
the World Health Organization (WHO), SM is classified
nto four major categories. Indolent SM {I5M) has a good
prognosis, usually requires only symptomatic therapies,
and ISM patients have a nearly normal life expectancy
[6, 7]. The three other categories, collectively termed
advanced SM, share a poor prognostic. Advanced SM
categories include SM with an associated hematologic
neoplasm (SM-AHN), aggressive SM (ASM), and
MC leukemia (MCL) [8]. All categories of SM are
characterized by an accumulation of abnormal MCs in BM
and in other extra-cutaneous organs [9, 10].

WHO criteria for the diagnostic of SM include one
major criterion and four minor criteria. The diagnosis
of SM is established if at least the major and one minor
criterion or at least three minor criteria are fulfilled |8,
11]. The major diagnostic criterion is defined by the
presence of aggregates of at least 15 MCs identified by
trvptase staining in BM and/or other extra-cutaneous
organ biopsies. Minor criterions are: i) presence of 25%
MCs with atypical morphology in BM smears [12], ii)
aberrant immunophenotype of MCs (expression of CD2
and/or CD25) [13], u1) presence of an activating point
mutation in codon 816 of the KTT gene in BM, peripheral
blood (PB) or other extracutaneous organs [14, 15], and 1v)
increased level of serum tryptase (= 20 ng/mL) [16]. If SM
1s diagnosed, the next step is to evaluate its aggressiveness
according to the presence of B-findings (borderline benign)
and C-finding (consider cytoreduction). B- and C-findings
correspond respectively to high MC burden and to organ
dysfunction leading to the use of cytoreductive therapy [7].
The absence of B- and C-findings reflects an ISM [6, 7.
By contrast, the presence of at least one C-findings directs
the diagnosis towards an advanced form of SM (ASM,
SM-AHN or MCL). ASM is diagnosed when MCs in BM
smears represent less than 20% of total nucleated cells |8,
17]. MCL is diagnosed when MCs in BM smears represent
= 20% of total nucleated cells (with or without circulating
neoplastic MCs in the bloodstream) [8, 17].

KIT is crucially involved in the pathophysiology
of SM as the majority of patients carry KIT mutations,
notably KIT D816V [18]. This mutation, found in = 85%
of all patients with SM, activates constitutively KIT [15].
Activated KIT induces sustained proliferative and anti-
apoptotic signaling in neoplastic MCs [18]. This KIT
mutant receptor is resistant to most type I tyrosine kinase
mhibitors (TKIs) targeting the wild-type receptor (KIT WT),
such as imatinib [19]. By contrast, the mutant is sensitive to
multikinase inhibitors such as midostaurin (PKC412) [20].
Thus, midostaurin is currently under clinical trials to treat
Advanced SM [21]. However, this drug seems not sufficient
to induce long-lasting complete responses in ASM and
MCL [21]. There is thus a need to identify novel therapies
for these diseases. To this purpose, relevant preclinical in
vivo models of SM may be very useful. Unfortunately, the

present lack of i vivo models mimicking at the best human
KIT DS16V" advanced SM hampers pathophysiological
studies and the development of new therapeutics. Only a
few mouse models have been previously developed. In 2003,
Zappulla et al. described a transgenic murine model using
the primate chymase promoter as a driver of human KIT
D816V mutation [22]. The authors reported the development
of a SM-like disease within 12 to 24 months in only 30%
of transgenic mice [22]. A few years after, Gerbaulet et ai.
described another transgenic mouse model expressing Aif
D814V mutation (murine homolog to human KIT D816V)
[23]. However, this model has a limited utility because of
the variety of diseases observed, ranging from perinatal
lethality to pure MC hyperplasia, and of a very long period
of latency (52 weeks) [23]. Besides, two xenograft mouse
models have been described: one consisted in the injection
of the leukemic HMC-1.2 cell line in SCID mice, giving
rise to solid tumors [24], while the second consisted in
injecting P815 mastocvtoma cells in DBA-2 mice [25]. In
this latter model, a severe mortality was observed within ©
days in injected animals [25]. These models are not useful
for preclinical studies because of drawbacks such as the low
incidence of disease and/or the kinetic of disease appearance
and progression, which is either very short or too long. Thus,
to date, no relevant i vive models of KIT D816V advanced
SM are available. In addition, none of the existing models
allows monitoring of disease progression in real time.

We have recently reported on a new tumorigenic
KIT D816V* human MC line, termed ROSAMT D&V,
which presents most of the characteristics of neoplastic
MCs found in ASM/MCL [26]. ROSAFT D& cell
line was obtained by stable lentiviral transfection of
a construct encoding for the KIT D816V mutant gene
in the parental, non tumorigenic human mast cell line,
ROSA KIT wild-type (ROSAFT YT [26]. In the present
study, we have stably transduced ROSAMT DEISY cells
with a construct encoding the naturally secreted Gaussia
princeps luciferase {(Gluc). This allowed us to obtain a
new human neoplastic MC line, termed ROSAKT D8Isv-
Sl Gluc reporter 1s a highly sensitive luciferase allowing
simultanecusly the quantification of cells engraftment
by measuring its activity in peripheral blood (PB) and in
vivo imaging system (IVIS) [27] ROSAFT PRIET-Glue callg
were then injected in NOD-SCID IL-2R ¢ (NSG) mice,
giving rise to a unique humanized in vivo model of KIT
D816Vt advanced SM. In this model, disease progression
and localization of neoplastic MCs were monitored in vive
and ex vivo using Gluc as a reporter [27].

RESULTS

Generation and characterization of
ROSAKIT D816V Glue palg secreting luciferase

We transduced the human ROSAMT DI MC line
stably expressing the KIT D816V mutant and GFP [26]
with a lentiviral vector expressing Gluc and CFP, LI~
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Fluc-CFP. Cells expressing Gluc (ROSANTDEEV-0he pelg)
were sorted by selection of GFP*/CFP* cells (Figure 14)
and cultured in the same medium than their parental
cell line. As shown in Figure 1B, the introduction of the
lentiviral vector expressing Gluc and CFP into ROSAXT
DBV cells did not induce a significant change in their
proliferation rate. Tn addition, the transduction did not
change the phenotypic characteristics of the cells, as
evidenced by the similar morphelogy of ROSANT IE16¥
and ROSAKTDAEV-Cle cells when observed on cytospin
preparation after May Griinwald Giemsa (MGG) staining
{Figure 1C). In addition, both cell lines expressed equally
KIT (CD117) (Figure 1D). Besides, allele specific RT-PCR
experiments confirmed that the two MC lines expressed
the /7T D816V mutant at the same level (Figure 2ZA). Of
note, as already described for ROSAFTDE cellg [26],
the KIT receptor was constitutively phosphorylated in

ROSANTIEIERC celly in the absence of SCF (Figure 2B).
This level of phosphorylation was comparable in the two
EIT D816V MC lines, and slightly higher in ROSAMTYWT
cells stimulated by S8CF (Figure 2B). We then determined
the level of Gluc activity in the cell-free supernatants
of both KIT D816V" cell lines cultured at wvarious
concentrations, using the Gluc substrate coelenterazine
(CTZ). Gluc acitivity was detected at a significant level
in ROSANT DIeV-0le eells gupernatants after 24h of
incubation, even at low cell concentrations (102 cells per
mL). As expected, there was no Gluc activity detectable in
ROSAMTIEIS cell supernatants, at any cell concentration
(Figure 2C). Moreover, we observed that increasing the
number of ROSAKITDHEG celly increased Gluc activity
in a virtually linear manner (Figure 2C). Finally, in order
to demonstrate that the transduction of by ZV-Gluc-CFP
did not change the sensitivity of the cells to TKIs, we
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Figure 1: Generation of ROSAKITDIEV-Ghe ¢o]] line and comparison with the parental ROSAKTDEY ¢ol] Jine. A. ROSAKT
Lelev-Ghe GEFP*/CFP* sorted cells using flow cytometry. B. Comparison of ROSAMTPESY and ROSAMTDEEChe el proliferation by the use of
the MTT method. Cells were seeded in 96-well plate for 5 days (1 plate/day). At each day (d0 - d4), 20 pL of MTT were added in each well
and the cells were incubated for 3 additional hours at 37°C. After adding 100 pL of acidified isopropanol, the number of living cells was
measured for each condition by reading the absorbanece at 570 nm. Data are presented as the mean + SD (n =3). C. Phenotypic comparison
of the eytological aspect of ROSAMT BV and ROSAKT 81876k M (G(G-stained cytospin preparations of ROSAMTEESY (left panel) and
ROSAMTDEENGE: (1 ohi panel). Magnification is x50 (top), x100 (bottom). D. Comparative expression of CD117 (KIT) by in ROSAKTDEIET

(left) and ROSAKTDAEEhe (rioht) analyzed by flow eytometry.
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assessed the effects of Imatinib or ot Midostaurin on the
proliferation of both X777 D816V cell lines. As expected,
both cell lines were equally resistant to Imatinib (Figure
2D) and similarly sensitive to the antiproliferative effects
of Midostaurin. The IC, for Midostaurin was found at 70
nM for ROSAKTDEY cells and at 94 nM for ROSAKTDEIET
e cells (Figure 2E).

Analysis of the level of engraftment of ROSA®T
DB16-Glue ce]ls i vive In NSG mice

Various amounts of ROSANT DHEVE cells were
injected intravenously in irradiated N8G mice. We then
measured Gluc activity in the plasma of grafted mouse

tour, eight and ten weeks after cell injection. Interestingly,
at 4 weeks ot engrattment, the Gluc activity in plasma
was found linearly increased in relationship with
increasing numbers of injected cells (R* = 0.97) (Figure
3A). However, although Gluc activity increased in a
time-dependent manner, there was no apparent difference
between groups injected with 5x10° or 10x10¢ cells at
8 and 10 weeks (Figure 3A). Compared with the level
of Gluc activity determined in plasma, Gluc intensity
measured after 10 weeks of engraftment by IVIS was
found heterogeneous among groups, particularly in the
groups injected with 5x10° or 10x10° cells at 10 weeks
{Figure 3B and 3C).
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Figure 2: Effects of transduction of ROS AKT®IY cells with LV-Glre-CFP on KIT activation and response to TKIs. A.
Analysis of KIT D816V gene expression in ROSAHTIEE-Che ge]] line using agarose gel electrophoresis of conventional RT-PCR products.
Reactions were compared to the levels of expression of mRNA for HPRT. The imageis an inverted form of the original picture. B. Detection
of spontaneous phosphorylation of KIT receptor by western blotting in ROSAMTI®S-5he  Cell lysates from ROSA™T T cells stimulated
with SCF, or from unstimulated ROSAMTPEE and ROSATITDEIFGRE ¢ells, were subjected to electrophoresis and stained with antibody
against p-KIT Y719, An anti-human glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) was used as a loading control. The lanes were
run on the same gel. C. Glue activity in cell culture supernatants of ROSAM TPV (grey line) and ROS AMT B3 (black line). Signals
were calculated as RLU; relative luminescent units. Data present the mean = 8D (n= 3). D, E. Effect of Imatinib or Midostaurin on the
proliferation of ROSAMT™EE (arey line) and ROSAMTIEECh: ¢ ells (black line). Each cell lines were seeded for 72h in 96-well plate in the
presence of various concentrations (0.001 - 10 pM) of Imatinib (D) or Midostaurin (E). Data are presented as the mean = SD {n=3) and are
expressed as percent of proliferation in each condition relative to the control (untreated cells) considered as 100% proliferation.
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To further investigate the disease progression in
the three groups of xenografted mice, PB samples were
analyzed for the presence of ROSANTDHEV-Ole celg by
quantifying the percentage of hCD45*hCD117* cells
using flow cytometry. The percentage of ROSAMTDEEY-
Glw cells in PB was found very low at 4 weeks (around
0.007 2% in the 1x10° cells group, 0.12 2% in the 5x10°
cells group and 0.172%% in the 10x10° cells group). This
percentage increased at 10 weeks in a dose (slightly
= 0.45% in the 1x10° cells group, = 1 % in the 5x10°
cells group and 1.5 2 in the 10x10° cells group at 10
weeks) and time-dependent manner (Figure 44). The
same phenomenon was observed when calculating the
absolute numbers of ROSAKT DELEV-Gle cells in PB at
different time periods and after injection of different
numbers of cells (Table 1).

Engraftment of ROSAX TP8I6V-6le callg i vivo in
NSG mice leads to an advanced SM phenotype

To evaluate the level of ROSAMT DEEVCIE pellg
engraftment in BM and spleen, thus the severity of
the disease, mice (n=3 per group) were euthanized in
each group 10 weeks after engraftment. BM cells were
counted and the percentage of hCD45SYCDI117 cells
was determined in each group. As expected, and in line
with the human situation for ASM/MCL, the percentage
of ROSAFTDEEV-Ole celly in BM was found much higher
(around 22 2g) than in spleen (1.1 25) and in PB (1.0 %3).
There was no difference in cell percentages between the
three groups of mice in BM as well as in spleen (Figure
4B and 4C, respectively) and this was confirmed by
calculation of the absolute number of ROSAKIT DHS™
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Figure 3: Monitoring of ROSAKTIBIEV-Glw co]ls engrafiment in injected mice by measurem ent of Gluc activity in blood and
by IVIS. A. Gluc activity in plasma of mice after various times of engraftment. Different numbers of ROSAFTTEECke cells [1x10° (@), 5x10°
{(m) and 10x10° (A )] were injected intravenously in mice and engrafiment was monitored over time (4, 8 and 10 weeks). Each point represents
a individual mouse. B. IVIS showing localization of Glue ininjected mice after 10 weeks. Indicated numbers of ROSAKTIBIEEGR: gells were TV
injected in mice (n =6). Units in rainbow color scales are photons per second per em? per steradian (p/sec/em?/sr). Results shown are from one
representative mouse for each group. C. Total relative units (RLU) per second were caleulated for Glue intensity shown in (B) by ROI analysis
after 10 weeks of engrafiment in the three groups of mice. Each point represents an individual mouse.
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Table 1: Absolute numbers of ROSAMTD818V-6he cellg jn PB of NSG mice injected with different amounts of cells

ROSAXI D8I6V-Glue ce ]l number in PB (x10°%/mL)

Groups 4 weeks 8 weeks 10 weeks

1x10° (n=6) 0 0.006 + 0.004 0.012+0.004
5x10° (n=6) 0.004 £ 0.00] ik 0.021 £0.007* 0.025 £ 0.009%
10x10° (n=6) 0.003 4 0.00] #** 0.042 4 0,01 3%** 0.039 £ 0.017%

Data are presented as mean + SD and paired t-test was performed in comparison to the group receiving 1x10° cells.

Gluc

cells in affected tissues (Table 2). Interestingly, the
percentage of ROSAFT DRIE-Ge cells in BM reached a
plateau at 10 weeks regardless the number of ROSAM!T
DB1ET-Glue calls injected (Figure 4B and Table 2). All in all,
the high percentages of neoplastic MCs found in BM,
together with a moderate infiltration of the spleen and of
the PB, might indicate that diseased animals suffer of a
pathology similar to an aleukemic MCL, as observed in
some human patients [28].

We then studied in detail the organs engrafted by
ROSAXITDSISV-Ge galls using immunohistochemical (IHC)
staining with antibodies directed against human tryptase
and human CD45. Analysis of BM sections of mice
euthanized at 10 weeks revealed the presence of fibrosis,
especially in the group injected with 10x10° cells, as well
as the presence of large clusters of tryptase and hCD45
positive cells (Figure 5), consistent with the pathological
appearance of BM biopsies in human patients with
advanced SM [29]. Whatsoever, tryptase™ and hCD45*
cells were detected at a high level in BM sections but in
a lower extent in spleen (Figure 6A) and liver sections
{(Figure 6B). In the last two organs, a few clusters of MCs
and isolated MCs were observed in all the organ sections
(Figure 6A and 6B).

To further confirm the relevance of our in vivo
model of SM towards the human pathology, we measured
serum human tryptase levels in PB of xenotransplanted
animals at 10 weeks. Consistent with the observation that
tryptase serum levels are elevated in SM patients [30],
significant levels of human tryptase (ranging from > 7.0
to > 11.0 pg/L) were measured in all xenotransplanted
mice compared to the negative control, where the level
of tryptase was found undetectable (< 1 pg/I.) (Table 3).
Interestingly, increased levels of serum tryptase paralleled
increased numbers of cells injected at the beginning of the
experiments (Table 3).

Finally, after 12 weeks of transplantation, signs of
health deterioration appeared in mice injected respectively
with 5x10° or 10x10° ROSAXT Ds1eV-Clue gallg such as a
decrease in water and food consumption accompanied
with bristly hair, prostration and paralysis. This clinical
phenotype further confirmed that the mice suffered from
an aggressive form of the disease.

Xeno-transplanted ROSAKTD316V-Clue ¢o]]g have
enhanced grafting capabilities

In order to appreciate if ROSAFIT DTG colls were
able to retain their grafting capabilities in a secondary
transplant model, we grafted naive irradiated animals
with a low number of human cells purified from the BM
of previously xenotransplanted mice. Five weeks after
the secondary transplantation, the efficacy of engraftment
was assessed by measurement of Glue activity in plasma,
assessment of whole body by IVIS, and by measurement
of the percentage of hCD457hCD117* cells in PB. As
previously seen in the experiments of first transplantation,
we observed that Gluc activity increased in a time-
dependent manner in the plasma (Figure 7A). In addition,
as compared to non-injected control mouse, Gluc was
detected by IVIS as soon as 5 weeks following the
xenotransplantation in the majority of the mice injected
with previously engrafted ROSAKT DIS-Ghic gells The
bioluminescence was found localized mainly in femur
and feet (Figure 7B). Of note, after 9 weeks of secondary
transplantation, Gluc expression was considerably
increased when measured by IVIS (Figure 7B).
Interestingly, in mice xenografted with pre-transplanted
ROSAKT D8lsvCle callg  the percentage of hCD45%/
hCD117" cells in PB, as well as the level of Gluc activity,
were found greater after the secondary transplantation of
5x10° cells than after the primary transplantation of 10x10¢
cells, suggesting that the first transplantation selected more
“mice adapted” neoplastic MCs.

To evaluate more precisely the progression of the
disease in the mice injected with previously transplanted
cells, we measured the percentage of ROSAKT D8lev-cluc
cells in PB, BM and spleen after 5, 7, 8 and 9 weeks of
secondary transplantation through the quantification of
hCD45%hCD117* cells by flow cytometry. We observed
that the percentage of ROSAFT IBI&VShe cells in PB
increased significantly in a time-dependent manner
(Figure 7C). Besides, at 9-weeks period of engraftment,
the percentage of ROSAKT DEIEV-Ge gells was found much
higher in BM (around 35 %) than in spleen (around 1.5
%) or in PB (1.5 %) (Figure 7D). This observation was
confirmed after THC staining of human CD45 in BM,
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spleen, and liver (Figure 8). Finally, to confirm that
secondary transplantation of the human 77 D816V MC
line did not alter the expression of the mutant K77 gene,
we explored the expression of Z77 D816V mutant on BM
cells of secondary transplanted mice using allele-specific
RT-PCR. As shown on Figure 94, BM cells of the two
injected mice expressed the 77 D816V mutant, exactly as
did the ROSAFTDESY cel] line. As expected, no expression
of the XFT mutant was detected in control, 77 mutant-
negative ROSAKTWT cells (Figure 9A).

Xenotransplanted ROSAKITD8I6V-Che cal]g have
advanced SM-like alterations in signaling
pathways

In XKIT D816V neoplastic MCs found in the BM
of SM patients, and particularly those with advanced
SM, KIT is found spontaneously activated, but also

other intracellular substrates are aberrantly activated
{phosphorylated), such as signal transducer and activator
of transcription 5 (STATS), AKT and extracellular signal-
regulated kinases 1/2 (ERK1/2) [31, 32]. Those signaling
molecules have been found increasingly phosphorylated
in parallel with the aggressiveness of the disease and
resistance of the neoplastic MCs to TKIs [31, 32]. To
further confirm the similarity of our in vive model of
KIT D816V advanced SM with the human situation,
we analyzed the spontaneous phosphorylation state of
KIT, STATS, AKT and ERK in BM cells isolated from
secondary injected mice, as compared to the ROSAKITDESY
parental cell line. As shown in Figure 9B, the constitutive
activation of the KIT receptor was accompanied by
aberrant phosphorylation of KIT-downstream signaling
pathways such as AKT, STATS and ERK. These findings
are consistent with those reported for neoplastic MCs in
advanced SM patients [31].
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Figure 4: Evaluation of ROSAKTD86V-Che ¢l numbers by flow cytom etry in peripheral blood, bonemarrow and spleen.
A. Percentage of ROSAMTDEE-Ghe ¢l in PB after increasing times of engrafiment (4, 8 and 10 wecks). The percentage of ROSAMT D¥1EV-
She gells was determined in the three groups of mice: 1x10° (@), 5x10° (m) and 10x10° (&) by flow cytometry using monoel onal antibodies
against human CD45 and human CD117. B, C. Percentages of ROSAKITDEIE6e el after 10 weeks of engraftment in BM and spleen
respectively in the three groups of mice: 1x10° (@), 5x10° (m) and 10x10°( 4 ). Each point represents an individual mouse.
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Table 2: Absolute numbers of ROSAFTP815V-Gluc gols jn affected tissues of NSG mice injected with different amounts
of cells after 10 weeks of engraftment

ROSAKTR8I6V-Clie ¢o]] pumber (x10%/ml.)

Groups PB Spleen BM

1x10°¢ (n=3) 0.012 +0.004 0.856 £0.13 4.509 + 0.690
5x10¢ (n=3) 0.025 + 0.009* 1.091 + 0.294 3.618 £ 0.669
10x10° (n=3) 0.032 +0.007* 1.134+0.195 4.323 +£0.802

Data are presented as mean + SD and paired t-test was performed in comparison to the group receiving 1x10° cells.

Tryptase hCD45

5X10°

10X105 |

Figure 5: Localization of primary engrafted ROSAKT PP1V-6l¢ ¢ells in mice BM by ITHC detection of tryptase and
hCD45. Ten weeks after engraftiment, BM sections from the three groups of mice were stained by THC with an anti-human tryptase
antibody (left and middle panels) antibody and an anti-human CD45 antibody (right panel). Staining was visualized by Histomouse Kit,
showing human MCs in brownish staining. Magnification is x10 (left panel) and x50 (middle and right panels). Results are from one
representative mouse from each group.

A B
Tryptase hCD45 Tryptase hCD45

Figure 6: Localization of primary engrafted ROSAK D816V-Gluc eells jn mice spleen and liver by IHC detection of tryptase
and hCD43. Ten weeks after engraftment, spleen A. and liver B. sections from the three groups of mice were stained by THC with an
anti-human tryptase (left and middle panels) antibody and an anti-human CD45 (right panel) showing human MCs in brownish staining.
Magnification is x10 (left panel) and x50 (middle and right panels). Results are from one representative mouse from each group.
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Table 3: Serum tryptase levels in NSG mice injected with different numbers of ROSAFT D816V-Glue ggl]g

Groups Tryptase level (ug/L)
Negative control < 1.00

1x10° (n=3) 7.29 +1.00
5x10° (n=3) 9.17+031*
10x10° (n=3) 11.65+ 256

Data are presented as mean + SD and paired t-test was performed in comparison to the group receiving 1x10° cells.
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Figure 7: Reconstitution capacity of the human ROSAK!T D816V-Clue cells in NSG mice after secondary transplantation.
Ten weeks after engraftment in primary recipient mice, human cells were isolated from BM samples and injected into secondary recipient
mice (n= 12). Engraftment was assessed 5, 7, 8 and 9 weeks after injection. A, Time-depandent increase of Gluc activity in plasma after
secondary transplantation with ROSAKT Palsvee gells Each point represents an individual mouse. B. Iz vive imaging of Gluc activity
in secondary injected mice (right lane) after 5 weeks (top lane) and 9 weeks (bottom lane) versus negative control (left lane). Results
shown are from one representative mouse. C. Time-dependent increase in the percentages of ROSAMTPVEE gellg in PR after secondary
transplantation. D. Percentage of ROSAKITFE16VEe ca]ls after secondary transplantation in PB (@), spleen (m) and BM { &). The percentage
of hCD45*/hCD117* was measured using flow cytometry in C and D.

Spleen Liver

Figure 8: Localization of previously xenotransplanted ROSAXT B18V-6lue ¢e]lg jn mice BM using THC detection of hCD45
after secondary transplantation. BM sections (left panel), spleen sections (middle panel}, and liver sections (right panel) stained by
THC with anti-human CD45 antibody showing human cells in brownish staining. Magnification 1s x10 (top lane) and x50 (bottom lane).
Each result shown is from one representative mouse having received previously xenotransplanted ROSAFTPHIV-Ge gal|g.
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DISCUSSION

SM are rare neoplasms characterized by a specific,
recurrent and almost always acquired molecular defect
inducing constitutive activation of the KIT receptor
[33]. The most frequent defect found in all categories of
SM is the KIT D816V point mutation [18]. KIT D816V
mutant is found in = 90% of all ISM cases and in up to
80% of advanced SM patients [34]. Recently, we have
established a unique human MC line, termed ROSAMT
RS swhich 1s considered as the first relevant in vitro
model of human neoplastic MCs bearing only the KIT
D816V mutant [26]. We reported that this KIT D81oV*
MC line is highly tumorigenic in immunocompromised
mice, by contrast to its parental cell line presenting with a
wild type KIT (ROSAFTWT) [26]. However, to the best of
our knowledge, there is no in vivo model of engraftment of
human KIT D816V* MCs where of the disease progression
can be monitored repeatedly by a simple, non-stressing
technique. Thus, we took advantage of the availability of
our ROSAFTDEEY cg]] line to generate a new iz vivo model
of engraftment of human EIT D§16V* neoplastic MCs in
NSG mice, using the Gluc reporter system, that allows to
monitor the disease progression by a simple measurement
in blood samples, in real time, without stressing the
animals [27, 35].

In the first step of our work, we generated ROSAX!
DEIsT cells expressing the secreted Gaussia princeps
luciferase [27, 35], termed ROSAMT PRIS-Ghe el We
then confirmed by the measurement of Gluc activity in
the cell supernatants that ROSAFITDES-Ge gellg effectively
express Glue, as previously reported for other cell models
[27]. In addition, we demonstrated that lentiviral infection
of ROSAFITISISY cells with the Gluc-containing construct
did not alter their morphology, the KIT D816V expression,
the constitutive phosphorylation of the KIT receptor, and
their SCF-independence. In addition, we demonstrated that

the ROSAKITDEIEV-Glue o] retained the same sensitivity (or
resistance) to different TKIs than the parental ROSA™MT
Ds1sV cell line, making it a very attractive tool to screen
for new targeted drugs in vitro and in vivo. Particularly,
as previously described in other neoplastic MC models
[20], we confirmed the resistance of our KIT D816V* MC
model towards Imatinib, while the cells remamed sensitive
to Midostaurin.

With the aim to establish a new in vivo model of
KIT D816V SM in which the progression of the disease
could be easy to follow accurately, we injected various
numbers of ROSAFTPEIEV-Gee cells in previously irradiated
NSG mice. Expression of Gluc by injected cells allowed
us to check and monitor accurately not only the cell
engraftment but also the progression of SM in NSG mice.
Indeed, we observed that, after 4 weeks following the cell
transplantation, Gluc activity in the PB of xenografted
animals displaved a linear relationship with the number
of cells injected, as previously described for other in
vivo models [27]. However, in our study, there was no
apparent difference between the 5x10° and the 10x10°
groups at 8 and 10 weeks, suggesting that over a given
number of cells injected, saturation is reached (Figure 3A).
Since Gluc blood assay complements IVIS, which has the
ability to localize the signal in organs [36], we analyzed
Gluc expression in the whole body of the injected mice.
Quantification through ROI analysis revealed that Gluc
intensity was heterogeneous among groups. Comparing
the two methods, measurement of Gluc activity in plasma
seemed thus more reliable than measurement of Gluc
intensity by IVIS to reflect the total MC burden in the
animals. In conclusion, Gluc assay in PB provides both
a sensitive and quantitative assessment of engraftment,
complementing IVIS, which has the ability to localize the
signal (thus the grafted cells) in different organs of the
animals.

i
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Figure 9: ROSAKIT BBI6V-6lue eellg express in vive KIT D816V mutant leading to constitutive phosphorylation of KIT and
of downstream signaling pathways after secondary transplantation. A. Expression of the KI7 D816V gene in BM samples of
injected mice using allele-specific RT-PCR. KIT D816V allele-specific PCR was performed using ROSAKTPHEV cells as a positive control.
The image is an inverted form of the original picture. B. Spontaneous phosphorylation of the KIT receptor and of its downstream signaling
pathways (STATS, AKT and ERK) revealed by western blotting in ROSAKTEY cells and BM cells of secondary transplanted mice. An
anti-human glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) was used as a loading control. The lanes were run on the same gel.
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Furthermore, we showed that ROSAMT DsIeV-Glue
cells can engraft all injected NSG mice, not only at the
BM level but also in spleen, liver and PB, giving rise
to a SM-like disease nearing the one found in humans,
according to the WHO criteria for the diagnosis of SM
[37]. The percentage of ROSANT DFIsV-6le gells increased
in a time- and number of cells injected-dependent manner,
suggesting that the disease progression can be accelerated
or slowed by varying the number of cells injected. As
expected, the percentage of ROSAFT D6Vl cally in BM
was found much higher than in spleen and PB, suggesting
that ROSAXT D8ISV-Ge mainly accumulated in BM, as
evidenced on BM sections stained for hMC tryptase and
hCD45. However, the percentage of ROSAMT Pe1sv-Glue
cells in BM was not strictly parallel to the increase of
total ROSAFTDELEV-Clee ca]] number in mice, meaning that
the cell number reached a plateau in the BM, while the
cells continued to proliferate in other tissues. Whatsoever,
the percentage of neoplastic human MCs reached 20%
or above in the BM of injected animals. This criterion
is diagnostic for MCL [8]. In addition, all injected mice
presented a high level of serum tryptase (ranging from >
7.0 ng/mL for mice injected with 1x10° cells to > 11.0
ng/ml for mice injected with 10x10° cells), although not
exceeding the threshold of 20 ng/ml., a value established
for SM diagnosis in humans [8]. This may be explained
by the relativity low content of tryptase of the ROSA®MT
ba1ev-dlue cells as compared to neoplastic MCs found in the
BM of SM patients (data not shown). In addition, one has
to keep in mind that, contrasting to the human situation
where tryptase is already detectable at several ng/mL
in the bloodstream of healthy individuals, the level of
human tryptase in healthy mice is equal to zero. Thus, any
increase in human tryptase level in PB of our mice reflects
MCs engraftment. Interestingly, the level of tryptase
in plasma was significantly correlated with the level of
Gluc in plasma at 10 weeks (p value = 0.007 - R square =
0.67), indicating that measuring Gluc activity in plasma
is a reliable method to monitor disease progression in
our in vivo model. Of note, while quantification of serum
tryptase level required more than 50 pl. of plasma, only
5 uL of blood or plasma samples are needed to measure
Gluc activity.

All in all, our in vivo model of primary
xenotransplantation fits well with the one of an advanced
(ASM/MCL-like) SM disease, a fact further confirmed by
the rapid deterioration of the health status of the mice after
12 weeks of engraftment. In line with this observation, it
has to be underlined that the mean overall survival of MCL
patients is usually very short in the absence of treatment,
being of & months or less [38].

In addition, we have demonstrated that the
transplantation of ROSAMT D8IsVShe calls from primary
engrafted NSG mice into secondary recipient increased
their capacity of engraftment. This indicates that ROSAXT
baev-ahe cells were adapted to the mouse microenvironment

upon the first transplantation, explaining thus the
acceleration of secondary engraftment. Such phenomenon
has been previously shown in serial transplantations of
other types of leukemic cells isolated from patients [39].
Interestingly, this enhanced engraftment capability of
previously xenotransplanted ROSAFIT PE1Eue calls might
enable us to use these cells to achieve larger lots of mice
for preclinical studies.

Of note, the in vivo model presented here is a unique
model paralleling human KIT D816V* advanced SM
disease, with many advantages over previously published
in vivo models which did not really reproduce the clinical
and biological characteristics of advanced SM. In fact,
mnjection of the human leukemic MC line HMC-1.2
exhibiting two KIT mutations, KIT V560G and KIT D816V
- which is unusual in SM patients - in SCID mice, gave
rise to solid tumors in 6 weeks to 5 months [24]. More
recently, we have described a model of mice transgenic
for KIT D816V, which expressed the human KIT D16V
mutant specifically in MCs under the control of baboon
chymase promoter [22]. However, only one third of the
transgenic mice developed an ISM-like disease, with
a moderate MC hyperplasia, after 12 to 24 months of
latency [22]. In this model, the low disease penetrance
and the delay of disease appearance made drug studies
problematic, in addition to the fact that the KIT D816V
mutant was expressed in murine MCs. In 2006, Demehri ef
al have developed a murine model based on TV injection
of P815 cells, a mouse mastocytoma cell line harboring kit
DE14Y mutant (analogue to KIT D&16Y mutant in human)
in DBA/2 mice [25] This model gave rise to an ASM/
MCL-like disease after 6-9 days, with a severe mortality at
9 days, making in vivo drug studies impossible to perform
in a so short time. More recently, another transgenic mice
model have been developed by Gerbaulet et ol using
the Cre/loxP recombination system allowing conditional
expression of the Kit D814V mutant (murine homolog
of human KI7 D816V mutation) under the control of the
Kit promoter. In this model, the development of a SM-
like disease followed a slow kinetics (around 52 weeks),
and mice developed colitis associated with mucosal MC
accumulation [23]. Thus, this model is far from nearing
human KIT D816V* advanced SM as it deals with a Kit
D814V mutant expressed in murine MCs [23].

Furthermore, compared to previous models of
SM, our in vive model nears at the best the biological
characteristics of neoplastic MCs found iz vivo in
advanced SM patients. Particularly, the presence of KIT
D816V mutant, together with the constitutive activation
of KIT, but also of STATS, AKT and ERK in these cells
mimic the situation observed in such patients where
STATS, AKT and ERK have been found increasingly
phosphorylated in parallel with the aggressiveness of
the disease and its resistance to TKIs [31, 32]. Our
model will thus help to test targeted therapies, alone or
in combination, directed not only against the KIT D816V
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mutant but also against other oncogenic signaling involved
in the progression of the disease and in the resistance to
TKIs in vivo.

In conclusion, the secretion of luciferase (Gluc) by
our newly generated human KIT D816V* Gluct neoplastic
MC line greatly facilitates the assessment of engraftment
in mice and allows the accurate monitoring of disease
progression. Moreover, although MC engraftment is
observed within 4 weeks in 100% of injected mice,
health deterioration is observed after 12 weeks or even
later, depending on the number of cells injected, allowing
thus 1) to increase or decrease disease aggressiveness by
increasing or decreasing the number of injected cells and
11) sufficient time between the development of the disease
and its fatal outcome, which is a critical requisite for
easy preclinical drug studies. Such additional studies are
ongoing in our laboratory on this model.

MATERIALS AND METHODS

Cell culture

The human parental, SCF-dependent mnon-
tumorigenic MC line, ROSA¥T WT was cultured exactly
as previously described, in the presence of 10% of
supernatant of Chinese hamster ovary (CHO) cells
transfected with the murine SCF gene, used as a source
of SCF [26]. The human neoplastic, SCF-independent
tumorigenic MC line ROSAFTPEY was obtained by stable
lentiviral transduction of a construct encoding for the
human KIT D816V gene and GFP in the parental ROSAKT
WT cell line, as already described [26] and was cultured in
the absence of SCF, exactly as previously described [26].
The human MCL cell line HMC-1.2 harboring both KIT
V560G and KIT D816V mutations (kindly provided by
Dr. 1. H. Butterfield, Mayo Clinic, Rochester, MIN) was
cultured exactly as already described [40].

Transduction of ROSAKTD31Y cells with LF-
Glue-CFP construct

Lentivirus vector construction and production of LI~
Glue-CFP were performed as previously described [27,
35]. Briefly, the Gaussia luciferase cDNA was cloned into
lentivirus vector under the control of the strong constitutive
cytomegalovirus (CMV) promoter to produce LV-Glue. In
another vector, cDNA for Gluc and the optimized cyan
fluorescent protein (CFP) separated by IRES (LV-Gluc-
CFP) were cloned under the CMV promoter. Lentivirus
particles were produced by transfection of 293T cells as
previously described [27]. ROSAMTD cells were then
transduced overnight with lentiviral particles of LI-Gluc-
CFF in order to produce ROSAET D167 CEP* cells. The
efficacy of transduction was measured after 7 days by flow
cytometry, ROSAFT B1SV-6le cells expressing both GFP
and CFP were then sorted using a BD FACSAria (Beckton
Dickinson Biosciences).

Morphological and phenotypical analysis of the
ROSAMTDS16V-Clue o] Jine

In order to ensure that lentiviral transduction of
ROSAMI P51V cells with LV-Glue-CFF construct have
not affected the morphology of the cells, May-Granwald
Giemsa (MG@)-stained cytospin preparations of ROSA®T
DEISY and ROSAMTDEISV-Gle cellg were examined using a
Zeiss Axiophot microscope (Carl Zeiss). In addition,
the expression of KIT (CD117) was analyzed on both
cell lines cells by direct immunofluorescence using a
FACSCalibur (BD Biosciences). Briefly, 2x10° untreated
cells were incubated with APC (allophycocyanin)-
labeled monoclonal antibody directed against human
CD117 (BioLegend). Isotype control was used for each
experiment, and at least 10,000 events were recorded on a
BD FACSCalibur.

Allele specific RT-PCR for the detection of the
KIT D816V mutant

Total RNA from 5x10f ROSAFTYT cells, ROSAFT
DEIEV cells, ROSARTDS16V-Clue cells TIMC1.2 cells, or from
5x10° human cells purified from BM of mice previously
xenografted with ROSAMT D8IE-Ghe calls was isolated
using TRIzol {Life Technologies) or using Nucleospin
RNA (Machery Nagel) according to the manufacturer’s
protocol. RNA concentration and purity was determined
using a Nanovue plus spectrophotometer (GE Healthcare).
Starting from these RNA samples, first strand ¢cDNA
synthesis was conducted using the iScript Select cDNA
synthesis kit (Biorad) or using Superscript IT reverse
transcriptase (Invitrogen) according to the manufacturer’s
instructions. PCR was performed using primer sequences
designed as described by Kristensen et al. [41]: a forward
primer 5’-AGAGACTTGFCAGCCAGAAAA-3, and a
reverse primer 5 -TTAACCACATAATTAGAATCATTC
TTGATCA-3" for KIT D816V, Reactions were compared
to levels of the hypoxanthine phospho-ribo-transferase
(HPRT) amplified using the following primers: HPRT F,
5-ATGGACAGGACTGAACGTCTTGC-37; and HPRT
R: 5-GACACAAACATGATTCAAATCCCTGA-3".
Complementary DNA were amplified using the following
cycle conditions: 95°C for 10 min, followed by 40 cycles
of 95°C for 15 s, 60°C for 1 min and 72°C for 1 min.
All PCR experiments included a no template control
(water). The amplified PCR products were visualized by
staining with ethidium bromide (Electran) after 1.5 %
agarose pel electrophoresis in Tris—acetate—EDTA buffer
{(Euromedex).

Western blot analysis for KIT signaling

Western blots were performed on cell lysates
from ROSAMT YT cells stimulated with SCF, or from
unstimulated ROSAST PHIEY gnd ROSAKT Ps1eEGlie gallg

using an antibody against phosphorylated KIT Y719
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(Cell Signaling Technology), in order to visualize the
phosphorylation state of KIT. Western blots were also
performed on lysates of mouse BM cells using antibodies
against phosphorylated KIT Y719, phosphorylated STATS
Y694, phosphorylated AKT S473 and phosphorylated
ERK Y202/204 (all from Cell Signaling Technology).
Proteins were visualized with horseradish peroxidase-
conjugated secondary antibodes and chemoluminescent
substrate (Promega). A mouse monoclonal IgG1 anti-
human  glyceraldehyde-3-phosphate  dehydrogenase
(GAPDH) Ab (Santa Cruz Biotechnology) was used as a
loading control.

In vitro gluc activity assay

To measure Gluc activity in cell supernatant,
ROSAFI DR cells expressing or not Gluc were seeded
in 24-well plates at various concentrations (from 100 to
1x10° cells/mL) and incubated for 24 hours at 37°C and
5 % CO, Twenty microliters of conditioned medium
were assayed using 100 uL (5 ug/mL) water-soluble
coelenterazine (CTZ) (Nanolight Technologies) in full
white plates. Photon counts were acquired immediately
using a luminometer (PerkinElmer - EnSpire®).

Analysis of the effects of TKIs on cell
proliferation

To ensure that lentiviral transduction of ROSAMT
pasr cells with LI-Glue-CFF  construct has not
influenced the sensitivity of the cells towards different
TKIs, the effect of Imatinib (Sequoia Research) and
of Midostaurin (Novartis Pharmaceutical Corporation)
on cell proliferation was measured using the 3-(4,
5-dimethylthiazol-2-y1)-2,5-dipheny] tetrazolium bromide
(MTT) test. ROSAKI PEIEV gpd ROSARITDEIEV-GIee cells were
incubated with Imatinib or Midostaurin (1 nM to 10 M)
in 96 well plates (Falcon) at 37°C for 72 hours. After
incubation, 20 ul of MTT (5 mg/mL) (Life technologies)
were added in each well and the plates were incubated
for 3 additional hours at 37°C. Then, 100 pl of acidified
isopropancl were added to each well to dissolve formazan
crystals. The number of living cells was then measured
in each condition by reading the absorbance at 570 nm
using a plate reader (Thermo-Labsystems). Results were
expressed in % of living cells as compared to the control
(untreated cells).

Xenogeneic transplantation of ROSAKIT DS16V-Cluc
cells in NOD-SCID IL-2R v (NSG) mice

NSG mice were bred and maintained under specific
pathogen-free conditions at the animal facility of Gustave
Roussy Institute. Animal experiments were performed in
accordance with guidelines established by the Institutional
Animal Commuittee.

Increasing amounts of ROSAKT D8eV-Ghe  cally
(1x10°%, 53x10° or 10x10%) were injected to mice (3 groups;
6 mice per group) 24 h after irradiation at 2.5 Gy from
a cesium-137 source. Engraftment was assessed after
4, 8 and 10 weeks using quantitative measurement of
Glue activity in plasma, and quantitative measurement
of hCD45"hCD117" cells in PB using flow cytometry.
After 10 weeks, in vivo bioluminescence imaging was
performed on engrafted mice. KIT wild type (ROSAMT
T control cells) were not included in this study as a
control because they hardly - if not at all - graft in mice, as
described elsewhere [26].

Secondary transplantations

Secondary transplantations were performed using
human cells isolated from the BM of mice previously
injected with ROSAFT D816V-6he cells. Briefly, after 10
weeks of engraftment, one femur and two tibias were
recovered from each animal and flushed in 1 mL of PBS.
BM cells were then purified using EasySep™ Mouse/
Human Chimera Isolation Kit (Stem Cell) according to
the manufacters’ instructions. Purified BM cells were then
pooled, and 5x10° cells were IV injected to each NSG
mouse (n = 12) 24 h after their irradiation at 2.5 Gy from
a cesium-137 source.

Flow cytometry analysis for the detection of
xenografted cells

ROSAHMT Ds16v-Gle cells were quantified in mouse
PB, BM and spleen samples by flow cytometry using PE-
labeled monoclonal antibodies (mAb) directed against
human CDI117 (Beckman Coulter), PE-Cy7- labeled
hCD45 and APC-labeled mCD45 (BD Biosciences).
Engrafted ROSAHTDEEVSe cellg were defined as hCD45%/
CD117* cells.

Measurement of gluc activity ex vive in
peripheral blood

Blood samples were collected in EDTA pre-coated
vials (KABE Labortecknik). Gluc activity was determined
on 5 pl of plasma by adding 100 pl of water soluble CTZ
(50 pg/mTL.) followed by immediate acquisition of photon
counts using a luminometer (PerkinElmer - EnSpire) as
previously described by Morse and Tannous [42].

In vivo bioluminescence imaging

Mice were anesthetized using isoflurane and Gluc
imaging was performed immediately after IV injection
of 100 pl water soluble CTZ (4 mg/kg body weight)
using a CCD camera (IVIS 50) and analyzed with
Living Image® Software as previously described [42].
Quantitative analysis of Gluc intensity was performed
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by measuring luminescence signal intensity using region
of interest (ROI) setting of the Living Image® software.
ROTs were placed around the total area of body mice. ROIT
measurements were expressed as total flux (p/s).

Histopathology and immunohistochemistry
(IHC) analysis

Deparaffinized sections of BM, spleen and liver
processed for heat-induced antigen retrieval were
incubated with a mouse anti-human CD45 mAb (Dako)
or with a mouse anti-human MC tryptase (Dako).
Staining was visualized by Histomouse Kit (Zymed).
The sections were then counterstained with hematoxylin
and examined using a Zeiss Axiophot microscope (Carl
Zeiss).

Serum tryptase measurement

Total serum tryptase was measured using
fluorescent enzyme-linked immunoassay that detects
specifically human tryptase, following the manufacturer’s
recommendations (Unicap Pharmacia) [43]. The detection
limit of this assay 1s 1 ng/mL, and in human healthy
controls, serum tryptase levels range between less than
1 and 15 ng/mL, with a median of approximately 5 ng/
ml. [44].

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using GraphPad
Prism 5.03 software. Data were analyzed using a two
tailed Student’s t test. The levels of significance were as
follow: *, p<0.05, ¥% p<Q.0, *** p<0.001.
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L’axe CXCR4/CXCL12 axis régule les réponses au s
des cellules souches hématopoiétiques

ress oxydatif
implication de la PKC beta

et de la protéine rédox p66shc
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Les espéces réactives d’oxygéne (ROS) sont produites durant la respiration oxydative et en réponse a des stress exogénes et endogeénes, tels que les
irradiations ionisantes, les traitements génotoxiques et I'inflammation. Dans ’hématopoiése, de faibles quantités de ROS jouent un role physiologique dans
différents processus, dont la différentiation et la migration. Cependant, a fortes doses, les ROS sont responsables de I'oxydation des constituants cellulaires,
activent les voies d’apoptose et conduisent a la sénescence et I'épuisement prématuré des cellules souches hématopoiétiques (CSHs).

Les CSHs sont localisées dans un microenvironnement appelé niche médullaire et sont caractérisées par une faible production de ROS. Les mécanismes qui
régulent le niveau de ROS dans les CSHs ne sont pas élucidés, et le réle du microenvironnement dans cette régulation n’a pas été étudié. Parmi les facteurs de

la niche, la chimiokine CXCL12 et son récepteur CXCR4 sont indispensables pour la domiciliation et la rétention des CSHs dans la moelle osseuse, ainsi que
pour leur maintien en quiescence.

Dans ce travail, nous avons émis I’hypothése que le microenvironnement au travers de la chimiokine CXCL12 et de son récepteur CXCR4 est impliqué dans la
régulation des réponses au stress oxydatif des CSHs.

1-Les souris chimériques Cxcr4”- présentent une
altération progressive de I’hématopoiése, une
augmentation des ROS endogénes et une activation de la
voie P38MAPK

2-Les défauts de fonction des CSHs Cxcr4” sont
reversés in vivo par un traitement par I'antioxydant N-
acetyl-L-cystéine (NAC)

3-Le traitement in vivo par I’antioxydant NAC empéche la
déplétion des CSHs Cxcr4’- sans restaurer leur
quiescence
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Des souris chimériques ont été générées par transplantation de Cinq aprés par des cellules de foie fetal Cingq aprés par des cellules de foie foetal

CXCR4** ou CXCR4™, les souris chimériques ont été traitées in vivo
par le NAC pendant 4 semaines. Puis, les ROS sont quan!lfles avec la
sonde DCF-DA, 'apoptose est évaluée par cy étrie (A in-V/
DAPI) et la phosphorylation de p38MAPK determlnee par
immunocytométrie. Les cassures d’ADN double-brins sont
déterminées par immunomarquage y-H2AX.

CXCR4** ou CXCR4™, les souris chimériques ont été traitées in vivo
par le NAC i Les CSHs mé i sont

par cy étrie et les pi éni par des tests
clonogéniques. Leur état prolifératif est déterminé par
incorporation de BrdU.

cellules de foie foetal CXCR4** ou CXCR4"- a des souris irradiées.
A différents temps, les CSHs sont quantifiées par cytométrie. Les
ROS sont quantifiés avec la sonde DCF-DA et la phosphorylation
de p38MAPK est déterminée par immunocytométrie.

5-L’axe CXCR4/CXCL12 réduit les effets déléteres du
stress oxydatif induit par la ménadione (MEN) dans les
progéniteurs et les CSHs in vitro : implication de p66Shc
et de la PKC beta

4-Les progéniteurs Cxcr4”- ont un réservoir
intracellulaire en glutathione diminué et une
surexpression de plusieurs enzymes antioxydantes

6-Le stress oxydatif mitochondrial est diminué
par CXCL12 dans les progéniteurs murins

LK LSK
3" —— e & Py
23 M = oo o L] Fk o
H g‘“ \ EE Mo 2 g % 0
i1 i L I = o [ control
2% § H 8= 100 T —_—
855 2 ] £ ] 50 Mito Tempo
¢ AL . § Jii D [ [ Rotenone
T : e - e e s - [l Rotenone+CXCL12
ROS ROS et PKC beta phosphorylation de p66she E I Rotenone#Mito T
antioxidant signature NRF2 signature » 2 “ %500
2w w
%"” 7 Ot g R o R Dt 9
! Em EE moor g Hoon 2
= fu | e A
L 3 £, LR (1S4 - 0’ (*2045)
I | i caza [ "B 8ase O #5),;19)
PP A FE S S LIS P pPF P P Lo fe S s % H B
—— - R AT} UEN —E TE

activation de la voie progéniteurs

reconstitution

P38MAPK clonogéniques hématopoiétique
(A) Le rapport de la forme réduite de gluthathione (GSH) sur sa forme L. R o Des progéniteurs de souris WT obtenus par tri
oxydée (GSSG) est évalué par le GSH/GSSG-Glo assay kit. (B) Des progéniteurs de souris WT de ype LSK par tri c ire ont été cultivés en ou en
L’expression des enzymes antioxydantes a été déterminée par qRT- ont été cultivés 1h en ou en pl de Les présence de rotenone. Les effets de CXCL12 sont

effets de CXCL12 ou de NAC sont évalués sur le niveau des ROS, la
ylation de p66S"°, I'activation de la voie p38MAPK, la prolifération
des progéniteurs éni ituti :

PCR. Les résultats sont présentés comme rapport d’expression rélative
des cellules Cxcr4” sur cellules Cxcr4**. Les valeurs delta Ct (vs
Rpl13a) indiquent le niveau d’expression de chaque transcrit.

Conclusion

- Les CSHs Cxcr4”’ présentent des défauts de maintien a long terme de I’hématopoiése et une sortie de
quiescence associée a une augmentation du stress oxydatif, une activation de la voie p38MAPK, une
augmentation de I’apoptose et des cassures d’ADN double-brins.

- Le traitement in vivo par P'antioxydant NAC réduit la déplétion des CSHs Cxcr4’- sans restaurer leur
quiescence.

- In vitro, CXCL12 réduit les effets délétéres liés a I'induction d’un stress oxydatif mitochondrial et réduit la
phosphorylation de la protéine redox p66shc impliquée dans la génération des ROS mitochondriales.

évalués sur le niveau des ROS mitochondriales.

etlar

Ces données montent le réle primordial de la niche médullaire et de ’axe CXCR4/CXCL12
dans la protection des cellules souches hématopoiétiques (CSHs) du stress oxydatif,
favorisant de ce fait une augmentation de leur durée de vie.
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Le facteur de transcription ASCL2 (Achaete Scute-like 2) & domaine basique hélice-boucle-hélice (bHLH) capable se lie & 'ADN sur les E-box binding sites (5-CAGGTG-3’) et participe a la régulation de I'expression du récepteur de
chimiokine CXCR4. Inversement, il est régulé par CXCR4 et la voie Wnt suggérant une interaction entre CXCR4 et ASCL2 (Xu-gang Hu, J ClinPathol 2015). Des travaux montrent son implication dans le maintien de I'identité des
cellules souches intestinales ol sa surexpression induit une hyperplasie intestinale alors que son inhibition induit une perte des cellules souches intestinales (Jubb AM,Oncogene 2006). Enfin, son expression est élevée dans de
nombreux cancers. Un seul travail portant sur les lymphocytes T folliculaires a montré qu'il régule I'expression des récepteurs de chimiokines dont CXCR4 (Liu X, Nature 2014) mais il n’existe aucune donnée sur son expression et
sa fonction dans les hémopathies malignes. Ce travail vise a analyser I'expression et la fonction d’ASCL2 dans I'nématopoiése normale et comprendre son implication dans le développement des leucémies aiglies myéloides (LAM).
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1- ASCL2 est surexprimé dans les LAM et son expression corréle au mauvais pronostic

135 échantillons de patients LAM contenant au minimum 70% de blastes ont été analysés par qRT-PCR pour I'expression d’ASCL2. Les cellules matures issues de sang périphérique ou progéniteurs de sang de cordon ont été triées par cytométrie en flux.

A/ B/ c/ D/ 209 A/l 32% des échantillons de LAM ont une expression plus
2 184 . élevée d’ASCL2 que les progéniteurs normaux CD34+
25 9 S 164 - - issus de moelle de donneurs sains. De plus, le niveau

20 ° —_— - d’expression d’ASCL2 corréle au mauvais pronostic

0 — ‘37 141 " des LAM (p<0,001). Les patients présentant des LAM

mutées pour MLL ont un mauvais pronostic et montrent
également un fort niveau d’expression d’ASCL2.
L'expression d’/ASCL2 a un niveau comparable entre les
LAM et la lignée SW620 issue de cancer colrectal
métastatique, référence de forte expression d'ASCL2.

Relative ASCL2 mRNA expression

Relative ASCL2 mRNA expression
0
|
Relative ASCL2 mRNA expression

2o T s — B/ Il n'y a pas de corrélation entre la classe FAB des LAM
0.5 = ] o et le niveau d'expression d’ASCL2.
I‘;[I ° 7 2 C/ Les donnés du TCGA valident la corrélation statistique
0.1 o | : o entre bon pronostic et faible expression ASCL2 ainsi que
MO M1 M2 M3 M4 M5 ME M7 NR  © T T T mauvais pronostic et forte expression ’ASCL2
FAB class GOOD intermédiaire POOR D/ Les cellules hématopoiétiques normales et

progéniteurs ont un faible niveau d'expression d'/ASCL2, a
I'exception des monocytes et des cellules NK.

2- La surexpression d’ASCL2 inhibe la prolifération et induit un biais de différenciation

A/ Constructions lentivirales codant pour ASCL2 et de formes modifiées par I'ajout de modules VP16 de transactivation ou KRAB (de KOX1) de transrépression pour forcer I'activité du facteur de transcription. Luciférase correspond au contréle.

B/ Stratégie d'infection pour surexprimer ASCL2 dans des progéniteurs CD34+ issues de sang de cordon ombilical et tri des cellules GFP+ par cytométrie en flux. Des progéniteurs précoces et matures sont transduits.

C/ En méthylcellulose, la surexpression d’ASCL2 inhibe la capacité des progéniteurs & former des colonies érythroides (BFU-E) en comparaison aux cellules transduites par Luciferase-GFP (Luc) avec un effet dramatique d’ASCL2-VP16. Cet effet
est également observé sur les colonies myéloides (CFU-GM) pour ASCL2 et ASCL2-VP16 mais dans la condition ASCL2-Krab, il y a davantage de colonies granuleuses hyperprolifératives tel que illustré en D/ (pas de colonies observables pour
ASCL2 VP16, seulement des cellules isolées). E/ Les colonies ont été resuspendues en PBS puis colorées en MGG sur lames.

F/ 72h aprés transduction, les CD34+ ont été cultivées en milieu de différenciation. Dans toutes les conditions, ASCL2 inhibe la prolifération des cellules mais ASCL2 Krab permet I'expansion provisoire des cellules CD34+

G/ A 12 jours de différenciation en SCF/G-CSF/GM-CSF, les cellules ont été colorées en MGG sur lames et analysées en cytométrie de flux. ASCL2 et ASCL2-Krab induisent des biais de différenciation dans la lignée myéloide.
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A/ Souris gestante CD45.2 - Etude d’ASCL2 et CXCR4 dans des modéles de leucémies murines aggressives et non-aggressives Af Moddle : des cellules leucémiques
CXCR4+/- 88! 88 aggressives CXCR4+/+ et non-aggressives
1 CXCR4-/- ont été générées par I'expression
. de la protéine de fusion MLL-ENL dans le foie
@ Eole foetal 8/ 120 I cxcRra** foetal d’embryons de 15 jours. Les souris
Tri CXCR4 +/+ [ B cxcr4- * D/ &/ 2 B CXCR4* chimériques développent une leucémie
et -/- 9 2100 H < B CXCR4- myélomonocytaire en 6 a 8 semaines (Lavau
s s ! c 20 E Cetal, EMBO J, 1997).

Infection rétrovirale é ',; 80 '..: Z E 15 E B/ La _Ieucémiﬁ CXCI:M-/- est moci’ns
_ =] i CXCR4* ] H aggressive : elle montre une moindre
2% 60 e . g% Z1 myéloprolifération et moins d’invasion

EX 40 G0 10 c extramédullaire a 40 jours.
(CD45.1) 85 22 2 C/ La leucémie CXCR4-/- induit une meilleure
35 20 CXCRé4*" g 5 2 survie des souris.
/ \ o § w o s 0 D/ Dans les modéles de leucémies murines, il
2 X i ,
£+ O 100 150 H+ . fin] y a une forte expression d’ASCL2
% % S blood BM spleen Jours CXCR4 +/+ CXCR4 -/ Hoxb4  Hoxb 13 | g¢pendante de I'expression de CXCR4.
. L K L E/ L'expression d’ASCL2 et CXCR4 corrélent
Souris chimérique Souris chimérique avec I'expression des génes associés aux
CXCR4+/+ CXCR4-/- cellules souches HOXB4 et HOXB13.

4- L’inhibition d’ASCL2 dans les cellules leucémiques murines induit une diminution majeure du nombre de cellules leucémiques et CcO NCLUH‘@'H"& H H H H H H D
retarde la progression leucémique in vivo, améliorant la survie des souris

Les blastes leucémiques murins CXCR4+/+, exprimant un haut niveau d’ARNm d’ASCL2, ont été transduits avec des lentivirus contenant des shRNA ciblant ASCL2 puis ont été 4D § il t I iere foi
sélectionnés par la puromycine (3ug/mL, 24h) et greffées a des souris afin d’observer les effets de la perte de fonction ’ASCL2 sur le développement leucémique. , EIS ce_ ra\{al ’ vnou's IEERENE (M (] [ WD
- I'expression élevée d’ASCL2 dans les LAM.
In vitro In vivo 100 Survie < Nous avons mis en évidence une corrélation entre
I'expression d’ASCL2 et le mauvais pronostic des
! I ASCL2 ARNm Proliférati 5 1 cellules leucémiques dans le sang LAM.
o rolifération =) 80
_2 08 J, 2 ES 2 < Le modéle in vitro de surexpression dans les cellules
k] % 84 g 60 humaines induit une diminution du nombre de
Co6 c 2 4 progéniteurs en méthylcellulose, un biais de
S o 3 3 S % différenciation ainsi qu’une inhibition de la prolifération.
L =1
T 04 3 32 e < Dans les modeles de leucémies murines, ASCL2 est
§ kS 21 20 associé a l'aggressivité leucémique et son inhibition
E02 s L induit un délai dans la progression leucémique et une
g é’, § 0 - n o meilleure survie des souris.
0 A o A 0
puro  sht sh2 | shd puro | shi  sh2 | sh3 puro sh1 sh2 sh3 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 Tous ces ’resultats indiquent un réle majeur d’ASCL2
Days after engrafting dans le développement leucémique.




