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Introduction

1. HEMATOPOIESE ET MEGACARYOPOIESE NORMALE

1.1. Définitions et généralités

L’'hématopoiese désigne le processus physiologique de production des cellules sanguines matures
(10'1-10*? cellules par jour) et se déroule, chez I'adulte sain, dans la moelle osseuse. Chacune des
populations générées par le systeme hématopoiétique est issue d’'une population cellulaire restreinte
: les cellules souches hématopoiétique (CSH). Ces CSH ont la capacité de s’autorenouveller tout au long
de la vie et sont multipotentes. Elles ont donc la capacité de se différencier en progéniteurs puis en
précurseurs dont le potentiel se restreint progressivement, I'étape terminale de ce processus étant la
formation des cellules sanguines matures que sont les globules rouges, les plaquettes, et les
populations leucocytaires myéloides et lymphoides. Ces cellules matures ayant généralement une
durée de vie limitée a quelques jours ou semaines, les CSH permettent leur renouvellement continu.

La différenciation d’une CSH en une cellule mature est un processus complexe faisant intervenir
de multiples mécanismes biologiques, en particulier le remodelage de la chromatine, la transcription
de génes et les signaux intracellulaires activés par de multiples cytokines.

1.2. Cellules souches hématopoiétiques et progéniteurs multipotents

1.2.1. Phénotypes des CSH

Le concept de CSH est né dans les années 1950 avec |'observation de la régénération de I'ensemble
des cellules hématopoiétiques par injection de cellules de moelle osseuse de souris saine a une souris
irradiée a dose létale. Les travaux qui ont suivi, de plus en plus précis avec le développement
technologique, ont montré qu’un nombre infime des cellules de la moelle osseuse correspond a des
CSH dotées de capacités d’autorenouvellement et de différenciation en n’importe quelle cellule
hématopoiétique mature.

Du point de vue fonctionnel, il est couramment admis que les cellules capables de reconstituer de
maniere durable (>16 semaines) I'hématopoiése apres transplantation et de se maintenir en
transplantation secondaire peuvent étre considérées comme des CSH.!

Le phénotype des CSH murines a été précisé par des techniques de tri cellulaire (basées sur
I’expression d’une combinaison de protéines a la surface des cellules) suivi de transplantation. Depuis
les années 2000, on considere que les CSH n’expriment pas les marqueurs de lignage des cellules
matures (on dit qu’elles sont « Lineage negative » ou Lin-) ; elles expriment fortement les marqueurs c-
Kit et Sca-1 (LSK), faiblement le marqueur Thyl.1 (CD90) et pas du tout marqueurs CD34 et FIk2
(récepteur a tyrosine kinase appelé aussi FLT-3 ou CD135). Ces CSH (Lin"; c-Kit*, Sca-1*, Thy1.1"°%, CD34"
, FIk2") sont appelées CSH de longue durée (« long-term HSC » ; LT-HSC). Ces CSH majoritairement
quiescentes sont distinguées des CSH de courte durée (« short term HSC » ; ST-HSC) qui expriment les
marqueurs CD34 et FIk2 et possédent un potentiel d’autorenouvellement limité dans le temps.? Les
marqueurs CD150 (SLAMF1) et CD48 (SLAMF2), qui appartiennent a la famille SLAM (Signaling
lymphocytic activation molecule), permettent de distinguer, au sein des LSK, les CSH dites « SLAM »
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(LSK, CD48", CD150*) de cellules hématopoiétiques progénitrices multipotentes (LSK, CD48", CD150)
ou pluripotentes (LSK, CD48*, CD150").2 Il a été montré que les CSH « SLAM » représentent 0.0058% de
la moelle osseuse totale et qu'une seule d’entre elles est suffisante pour reconstituer une
hématopoiése a long terme.

Chez I'homme, il est communément admis que la fraction Lin- CD34" CD38 CD90* CD45RA
contient les CSH qui générent une population de cellules progénitrices multipotentes de phénotype
Lin" CD34* CD38 CD90" CD45RA™.*

Les technologies mises en ceuvre au cours de la décennie 2010, en particulier les analyses réalisées
a I'échelle unicellulaire, ont apporté des résultats qui remettent en cause le caractere homogéne des
CSH identifiées a I'aide de ces marqueurs. D’autres marqueurs tels que EPCR, la rhodamine, CD229
(SLAMF3), CD244 (Natural Killer Cell Receptor 2B4) et CD41 (integrine a2b) ont permis d’identifier, au
sein de la population des « CSH », des sous-populations aux capacités de différenciation différentes.>™
7 Certaines CSH, tout en conservant des capacités d’autorenouvellement, sont déja engagées dans un
processus de différenciation vers un lignage spécifique, en particulier le lignage mégacaryocytaire, afin
de produire rapidement des cellules matures en réponse a une situation de stress sans passer par les
différentes étapes de différenciation identifiées en 'absence de stress.”™®

1.2.2. Propriétés et interactions des CSH

Les CSH identifiées et triées en utilisant les marqueurs décrits précédemment, avec les limites qui
ont été rappelées, se sont avérées étre majoritairement quiescentes (phase GO du cycle cellulaire).
Elles ont une faible activité mitochondriale et activent le processus d’autophagie, ce qui les protége
vis-a-vis des agressions extérieures et leur permet de persister tout au long de I'existence.?

La balance entre auto-renouvellement et différenciation des CSH est controlée par de multiples
régulateurs intrinséques, transcriptionnels, épigénétiques et métaboliques. Les genes qui régulent leur
autorenouvellement sont principalement des génes de la famille HOX et ceux des voies de signalisation
Notch, Sonic Hedgehog et Wnt / B-caténine.

Cette balance implique aussi de nombreux facteurs extrinseques par I'effet d’interactions directes
(contacts cellulaires) et indirectes (cytokines et chimiokines) avec d’autres cellules, hématopoiétiques
et non hématopoiétiques. Ces interactions extrinseques se produisent dans la moelle osseuse, au sein
d’un micro-environnement communément appelé « niche hématopoiétique ». Celle-ci se situe
principalement dans la moelle osseuse du squelette axial et dans les zones excentrées (zones
trabéculaires proches de I'endoste, la surface interne de I'os cortical) plutot qu’au centre de la moelle
osseuse. Elle est ainsi plus proche du périoste, qui correspond a la couche externe de I'os, richement
vascularisée et innervée, constituant une source de nutriments, d’oxygene, de neurotransmetteurs,
d’hormones et de cytokines pour le tissu hématopoiétique.'©

Au sein de cette niche hématopoiétique, il existe différentes cellules non hématopoiétiques, dites
stromales, interagissant avec les CSH. Historiquement, les ostéoblastes sont les premieres cellules
identifiées comme étant nécessaires aux CSH, méme si leur role a été récemment minimisé. Les
travaux réalisés ces 10 dernieres années ont montré un role majeur des cellules dont dérivent les
ostéoblastes, les cellules souches et progénitrices mésenchymateuses (notamment celles porteuses
du récepteur a la leptine ; LEPR) qui ont la capacité de se différencier en cellules des lignages osseux,
adipeux et cartilagineux. Ces cellules, situées au contact des vaisseaux sanguins sinusoides, peuvent



générer ex-vivo un tissu de soutien aux CSH en exprimant la chimiokine CXCL12 (encore appelée
stromal cell-derived factor 1 ou SDF-1), la cytokine SCF (Stem Cell Factor, le ligand du récepteur c-Kit),
I’angiopoiétine 1 (Tie2, codée par ANGPT1), I'ostéopontine (codée par OPN) et I'interleukine-7 (IL-7),
toutes ces protéines étant nécessaires au maintien des CSH dans la moelle osseuse. Parmi les autres
cellules impliquées dans le maintien et la fonction des CSH au sein de ce microenvironnement, les
adipocytes sont probablement des régulateurs négatifs de la fonction des CSH, en particulier par
I"adiponectine qu’elles produisent, tandis que les cellules gliales des nerfs sympathiques interviennent
dans la rétention des CSH dans la niche. Enfin, la moelle est richement vascularisée et les CSH se
localisent a proximité et au contact des cellules endothéliales, qu’il s’agisse de celles des artérioles ou
des capillaires sinusoides de la moelle osseuse.?

Parmi les acteurs de la niche hématopoiétique interagissant avec les CSH, on trouve également
des cellules hématopoiétiques matures, issues de la différenciation des CSH, en particulier les
mégacaryocytes (qui interviennent dans la régulation des CSH en produisant du transforming growth
factor béta (TGF B), du platelet-factor 4 (PF4), de la thrombopoiétine (TPO) et la chimiokine CXCL4)
ainsi que les cellules T régulatrices (qui contribuent a la quiescence des CSH), les macrophages et les
polynucléaires neutrophiles.®®

En résumé, un nombre infime des cellules de la moelle osseuse correspond a des CSH,
majoritairement quiescentes, néanmoins dotées de capacités d’autorenouvellement et de
reconstitution durable de I’'hématopoiése apres transplantation. Leur homogénéité a été récemment
remise en cause, certaines cellules encore capables d’autorenouvellement étant engagées dans un
processus de différenciation. La balance entre auto-renouvellement et différenciation est contrélée
par de multiples signaux intrinséques et extrinséques, ces derniers étant générés par la niche
hématopoiétique.

1.3. Processus de différenciation et sélection de lignage

1.3.1. De la CSH aux cellules hématopoiétiques matures

Le processus de différenciation (sélection d’un lignage) d’une CSH, au sommet de la pyramide
hiérarchique de I'hématopoiése, en n’importe quelle cellule hématopoiétique, a la base de la
pyramide, est unidirectionnel et définitif. Ainsi, a quelques exceptions, chaque étape de différenciation
restreint le potentiel de la cellule a un ou quelques lignages.

La premiére étape commune a toute CSH est la différenciation en progéniteur multipotent dit MPP
(« multipotent progenitor » ; LSK, CD90", FIk2*, CD34*, CD1507). Les MPP possedent des capacités tres
limitées d’autorenouvellement mais gardent la capacité de se différencier en différents types
cellulaires. Les études réalisées fin 1990-début 2000 suggéraient que les MPP se différenciaient en
progéniteur lymphoide commun (CLP; qui se différencieront en cellules lymphoides matures
principalement) ou en progéniteur myéloide commun (CMP). Les CMP semblaient pouvoir ensuite se
différencier en progéniteur érythro-mégacaryocytaire (MEP ; qui générent des globules rouges et des
mégacaryocytes) ou en progéniteur granulo-macrophagique (GMP ; qui générent des polynucléaires,
des monocytes et des cellules dendritiques).!! Ce schéma de différenciation a été remis en question a
la fin des années 2000 lorsque plusieurs équipes ont montré que les MPP se différencient en
progéniteur a potentialité érythro-mégacaryocytaire ou en progéniteur lympho-myéloide (« lymphoid-

primed multipotent progenitor » ; LMPP) dénué de potentialité érythro-mégacaryocytaire .1




Comme les CSH, les MPP se sont avérées beaucoup plus hétérogenes que prévu d’un point de vue
fonctionnel et la proportion de chacune des populations de MPP est fluctuante en fonction des besoins
du moment (balance équilibrée entre progéniteurs multipotents a tendance érythro-mégacaryocytaire
(MPP2), myéloide (MPP3) et lymphoide (MPP4).1® L’avénement des techniques de séquencage de
I’ARN a I’échelle unicellulaire a permis de montrer le caractere trés hétérogene de cette population et
accru le nombre de populations identifiables au sein des progéniteurs multipotents. On admet
aujourd’hui que les cellules de chacune de ces populations ne présentent pas, en I'absence de stress,
un potentiel de différenciation mixte mais qu’elles gardent une certaine plasticité leur permettant de
changer de voie de différenciation en situation de stress.'”*

1.3.2. Régulation de la sélection d’un lignage
La maniére dont une CSH opte pour la différenciation vers un lignage plutot qu’un autre reste
controversée. Deux modéles principaux ont émergé pour expliquer ce choix : le modéle déterministe
donne un réle essentiel aux facteurs intrinseques, génétiques et épigénétiques, et aux stimuli
extrinséques qui déterminent ensemble, par un équivalent d’effet on/off, |la voie de différenciation qui
s’applique ; le modeéle stochastique, actuellement préféré, donne une place prépondérante au hasard
dans la sélection du lignage qui repose sur une combinaison de parameétres n’ayant qu’un réle

permissif.1920

Quelque-soit le modeéle, le processus de différenciation et de sélection d’'un lignage est
complexe et fait intervenir de multiples acteurs. Parmi les facteurs intrinséques, certains facteurs de
transcription sont clairement associés a |'orientation des cellules vers un lignage. GATA-1, par exemple,
est essentiel au cours de la différenciation érythroide et mégacaryocytaire, tandis que PU.1 et CCAAT-
enhancer binding protein o (C/EBPa) favorisent la différenciation myéloide. Parmi les facteurs
extrinséques, les cytokines hématopoiétiques jouent un réle important dans les étapes précoces [SCF
(ligand de KIT), IL-3 et FLT3 (Fms-like tyrosine kinase 3)] comme dans les étapes tardives [CSF1 (M-CSF),
CSF2 (GM-CSF) et CSF3 (G-CSF) dans la différenciation en monocyte-macrophage et en polynucléaire
neutrophile, érythropoiétine (EPO) dans la différenciation érythrocytaire, thrombopoiétine (TPO) dans
la différenciation mégacaryocytaire].

Il a été proposé récemment que I"hématopoiése est un processus moins structuré dans I'espace
qu’un épithélium. De ce fait, les facteurs intrinséques, en particulier épigénétiques, seraient
particulierement importants dans la différenciation hématopoiétique. L’'activité des facteurs de
transcription impliqués dans la différenciation est régulée par la méthylation des résidus cytosine,
notamment au niveau des dinucléotides CpG des sites d’initiation de la transcription. L'excées de
méthylation étant responsable d’une répression de la transcription, des différences dans la richesse
en CpG des motifs de liaison a I’ADN au niveau des enhancers des facteurs de transcription clés de la
différenciation myéloide pourraient expliquer que la délétion du gene Tet2 (hyperméthylation
focalisée du génome), qui code une enzyme catalysant la déméthylation des cytosines, favorise la
différenciation myelomonocytaire aux dépens de la différenciation érythroide alors que celle de
Dnmt3a (déméthylation globale du génome), qui code une DNA méthyltransférase catalysant la
méthylation des cytosines, a un effet inverse sur le biais de lignage.?*
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En résumé, chaque étape du processus de différenciation, unidirectionnel et définitif, restreint le
potentiel de la cellule. Les progéniteurs multipotents gardent une certaine plasticité afin de s’adapter
au stress. Le choix de lignage reste controversé, entre modele déterministe et stochastique, et fait
intervenir des facteurs de transcription et des cytokines dans un contexte épigénétique adapté.

1.4. Mégacaryopoiese

La mégacaryopoiese est le processus permettant la génération de mégacaryocytes et la
plaquettogénese est le processus de production des plaquettes a partir du mégacaryocyte. Les
mégacaryocytes sont des cellules de grande taille (50 a 100uM chez ’homme) qui ont la particularité

(rare) d’étre polyploides (elles possedent plus de 2N chromosomes). Elles résident majoritairement
dans la moelle osseuse et la production de plaquettes est leur principale fonction : un mégacaryocyte
mature a une durée de vie trés limitée dans le temps lorsqu’il devient plaquettogene. Nous avons
indiqué plus haut que ces cellules sont aussi une des composantes cellulaires importantes de la niche
hématopoiétique, modulant le comportement de la CSH par les cytokines (TGFB, PF4, TPO, CXCL4)
gu’elle produit.

1.4.1. De la CSH au progéniteur mégacaryocytaire

Selon le schéma classique de I'"hématopoiése, la CSH se différencie en MPP puis en CMP qui, a son
tour, se différencie en MEP puis en progéniteur mégacaryocytaire (MKP, présentant les marqueurs Lin
, Sca’, Kit*, CD41*, CD150*) pour aboutir a un mégacaryocyte immature. Cependant, et nous I'avons
déja évoqué, ce schéma de différenciation a été remis en cause et les voies menant a la production de
mégacaryocytes s’avérent multiples.?

Une partie des CSH semble orientée d’emblée vers la différenciation mégacaryocytaire : 10% des
CSH expriment I'antigene de surface CD41 (intégrine a-llb codée par ITGA2B), caractéristique de cette
lignée cellulaire.” Plus net encore, 50% des CSH expriment le marqueur facteur von Willebrand
(classiqguement exprimé par les mégacaryocytes) et possédent un biais de reconstitution, apres
transplantation, vers le lignage plaquettaire et myéloide, aux dépens du lignage lymphoide.® Les études
a I'échelle unicellulaire ont confirmé qu’il existe des CSH biaisées vers le lignage mégacaryocytaire ;
ces cellules gardent des propriétés d’autorenouvellement tandis que la perte de leur caractere
multipotent est controversée.®?3 Certaines équipes estiment que ces cellules sont capables de générer
des mégacaryocytes sans passer par les étapes classiques de la différenciation mégacaryocytaire.?* En
cas d’inflammation ou au cours du vieillissement chez la souris, I'expression des marqueurs du lignage
mégacaryocytaire (CD41, CD61, FvW, CXCL4) a la surface des CSH est augmentée.”>?’ La
mégacaryopoiese pourrait donc utiliser des voies différentes en fonction du contexte.

Un autre sujet de controverse est le moment ou les progéniteurs érythro-mégacaryocytaires se
différencient des progéniteurs lymphoides. Classiquement, la population cellulaire de type MPP se
différencie en CLP ou en CMP, cette derniére population pouvant donner naissance aux MEP. Mais
certains travaux suggerent que le MEP apparait avant I'émergence d’un progéniteur a potentialité
lympho-myéloide, ce qui ferait de la différenciation érythro-mégacaryocytaire I'un des premiers
embranchements de la différenciation hématopoiétique.!?
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Les études clonogéniques initiales suggéraient que les MEP (classiquement la population Lin", Sca’
, Kit*, CD34", FcgR™"®'€) étaient une population homogéne de cellules a double potentialité, capables de
se différencier en proportions égales en progéniteurs érythroides, mégacaryocytaires ou mixtes.!! Le
role partagé des facteurs de transcription GATA1, GATA2, FOG, TAL1 et NFE2 dans I'érythropoiese et
la mégacaryopoiese (et les défauts communs observés en cas d’anomalie d’expression de ces facteurs)
apportait des arguments supplémentaires a I'existence d’un précurseur commun a ces deux voies. Des
études plus récentes suggérent que la population MEP contient 1) des progéniteurs a potentialité
érythro-mégacaryocytaire avec persistance d’un potentiel myéloide (Pre-MEP CD71, CD41°), 2) des
progéniteurs a potentialité érythroide (E-MEP CD71*, CD41’) et 3) une population nettement
minoritaire de progéniteurs se différenciant uniquement en mégacaryocytes (MK-MEP CD71%,
CD41%*).% Une autre étude minimise le role du progéniteur bi-potent MEP dans la génération des
mégacaryocytes au profit d’'un progéniteur a potentiel mégacaryocytaire unique identifié au sein de la
population CMP (CD34*, CD38*, CD45RA", CD123"") 3 I'aide du marqueur CD41.%°

1.4.2. Maturation du mégacaryocyte

Lors de la maturation mégacaryocytaire, qui dure approximativement 8 jours chez I’homme, la
taille de la cellule augmente avec sa polyploidisation qui implique un processus d’endomitose. Dans
un second temps, de multiples granules cytoplasmiques, et un systeme complexe de membranes
plasmiques dites de démarcation, apparaissent.

1.4.2.1. Régulation de la mégacaryopoiese par I'axe TPO/MPL

Le régulateur humoral principal de la mégacaryopoiése est la thrombopoiétine (TPO) dont le
récepteur c-MPL (MPL) est spécifique de la lignée mégacaryocytaire.?® Les modéles murins de délétion
du gene Tpo ou du géne Mpl ont une thrombopénie profonde (réduction de 90% du taux de
plaquettes), en lien avec une réduction du nombre des progéniteurs mégacaryocytaires et des
mégacaryocytes matures.3? A linverse, les modéles transgéniques dans lesquels le géne Tpo est
surexprimé dans les cellules hématopoiétiques acquiérent un phénotype thrombocythémique avec
hyperplasie mégacaryocytaire.3> La TPO est essentielle a la prolifération et a la maturation
mégacaryocytaire, en particulier la polyploidisation, mais pas a la formation des proplaquettes. MPL
est exprimé a la surface de certaines CSH et donne un réle important a la TPO dans la balance
quiescence/prolifération des CSH, comme en attestent les études sur les souris Mpl ou Tpo KO 3334

La TPO est principalement produite par le foie et sa concentration plasmatique est finement
régulée par sa captation par le récepteur MPL présent sur les plaquettes. Le systéme TPO/MPL
constitue donc une boucle d’autorégulation du taux plasmatique de TPO, expliquant sa corrélation
inverse au taux de plaquettes.® Il existe des systémes de régulation positive de la synthése de TPO par
le foie. Par exemple, en cas d’inflammation, I'IL-6 induit la synthése de TPO par les hépatocytes. L'IL-3
et I'lL1-B induisent aussi la production de TPO. Récemment, une boucle de régulation de la synthése
de TPO a été décrite : les plaquettes « vieillissantes », désialylées, sont captées par le récepteur
Ashwell-Morell des hépatocytes, ce qui induit la synthése de TPO par ces cellules.?® En dehors des
hépatocytes, d’autres cellules synthétisent la TPO, en particulier certaines cellules stromales
mésenchymateuses.?’
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MPL est un récepteur de cytokine sans activité kinase intrinseque. La fixation de la TPO sur le
domaine extra-membranaire de MPL induit la dimérisation de ce récepteur. Cette dimérisation du
récepteur permet a chacune des protéines kinases cytoplasmiques JAK2 (fixées sur la région
membranaire proximale du domaine cytoplasmique de chaque dimére MPL) de phosphoryler I'autre
protéine JAK2 (« cross phosphorylation ») ainsi que la région membranaire distale du domaine
cytoplasmique de MPL (en particulier les résidus tyrosine 625 et 630).38 Lorsqu’ils sont phosphorylés,
ces résidus servent de site de liaison a des protéines de signalisation contenant un domaine src
homology 2 (SH2) qui sont a leur tour phosphorylées par JAK2.

Ce mécanisme active des cascades de signalisation, en particulier les voies STAT (Signal
Transducers and Activators of Transcription), PI3K/Akt (Phosphatidylinositol-kinase de type 3), RAS /
MAPK (Mitogen-activated protein kinases) / ERK1-2 (Extracellular signal-regulated kinases) et mTOR
(mechanistic Target Of Rapamycin) impliquées dans la prolifération cellulaire, la survie et la
différenciation.3¥*2 JAK2 phosphoryle plusieurs membres de la famille STAT (STAT1, STAT3, STAT5a et
STAT5b).®344 Les protéines STAT phosphorylées se dimérisent et migrent dans le noyau, reconnaissent
certains sites de transcription qui leur sont spécifiques, et induisent la transcription de genes tels que
P21, BCLXL et CCND1 codant la cycline D1.

Une signalisation de MPL indépendante de JAK2 existe aussi. Elle implique la tyrosine phosphatase
SHP2 (également appelée PTPN11) : les mégacaryocytes des souris Shp2 knockout présentent un
défaut de ploidisation. Elle implique aussi TYK2, une tyrosine kinase appartenant a la famille JAK, dont

le rdle n’est toutefois pas essentiel 384546

Une signalisation persistante étant délétere, des mécanismes régulateurs négatifs de Ia
signalisation induite par MPL ont été identifiés :

- Ubiquitination de lysines du domaine intracellulaire de MPL par I'enzyme E3 ubiquitine ligase
CBL, induisant l'internalisation et la dégradation de MPL dans les lysosomes et par le
protéasome.”*® || a d’ailleurs été récemment démontré qu’une délétion de c-Cbl dans le
lignage plaquettaire était responsable d’une sévére microthrombocytose en lien avec des
défauts d’internalisation de MPL.*

- Recrutement de phosphatases qui induisent la déphosphorylation de JAK2 comme PTPN1,
PTPN2 et possiblement la phosphatase transmembranaire CD45.%%°!

- Recrutement de régulateurs négatifs de la signalisation en aval de JAK2, en particulier
certaines protéines de la famille SOCS (suppressor of cytokine signaling protein 1) comme
SOCS-1 et SOCS-3 qui se fixent a JAK2 ou sur les résidus tyrosine phosphorylés de MPL.>? De
maniéere surprenante, I'activation d’une protéine SOCS par un récepteur de cytokine autre que
MPL induit également une diminution de la signalisation de MPL : c’est le cas de I’activation
du récepteur de I'IFN-a, ce qui explique la thrombopénie observée chez des patients traités
par cette cytokine.>? LNK, aussi appelée SH2B3, est une protéine adaptatrice qui peut aussi se
lier a JAK2 (par son domaine SH2) pour inhiber son activité.>?

- Interaction des membres de la famille STAT avec des membres de la famille des protéines
inhibitrices des STAT (PIAS, Protein Inhibitor of Activated STAT)

La persistance d’une production plaquettaire minime dans les modéles murins de délétion du géne
Tpo ou du gene Mpl ainsi que chez les patients présentant une perte d’expression de MPL suggére que
d’autres molécules peuvent promouvoir la génération des mégacaryocytes et des plaquettes.
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L'activation de la voie de signalisation NOTCH induit chez la CSH un biais vers la différenciation
mégacaryocytaire mais les étapes finales de la différenciation mégacaryocytaire ne semblent pas
engagées.> La cytokine IGF-1 (insulin-like growth factor-1 ou somatomédine C) induit la différenciation
des cellules CD34* en mégacaryocytes et la formation de proplagquettes en I'absence de TPO.> La
chemokine CCL5 (C-C Motif Chemokine Ligand 5) favorise la ploidisation mégacaryocytaire et la
formation de proplaquettes. Enfin, I'lL-la promeut, de maniere indépendante de MPL, Ia
fragmentation des proplaquettes dans la moelle osseuse.*®

1.4.2.2. Le réle des facteurs de transcription RUNX1, GATA1 et Fli-1 dans la
mégacaryopoiese
Différents facteurs de transcription guident la maturation mégacaryocytaire en fonction de leur
niveau d’expression a un moment donné de la maturation.

L'expression des facteurs de transcription GATAL ou PU.1 détermine si la cellule au stade CMP se
différencie en progéniteur myéloide (expression de PU.1) ou érythro-mégacaryocytaire MEP
(expression de GATA-1). Le MEP exprime alors divers facteurs de transcription : NF-E2, SCL, GFI1B,
GATA1, GATA2, KLF1 et ETV6.13°7%8

Au cours de |'étape suivante, la différenciation en progéniteur mégacaryocytaire se réalise si les
facteurs FLI1, RUNX1 et GATA2 sont exprimés tandis que la différenciation en progéniteur érythroide
se réalise si les facteurs EKLF, c-Myb et GATA1l sont préférentiellement exprimés.>>®! Cette
représentation reste schématique, puisque I'expression de GATA1L, par exemple, reste essentielle a la
prolifération des progéniteurs mégacaryocytaires et a l'expression de protéines du lignage
mégacaryocytaire, en 'occurrence CD41.52

Au cours des étapes plus tardives de maturation mégacaryocytaire, le facteur de transcription
RUNX1 inhibe I'expression de MYH10 et Notch4 mais, dans le méme temps, induit I'expression de
MYL9 permettant les modifications de cytosquelette nécessaires a la polyploidisation.5®®* Le facteur
de transcription FLI1 va réguler I'expression du CD42a et CD42b tandis que NF-E2 est impliqué dans la
production de proplaquettes et la libération des plaquettes.®>%¢

Des mutations de GATA1, RUNX1, FLI1, GFl1lb et ETV6 ont été décrites chez des patients avec
thrombopénie d’origine familiale soulignant le réle essentiel de ces facteurs de transcription dans la
mégacaryopoiese.

1.4.2.3. Polyploidie puis systeme de membrane de démarcation et granules : des
marqueurs de maturation mégacaryocytaire
Aprés un certain nombre de mitoses, les progéniteurs mégacaryocytaires expriment les
glycoprotéines de surface de la lignée plaquettaire Gplb (CD42), Gpllb (CD41) et Gpllla (CD61) et
initient un processus de polyploidisation, dépendant de la TPO, permettant au mégacaryocyte de
réaliser des cycles de duplication de I’ADN sans mitose. Ce processus s’effectue principalement par
endomitose, un processus qui différe de I’endoréplication par I'entrée en mitose sans aller jusqu’a la
cytokinése : le mégacaryocyte en devenir subit toutes les étapes de la mitose sans la télophase et la
cytokinése. Au fur et a mesure des endomitoses, le mégacaryocyte accumule du matériel génétique a
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hauteur de 4n, 8n, 16n, 32n, 64n voire 128n avant de terminer sa maturation et de former des
proplaquettes. La ploidie modale mégacaryocytaire est de 16n chez ’homme et la souris, ce qui permet
une production tres importante d’ARNm et de protéines nécessaire a la production des plaguettes. On
note toutefois que la polyploidisation des mégacaryocytes n’est pas indispensable a la différenciation
terminale des mégacaryocytes, certains mégacaryocytes a 2n ou 4n (micromégacaryocytes) étant
parfaitement a méme de générer des plaquettes (dans une moindre quantité).

Aprés la phase d’endomitose (et a partir du stade 8n), se déroule une étape de maturation
cytoplasmique ou se mettent en place les membranes de démarcation. Ces membranes correspondent
a des invaginations de la membrane plasmique des mégacaryocytes et permettent de former les pro-
plaquettes. Leur formation implique un réseau d’actine contrdlé par la voie WASp/WAVE. Durant cette
phase post-réplicative, le cytoplasme des mégacaryocytes s’enrichit aussi en granules qui sont les
granules a (les plus abondantes, contenant des centaines de protéines différentes dont CXCL4, le
facteur von Willebrand et le TGF-B1), les granules denses & (contenant des transporteurs
membranaires, de fortes concentrations de calcium, des nucléotides adénine et des polyphosphates),
des granules T (contenant la protéine TLR-9 et la protéine disulfide isomérase) et les granules
A correspondant aux lysosomes contenant des hydrolases dégradant les protéines, les lipides et les
sucres.

1.4.3. Propriétés et fonctions du mégacaryocyte

1.4.3.1. Production des plaquettes

Afin de produire les plaquettes, les mégacaryocytes se fragmentent en formant de longues
extensions membranaires tubulaires (appelées proplaquettes) qui passent a travers I'endothélium
vasculaire pour étre fragmentées en plaquettes dans la circulation sanguine. La formation des
proplaquettes est dépendante des microtubules d’ap-tubuline, du cytosquelette d’actine et des voies
de signalisation impliquant les Rho GTPase (RhoA en particulier) et la protéine kinase C (PKC). La
formation des proplaquettes pourrait étre déclenchée par un phénoméne pseudo-apoptotique
impliquant I'activation de la caspase-3.’

Les plaquettes, issues du fractionnement des proplaquettes ayant traversé la barriére endothéliale
des vaisseaux sanguins sinusoidaux de la moelle sont libérées dans la circulation sanguine. Un autre
« site de largage » des plaquettes serait la circulation artérielle pulmonaire (aprés migration sanguine
des mégacaryocytes). Quel que soit la localisation de leur production, les plaquettes jouent un réle
majeur dans I’hémostase humaine en créant une barriere physique via leur agrégation afin d’éviter les
pertes sanguines.

On estime qu’un mégacaryocyte permet la production de 1000 a 3000 plaquettes. Aprés formation
de proplaquettes, le mégacaryocyte, que n’est plus constitué que d’un noyau, entre dans une phase
de sénescence et il est phagocyté par un macrophage.

1.4.3.2. Réle du mégacaryocyte sur la CSH et la niche hématopoiétique
Si la fonction principale du mégacaryocyte est de produire des plaquettes pour assurer
I’'hémostase, il interagit également avec la CSH et la niche hématopoiétique.
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Une partie des CSH est en effet plus souvent en contact avec les mégacaryocytes que ne le voudrait
le hasard. D’autre part, la déplétion des mégacaryocytes in vivo via un modele murin transgénique
CXCL4A” induit une prolifération des CSH. Cette interaction mégacaryocyte-CSH est régulée par la
chémokine CXCL4 sécrétée par les mégacaryocytes qui induit la mise en quiescence de la CSH.®8 Les
mégacaryocytes régulent aussi la quiescence des CSH en sécrétant du TGFp et leur récupération apres
chimiothérapie par sécrétion de FGF1.%°

En outre, I'analyse des souris dans lesquelles le géne Nfe2 a été supprimé suggere que les
mégacaryocytes jouent un rdole dans la prolifération ostéoblastique, ce qui implique la synthése de
PDGF-BB.”’! Les mégacaryocytes produisent également une partie des composants de la matrice
extra-cellulaire du micro-environnement médullaire a savoir la fibronectine, le collagene de type IV et
la laminine.”

En résumé, les mégacaryocytes résident majoritairement dans la moelle osseuse, produisent les
plaquettes et modulent le comportement des CSH dans la niche. Une partie des CSH semble orientée
vers la différenciation mégacaryocytaire en gardant des propriétés d’autorenouvellement et Ia
mégacaryopoiése utilise des voies différentes en fonction du contexte, homéostasie ou stress. La
maturation mégacaryocytaire dure approximativement 8 jours. Le régulateur principal est la TPO
produite par le foie. Son récepteur MPL signale essentiellement via JAK2 et les facteurs de transcription
GATA1 et RUNX1 jouent un réle décisif. Le mégacaryocyte en devenir subit toutes les étapes de la
mitose sans télophase ni cytokinése, ce qui provoque une ploidisation dont le mode dominant est 16n.
Son cytoplasme génére des proplaquettes qui passent a travers I'endothélium vasculaire pour étre
fragmentées en plaquettes dans la circulation sanguine

2. NEOPLASMES MYELOPROLIFERATIFS

2.1. Généralités et classification des néoplasmes myéloprolifératifs

2.1.1. Définitions et généralités sur les hémopathies malignes

Les hémopathies malignes regroupent un ensemble de pathologies du systéme hématopoiétique
dont I'expression clinique et biologique aussi bien que I'évolution sont trés hétérogenes. Il s’agit de
maladies clonales attribuées a I'acquisition de mutation somatiques dans une CSH, plus rarement dans
un progéniteur trés précoce, voire (en ce qui concerne certaines hémopathies lymphoides) dans un
lymphocyte en cours de maturation. Les cellules qui dérivent de cette cellule mutée présentent des
altérations de leur différenciation, de leur prolifération et de leurs fonctions.

Des efforts constants depuis plusieurs décennies ont permis (et permettent encore) de mieux
caractériser ces hémopathies malignes. Leur identification s’est d’abord appuyée sur une analyse
morphologique (cytologique et anatomopathologique), secondairement renforcée par une analyse
cytogénétique (avec I'avenement du caryotype et la découverte du chromosome Philadelphie par
Peter Nowell dans les années 1960), phénotypique (avec la mise au point des anticorps monoclonaux
par Georges Kohler et Cesar Milstein dans les années 1970), puis moléculaire (avec I'avenement des
notions d’oncogene et de géne suppresseur de tumeur dans la méme décennie). L’avénement des
technologies de séquencage de I'ADN au début des années 2000 a permis une caractérisation
extensive des altérations somatiques des régions codantes de I’ADN qui caractérisent les tumeurs
humaines, en particulier les hémopathies. L'identification de ces altérations a guidé la derniere
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itération de la classification des hémopathies malignes proposée en 2016 sous I’égide de I'Organisation
Mondiale de la Santé (OMS).”

Les hémopathies sont classées de longue date en hémopathies lymphoides et myéloides. Parmi
les hémopathies lymphoides, on distingue les néoplasmes a cellule lymphoide B mature (comprenant
la majorité des lymphomes et le myélome), les néoplasmes a cellule T ou NK mature, la maladie de
Hodgkin, les syndromes lymphoprolifératifs post-transplantation et les néoplasmes a cellule
dendritique et histiocytaire.” Les hémopathies myéloides regroupent les leucémies aigués myéloides
(LAM) et néoplasmes associés, les néoplasmes myéloprolifératifs (NMP), les syndromes
myélodysplasiques, les syndromes mixtes (syndromes myélodysplasiques/ néoplasmes
myéloprolifératifs), les mastocytoses, et les néoplasmes myéloides/lymphoides avec éosinophilie et
réarrangement PDGFRA, PDGFRB ou FGFR1 ou avec PCM1-JAK2.7

2.1.2. Les différentes entités de néoplasmes myéloprolifératifs
Au sein des NMP, la classification OMS distingue plusieurs entités :

- Laleucémie myéloide chronique (LMC), caractérisée par le réarrangement BCR-ABL1.

- Laleucémie chronique a neutrophile (LCN), fréquemment associée a une mutation de CSF3R,
le géne récepteur de CSF3 (anciennement G-CSF).

- Lathrombocythémie essentielle (TE).

- La polyglobulie de Vaquez (PV).

- La myélofibrose primitive (PMF).

- Les leucémies chroniques a éosinophiles.

- Les NMP non classables.

2.1.2.1. Thrombocythémie essentielle

La TE est un NMP caractérisé par une augmentation du nombre des plaquettes sanguines, de
découverte le plus souvent fortuite. Son incidence est estimée entre 1.2 et 3 personne pour 100.000
par an et il s’agit du plus fréquent des NMP non BCR-ABL1. La fréquence de cette pathologie augmente
avec I'age (la médiane de I'dge au diagnostic est 58 ans) mais elle peut étre identifiée chez des sujets
jeunes. La TE affecte plus souvent les femmes que les hommes. Lorsque le diagnostic n’est pas fortuit,
les symptomes les plus fréquemment retrouvés sont des céphalées et des troubles visuels. Plus
rarement, la maladie est révélée par une érythromélalgie, un évenement thrombotique aigu artériel
ou veineux, voire un épisode hémorragique. Une splénomégalie est possible.

Les critéres diagnostiques majeurs de la TE actualisés par 'OMS en 2016 sont :

- Untaux de plaquettes dans le sang périphérique 2450 G/L,

- Une biopsie médullaire montrant une prolifération cellulaire prédominant sur la lignée
mégacaryocytaire avec une augmentation du nombre de mégacaryocytes matures de grande
taille avec un noyau hyperlobé. La biopsie ne doit pas montrer d’augmentation significative de
la granulopoiése neutrophile ou de I'érythropoiese, et la fibrose réticulinique, si elle existe, ne
doit pas dépasser le grade 1.

- Absence des critéres diagnostiques de la LMC, de la PV, de la MFP, d’un syndrome
myélodysplasique ou d’un autre néoplasme myéloide.

- Présence d’une mutation du géne JAK2, CALR ou MPL.
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La présence d’un autre marqueur de clonalité et I'absence de cause évidente de thrombocytose
réactionnelle sont considérés comme des critéres mineurs du diagnostic de TE. A I'aune de ces critéres,
le diagnostic de TE est retenu sur I'association des 4 critéres majeurs ou la présence des 3 premiers
critéres majeurs associés aux critéres mineurs.”

La survie des patients atteints de TE est inférieure a celle de la population générale de méme age
(survie médiane de 20 ans).”® Le principal risque a court et long terme chez les patients atteints de TE
demeure la thrombose veineuse ou artérielle : un antécédent de thrombose est retrouvé chez pres de
20% des patients au diagnostic et, aprés un suivi médian de 6 ans, I'incidence des thromboses
artérielles ou veineuses était de 12% dans une cohorte de 891 patients.”’ Le risque de thrombose est
associé a I’age (>60 ans), aux antécédents de premiere thrombose, a la présence de facteurs de risque
cardiovasculaires, a une hyperleucocytose et a la présence de la mutation JAK2 V617F (le risque est
moindre avec la mutation CALR).”®

Une évolution de la TE en PV est possible mais semble rare (<5% des patients apres 10 ans
d’évolution).”® Les autres risques évolutifs de la TE sont la myélofibrose secondaire et |la transformation
en LAM. lIs seront abordés plus loin.

2.1.2.2. Polyglobulie de Vaquez
La PV est un NMP qui provoque un exces de globules rouges dans le sang (on parle de polyglobulie).
Parfois découverte fortuitement, la PV est plus bruyante que la TE et peut induire une érythrose faciale,
des signes d’hyperviscosité sanguine (céphalées, vertiges, acouphénes, myodésopsies, hypertension
artérielle), une érythromélalgie ou un prurit (notamment aquagénique). La splénomégalie est plus
fréquente que chez les patients atteints de TE.

Les critéres diagnostiques majeurs de I'OMS sont depuis 2016 :

- Dans le sang, un taux d’hémoglobine >16.5g/dL chez ’homme ou >16g/dL chez la femme (ou
un hématocrite >49% chez I’homme et >48% chez la femme ; ou une masse sanguine >125%).

- Dans la moelle, une hypercellularité pour I'dge avec hyperplasie des 3 lignées (granuleuse,
érythroide et mégacaryocytaire), visible sur une biopsie ostéo-médullaire qui montre des
mégacaryocytes souvent hétérogenes.

- La présence d’'une mutation JAK2 V617F ou d’'une mutation de I'exon 12 de JAK2 dans les
cellules sanguines (Contrairement aux TE, on ne détecte pas de mutation de MPL ou de CALR
dans les PV).

Le diagnostic peut également étre retenu en I'absence de mutation de JAK2 si les 2 premiers
critéres majeurs sont respectés associé a un taux sérique de I’EPO sub-normal.”

La survie médiane des patients atteints de PV est de I'ordre de 15 ans. Le risque thrombotique,
plus élevé qu’en cas de TE, est la principale préoccupation clinique puisqu’'une thrombose est
responsable du décés de prés de 40% des patients.”” De nombreux patients ont présenté une
thrombose artérielle (15%) ou veineuse (7%) avant le diagnostic. L'incidence des thromboses apres le
diagnostic est estimée a 5.5 pour 100 patients/an.”®® On distingue des patients a faible risque (age
<60 ans et absence d’antécédent thrombotique) et des patients a haut risque (dge >60 ans ou
antécédent thrombotique) de thrombose.
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Les autres risques évolutifs de la PV sont, comme la TE, la myélofibrose secondaire et la
transformation en LAM. lIs seront abordés plus loin.

2.1.2.3. My¢élofibrose primitive
La myelofibrose (MF), qu’elle soit primitive ou secondaire a I'évolution d’'une TE ou d’une PV, est
un NMP caractérisé par une fibrose réticulinique puis collagéne de la moelle osseuse. Cette fibrose
aboutit a une destruction du tissu de soutien de la moelle osseuse associée a une relocalisation
imparfaite du tissu hématopoiétique, principalement dans la rate (hématopoiese extra-médullaire).

Touchant préférentiellement les hommes avec une médiane d’age de 62 ans, la MF est une
pathologie nettement plus grave que la TE et la PV.

La maladie est souvent symptomatique et révélée par une altération de I'état général (asthénie,
fievre, sueurs nocturnes) et des douleurs spléniques (en lien avec une volumineuse splénomégalie). A
I'inverse de la TE ou de la PV ou les plaquettes et/ou le taux de globule rouge sont élevés, il existe
fréquemment des signes d’insuffisance médullaire (anémie, thrombopénie) en lien avec la destruction
du tissu de soutien médullaire.

Le diagnostic de MF requiert 3 critéres majeurs :”

- Dans la moelle : prolifération mégacaryocytaire avec atypies, accompagnée d’'une fibrose
réticulinique et/ou collagéne de grade 2 ou 3.

- Absence de critéres en faveur d’une autre pathologie telle que PV, TE, LMC, myélodysplasie
ou une autre hémopathie myéloide.

- Présence d’'une mutation de JAK2, de CALR ou de MPL (en I'absence d’une de ces trois
mutations, un argument de clonalité doit étre présent ainsi que I'absence d’argument pour
une fibrose médullaire réactionnelle).

Le diagnostic de MF requiert en outre au moins un critére mineur :

- Anémie non attribuable a une autre comorbidité.

- Hyperleucocytose >11 G/L.

- Splénomégalie palpable.

- LDH augmentées (supérieures a la norme du laboratoire).

- Erythro-myélémie (présence quantifiable de progéniteurs érythroides ou granuleux sur le
frottis sanguin).

La découverte d’une fibrose médullaire impose d’éliminer une cause infectieuse, inflammatoire ou
auto-immune, une exposition toxique, certaines hémopathies lymphoides (notamment la leucémie a
tricholeucocytes), et des métastases osseuses d’une tumeur solide.

L'OMS ajoute désormais a la MF « manifeste » répondant aux critéres ci-dessus, des formes pré-
fibrotiques (pré-MF) dans lesquelles la fibrose médullaire est de grade 1 et I'érythro-myélémie n’est
pas un critere mineur. Cette entité est difficile a distinguer d’une TE.

Le risque de thrombose chez les patients MF est supérieur a celui de la population générale.
Cependant, a I'inverse de la TE et la PV, ce n’est pas la premiere préoccupation clinique : I'incidence
de décés par thrombose n’est que de 1.7 pour 100 patients/an.®! Le mauvais pronostic de la MF,
comparée a la TE et a la PV, est d{i au risque de transformation en LAM (33% des causes de décés
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rapporté ; responsable de 7.7 décés pour 100 patients/an) et aux conséquences des cytopénies
séveres. La survie médiane est estimée a 6 ans.??

Une autre caractéristique de la MF est la présence fréquente, en association avec la mutation de
JAK2, CALR ou MPL, d’autres mutations somatiques, ce que I'on n’observe beaucoup moins dans la TE
oula PV.

En résumé, les NPM auxquels nous nous intéressons sont les NMP dits « classiques » hors LMC, c’est-
a-dire la TE caractérisée par une augmentation du nombre de plaquettes dans le sang périphérique en
raison d’une mutation du gene JAK2, CALR ou MPL, la PV caractérisée par une augmentation de
I’hématocrite et du taux d’hémoglobine en raison d’'une mutation du gene JAK2, et la MF qui peut étre
primitive ou secondaire a I’évolution d’'une TE ou d’une PV, se caractérisant par une fibrose
réticulinique puis collagene de la moelle osseuse avec hématopoiese extra-médullaire et associant
souvent d’autres mutations somatiques aux mutations de JAK2, CALR ou MPL.

2.2. Caractéristiqgues biologiques des NMP

2.2.1. Caractéristiques phénotypiques communes des CSH et progéniteurs de NMP
Si la présentation clinique et biologique des NMP est hétérogéne, ces maladies ont un certain
nombre de caractéristiques communes qui les regroupent au sein d’une méme entité.

Il s’agit de maladies clonales acquises dont la cellule d’origine est une CSH dans laquelle
apparaissent un ou plusieurs événements génétiques somatiques, qu’il s’agit d’'un réarrangement
chromosomique (LMC) ou de la mutation d’une région codante de I’ADN (PV, ET, MF). Cet évenement
confere aux cellules filles un avantage compétitif sur les cellules non mutées. Cet avantage s’accentue
au cours de la différenciation myéloide de telle sorte que la plupart des cellules circulantes sont issues
de la CSH mutée. 88

L'avantage compétitif des cellules mutées lors de la différenciation est di au fait que cette
anomalie clonale confére a certains progéniteurs myéloides une hypersensibilité a une cytokine (EPO,
TPO, G-CSF), provoquant une hyperactivation des voies de signalisation intracellulaires en aval du
récepteur de cette cytokine. Cette hypersensibilité explique la prolifération cellulaire excessive des
progéniteurs et précurseurs myéloides, conduisant a la production excessive de cellules matures d’un
lignage (plaquettes dans la TE, globules rouges dans la PV, polynucléaires neutrophiles dans la LMC
typique ou atypique). Contrairement a ce qui est observé dans une leucémie aigué, la différenciation
hématopoiétique n’est pas inhibée dans les NMPs.

L’hypersensibilité des progéniteurs a une cytokine s’explique trés souvent par le fait que le
principal événement génétique somatique touche un géne codant une tyrosine kinase (ABL1 dans la
LMC (fusion des genes BCR et ABL1), PDGFRA dans les leucémies chroniques a éosinophiles, CSF3R
dans les leucémies chroniques a neutrophiles, JAK2 dans les NMP classiques) ou un récepteur signalant
via une tyrosine kinase (MPL, CALR). Ces anomalies sont en général responsables d’une activation
dérégulée des voies de signalisation. Ces évenements génétiques qualifiés de « driver » reproduisent
le phénotype de ces maladies chez la souris lorsqu’ils sont introduits dans les CSH murines.

La seule mutation d’'une CSH ne suffit cependant pas a I'’émergence de ces maladies puisque
certaines de ces mutations, JAK2 V617F par exemple, sont identifiées dans une fraction des cellules
sanguines de sujets sans hémopathie (on parle d’hématopoiese clonale de signification indéterminée).
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Des travaux récents de modélisation ont bouleversé notre compréhension des NMP en démontrant
que l'acquisition de la mutation JAK2 V617F survient tres tét au cours de la vie, sans doute avant la
naissance, avec une expansion clonale tres lente au cours de la vie, le délai moyen entre I'apparition
de la mutation et la maladie étant évalué a 34 ans.® D’autres paramétres intrinséques (comme une
mutation supplémentaire ou un terrain génétique prédisposant) ou extrinséques (comme un
microenvironnement inflammatoire), voire [I'association de ces deux conditions (boucles
d’amplification entre cellules matures du clone et cellules souches et progénitrices, par exemple par

I'intermédiaire de I'lL-6) sont probablement nécessaires au développement de la maladie.?’~°

2.2.2. Mutations affectant la voie de signalisation JAK2-STAT dans les NMP
(mutations « driver »)

2.2.2.1. Mutation JAK2 V617F

2.2.2.1.1. Propriétés normales de JAK2
En 2005, une mutation somatique récurrente du géne JAK2 était découverte chez des patients
atteints de NMP.! Cette mutation somatique sur le nucléotide 1849 de I'exon 14 du géne JAK2
(substituant une valine en phenylalanine du codon 617 de la protéine ; JAK2 V617F) est retrouvée chez
prés de 50-60% des TE et MF et 95% des PV.

Le gene JAK2, situé sur le chromosome 9 chez ’lhomme, code une tyrosine kinase intracellulaire
qui est recrutée par un récepteur membranaire dénué d’activité tyrosine kinase (EPOR, MPL ou CSF3R)
en réponse a la fixation de son ligand. Apres fixation de la TPO sur MPL par exemple, la protéine JAK2
fixée sur la partie intra-cellulaire du dimere de récepteur, cross-phosphoryle la protéine JAK2 fixée sur
I"autre dimére du récepteur et active des cascades de signalisation intracellulaire.

La protéine JAK2 joue un role un majeur dans I’'hématopoiese comme en attestent les modeles
murins d’invalidation de Jak2 ou une mort a I'état embryonnaire est observée par absence
d’érythropoiése définitive (phénotype similaire a celui observé dans les souris Epo ou Epor KO).%%%

La protéine JAK2 est constituée de 7 domaines homologues (JH1 a JH7 ; JH pour Janus Homology) :

- JH1 estle domaine C-terminal possédant I'activité tyrosine kinase. Ce domaine est activé aprées
phosphorylation de la tyrosine 1007 située dans la boucle activatrice de la protéine.

- JH2 est le domaine « pseudo-kinase » car, bien que similaire a JH1, il est dépourvu d’activité
tyrosine kinase ou doté d’une activité kinase faible. Le domaine pseudo-kinase stabilise le
domaine kinase JH1 dans une conformation inactive.?*®

- JH3 et JH4 sont des domaines SH2 qui interagissent avec d’autres molécules de voies de
signalisation (STATSs).

- JH5 a JH7 sont des domaines FERM en N-terminal, impliqués dans l'interaction avec le

récepteur de cytokine.

JAK2 est impliquée dans la signalisation de nombreux récepteurs: récepteurs de type |
homodimériques (EPOR, MPL, CSF3R) ou hétérodimériques (CSF2RA, IL-3RA, IL-5RA), récepteurs
multimériques (IL-6R, IL-11R) et récepteurs de type Il (récepteurs de I'IFN-y).>
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2.2.2.1.2. Lamutation JAK2 V617F : propriétés et conséquences biologiques

La mutation V617F est située dans le domaine pseudo-kinase JH2 de JAK2 et induit un changement
conformationnel de I’hélice-a C du domaine pseudokinase, cette modification permettant le maintien
a I’état actif du domaine kinase JH1.°>%® La protéine JAK2 V617F induit de maniére constitutive les
différentes voies de signalisation STAT, PI3K et MAPK. Cette activation peut étre indépendante du
ligand mais le récepteur de cytokine (ainsi que sa liaison avec les domaines FERM) est requis pour
induire I"hyperactivité de JAK2 V617F.9”8 Parmi tous les récepteurs cytokiniques, MPL est celui qui
semble essentiel au développement d’un NMP et a I’expansion du pool de CSH JAK2 V617F.%°

La mutation JAK2 V617F provoque une augmentation de I'ubiquitinylation et de la dégradation
protéasomale de MPL, expliquant la diminution de I'expression du récepteur a la surface des
mégacaryocytes des patients NMP (et des modéles murins Jak2V617F).1%°

En dehors d’une hyperactivation des voies de signalisation, JAK2 V617F a un réle épigénétique
dans le noyau en phosphorylant la tyrosine 41 de I’histone H3 (diminuant alors la liaison de la protéine
HP1a a cette histone) et I’arginine méthyl transférase PRMT5,10%:102

2.2.2.1.3. Modeéles murins Jak2 V617F
Différentes approches de modélisation de la mutation Jak2 V617F ont été réalisées chez la souris
permettant de confirmer son réle « driver » dans le phénotype NMP et de mieux comprendre ses
propriétés et ses effets sur ’hématopoieése.®

Les premiers modeles murins ont été générés par transplantation de CSH de moelle osseuse de
souris préalablement transduites avec un vecteur rétroviral pour introduire le gene Jak2 sous sa forme
mutée dans leur génome. Cette méthode présente I'avantage d’étre rapidement mise en place. Elle
présente toutefois plusieurs inconvénients : la séquence mutante est introduite dans toutes les cellules
hématopoiétiques, de maniéere aléatoire dans le génome (interférant potentiellement avec les genes
dans lesquels elle est insérée), et elle est exprimée a des niveaux extrémement élevés (sans rapport
avec le niveau observé dans les cellules des patients). Ces modeles ont toutefois permis de montrer
que Jak2 V617F reproduit le phénotype (plus particulierement une polyglobulie avec MF secondaire)
et induit la pousse de colonies érythroides indépendamment de la présence d’EPO.2%*1% Dans ces
modeles, il n’existe pas de thrombocytose.

La deuxiéeme approche a été la création de modeles murins transgéniques. Le géne JAK2 humain
ou murin muté, placé sous le controle d’un promoteur spécifique, est introduit par micro-injection
dans un ceuf fécondé. Cette technique, plus lourde a mettre en ceuvre, permet d’exprimer la mutation
a un niveau plus physiologique, sous le contrdéle d’'un promoteur choisi, en limitant I’effet sur d’autres
génes. Les promoteurs les plus souvent utilisés afin que la mutation ne soit exprimée que dans les
cellules du systeme hématopoiétique et des le stade de CSH sont ceux des génes Vav et Scl. Les
modeles transgéniques Jak2 V617F (ou JAK2 V617F) générés présentent tous un phénotype de NMP
avec hyperleucocytose a polynucléaires neutrophiles, splénomégalie avec hématopoiése extra-
médullaire, hyperplasie mégacaryocytaire et fibrose médullaire secondaire. Deux phénotypes sont
observés en fonction du niveau d’expression de la mutation (par rapport a celle du géne Jak2 sauvage) :
une faible expression génere un phénotype TE tandis qu’une forte expression induit un phénotype PV
(associé le plus souvent & une thrombocytose).1%6107
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La troisieme approche, plus récente et plus physiologique, est la génération de souris
transgéniques de type Knock-In. Dans ces modeéles, la construction génétique comportant le géne Jak2
muté est intégrée dans le locus du géne Jak2 endogene, permettant I'expression du géne muté sous
le contréle d’un promoteur endogéne avec une expression physiologique de la mutation (i.e. dans les
cellules qui expriment JAK2 au bon moment). De maniére a rendre ce systeme encore plus contrélable,
la construction Jak2 muté est flanquée de séquences LoxP de telle sorte qu’un croisement avec une
souris exprimant la recombinase Cre sous le contréle d’un promoteur choisi permet d’exprimer le gene
muté au moment choisi et dans les cellules choisies. L'utilisation de souris porteuses d’une
construction Cre-ERT2 (par fusion d’un récepteur de I'oestradiol couplé a la séquence d’ADN codant la
recombinase Cre) permet d’induire la mutation en traitant les souris par le tamoxiféne. L'utilisation
des souris Mx1-Cre permet d’activer [|'expression du gene muté par injection de
polyinosinic:polycytidylic acid (plpC). Les différents modeles Kl Jak2 V617F (hétérozygotes ou
homozygotes) générés de cette facon présentent tous un phénotype NMP avec polyglobulie et
splénomégalie (plus ou moins associés a une thrombocytose et une fibrose médullaire secondaire),

108-110 Ces modéles ont montré

phénotype retrouvé chez les souris receveuses apres transplantation.
gue la mutation Jak2 V617F a I'état hétérozygote n’induit pas systématiquement un phénotype TE. De
maniére intrigante, le modele murin KI JAK2 V617F (humain) ne présente, dans la majorité des cas,

qu’un phénotype thrombocythémique, suggérant une activité kinase réduite.'*

2.2.2.1.4. Impactde JAK2 V617F sur le compartiment de CSH
Il existe de nombreux arguments permettant d’affirmer que, chez les patients atteints de NMP, la
mutation JAK2 V617F est nécessairement présente dans une CSH : 112

1) la mutation JAK2 V617F est détectable dans le compartiment cellulaire CD34+ CD38-, contenant
les CSH de longue durée ; &

2) La mutation est détectable dans toutes les cellules hématopoiétiques qu’une CSH peut
engendrer par différenciation ;

3) Les études de xénogreffe de cellules de patients NMP dans des osselets humains générés chez
des souris immunodéprimées ont montré que seule la population CD34+ CD38- permet de reconstituer

une hématopoiése JAK2 muté; 113

4) A partir d’'un modele murin knock-in Jak2 V617F, seule la greffe de CSH mutées permet de
maintenir un phénotype de NMP a long terme, ce qui n’est pas observé apres greffe de progéniteurs
mutés.!*

S’il n’existe guére de doute sur I'existence (et la nécessité) d’'une CSH JAK2 V617F mutée chez les
patients NMP, les capacités conférées a la CSH par la seule mutation JAK2 V617F en terme d’avantage
compétitif restent sujettes a discussion. La présence d’une mutation JAK2 V617F dans une CSH ne
confere pas nécessairement un avantage compétitif a cette cellule. Elle ne suffit pas non plus a
I"apparition d’'un NMP comme I'atteste la découverte chez des sujets sains (majoritairement agés)
d’une hématopoieése clonale de signification indéterminée JAK2 V617F (Clonal Hematopoiesis of
Indeterminate Potential ; CHIP).8 D’autres facteurs, tels certains traits génétiques, des mutations
supplémentaires ou des facteurs extrinseques, semblent nécessaires (ou favorisent) I'apparition d’un
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phénotype NMP.1%5 Les résultats obtenus avec les modéles murins divergent. En terme d’avantage
compétitif conféré par Jak2 V617F, ils suggérent tous que cet avantage est associé au niveau
d’expression de la mutation Jak2 V617F au sein des CSH : a expression faible, avantage compétitif
faible; a expression forte, avantage compétitif plus élevé. 8110116 |5 corrélation entre gain de
compétitivité et charge allélique JAK2 V617F pourrait expliquer que la xénogreffe de cellules CD34+ de
patients MF soit plus facile que celle de cellules CD34+ de patients TE ou PV.''” Parmi les éléments
responsables du gain de compétitivité conféré par la mutation JAK2 V617F, la cytokine TNFa joue un
role important : Jak2 V617F induit la synthese et I'expression de TNFa par les cellules matures du clone.
Comme I'lL-6 dans la LMC, le TNFa promeut I'expansion d’'une hématopoiése JAK2 V617F au détriment
d’une hématopoiése JAK2 sauvage aprés greffe 118119

Les capacités d’autorenouvellement (et de persistance a long terme) des CSH, explorées chez la
souris par des greffes sériées (et répétées au cours du vieillissement), semblent également
dépendantes du niveau d’expression de Jak2 V617F : un haut niveau d’expression serait associé a un
épuisement des CSH avec incapacité a reconstituer I'hématopoiése sur le long terme.?’ Les
mégacaryocytes porteurs de la mutation JAK2 V617F pourraient jouer un réle protecteur des CSH en

induisant leur mise en quiescence et en augmentant leur capacité de repopulation.2%12

2.2.2.1.5. JAK2 V617F : une mutation et des phénotypes
Une CSH mutée JAK2 V617F a la capacité de se différencier en n’importe quelle cellule
hématopoiétique mais la mutation ne donne un avantage sélectif que dans les lignages utilisant la
kinase JAK2 et exprimant des récepteurs homodimériques de type | (EPOR, MPL et CSF3R), ce qui
explique que le phénotype hématologique intéresse les lignages érythroide, mégacaryocytaire et/ou
granuleux.1?

Les mécanismes par lesquels une hématopoiese JAK2 mutante sera a I'origine d’un phénotype a
type d’hyperplasie mégacaryocytaire ou érythrocytaire restent controversés. L'une des explications (la
moins discutable) est le réle de la charge allélique JAK2 V617F puisque cette derniére est généralement
basse en cas de TE (VAF =25%), plus importante en cas de PV (VAF =50%) et trés élevée en cas de MF
(VAF =100%).%%¢ L’évolution d’une mutation JAK2 V617F de I’état hétérozygote vers I'état homozygote
s’explique par une perte d’hétérozygotie du locus 9p sauvage au cours des recombinaisons
mitotiques.!?

Une autre hypothése est une différence de signalisation en aval de la protéine mutante;
schématiquement, I'activation des voies STAT3/STATS5 favoriserait une PV qui est inhibée par STAT1,
I’activation de STAT1 favorise une TE, aucune de ces voies ne serait nécessaire a la MF. Les résultats
des différentes études sont les suivants

- Les patients PV présentent une augmentation de I'expression de P-STAT3 et P-STATS5, tandis
que les patients avec TE présentent une expression augmentée de P-STAT3 mais une
diminution de P-STATS et les patients MF ont une diminution de P-STAT3 et P-STAT5.1%

- Une diminution de I'activité de STAT1 dans les progéniteurs CD34+ de patients TE avec
mutation hétérozygote JAK2 V617F induit, en culture ex vivo, des colonies érythroides : une
hyperactivité de STAT1 favoriserait donc la balance vers le lignage mégacaryocytaire tandis
gu’une diminution de cette activité favoriserait un phénotype PV.1?
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- Les mutations de I'exon 12 de JAK2 ne sont retrouvées qu’en cas de PV (et exceptionnellement
en cas de TE) car elles induisent une activation intense de P-STATS5 et P-Erk (supérieure a celle
induite par JAK2 V617F).1%6

- Dans les modeéles murins, la perte de Stat3 associée a Jak2 V617F favorise le lignage
mégacaryocytaire, |'apparition d’une fibrose médullaire et une diminution de la survie des
souris.’?’ ’activation de Stat3 favoriserait I’émergence d’un phénotype PV et inhiberait le
développement d’'une thrombocytose.

- Dansles modeles murins, la perte de Stat5 associée a Jak2 V617F induit la régression compléte
du phénotype de type PV, confirmant le rdle crucial de Stat5 dans I'érythropoiése.?12° Dans
I'une de ces études cependant, la perte de Stat5 associée a JAK2 V617F n’empéche pas le
développement d’une myélofibrose (I'impact d’une perte d’expression de Stat5 sur la
signalisation Mpl n’est pas étudié).

- Dans les modeles murins, la perte d’expression de Statl associée a Jak2 V617F provoque une
augmentation de la polyglobulie et une diminution de la thrombocytose suggérant que
I’activation de Stat1, associée a Jak2 V617F, favorise I'émergence d’un phénotype TE.'*

D’autres éléments telles des caractéristiques liées a I’hote (polymorphisme nucléotidique sur des
génes d’intérét tels MPL, EPOR, JAK2 ou haplotypes incluant ces genes) ou la présence d’autres
mutations antérieures et/ou associées (dites mutations « non driver ») permettent d’expliquer les
différences phénotypiques observées avec une méme mutation JAK2.

2.2.2.2. Mutations de MPL

Décrites en 2005, les mutations de MPL sont situées dans I’exon 10 du géne et les plus fréquentes
concernent la tryptophane W515 située entre le domaine transmembranaire et le domaine
cytoplasmique de MPL. Cette mutation, majoritairement hétérozygote, est retrouvée dans 3% des TE
et 5% des MF. La tryptophane W515 est située dans le domaine amphipathique du récepteur MPL
permettant 'activation spontanée de MPL.13! Cette mutation (et les changements de conformation
induits) permet la dimérisation et I'activation spontanée de MPL en |’'absence de TPO, la fixation de la
protéine JAK2 et 'activation des voies de signalisation en aval.'?2

2.2.2.3. Mutation de CALR
En 2013, des mutations, majoritairement hétérozygotes, du gene CALR ont été découvertes dans
une majorité des TE et MF sans mutation JAK2 ni MPL.*** On décrit des mutations de type 1,
principalement une délétion de 52 paires de base, qui sont détectées dans les TE et les MF alors que
les mutations de type 2, principalement une insertion de 5 paires de base, ne sont observées que dans
les TE.}

Le gene CALR code une protéine chaperonne du réticulum endoplasmique qui joue un réle dans le
contrdle qualité des protéines N-glycosylées et le stockage du calcium. A I'état normal, CALR se lie aux
résidus N-glycosylés du domaine extracellulaire de MPL pour permettre son transport du réticulum
endoplasmique vers la surface de la cellule. Les mutations de I'exon 9 de CALR modifient la partie C-
terminale de la protéine qui permet sa rétention dans le réticulum endoplasmique. De ce fait, la
protéine mutante CALR reste liée a MPL lorsque le récepteur migre du réticulum vers la membrane
plasmique et induit son activation spontanée en stabilisant sa dimérisation.'3*13¢ MPL est le principal
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récepteur impliqué dans ce mécanisme oncogénique induit par la protéine CALR mutée (CSF3R le serait
aussi mais dans une moindre mesure), expliquant le phénotype mégacaryocytaire.

2.2.24. Autres mutations affectant la voie de signalisation JAK2-STAT
D’autres mutations plus rares ont été décrites dans les NMP telles :

- Mutations de I’'exon 12 de JAK2 : retrouvée uniquement en cas de PV ou de MF post-PV,

toutes situées entre le domaine pseudo-kinase et les domaines SH2.1%6

- Mutations somatiques de LNK

En résumé, les NMP classiques en dehors de la LMC sont des maladies clonales acquises dont la cellule
d’origine est une CSH dans laquelle apparait un évenement génétique somatique (mutation de JAK2,
MPL, CALR principalement) qui active la voie de signalisation intracellulaire JAK/STAT, ce qui confére
aux progéniteurs myéloides une sensibilité accrue a certaines cytokines et un avantage compétitif sur
les cellules non mutées au cours de la différenciation myéloide.

2.2.3. Role des mutations « non-driver » dans les NMP

2.2.3.1. Mutations « non-driver » : incidences, impacts et corrélations
Les 3 principales mutations dites « driver » du phénotype NMP, en particulier JAK2 V617F,
n’expliquent pas I'hétérogénéité phénotypique observée chez les patients. Des facteurs génétiques,
constitutionnels (SNP) ou acquis, contribuent a cette hétérogénéité.

Les techniques de séquencage ciblés a haut débit ou de séquencage d’exome ont permis
d’identifier, chez plus de la moitié des patients, d’autres mutations somatiques, également identifiées
dans d’autres hémopathies myéloides (SMD, LAM). Ces mutations ne générant pas un phénotype de
type NMP chez la souris sont considérées comme « non driver » dans ces maladies.*®’

Ces mutations touchent des génes impliqués dans la méthylation de ’ADN (TET2, DNMT3A, IDH1,
IDH2), dans la modification des histones (membres du complexe répresseur polycomb de type 2 tels
ASXL1 ou EZH2), dans I'épissage des ARN (SRSF2, SF3B1, U2AF1, ZRSR2), dans la signalisation
intracellulaire (NF1, NRAS, KRAS, CBL, FLT3, PPM1D) et des facteurs de transcription (TP53, RUNX1,
CUX1, ETVG6). Elles sont majoritairement retrouvées dans le clone portant la mutation « driver », plus
rarement dans un clone distinct.

Le nombre de ces mutations est corrélé a I'age : plus le patient est agé, plus le nombre de
mutations somatiques est important.®” Le nombre de ces mutations est également corrélé a la
pathologie et beaucoup plus important en cas de MF. Dans une étude explorant 28 genes chez 100
patients, la mutation « driver » est la seule mutation détectée chez 60% des TE (24/40), 43% des PV
(13/30) et 23% des PMF (7/30).13® Une analyse par séquencage d’exome identifie en moyenne 13
mutations dans les MF (3 mutations somatiques sur des génes mutés de facon récurrente) et 6
mutations dans les PV/TE (1 seule mutation somatique sur des génes mutés de facon récurrente,
généralement sur JAK2/MPL/CALR).13?

La nature des mutations est corrélée a la pathologie : les mutations des genes impliqués dans la
modification des histones (ASXL1, EZH2) sont fréquemment observées en cas de MF alors qu’elles sont
plus rares en cas de PV ou de TE. Les mutations des genes de I'épissage sont fréquentes dans les MF,
rares dans les TE, exceptionnelles dans les PV.
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Des associations préférentielles entre mutations « driver » et « non driver » ont été mises en
évidence. Les mutations des génes régulateurs de la méthylation de I'’ADN (TET2, DNMT3A) ne
présentent pas d’association préférentielle avec une des 3 mutations « driver ». A l'inverse, les
mutations des génes de I'épissage sont rarement associées a la mutation CALR.139140

L'ordre d’acquisition de la mutation « driver » JAK2 V617F et des mutations « non driver »
DNMT3A ou TET2 joue un réle dans I'expression phénotypique du NMP. JAK2 V617F est souvent un
second évenement mutationnel dans les TE alors qu’elle est le plus souvent I'évenement initial dans
les PV et les MF.14

2.2.3.2. Mutations de genes régulateurs de la méthylation de 'ADN
Les protéines TET2 et DNMT3A jouent un role central dans la méthylation des flots CpG de I’ADN.

TET2 est une enzyme impliquée dans la déméthylation des 5-methylcytosines en 5-
hydroxymethylcytosines. Les mutations de TET2 sont détectées dans 10 a 20% des NMP (ce qui en fait
la mutation « non driver » la plus fréquente en cas de NMP) et induisent une perte de fonction de la
protéine TET2.}* 'ordre d’apparition des mutations TET2 et JAK2 contribue au phénotype. Le plus
souvent, la mutation de TET2 précede celle de JAK2, le compartiment des CSH est constitué
majoritairement de cellules ne présentant que la mutation TET2 et le phénotype est celui d’'une TE ou
d’une PV. Plus rarement, la mutation de TET2 survient apres la mutation JAK2, le pool de CSH est
dominé par des clones double-mutants, les patients présentent le plus souvent une PV et le risque de
transformation en LAM est plus élevé.*143 Chez la souris, la coopération entre une perte de fonction
de Tet2 et Jak2 V617F aggrave le phénotype NMP avec un avantage compétitif plus marqué des CSH
double mutantes et maintien du potentiel de renouvellement du phénotype NMP en transplantation
sérige 144145

La protéine DNMT3A est impliquée dans la méthylation des cytosines de ’ADN. Les mutations de
DNMT3A sont détectées dans 5-10% des NMP. Comme pour les mutations de TET2, |'ordre
d’apparition des mutations DNMT3A et JAK2 semble jouer un réle important.}*® La mutation DNMT3A
peut apparaitre dans un clone distinct de celui portant la mutation JAK2, précéder I'acquisition de la
mutation JAK2 (générant le plus souvent une TE) ou apparaitre aprés la mutation JAK2 (générant le
plus souvent une PV ou un MF). La délétion de Dnmt3a dans les LSK de souris Jak2 V617F accélere le
développement de la fibrose médullaire et I’autorenouvellement des CSH.*#

En résumé, si les mutations de TET2 ou DNMT3A précedent I'apparition de la mutation driver, le
clone double-mutant ne présente pas d’avantage compétitif significatif par rapport au clone simple
mutant et le phénotype est le plus souvent une TE avec une charge allélique JAK2 V617F faible. Si les
mutations TET2 ou DNMT3A surviennent dans un clone préalablement JAK2 muté, elles conferent un
avantage compétitif fort a ces cellules et induisent une PV ou une MF du fait d’'une charge allélique
importante.

Les genes IDH1 et IDH2 codent des enzymes qui convertissent I'isocitrate en a-kétoglutarate. En
cas de mutation, I'enzyme mutante induit la production en excés d’un métabolite appelé 2-
hydroxyglutarate a partir de I'a-kétoglutarate. Ce métabolite inhibe certaines dioxygénases et des
DNA-déméthylases dépendantes de I'a-kétoglutarate (dont TET2). Cette activité induit une
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hyperméthylation de I’ADN et un blocage de la différenciation. Ces mutations sont détectées dans
moins de 5% des NMP, plus souvent en cas de MF, et semblent le plus fréquemment acquises apres
les mutations « driver ». Elles sont associées a un risque élevé de transformation en LAM. Les
croisements des souris Kl Jak2 V617F et Kl IDH1 R132H ou /dh2 R140Q ont montré une association
|étale par transformation en LAM avec défaut de mégacaryopoiése, expansion du pool des CSH et
augmentation de leurs capacités d’autorenouvellement.4®

2.2.3.3. Mutations de genes impliqués dans la modification des histones

Le gene EZH2 code une histone méthyltransférase appartenant au complexe PRC2 ciblant la lysine
27 de I'histone H3. Les mutations du gene EZH2, détectées dans 5% des NMP (plus particulierement
les MF), induisent probablement des pertes de fonction comme en atteste I'abolition de la marque
H3k27me3.1* Les mutations d’EZH2 conférent un mauvais pronostic en cas de MF.*° Trois études
modélisent la coopération Jak2 V617F / perte de fonction d’Ezh2.2*¥1%3 | perte d’Ezh2 favorise
I’hyperplasie mégacaryocytaire au détriment de I'érythropoiése, accélére la progression vers la MF et
augmente la capacité de repopulation des CSH des souris Jak2 V617F, ce qui est associé a une
surexpression de geénes cibles du complexe PRC2 (Lin28b, Let7 et Hmga2). Une surexpression de
HMGA?2 était observée chez les patients atteints de MF. Ces données sont en faveur d’'une coopération
importante entre JAK2 V617F et les mutations d’EZH2.

Le géne ASXL1 code une protéine également impliquée dans le remodelage de la chromatine. Les
mutations d’ASXL1 sont plus fréquentes que les mutations d’EZH2 puisqu’elles touchent environ 30%
des patients atteints de MF, plus souvent les MF primitives que les MF secondaires.’>*1>
Contrairement a celles d’EZH2, ces mutations sont plus souvent présentes avant I'acquisition d’une
mutation « driver » mais elles peuvent apparaitre au cours de |’évolution. Elles sont fréquemment
associées a des mutations des genes de I'épissage U2AF1 et SRSF2 et sont un facteur de mauvais
pronostic indépendant.!* Une étude de I'interaction entre une perte de fonction d’Asx/1 et JAK2 V617F
montre une accélération de la myélofibrose avec parfois évolution en LAM, suggérant une coopération

directe entre les deux mutations.**®

En résumé, une premiére série de mutations « non driver » détectées dans les NMP non-LMC affecte
la régulation épigénétique de I’ADN, incluant sa méthylation (TET2, DNMT3A, IDH1/2) et les
modifications des histones (EZH2, ASXL1). Certaines d’entre elles peuvent apparaitre avant
I"acquisition d’'une mutation « driver », cet ordre d’apparition affectant le phénotype de la maladie.
Leur association a une mutation « driver » aggrave le plus souvent le phénotype.

2.2.34. Mutations des genes de I'épissage

2.2.3.4.1. Généralités sur les mutations des genes de I'épissage
L'épissage alternatif des pré-ARNm est le processus par lequel les introns (et certains exons
alternatifs) sont excisés (ou retenus) pour aboutir a un ARNm mature. Ce processus implique la fixation
d’un complexe d’ARN et de protéines (« spliceosome ») sur de courtes séquences nucléotidiques
spécifiques présentes sur le pré-ARNm. Pour guider ce complexe, les exons possedent des séquences
consensus en 5’ (séquence donneuse GU) et en 3’ (séquence acceptrice AG) qui sont reconnues par
des complexes de petites ribonucléoprotéines nucléaires (snRNP), appelés U1 et U2.

On décrit 5 modeles d’épissage alternatif en fonction de la caractéristique des introns/exons
présents sur un pré-ARNm :
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- Saut d’exon (« exon skipping » ; ES) : processus le plus fréquent, un exon, dit « cassette exon »,
situé entre deux autres exons est excisé, générant une isoforme dont la stabilité peut étre
distincte de celle des isoformes usuelles du gene.

- Exons mutuellement exclusifs (« mutually exclusive exons » ; MEE) : un des deux exons est
retenu, les 2 exons concernés ne pouvant étre retenus en méme temps.

- Site d’épissage alternatif de I'extrémité 5’ du pré-ARNm (« alternative 5’ splice site » ; A5SS) :
I’extrémité 5’ d’un exon est retenue ou épissée.

- Site d’épissage alternatif de I'extrémité 3’ du pré-ARNm (« alternative 3’ splice site » ; A3SS) :
I'extrémité 3’ d’'un exon est retenue ou épissée. Ce type d’épissage peut décaler le cadre de
lecture et générer un codon stop ou favoriser la dégradation secondaire de I’ARNm
(« nonsense-mediated decay » ; NMD)

- Rétention d’intron, qui peut aboutir a une diminution de la stabilit¢ de 'ARNm (par
augmentation majeure de la taille de ’ARNm notamment) et a sa dégradation par la voie NMD.

Ce processus, impliqué dans I’expression de plus de 90% des génes, génére a I'état normal, a partir
d’un seul et méme géne, de multiples isoformes d’ARNm, aboutissant a une grande diversité
protéique.

En 2011, des mutations récurrentes de génes impliqués dans I'épissage des pré-ARN messagers
ont été découvertes dans les hémopathies myéloides et d’autres cancers.’™™ Quatre génes sont
fréquemment mutés (SF3B1, SRSF2, U2AF1 et ZRSR2) mais d’autres mutations appartenant au
spliceosome ont été décrites (PRPF8, LUC7L2). Ces mutations sont présentes chez plus de la moitié
des patients atteints de SMD ou elles peuvent étre fondatrices de la pathologie. Des corrélations
phénotypiques ont été mises en évidence entre la mutation SF3B1 et la présence de sidéroblastes en
couronne (de bon pronostic) ou la mutation SRSF2 et le développement d’'une LMMC lorsque cette
mutation apparait dans le contexte d’'une mutation de TET2. Les mutations des génes de I'épissage ont
la particularité d’étre quasi-exclusivement hétérozygotes et mutuellement exclusives. Elles induisent
le plus souvent une modification (ou un gain) de leur fonction mais les mutations de ZRSR2 induisent

quant a elles une perte de fonction.*®

Le processus d’épissage est profondément bouleversé en cas de mutation d’un de ces génes. Les
mutations SRSF2 et U2AF1 modifient principalement I'épissage par saut d’exon et les mutations de
SF3B1 par rétention d’intron et utilisation de sites alternatifs de I'extrémité 3’ du pré-ARNm.1>9160
Plusieurs voies biologiques sont altérées par ces mutations : épissage des ARN, synthése des protéines,
fonctions mitochondriales, signalisation des sirtuines (enzymes avec activité histone déacetylase) et
signalisation NF-kB. Des génes cibles privilégiés ont été identifiés: ABCB7, SEPT2, ERFE en cas de
mutation de SF3B1, expliquant le phénotype sidéroblastique; CSF3R, AKAP8, EZH2 en cas de mutation
de SRSF2, contribuant au phénotype hypoprolifératif par une diminution de la réponse des
progéniteurs myéloides au G-CSF; STRAP, H2AY et EZH2 en cas de mutation d’U2AF1.1%9-162

Une hyperactivation de la signalisation NF-kB est observée en cas de mutations de SF3B1, SRSF2
ou U2AF1. Cette hyperactivation est attribuée a I'épissage aberrant du géne codant la sérine/thréonine
IRAK4 (IL-1 receptor-associated kinase 4) en cas de mutation d’U2AF1, a l'usage aberrant d’un site
d’épissage alternatif de I'extrémité 3’ du pré-ARNm de MAP3K7, induisant sa dégradation par la voie
NMD, lorsque SF3B1 est muté, et a un épissage alternatif par saut d’exon de CASP8 (un géne activateur
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de la voie NF-kB) a 'origine de la génération d’une isoforme protéique tronquée en cas de mutation
de SRSF2.163104

Enfin, les mutations de SRSF2 et d’U2AF1 partagent une autre caractéristique commune
puisqu’elles sont impliquées dans la génération de R-loops. Les R-loops apparaissent pendant la
transcription et correspondent a une structure hybride, normalement transitoire, d’ARN simple brin
fixée sur I'un des brins d’ADN tandis que I'autre brin d’ADN reste libre (et forme une boucle). L'excés
de formation de R-loops induit une instabilité génomique avec augmentation des dommages a I’ADN,
stress réplicatif et activation de la voie de réparation ATR-Chk1.1®> Ces données, confirmées chez
I’'homme et la souris, suggerent que les mutations des genes de I'épissage favorisent I"apparition
d’autres mutations.'®®

2.2.3.4.2. Modélisation des mutations des genes de I'épissage chez la souris
Les mutations des génes de |'épissage identifiées dans les hémopathies myéloides ont été
introduites dans les CSH chez la souris pour en étudier les conséquences biologiques dans le systeme
hématopoiétique. Les conséquences de ces mutations sont distinctes des effets de la perte
d’expression (compléte ou incompléte) des genes correspondants.

La modélisation des mutations de SF3B1

Les souris Sf3b1 haplo-insuffisantes (i.e. KO hétérozygote) présentent une discrete anémie
macrocytaire avec de rares sidéroblastes en couronne, une discrete augmentation du chiffre des
plaguettes circulantes, et une splénomégalie par hématopoiese extra-médullaire. Ce modeéle ne
récapitule que trés partiellement le phénotype des SMD avec mutation de SF3B1 (en particulier la
mutation K700E).'®” Les modeéles KI avec mutation Sf3b1 K700E hétérozygotes, plus physiologiques,
ont une discrete anémie macrocytaire en lien avec des défauts de maturation érythroide, sans
formation de sidéroblastes en couronne (caractéristique usuelle des SMD avec mutation SF3B1). Dans
des expériences de reconstitution compétitive de 'hématopoiese, les CSH Sf3b1 K700E hétérozygotes
ont un désavantage compétitif vis-a-vis des CSH sauvages.’®®1%° Pourtant, dans des expériences de
xénotransplantation, les CSH humaines de patients SMD avec mutation SF3B1 persistent dans le
temps.'’° La mutation Sf3b1 K700E provoque I'utilisation préférentielle d’un site d’épissage cryptique
de I'extrémité 3’ de certains pré-ARNm au sein des cellules de la moelle totale, des Lin- et des
progéniteurs Lin- Kit+, comme cela est observé dans la pathologie humaine, mais les génes
différemment épissés sont distincts.

La modélisation des mutations d’U2AF1

Les premiéres études de modélisation des mutations d’U2AF1 ont été réalisées par des méthodes
de transduction, avant le recours a la transgénese révélant que I'expression de la mutation U2AF1 S34F
dans des CSH murines altére I’'hématopoiése et provoque une leucopénie (diminution des lymphocytes
B et des monocytes), sans anomalie des lignées érythroide et plaquettaire, ni transformation en SMD
ou LAM aprés un an de suivi.®”'7! Dans ce modéle, il existe une augmentation des LSK (en lien avec
une augmentation des MPP) associée a une diminution de la capacité a reconstituer I’hématopoiése
en compétition face a des CSH sauvages. La mutation modifie I'épissage de certains pré-ARNm (les plus
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fréquemment atteints sont impliqués dans I'épissage et la traduction protéique) au sein des CMP par
I'utilisation trop fréquente d’un site d’épissage cryptique de leur extrémité 3’, comme chez ’homme.

Les souris Kl U2af1 S34F sous le contréle du promoteur Mx1 développent, aprées injection de plpC,
une anémie et une leucopénie (essentiellement une lymphopénie B) sans se transformer
spontanément en LAM.Y72 || existe une diminution des LSK et des SLAM dont la compétitivité face a des
CSH sauvages est réduite. Les modifications de |'épissage (étudiées dans les cellules de moelle totale
et les progéniteurs myéloides Lin- Kit+) sont similaires a celles observées chez ’homme. Les souris Kl
U2af1 S34F sous le controle du promoteur Vav présentent un phénotype similaire avec anémie
macrocytaire et leucopénie, diminution des LSK, CMP et MEP, et défaut de reconstitution et de
compétitivité.!”® |l existe une augmentation de I'expression de génes de la réparation de I’ADN et du
cycle cellulaire au sein des LSK et des CMP, comme dans le modéle murin Kl Srsf2 P95H.

La modélisation des mutations de SRSF2 — I'expérience américaine

P95H en plagant le géne muté

L'équipe d’Omar Abdel-Wahab a généré les premiéres souris Kl Srsf2
sous le contréle du promoteur Mx1. La moelle de ces souris a été transplantée chez des souris sauvages
secondairement traitées par plpC et le phénotype des souris Srsf2P%°" hétérozygotes a été comparé a
celui des souris Srsf27°.17* Les souris KO et K| présentent une leucopénie (lymphopénie B). Les souris
Srsf2P°M hétérozygotes développent une discréte anémie macrocytaire et des signes de dysplasie avec
cellularité médullaire normale. Les souris Srsf27" présentent une anémie mais les globules rouges
gardent une taille normale, sans dysplasie, tandis que la cellularité médullaire diminue. Chez les souris
Srsf2P°" hétérozygotes, il existe une augmentation du nombre de cellules LSK/CD48+/CD150+ (et non
des SLAM CD48-/CD150+) dont la prolifération et I’apoptose sont plus marquées. Chez les souris Srsf2°
/-, la compétitivité et les capacités d’autorenouvellement des CSH sont trés sévérement altérées alors

P9SH hétérozygotes. Ces données indiquent une

gu’elles ne sont que réduites chez les souris Srsf2
altération de la fonction de la protéine SRSF2 par la mutation P95H plutdt qu’une haplo-insuffisance

ou un effet dominant négatif de la forme mutée.

L’équipe d’Omar Abdel-Wahab a montré que la mutation Srsf2"*" induit des altérations de

|’épissage des pré-ARNm. A |’état normal, SRSF2 se lie a des motifs 5’-SSNG-3’ (S=Cou G ; N=A, U, Cou
G) du pré-ARNm. La mutation Srsf2”*" induit des modifications des mécanismes d’épissage, les
modifications les plus importantes affectant les sauts d’exons. Elle favorise la reconnaissance de motifs
consensus présents sur les sites initiateurs de I'épissage d’un exon : tandis que la forme sauvage se
fixe a part équivalente sur les motifs CCNG et GGNG au niveau des sites initiateurs de I'épissage d’un
exon dans le pré-ARNm, la forme mutée P95H reconnait préférentiellement le motif CCNG. En
revanche, elle reconnait mal le motif GGNG. Il existe donc un excés de saut d’exons au niveau des sites
CCNG et un défaut des sauts d’exons a partir des motifs GGNG. Par exemple, la mutation P95H induit
I'inclusion d’un exon « toxique » dans le pré-ARNm du géne Ezh2. Cet exon contient un codon stop
prématuré responsable de la synthése d’'un ARNm dégradé par la voie NMD. Il en résulte une perte de
fonction d’Ezh2. Ces résultats permettent de comprendre I'observation chez I’homme du caractére
mutuellement exclusif des mutations SRSF2P%" et EZH2 dans les hémopathies myéloides. Bcor est un
autre gene dont I'épissage est altéré par la mutation P95H de la protéine Srsf2.

La modélisation des mutations de SRSF2 — L’expérience japonaise
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L’équipe de Seichi Ogawa a généré un modéle murin KI Srsf2"*" sous le contréle du promoteur
Vav1, la mutation étant exprimée dés la naissance dans le tissu hématopoiétique.'’® Cette construction
s'affranchit des effets pro-prolifératifs induits par lI'injection de plpC dans un modéle Mx1-Cre,
permettant d’étudier les souris natives et les effets de la transplantation.

Apres 90 semaines, les souris mutées constitutivement ne présentent pas de transformation en
LAM ou de diminution de la survie, pas de modification significative des parametres sanguins (hormis
une discrete diminution du taux d’hémoglobine avec macrocytose) ni de la cellularité médullaire. Il
existe une diminution significative du nombre de LSK en lien avec une diminution des CSH (SLAM) et
des MPP, et une diminution significative (mais relativement modérée) de la proportion de CSH en
quiescence (sans exces d’apoptose). Il n'y a pas d’autre altération des progéniteurs érythroides (EP)
mais il existe, la encore, des anomalies de la différenciation lymphoide B.

Aprés transplantation (qui permet d’augmenter le stress réplicatif induit par la mutation), il existe
une diminution significative du nombre de CSH (augmentation du cycle cellulaire et de I'apoptose) et
des progéniteurs, avec un discret biais myéloide, une leucopénie avec des troubles de différenciation
lymphoide B, une dysplasie érythrocytaire avec diminution du taux d’hémoglobine et macrocytose, et
une diminution de la survie a long terme (sans transformation en LAM). On note la présence de
mégacaryocytes dans la rate et une augmentation du nombre de mégacaryocyte dans la moelle
osseuse paratrabéculaire (sans augmentation significative du nombre de plaquettes). Il existe un

P95H

désavantage compétitif des CSH Srsf2"°" face a des CSH sauvages, en particulier en transplantation

sériée, sans altération des capacités de « homing » des cellules.

La mutation Srsf2P**" favorise I'exclusion de cassettes exons dans les LSK et les progéniteurs LK
(Lin-/Sca-/Kit+) de la moelle osseuse en reconnaissant préférentiellement le motif CCNG au motif
GGNG. Les génes affectés sont notamment Csf3r, Stag2, Fyn, Gnas, Setd2 et Nsd1, mais pas Ezh2. Le
géne Gatal est surexprimé tandis que les génes Mpl, Irf4, Csf3r et Trp53bp1 sont sous-exprimés. Les
voies biologiques les plus altérées sont I'identité souche, le cycle cellulaire, la réparation de I’ADN, la
différenciation et le métabolisme des ARN.

La modélisation des mutations de SRSF2 — L’expérience australienne

L’équipe australienne de Carl Walkley a introduit la mutation Srsf2°%" dans le locus endogéne de
I'exon 1 du géne Srsf2.'¢ Le croisement avec des souris Rosa26-CreERT2, LysM-Cre et Scl-CreERT a
permis de remplacer le gene sauvage par la forme mutée dans toutes les cellules sous I'effet du
tamoxifene, dans les progéniteurs myéloides uniquement et dans les CSH, respectivement.

Les souris Rosa26-CreERT2/Srsf2P%" & I'état natif (i.e. sans transplantation) développent une
macrocytose sans anémie puis une hyperleucocytose au bénéfice des populations myéloides et
lymphoide T. Dans la moelle osseuse, il existe une augmentation du pourcentage de cellules myéloides,
des troubles de la lymphopoiése B, et une réduction du nombre de progéniteurs érythroides sans

P95H

altération du nombre de CSH. Le phénotype observé sur les souris Scl-CreERT/ Srsf2 est

P95H est normal, suggérant la

relativement similaire. En revanche, celui des souris LysM-Cre/ Srsf2
nécessité d’exprimer Srsf27°" dans les CSH (et non dans les progéniteurs myéloides) pour générer un

phénotype hématologique.
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Les techniques de transplantation compétitive d’une moelle Srsf27°" face a une moelle sauvage
confirment une nouvelle fois le désavantage compétitif conféré par la mutation. Toutefois, et c’est
probablement le résultat le plus important de cette étude, un avantage compétitif de la forme Srsf2"%>"
apparait au cours du vieillissement (compétition face a une moelle sauvage de méme age). En outre,
la transplantation de la moelle des souris Rosa26-CreERT2/Srsf27%" et Scl-CreERT/Srsf27°" génére un
biais de production des cellules myéloides (neutrophiles immatures et monocytes). Enfin, ces modéles
développent en vieillissant un phénotype létal de SMD/SMP avec anémie, accumulation de
polynucléaires neutrophiles et de monocytes (Cd11b+/Ly6C+) dysplasiques et thrombocytose avec
macroplaquettes. Ce phénotype est corrélé a I'apparition de mutations de génes d’intérét dans les
hémopathies myéloides, en I'occurrence Dnmt3a, Phf6, Tet2, Nom1, N/K-Ras ou Nf1. Dans les cellules
Lin- Kit+, on observe une diminution de I'expression de Socs3 associée a une augmentation de
I’expression d’Hmga2 avec activation de la voie p38-MAPK. Les altérations de |'épissage identifiées
affectent les genes Csf3r et Fyn, mais ni Ezh2, ni Bcor.

La modélisation des mutations de SRSF2 — Une synthese

Ces différents modéles murins nous indiquent que la mutation Srsf2**" génére un phénotype
hématologique discret, les CSH mutées démontrant un défaut de compétitivité face a des CSH
sauvages, mais il est probable que ce phénotype se renforce au cours du vieillissement.'”” La

coopération avec d’autres mutations semble nécessaire pour générer un phénotype plus sévere.'’®

2.2.3.4.3. Mutations des génes de I'épissage dans les NMP : incidence et
corrélations

Les travaux entrepris a partir de 2011 ont permis de décrire I'incidence des mutations des génes
d’épissage chez les patients atteints de NMP.

Des mutations de SF3B1, U2AF1 ou SRSF2 peuvent apparaitre dans les NMP JAK2 V617F ou MPL
muté mais sont exceptionnellement associées & une mutation CALR.13%%%0 Cette observation reste
inexpliguée mais suggere que I'apparition d’'une mutation d’un géne de I'épissage dans un contexte
CALR muté diminue la compétitivité des cellules, voire provoque la mort cellulaire. Les mutations
SRSF2% sont fréquemment associées aux mutations d’ASXL1, de TET2 et d’IDH1/2 et les mutations
d’U2AF1 sont fréquemment associées aux mutations d’ASXL1.13? Dans la majorité des cas, les
mutations des genes de I'épissage apparaissent aprés les mutations « driver ».

Les mutations des genes de I'épissage sont détectées dans moins de 2% des TE ou des PV et sont
associées a une augmentation du risque de décés (SRSF2) ou d’évolution myélofibrosante (U2AF1).17°
L’incidence des mutations de SF3B1, SRSF2 ou U2AF1 est plus importante en cas de MF (primitive ou
secondaire a une TE/PV) puisque ces mutations sont détectées dans 8%, 12% et 14% des cas,
respectivement.’®” 18 Ces mutations seraient plus fréquentes dans les MFP que dans les MF
secondaires (SRSF27° dans 22% des MFP et 3% des MF secondaires).'® Les mutations SRSF2P%
détectées dans les situations dites « pré-fibrotiques » seraient associées a une évolution systématique
vers une MF.'®? Des corrélations clinico-biologiques ont été établies avec les mutations SF3B1 (age
avancé, présence de sidéroblastes en couronnes), SRSF2°% (age avancé, anémie) et U2AF1 (anémie et
thrombopénie).’¥ Une mutation SRSF27% est généralement associée a un chiffre des plaquettes
sanguines normal, voire augmenté.'®’
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La détection de la mutation SRSF2P%> dans une MF primitive ou secondaire est associée a une survie
diminuée et a un risque accru de transformation en LAM, ce qui n’est pas le cas des mutations U2AF1
et SF3B1.18%18% Une étude récente suggére de différencier la mutation U2AF1%7, de mauvais

1 S34

pronostic, de la mutation U2AF1%%, sans impact sur le pronostic.'®®

Des mutations des génes de I'épissage sont fréquemment détectées lors de la transformation d’un
NMP en LAM. Les mutations SRSF2°% sont les plus fréquentes (18% des cas) et conférent un pronostic
redoutable.’® Les mutations d’U2AF1 et de SF3B1 sont retrouvées dans 9% et 8% des cas,

respectivement.'®

En résumé, une seconde série de mutations somatiques associées aux mutations « driver » dans les
NMP classiques non-LMC affecte des génes de |'épissage, ce qui altere I'épissage des pré-ARNm,
génere des R-loops et active la voie NF-kB. Ces mutations générent chez la souris un phénotype
hématologique discret lorsqu’elles sont isolées, suggérant la nécessité d’une coopération avec d’autres
mutations pour induire un phénotype franc. Elles apparaissent le plus souvent aprés les principales
mutations « driver » dans les NMPs, leur apparition étant associée a un phénotype plus grave (fibrose,
leucémie aigué) et a une diminution de la survie des patients.

L'interaction entre une mutation « driver » de NMP et la mutation d’un gene de |'épissage n’a, a
I’heure actuelle, jamais été modélisée chez la souris.

2.3. Risques évolutifs des NMP

2.3.1. Evolution d’'une TE/PV en myélofibrose

2.3.1.1.  Risque d’évolution d’'une TE/PV en myélofibrose
L’évolution d’une TE/PV en MF est un événement lourd de conséquence car il altére la qualité et
I’espérance de vie des patients.

Le risque d’évolution d’'une TE en MF est estimé a 0.7% a 10 ans et 2.1% a 15 ans avec un délai
médian entre 7 et 16 ans a partir du diagnostic.'® Ce risque a été revu a la baisse aprés avoir défini
une distinction entre TE et MF pré- fibrotique car le risque était évalué entre 0.8 et 4.9% a 10 ans,
entre 4 et 11% a 15ans avant cette distinction.'®® Les paramétres clinico-biologiques associés a un
risque d’évolution d’une TE en MF (établis avant la distinction TE — MF préfibrotique) sont I’age avancé,
une hyperleucocytose, une anémie et une fibrose réticulinique. La mutation JAK2V®¥F n’est pas
directement associée a un risque accru de transformation d’'une TE en MF par rapport aux mutations
CALR et MPL, mais la charge allélique de JAK2V®'"F est associée au risque évolutif, de méme que la
détection de mutations associées a ces mutations « driver », en particulier celles d’ASXL1.187:18°

Le risque d’évolution d’'une PV en MF est plus important puisque I'on estime ce risque entre 4.9 et
6% a 10 ans et entre 6 et 14% a 15 ans.'®® Le risque augmente avec le temps et le délai médian dépend
de I’4ge (il est de 8 ans chez les sujets de plus de 65 ans et de 20 ans chez ceux de moins de 45 ans).!®
Les facteurs de risque sont similaires a ceux observés dans les TE : 4ge avancé, hyperleucocytose,
fibrose réticulinique et splénomégalie. La charge allélique de JAK2V®'7F est, 13 encore, corrélée au risque
d’évolution fibrosante, les patients présentant une mutation homozygote ayant un risque plus élevé

que les patients hétérozygotes.191192
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L'impact des mutations « non driver » sur le développement de la fibrose a été plus récemment
décrit mais demeure controversé.

Une étude, réalisée sur une cohorte de 2035 patients, suggere que les mutations des genes TET2,
IDH2, ASXL1, EZH2, SRSF2 et ZRSR2 sont des facteurs contributifs indépendants de I'évolution d’une
PV/TE vers une MF.'¥ Une étude réalisée sur 502 patients TE et 404 patients PV conclut que seules les
mutations d’U2AF1 et de SF3B1 (détectées chez les patients atteints de TE) sont associées a un risque
d’évolution en MF secondaire.'”® Une troisieme étude, basée sur des biopsies ostéo-médullaires
répétées au cours du temps chez des patients PV/TE, montre que les mutations fréquemment
identifiées dans les CHIP (TET2, ASXL1 et DNMT3A) ne sont pas corrélée a un risque d’évolution en MF,
a l'inverse des mutations rarement identifiées dans les CHIP (SRSF2, U2AF1, SF3B1, IDH1/2, EZH2).*%3
Dans une quatriéme étude, une corrélation est observée entre la fréquence des mutations d’ASXL1 et
d’EZH2 et le grade de fibrose médullaire.’®* Les mutations d’ASXL1, SRSF2, IDH1/2 et EZH2 sont aussi
plus fréquemment retrouvées dans les formes évoluées de MF comparées aux formes pré-
fibrotiques.’® Toutefois, une étude similaire ne retrouve pas de différence de distribution des

mutations « non driver » en fonction du grade de fibrose.%

En résumé, I'étude des corrélations clinico-biologique ne valide pas clairement le réle des mutations
« non driver » dans le développement de la MF chez les patients atteints de PV ou TE. Ce sont les

modéles murins associant des pertes de fonction des génes Asx/1 ou Ezh2 & la mutation JAK2V®YF qui
suggerent un role pro-fibrosant de ces mutations le plus souvent secondaires.

2.3.1.2.  Mécanismes impliqués dans le développement de la fibrose médullaire

2.3.1.2.1. Généralités sur le processus fibrotique
La fibrose d’un tissu résulte du dép6t anormal de fibres de réticuline et/ou de collagéne dans ce
tissu. Elle est induite par un processus inflammatoire aigu ou chronique. Elle peut aboutir a la
défaillance de I'organe affecté. Ce processus est impliqué dans 50% des décés dans le monde
occidental. Elle s’installe schématiquement en 4 phases : initiation (stimulus lésionnel), activation de
cellules effectrices (ie productrices de matrice extra-cellulaire), élaboration de la matrice extra-
cellulaire et défaut de résorption de cette MEC.>’

e La lésion initiale provoque le recrutement de cellules inflammatoires (lymphocytes,
polynucléaires neutrophiles, éosinophiles, basophiles, monocytes/macrophages,
mastocytes). La phase initiale du processus fibrotique comporte aussi I'activation du
facteur de transcription c-Jun dans les cellules stromales du tissu.%®

e Les cellules inflammatoires recrutées et les cellules stromales secretent des cytokines qui
activent les cellules effectrices de la fibrose.'® Le TGF-B est la principale cytokine qui
régule la différenciation, la prolifération et I’activation des cellules effectrices de la fibrose.
D’autres molécules contribuent : PDGF, CTGF, angiotensine I, endotheline-1 notamment.

e La principale cellule effectrice de la fibrose est le myofibroblaste, un fibroblaste exprimant
I'actine a du muscle lisse (ACTA2+).2%° Les myofibroblastes produisent les protéines de la
MEC responsables de la fibrose (collagene et fibronectine). lls ont aussi une activité
contractile responsable de la déformation de I'organe, ce qui amplifie le processus
fibrotique.
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e Alors que, a I'état normal, la synthese de collagéne est compensée par la dégradation du
collagéne plus ancien par des métalloprotéases ; le développement de la fibrose se
caractérise par un défaut de résorption du collagéne synthétisé.

Le myofibroblaste a de multiples origines. Il dérive de la différenciation de cellules
mésenchymateuses telles qu’un fibroblaste résidant, un péricyte (cellule péri-endothéliale exprimant
le marqueur NG2), ou un fibrocyte (fibroblaste «au repos», exprimant les marqueurs
CD34/CDA45/collagen |). Ces cellules dérivent elles-mémes de cellules progénitrices mésenchymateuses
(d’origine médullaires ou résidentes dans I'organe). Les cellules souches mésenchymateuses (CSM)
sont des cellules rares qui s’enroulent autour des vaisseaux (artérioles et sinusoides) au contact des
cellules endothéliales. Elles expriment la Nestine (Nes), des marqueurs mésenchymateux comme
PDGFRa, CD51, et Sca-1, le récepteur de la leptine (LepR) et le marqueur des péricytes NG2.2%! Les
monocytes ont aussi été impliqués, en particulier dans la génération de fibrocytes. Une possible origine

épithéliale, par transition épithélio-mésenchymateuse, a été proposée mais reste controversée. 2

L’'origine du myofibroblaste dépend de I'organe dans lequel se développe la fibrose. Il s’agit des
fibroblastes et des péricytes dans le rein, des cellules stellaires dans le foie, des fibroblastes tissulaires
ou circulants et de cellules périvasculaires Glil* « pericyte-like » dans le cceur, de cellules
mésenchymateuses résidentes exprimant le facteur de transcription TBX4 dans le poumon, de

fibroblastes dermiques, de péricytes et d’adipocytes dans la peau sclérodermique.20%7205

En cas de résolution de la fibrose, le myofibroblaste peut se dédifférencier en fibroblaste, voire se

différencier en cellule adipocytaire ou apparentée, dans la peau et les poumons respectivement.20%206

En résumé, les myofibroblastes ont une origine essentiellement mésenchymateuse (i.e. non
endothéliale, non épithéliale, non hématopoiétique) et locale (i.e. présente dans I'organe et non
d’origine médullaire) du myofibroblaste.

2.3.1.2.2. Généralités sur la fibrose médullaire
A I’état normal, la moelle osseuse est pauvre en fibres de collagéne. La fibrose médullaire se
caractérise le dépot de fibres de réticuline et de collagéne, la formation d’os (ostéosclérose) et une
angiogénése accrue. Contrairement a la fibrose réticulinique, la fibrose collagéne est un marqueur de
sévérité de la MF et elle n’est que peu réversible.?%’

Il existe un consensus européen des critéres d’évaluation histologique de la sévérité de la fibrose

médullaire : 2%

- Grade 0 : Moelle osseuse normale, fibre(s) de réticuline linéaire(s) isolée(s) sans intersection
(= tissu médullaire normal)

- Grade 1: Réseau lache de réticuline avec nombreuses intersections, en particulier dans les
zones périvasculaires.

- Grade 2: Augmentation diffuse et dense des fibres de réticuline avec nombreuses
intersections, occasionnellement des faisceaux de collagéne et/ou des foyers d’ostéosclérose.

- Grade 3: Augmentation diffuse et dense des fibres de réticuline avec nombreuses
intersections, présence de gros faisceaux de collagéne, souvent associés a une ostéosclérose
importante.
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L'imagerie numérique permet d’accroitre la reproductibilité de cette évaluation.?®® Les coupes
histologiques colorées de moelle osseuse sont numérisées puis les pourcentages de pixels noirs
(correspondant aux fibres de réticuline) sont calculés en utilisant un algorithme de déconvolution de
couleur.

Les NMP sont les principales pathologies pourvoyeuses de fibrose médullaire mais d’autres causes
sont possibles : autres hémopathies (leucémie aiglie myéloide ou lymphoblastique, SMD, leucémie a
tricholeucocytes), infections (VIH, leishmaniose), médicaments (IL-11, GM-CSF, agoniste de TPO) et
pathologies auto-immunes.

2.3.1.2.3. Cellules effectrices de la fibrose médullaire dans les NMP
Dés les années 1980, il avait été établi que les cellules effectrices de la myélofibrose chez les

20211 |’émergence des

patients NMP ne faisaient pas partie du clone hématopoiétique malin.
myofibroblastes médullaires apparaissait donc comme un processus réactionnel induit par les cellules

hématopoiétiques transformées et les cytokines qu’elles sécretent.

Pourtant, en 2016, la notion de myofibroblaste réactionnel a été remise en cause par la mise en
évidence de fibrocytes clonaux issus de la différenciation de monocytes CD14*.2!2 Ces fibrocytes, qui
expriment des marqueurs de lignage hématopoiétique (CD34, CD43, CD45, CD68, LSP-1) et de stroma
(collagene |, collagéne Il et fibronectine), sont peu abondants dans la moelle osseuse normale mais
s’accumulent en cas de MF, chez I’homme comme dans un modéle murin MPL W515L. Cependant, il
n’est pas établi que ces cellules soient des cellules effectrices de la fibrose.

En 2017, deux études ont montré que la cellule d’origine du myofibroblaste dans la moelle est
plutot une cellule stromale mésenchymateuse (CSM). La premiére a montré que les CSM de la moelle
osseuse exprimant LepR se différencient en myofibroblaste dans un modele murin de fibrose
médullaire induite par la TPO.?® La seconde a montré dans un autre modeéle murin de myélofibrose
que les CSM de la moelle osseuse exprimant le facteur de transcription Glil (cellules péri-artériolaires
Glil* exprimant partiellement Nes mais pas LepR) sont recrutées des niches endostéales et
périvasculaires et sont la principale source de myofibroblaste.?!* La transplantation de moelle sauvage
a des souris Glil”- secondairement traitées par TPO, ou la transplantation de moelle JAK2 V617F a des
souris Glil”, révéle un défaut de formation de la fibrose. Plus récemment, cette seconde équipe
(Rebekka Schneider) a utilisé une approche unicellulaire pour montrer que la proportion des CSM
« adipogéniques » (exprimant Lepr, Pdgfra, Vcam1, Cxcl12, Kitl, Angptl et Mgp, Adipoq) et des CSM
« ostéogéniques » (exprimant Lepr, Spp1, Wifl, Ibsp, Sp7, Blgalp), qui toutes expriment Glil, augmente
au cours du développement de la fibrose avec expression concomitante de genes de protéines de la
MEC et d’une signature ostéogénique. Ces CSM « transformées » en myofibroblastes et cellules
effectrices de I'ostéosclérose médullaire perdent leur capacité de soutien du tissu hématopoiétique
(diminution de Cxcl12) et présentent une activation des voies de signalisation du TGF-B, du TNF-a et
de la signalisation JAK-STAT.?*®

L’'hématopoiese clonale d’'un NMP peut modifier donc le phénotype des cellules stromales mais
elle a également la capacité d’altérer le micro-environnement. Ainsi, les cellules hématopoiétiques
myéloides matures du clone de LMC induisent un biais de différenciation des CSM vers le lignage
ostéoblastique.?'® Dans les NMP JAK2 V617F, la population clonale sécréte de I'lL-1B qui induit la mort
des cellules de Schwann des terminaisons nerveuses intra-médullaires.?’” La neuropathie intra-
médullaire engendrée est responsable de I'expansion des CSM Nes* dont le biais de différenciation
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ostéoblastique explique I'ostéosclérose. Ces altérations touchant les cellules nerveuses de la niche
hématopoiétique ont été confirmées récemment par I'analyse a I'échelle unicellulaire des cellules
stromales de la moelle osseuse.?’® Toutefois, la proportion des progéniteurs des cellules de Schwann,
en particulier les cellules myélinisantes Glil* augmente en cas de fibrose.

Si I'hématopoiese clonale d’'un NMP peut modifier le phénotype des cellules stromales et altérer
le microenvironnement pour induire la fibrose, I'inverse semble également vrai. Dans le contexte d’une
MF, chez I’'homme comme chez la souris, les cellules stromales et endothéliales de la moelle osseuse
produisent en excés une forme spécifique de fibronectine, dite EDA. Cette fibronectine EDA issue d’un
épissage alternatif, favorise le développement de la fibrose médullaire via TLR4 et une
mégacaryopoiése inflammatoire.?!®

2.3.1.2.4. Cytokines inductrices de la fibrose médullaire dans les NMP
Les cytokines pro-inflammatoires libérées par les cellules de la moelle osseuse (IL-1pB, IL-1RA, IL-
2R, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-13, IL-15, TNFa, G-CSF, IFNa, MIP-1a (CCL3), MIP-1B (CCL4), HGF, IP-10,
MIG, MCP-1 (CCL2) et VEGF) contribuent aux signes cliniques des patients atteints de MF. Parmi ces
cytokines, le taux d’IL-8, d’IL-2R, d’IL-12 et d’IL-15 est corrélé a la survie des patients (de maniere
indépendante des facteurs cliniques classiques) tandis que le taux d’IL-8 est corrélé au risque de
transformation en LAM.?*°

Une étude plus récente a trouvé des taux plasmatiques élevés de VEGF, d’'IL-10, de TNFa, d’IL-16
et d’'IL-6.2° Le marquage intra-cellulaire des cytokines couplé a la cytométrie de masse a permis de
déterminer la source de chacune de ces cytokines : toutes les populations de cellules myéloides sont
impliquées. Les monocytes circulants, en particulier les monocytes classiques CD14+ CD16-,
présentent un marquage intracellulaire intense (TNF, MIP-1a, IL-10 et TGF-B latent). Les auteurs
concluent que les monocytes sont la principale source de cytokines pro-inflammatoires mais cette
étude n’analyse pas la contribution des mégacaryocytes.

Le role respectif des cytokines produites en excés dans le contexte d’une MF, non seulement par
les cellules myéloides clonales mais aussi par les cellules sauvages, n’est pas établi.??! Seules certaines
d’entre elles ont été impliquées dans I'induction du processus fibrogénique au niveau médullaire. Il
s’agit de

- TGF-B1 (cf plus bas).2222%

- PDGEF, principalement stocké dans les a-granules plaquettaires, médiateur de la croissance et
de la prolifération des fibroblastes médullaires.??’” L’activation du récepteur PDGFRa sur les
CSM LepR+ induit leur expansion tandis que la signalisation de PDGFR (dont I'expression sur
les CSM de moelle est corrélée au grade de fibrose) est impliquée dans le développement de
la fibrose.?!%228

- CXCL4 (PF4) (cf plus bas).?1422

- VEGF (qui stimule I"angiogénése médullaire).?*°

- Ostéoprotégérine (qui contribue a I'ostéosclérose médullaire).??
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Au contraire, I'interleukine (IL-10), dont le taux plasmatique est aussi augmenté chez les patients
atteints de MF, posséde une activité anti-inflammatoire et potentiellement anti-fibrosante, a I'image

de ce qui est observé dans de nombreux modéles de fibrose d’organe.?3%%33

2.3.1.2.5. Cellules du clone NMP inductrices de la fibrose médullaire dans les
NMP
En cas de NMP, la fibrose médullaire est produite par des cellules stromales effectrices sous le
contréle de cytokines, de chemokines et d’interaction directes avec des cellules hématopoiétiques
clonales.

Réle du mégacaryocyte dans I'induction de la fibrose médullaire

De nombreux arguments font du mégacaryocyte la principale cellule inductrice de la fibrose
médullaire en cas de NMP. Il s’agit d’abord d’arguments indirects :

e L’hyperplasie mégacaryocytaire est commune aux 3 NMP tandis que la dysplasie
mégacaryocytaire est caractéristique de la MF (micromégacaryocyte, hypoploidie).

e L’analyse transcriptomique a I’échelle unicellulaire des cellules Lin® CD34" montre une
hématopoiése biaisée vers le mégacaryocyte en cas de MF.2**

e Chacune des mutations “driver” des NMP associés a une possible évolution fibrosante,
implique la signalisation du récepteur MPL.

e Les modeles murins rétroviraux des 3 principales mutations (Jak2 V617F, Mp/ W515L, Calr
Del52) induisent une MF secondaire qui n’est pas systématique dans les modeles KI,
suggérant la nécessité d’une forte signalisation MPL pour induire une fibrose.?®

Il s’agit aussi d’arguments plus directs. Ainsi, I'infection rétrovirale des cellules de moelle osseuse
de souris avec le géne codant la TPO suivie d’une transplantation (modéle TPO"e") provoque une
hyperplasie mégacaryocytaire puis une MF létale.3>?3® Le traitement des souris par la TPO ou le
romiplostim (agoniste de la TPO) a fortes doses induit le méme effet. Les patients traités par
romiplostim peuvent développer une fibrose médullaire corrélée a la dose et a l'intensité de la
signalisation MPL/JAK/STAT, et réversible a I'arrét du traitement.?’

De plus, certains modeéles murins impliquent le mégacaryocyte indépendamment de la
signalisation MPL.

e La diminution de I'expression de Gatal provoque une accumulation de mégacaryocytes
dans la moelle et la rate avec un blocage de la différenciation mégacaryocytaire (absence
de formation de proplaquettes) et une MF au cours du vieillissement.?3#

e La perte de fonction d’Abi-1 (codant une kinase régulant négativement Ab/1) génére chez
la souris une fibrose médullaire associée a une hyperplasie mégacaryocytaire.

e Les modeles associant Jak2 V617F a une perte de fonction d’Ezh2 ou d’Asx/1 présentent
une hyperplasie mégacaryocytaire importante avec accélération du développement de la
MF.151_153’156

e Les modeles murin Pf4-Cre, dans lesquels I'expression de Jak2 V617F est restreinte au
lignage mégacaryocytaire, ne présentent pas ou tres tardivement une MF, ce qui peut
sembler contre-intuitif. La raison est que ces modeles développent une thrombocytose et
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une hyperplasie mégacaryocytaire moins importantes que les modeéles exprimant la méme

mutation dans I’ensemble du systéme hématopoiétique.120:239,240

e Un dernier argument provient des résultats prometteurs d’'une étude de phase | obtenus
chez des patients MF en inhibant la kinase Aurora qui restaure la différenciation

mégacaryocytaire et fait régresser la MF chez la majorité des patients.2424

L’ensemble de ces données plaide pour un lien entre hyperplasie mégacaryocytaire, défaut de
maturation des mégacaryocytes et MF, et pose la question des mécanismes en cause. La encore, on
retrouve logiquement un role des cytokines sécrétées :

e Des les années 1980, il avait été montré que le mégacaryocyte, en tant que principale
source de PDGF, stimulait la prolifération fibroblastique et la sécrétion de collagéne.?®

e Le TGF-B1, principale cytokine pro-fibrosante dans tous les tissus, est naturellement
présent en grande quantité dans les a-granules des plaquettes

o Des taux encore plus élevés de TGF-B1 sont détectés dans les plaquettes et les
mégacaryocytes des patients atteints de MF, comparés aux sujets sains.?2>244

o Dans le modéle murin de MF induite par la TPO, I’hyperplasie mégacaryocytaire et
la fibrose médullaire induite s’"accompagnent de taux tres élevés de TGF-B1 dans
le plasma, les plagquettes et la moelle osseuse.?*

o La transplantation de cellules de moelle de souris tgf817 infectées par le
rétrovirus exprimant la TPO induit un NMP (hyperplasie mégacaryocytaire avec
thrombocytose majeure) sans induire de fibrose médullaire.?2® Cependant, cette
étude ne démontre pas le role direct des mégacaryocytes dans la production de
TGF-B1.

o Dansle modéle murin TPO"8", une analyse en microscopie électronique ne détecte
pas de différence de quantité de TGF-B1 stocké dans les a-granules des
mégacaryocytes (ni de localisation intracellulaire de TGF-B1) mais ces données ont
été controversées.?*2%®

o Un exces de relargage du TGF-B1 par les mégacaryocytes, qui surexpriment la P-
selectine, serait di a un exceés d’empéripolése des polynucléaires neutrophiles et
éosinophiles libérant leurs granules lytiques au contact des mégacaryocytes, qui a
leur tour, relarguent le TGF-B1 contenu dans leurs a-granules.?4>247:248

o Leffet bénéfique de I'inhibition de la signalisation ALK5/Smad3 par le Galunisertib
dans différents modeéles murins de NMP plaide aussi pour un réle important du
TGF-B1 dans le développement de la MF.2%

e L'IL-6, présent en grande quantité dans le plasma des patients MF et des modeles murins
de MF, est synthétisé, entre autres, par le mégacaryocyte. Son role direct dans la fibrose
reste controversé : la MF est réduite lors de la transplantation de cellules de moelle de
souris il-67" infectées par le rétrovirus exprimant la TPO (modéle TPOMe") mais ne I'est pas
lors de la transplantation de cellules médullaires exprimant MPL W515L dans un contexte
il'6_/_.221'229

e CXCL4 (PF4), dont le taux plasmatique est augmenté chez les patients NMP, joue un réle
dans le développement de la fibrose dans de nombreux organes.?®%25! CXCL4,
majoritairement produite par les mégacaryocytes, induit la migration des cellule
médullaires stromales Glil* et leur différenciation en myofibroblastes.?!* La délétion de
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Cxcl4 dans le tissu hématopoiétique diminue la thrombocytose et I'apparition d’'une MF
dans les modéles rétroviraux TPO"&" JAK2 V617F et MPL W515L.2%° La délétion de Cxcl4
est associée a une diminution de la signalisation Statl dans les mégacaryocytes et a une
diminution de la production d’IL-6. Toutefois, la surexpression de Cxc/4 n’induit pas une
MF.

Réle du monocyte et du macrophage dans I'induction de la fibrose médullaire

Si le mégacaryocyte est une cellule initiatrice de la MF, elle n’est pas la seule a induire des cellules
effectrices.

Les monocytes et macrophages synthétisent et sécretent du TGF-B1. L’hyperplasie des
mégacaryocytes est initialement associée a une prolifération granulo-monocytaire dans les modeles
murins de MF comme chez ’lhomme. Les monocytes des patients MF produisent de grandes quantités
d’IL-1 et de TGF-B1 (sous sa forme inactive) aprés adhésion in vitro.*? Toutefois, chez les souris
NOD/SCID présentant un déficit fonctionnel des monocytes (notamment une incapacité a générer de
fortes doses d’IL-1), de fortes doses de TPO génerent une MF similaire a celle observée chez les souris
sauvages, avec une augmentation du taux plasmatique de TGF-B1. Ces données suggérent que les
monocytes ne jouent pas un rdle majeur dans le processus fibrotique médullaire.?>3

Le réle attribué au fibrocyte, potentiellement issu de la différenciation d’'un monocyte CD14*, en
tant que cellule effectrice de la fibrose dans divers organes, a remis en selle le role du monocyte dans
la génération de la fibrose médullaire. La moelle osseuse des patients atteints de MF présenterait de
nombreux fibrocytes dérivés du clone malin et l'inhibiteur de pentraxin-2, ciblant le fibrocyte,
permettrait de diminuer le développement de la fibrose médullaire dans un modele de
xénotransplantation.?'?

Ces données restent controversées car les méthodes d’identification des cellules sont assez peu
spécifiques. Cependant, une équipe japonaise a suggéré qu’une fraction des monocytes CD14* exprime
le récepteur MPL qui favorise cette différenciation des monocytes en fibrocytes.?>* L’expression de
MPL sur une fraction des monocytes a été validée depuis en cytométrie de masse, sur des cellules de
sujets sains et de patients MF.?° Cette observation permettrait d’expliquer le réle des monocytes dans
la génération de la MF du modeéle TPO"&" mais ces données restent controversées en raison de la faible
spécificité des anticorps anti-MPL utilisés et de la difficulté a définir un fibrocyte.

Ayant montré que les fibrocytes humains expriment a leur surface la molécule SLAMF7, I'équipe
japonaise évoquée précédemment a montré que le pourcentage de monocytes SLAMF7"e" était plus
important chez les patients MF / JAK2V6YF comparés a des sujets sains, et que ce pourcentage était
corrélé a la charge allélique JAK2VYF, Un traitement par elotuzumab, un inhibiteur de SLAMF7,
permettait d’inhiber la différenciation de ces monocytes SLAMF7"&" en fibrocyte et de diminuer la
fibrose médullaire dans un modele de souris NOG humanisée traitée par fortes doses de
romiplostim.?°

Le monocyte reste donc potentiellement une cellule effectrice de la fibrose médullaire. Une
régression de la fibrose médullaire apres traitement par clodronate a été observée chez certains
patients atteints de MF et le traitement par liposomes de clodronate dans le modele de MF induit par
romiplostim a forte doses permet de limiter significativement la formation d’une fibrose médullaire.?*
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Ces données font du macrophage, dont I'apoptose est déclenchée par cette classe de médicament, un
potentiel acteur du développement de la fibrose médullaire.

Récemment, il a été montré que la transplantation de moelle de souris sauvage, exprimant le
récepteur de la vitamine D (Vdr*/*), a des souris Vdr’" (ce qui provoque un taux élevé de vitamine D
circulante), induit une fibrose médullaire impliquant les macrophages F4/80* de la moelle du donneur
et des myofibroblastes et ostéoblastes originaires de la souris receveuse.?® La méme étude propose
de cibler la vitamine D et ses voies de signalisation pour réduire la MF en bloquant la génération de
macrophages médullaires, introduisant la vitamine D et le macrophage comme des acteurs jusqu’alors
mal identifiés de la fibrose médullaire

En résumé, les mégacaryocytes et la cytokine TGF-B1 sont des acteurs majeurs du développement
d’une fibrose médullaire. L'importance de I'hyperplasie mégacaryocytaire et 'intensité de I'activation
de la voie de signalisation MPL/JAK/STAT sont des facteurs corrélés a I'induction du phénomeéne
fibrotique. D’autres cellules (monocytes, macrophages) et d’autres hormones et cytokines (dont la
vitamine D) sont probablement impliqués dans le développement de la MF.

2.3.2. Transformation d’'un NMP en leucémie aigiie myéloide

2.3.2.1. Risque de transformation en LAM

Une LAM secondaire a un NMP est définie arbitrairement par la présence d’au moins 20% de
myéloblastes dans le sang ou la moelle d’un patient atteint de NMP. Il est habituel de distinguer cette
« LAM post-NMP » d’'un « NMP en phase accélérée », défini par la présence de 10 a 19% de
myéloblastes dans le sang ou la moelle. En pratique, un « NMP en phase accélérée » présente les
mémes caractéristiques et risques qu’une « LAM post-NMP ». Ces deux situations se distinguent des
« LAM de novo » par la présence d’une dysplasie érythroide et/ou mégacaryocytaire, de nombreuses
anomalies cytogénétiques (reflet d’une instabilité chromosomique), de fréquentes mutations de TP53
ou de genes impliqués dans I'épigénétique (IDH1/2, ASXL1, EZH2) ou dans I'épissage (SRSF2) tandis
gue les mutations classiquement détectées dans les LAM de novo (NPM1, FLT3, DNMT3A) sont rares.
Les mutations identifiées au moment de la transformation en LAM semblent dépendre du NMP : les
mutations d’ASXL1 ou de SRSF2 sont plus fréquentes en cas de LAM post-PMF, celles de TP53 en cas
de LAM post-PV/TE.2?

La transformation d’une TE en LAM est moins fréquente que I'évolution vers une myélofibrose
puisque I'on estime ce risque entre 0,7 et 3,0% a 10 ans, entre 2,1 et 5,3% a 15 ans (globalement < 5%
a 20 ans).’® Les facteurs de risque associés a une évolution en LAM sont un &ge avancé, une
hyperleucocytose, une anémie, une thrombocytose extréme, une fibrose réticulinique et I’acquisition

de certaines mutations somatiques, notamment des génes TP53 et RUNX1.1%!

Le risque de transformation en LAM d’une PV est, a l'instar du risque d’évolution myélofibrosante,
plus élevé qu’en cas de TE. On estime ce risque entre 2,3 et 14,4% a 10 ans, 5,5 et 18,7% a 15 ans
(globalement <10% a 20 ans). Ce risque augmente avec I'évolution de la maladie. Parmi les facteurs de
risque identifiés, on retrouve I'age avancé, I'hyperleucocytose et la fibrose réticulinique, auxquels
s’ajoutent une splénomégalie et I'acquisition d’anomalies génétiques, notamment dans TP53 et
RUNX1.' En revanche, la charge allélique JAK2 V617F ne semble pas corrélée au risque de
transformation leucémique.
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Le risque d’évolution d’une MF en LAM est plus élevé puisqu’il est estimé entre 10 et 20% a 10
ans. Certains parameétres cliniques et biologiques ont été associés a ce risque de transformation : age
>65 ans, signes constitutionnels, hémoglobine <10g/dL, hyperleucocytose >25G/L, blastes sanguins
>1%.%°8 Le risque semble moins important dans les MF avec mutation CALR et plus élevé dans les MF
« triple négatives ».”*’® La présence (et le nombre) d’anomalies cytogénétiques ou de mutations
supplémentaires (TP53 notamment, IDH1, IDH2, RUNX1, EZH2, ASXL1, SRSF2 et U2AF1 également) est

aussi associée a un risque accru,137:143184

Le pronostic a court terme d’un patient présentant une LAM post-NMP est redoutable puisque la
survie médiane est inférieure a 6 mois.?>”?> La présence d’une mutation du géne TP53 ou du géne

SRSF2 confére, de maniére indépendante, un pronostic encore plus grave.?>7:260

2.3.2.2.  Mécanismes impliqués dans le développement d’'une LAM post-MPN
Les mécanismes par lesquels un NMP évolue en LAM sont complexes, multiples et mal compris. La
présence de mutations supplémentaires, leur nombre et leur ordre d’apparition (par rapport aux

mutations « driver » initiales) jouent trés certainement un réle.?%!

L'étude de I'évolution clonale des NMP montre que le nombre de mutations secondaires acquises
au cours du temps est faible. Dans un certain nombre de cas, ces mutations seraient présentes au

moment du diagnostic.'*?

Sachant que tous les patients NMP présentant des mutations
supplémentaires ne développent pas systématiquement une LAM, ces mutations pourraient n’étre
que le reflet d’une plus grande instabilité génomique, I'émergence d’une LAM secondaire nécessitant
beaucoup de temps ou un événement complémentaire. Il a été proposé que I'ordre d’apparition des
mutations complémentaires par rapport aux mutations principales (JAK2, MPL, CALR) joue un réle dans

I"avenement d’une LAM post NMP mais il n’existe pas d’étude étayant cette hypothese.

Des modeles murins ont été générés pour tenter de comprendre le rble des mutations
complémentaires dans la leucémogénése post-NMP. Les modéles murins associant Jak2'5"" 3 la
délétion d’Asx/1, d’Ezh2 ou de Tet2 révelent une accélération du développement de la myélofibrose
mais pas de la transformation en LAM. A I'inverse, les souris associant Jak2"®'’f 3 une perte de fonction
de Tp53 développent une LAM létale.?®? Cependant, une étude réalisée chez 254 patients NMP a
permis d’identifier une mutation de TP53 (a de faibles taux pour la plupart) chez 20% d’entre eux, sans
révéler d’excés de transformation en LAM associé a cette anomalie.’®® Les patients présentant une
mutation de TP53 restent stables pendant des années, jusqu’au moment ol survient une perte de
I'allele sauvage (par délétion, mutation ou recombinaison homologue) qui promeut |’expansion du
clone et la transformation en LAM.'*? Le croisement des souris knock-in Jak2'¢'’f avec des souris knock-
in IDHIR3M ou I1dh2R¥#0Q jnduit la transformation en LAM rapidement létale avec défaut de
mégacaryopoiése, expansion du pool des CSH et augmentation de leur capacité
d’autorenouvellement.'*® Ces données suggérent le role leucémogénique des mutations de TP53 et
d’IDH1/2 dans les NMP avec mutation JAK2.

D’autres mécanismes ont été proposés pour expliquer la transformation d’un NMP en LAM. D’une
part, 'hématopoiese JAK2 mutée sécrete du TNFa qui favorise I’'expansion du clone muté au dépend
de I’hématopoiése sauvage.!'® Cette synthése autocrine de TNFa pourrait également favoriser la
progression en LAM.?®* D’autre part et de maniére intrigante, une LAM post-NMP JAK2V6Y"F ge
développe fréquemment & partir d’'une cellule hématopoiétique JAK2 sauvage.?®>?%¢ C(Cette
transformation semble plus fréquente chez les patients PV/TE que chez les patients MF.%’ Ce
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phénoméne serait d{i a la capacité des cellules JAK2V51F d’induire de maniére paracrine (via la sécrétion
de lipocaline-2) un stress oxydatif et des dommages a I’ADN dans les cellules environnantes, qu’elles
soient JAK2 sauvage ou muté.2%®

En résumé, la transformation d’'un NMP en LAM est un évenement grave, plus fréquent dans la MF
que dans la PV/TE, dont les mécanismes moléculaires complexes, impliquant évolution génétique
clonale (TP53, IDH1/2) et mécanismes paracrines (TNF), ne sont que partiellement élucidés.
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Objectifs du travail de these

L'acquisition d’une mutation de la proline 95 de la protéine SRSF2 au sein du clone d’un NMP est
systématiquement associée a une diminution de lI'espérance de vie et a un risque accru de
transformation en LAM.

Les modéles murins Srsf2°%" ont un phénotype discret, méme si des transformations en NMP,
voire en LAM ont été observées lors du vieillissement de ces animaux.'’’® Chez 'homme, les
mutations de SRSF2 sont rarement isolées, y compris dans les clones de taille réduite définissant une
CHIP (dans ce contexte, elles ne sont observées que chez les sujets les plus 4gés).?®® Ces données
suggerent que la mutation de SRSF2 requiert un contexte spécifique (vieillissement, anomalies
épigénétiques) pour perdurer au sein d’une population clonale. La coopération des mutations Srsf2 et
IDH2 a été démontrée dans le développement d’une LAM.'”® Nous avons choisi d’explorer 'impact de
la mutation de Srsf2 dans un clone de MPN généré par la mutation « driver » Jak2V617F sur |’évolution
myélofibrosante et leucémique et la réponse au traitement.

Chez les patients NMP, la mutation SRSF2P%" est majoritairement associée a la mutation JAK2V®F,
parfois a une mutation de MPL, exceptionnellement a une mutation de CALR (ces 2 mutations étant
mutuellement exclusives pour une raison indéterminée).

Le variant SRSF2™*" est rarement le seul variant associé a JAK2V®Y’" : dans prés de 2/3 des cas, une
troisiéme mutation est détectée et affecte les génes ASXL1, TET2 ou IDH1/2.**" Etant donné I'impact
respectif de chacune de ces autres mutations sur le phénotype de la maladie, il est tres difficile d’établir
la contribution de la mutation de SRSF2 a I’évolution de la maladie. La modélisation des mutations
SRSF2P9H et JAK2V®Y'F dans le systéme hématopoiétique de la souris permet de s’affranchir des biais
induits par les autres mutations sur le phénotype hématologique. A I’heure actuelle, il n’existe pas de
de données dans la littérature étudiant I'interaction entre ces 2 mutations dans ces conditions. Afin de
s’affranchir du réle potentiel de I'ordre d’apparition des mutations au sein du clone, nous avons mis
en place un modele murin dans lequel les 2 mutations sont inductibles simultanément.

Les résultats de I'analyse du modéle murin Srsf2PH

permettait d’anticiper des défauts
d’érythropoiése et une augmentation du taux de plaquettes circulants.r’*"7¢ Le 1% objectif de ce travail
a été de décrire I'impact de Srsf2°%" sur le phénotype Jak2®'’", en particulier sur les populations

érythrocytaire et plaquettaire.

L’incidence des variants de SRSF2 est faible chez les patients atteints de PV/TE et plus importante
chez les patients atteints de MF, sans que la contribution de cette mutation au processus fibrotique
ait été solidement établie. Les études corrélatives réalisées chez ’homme donnent des résultats
contradictoires.137/193179.194196 | @ 2éme ghiactif de ce travail de thése a donc été d’explorer I'impact de
Srsf2P5" sur le développement de la fibrose induite dans le contexte Jak2Ve'F,

Chez les patients NMP, la mutation SRSF2P%H est clairement associée a un sur-risque de
transformation en LAM. Ces LAM secondaires avec mutation SRSF2"%°" surviennent majoritairement
dans le clone JAK2V6YF (et non dans un clone JAK2 sauvage), observation en faveur d’une réelle
interaction entre les 2 mutations au sein d’'une méme cellule pour promouvoir I'’émergence d’une
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LAM. 257270271 | @ 38me ghiactif de ce travail de thése est d’établir I'impact d’'une mutation de Srsf2 sur

le compartiment de CSH Jak2V®'’F et son réle dans la transformation en LAM.
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Summary

Mutation in the splicing factor gene SRSF2 associates with JAK2V®'F in some myeloproliferative
neoplasms (MPNs), most commonly primary myelofibrosis with a poor prognosis. To investigate how
they interact in the hematopoietic tissue, we generated transgenic mice in which Jak2V®*’f and Srsf2P%5H
are expressed independently or simultaneously under control of the SCL promoter. Srsf2P%" showed
initially limited impact on Jak2"'%f-induced polycythemia. At later time points however, Srsf2P%"
significantly delayed myelofibrosis. Serial transplantation experiments indicated that Srsf2P**" could
prevent the exhaustion of Jak2"!’f cells at the third transplant. Srsf2”*" had no significant impact on
monocyte subset phenotype, but altered maturation of megakaryocytes (MK). Mass cytometry and
RNA sequencing pointed to an impact of Srsf2°9°" on JAK/STAT signaling in MKs and their progenitors.
One of the mechanisms involved is the skipping of JAK2 exon 14 driven by mutated SRSF2. Our results
unveil that mutated SRSF2 worsens MPN by increasing the long term potential of JAK2V617F
hematopoetic stem cell, but unexpectedly has some protective effect of on myelofibrosis development
by partially skipping the Jak2 pseudo kinase domain required for cytokine activation of JAK2. This
suggests that targeting pre-mRNA splicing deserves to be explored as an innovative approach to target
JAK2V617F-activated signaling.

Highlights

e Srsf2™° mutation decreases Jak2"V%F HSC competitivity but increase their fitness in serial
competitive transplants.

e Co-occurrence of Srsf2"%> mutation limits Jak2'%F-induced myelofibrosis by altering signaling
pathway activation in JAK2V®'F megakaryocytes

e Altered signaling in SRSF2 mutated cells involves the enhanced skipping of JAK2 exon 14
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Introduction

Myeloproliferative neoplasms (MPNs) are clonal diseases arising from a single, somatically mutated,
hematopoietic stem cell (HSC). The most frequent phenotypic driver event identified in classical BCR-
ABL1™ MPNs is a gain of function mutation in JAK2, JAK2V617F, that activates JAK-STAT signaling.
Accordingly, JAK2V617F is the most prevalent driver mutation identified in primary or secondary
myelofibrosis (MF) (Vainchenker W & Kralovics R, 2017).

The biological processes that lead to MF are influenced by the co-occurrence of additional somatic
events that mostly affect genes encoding epigenetic regulators and splicing factors (Gangat N & Tefferi
A, 2018). One of the most frequent somatic events associated with JAK2V617F in MF, detected in 12-
20% of malignant cells, is the monoallelic somatic mutation affecting proline 95 residue in the splicing
factor SRSF2 (serine/arginine-rich splicing factor 2), a key protein of the spliceosome machinery (Tefferi
Aetal, 2016; Grinfeld J et al, 2018; Todisco G et al, 2020). Among MPNs, this event is almost exclusively
associated with MF features, is more frequent in primary (17%, Lasho T et al, 2012) than secondary
(Courtier F et al, 2019) MF, and correlates with a reduced MF-free survival in rare PV and ET in which
itis detected (Lehman U et al, 2013; Barteks S et al, 2020). SRSF2 mutation was associated with shorter
leukemia-free and overall survival of MF patients (Lasho T et al, 2012; Courtier F et al, 2019;
Vallapureddy RR et al, 2019). Accordingly, a higher risk gene expression signature was described in
granulocytes of SRSF2 mutated MF patients (Rontauroli S et al, 2021). As a consequence, mutation in
SRSF2 was included in the genetically inspired prognostic scoring system for primary myelofibrosis
(Tefferi et al, 2018).

Mouse models have depicted a cooperative effect of deletion in epigenetic regulators and activating
mutation in Jak2, showing a synergistic contribution of gene deletion affecting the histone
methyltransferase EZH2 (enhancer of zeste homologue 2) (Shimizu T et al, 2016; Yang Y, Akada H, et
al.Blood. 2016; Sashida G, Wang C, J Exp Med 2016) or the chromatin modifier ASXL1 (additional sex
combs-like 1) (Guo Y Leukemia 2019) or the DNA methyltransferase 3A DNMT3A (Jacquelin S et al,
2018) to JAK2V®'7F-driven MPN development. In contrast, the cooperation between somatic mutation
in a splicing factor and JAK2V617F activating mutation remains poorly understood.

Tissue fibrosis, which is induced by excessive formation and unstructured deposition of extracellular
matrix (ECM) proteins such as fibronectin and collagen, is a pathophysiologic component of a wide
range of diseases. This devastating scarring process, which disrupts organ architecture and impairs
proper functions, is an exacerbated wound healing response driven by myofibroblasts (El Agha E et al,
2017; Weiskirchen R et al, 2019). These later cells are mostly generated through stimulation of
perivascular, Glil* mesenchymal stem cells with fibrogenic soluble mediators (Kramann R et al, 2015),
of which transforming growth factor beta 1 (TGFB1) is a master component (Frangogiannis NG, 2020).
Bone marrow cells, especially monocyte-derived cells, might diversely contribute to tissue fibrosis
(Verstovsek S et al, 2016; Misharin AV et al, 2017). In the bone marrow, MF is associated with
megakaryocyte (MK)-biased hematopoiesis, with MKs playing a central role in reprogramming bone
marrow Glil* and leptin receptor® (LepR*) mesenchymal stem cells into fibrosis driving cells through
TGFB1 production (Wen QJ et al, 2015; Kramann R & Schneider RK, 2018; Psaila B et al, 2020).

In the present study, we crossed Cre-inducible Jak2'"* (Hasan S et al, 2013) and Srsf2°%>/* (Kim E et al,
2015) knock-in conditional mouse models under SCL gene promoter in order to assess the functional
consequences of co-occurring mutational events in hematopoietic cells. We observed an unexpected
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delay in MF development. SRSF2P95H mutation interferes with JAK2V617F-induced abnormal
maturation of MKs and decreases TGFp release, correlating with the negative regulation of several
intracellular signaling pathways, which prevents MF. In competititive transplantation experiments,
SRSF2P95H mutation decreases the fitness of JAK2V617F cells, nevertheless protects these cells from
exhaustion induced by serial transplantation. These results indicate a complex interplay between
JAK2V617F and SRSF2P95H, in which SRSF2P95H delays MF development but enhances the long term
fitness of JAK2V617F mutated cells.

Results

The co-mutation of Srsf2°*" delays Jak2'*'-induced myelofibrosis.

Mice heterozygous for the Srsf2°%°" allele expressed from the endogenous murine locus (Srsf27°°"/+;
Kim E et al, 2015) were crossed with mice heterozygous for the Jak2'5'’" allele (Hasan S et al, 2013) on
a C57BL/6 background to generate double mutant animals (Supplemental figure 1A). Single and
double transgenic animals were crossed with mice expressing the tamoxifen-inducible Cre-
ERT recombinase under the control of the enhancer of the stem cell leukemia (Sc/) locus (HSC-SCL-Cre-
ER", herein referred to as SCL-Cre) (Géthert JR et al, 2015) on a C57BL/6 background to allow for
inducible expression of Cre recombinase following tamoxifen gavage. Bone marrow (BM) cells (3 x 10°)

collected from these strains were engrafted into lethally irradiated (9.5 Gy) congenic recipient mice
(Figure 1A). Five weeks after transplantation, tamoxifen (10 mg/day for 2 days) was given to recipient
mice.

Serial phlebotomies (180 pL) performed every 2 weeks, which were used for peripheral blood cell
monitoring, prevented mice expressing Jak2"®'’f allele from dying within 8-16 weeks after initiation of
tamoxifen (Supplemental figure 1B). Peripheral blood analyses showed an increase in hemoglobin
level (Supplemental figure 1C), white blood cell count (Supplemental figure 1D) and platelet count
(Figure 1B) as soon as 2 weeks after tamoxifen gavage in mice expressing Jak2'5'’" allele. The increase
in hemoglobin level and white blood cell count was significantly slow down by Srsf2 %" co-mutation
(Supplemental figure 1C and 1D). Among white blood cells, Ly6G* neutrophils, Ly6G/CD11b*
monocytes and total (CD3*, B220* and NKP46*) lymphocytes were increased in mice expressing
Jak2V®F allele, with Srsf2"°" co-mutation further increasing the number of neutrophils while
decreasing the total lymphocyte count, reflecting a decrease in B220* B-cell number (Supplemental
figure 1E), as previously described in Srsf2°°°"/* animals (Kim E et al, 2015).

At later time points, while hemoglobin level (Supplemental figure 1F) and white blood cell count
(Supplemental figure 1G) rising was still observed in all the animals expressing Jak2"®'f allele, the
platelet count decreased in Jak2'%*’F animals while being still rising in animals co-expressing Srsf2P%"
(Figure 1C). Bone marrow histopathology detected a decrease in cell number (supplemental Figure

2A) reflecting an increased reticulin fibrosis in Jak2V®1’F

expressing animals as soon as 8 weeks after
initiation of tamoxifen gavage (supplemental Figure 2B), which further increased with time (16-24
weeks) (Figure 1D) and was significantly delayed by the co-expression of Srsf2"*" (Figure 1D and 1E).

Srsf2P5! also reduced Jak2'¢"F-induced splenomegaly and spleen fibrosis (Supplemental Figure 2C).

Measuring cytokine levels in the peripheral blood plasma of these animals 8 weeks after tamoxifen
gavage, we detected a strong increase in TGFB1 in Jak2V®¥’F expressing animals, which was significantly
reduced by the co-expression of Srsf2°%°" (Supplemental figure 2D), an effect that was more significant
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16 weeks later (Figure 1F). Analysis of other chemokines and cytokines, 8 weeks after tamoxifen,
detected an increased plasma level of CXCL4, tumor necrosis factor-alpha (TNFa), interleukin-1 beta
(IL-1B), IL-4, IL-6, IL-10 and CXCL1/KC (Keratinocyte chemoattractant) in the plasma of Jak2Vé'’F
expressing animals, with the co-expression of Srsf2°%>" significantly decreasing the overproduction of
CXCL4, TNFa and IL-10 (Supplemental figure 2D and 2E). At a later time point, 24 weeks post-
tamoxifen, we did not detect any change in circulating pentraxin-3 (PTX-3) (Veletic | et al, 2019) while
osteoprotegerin (OPG) level was increased in Jak2V®'’" expressing animals, whatever Srsf2 status
(Supplemental Figure 2F). Finally, the decrease in thrombopoietin (TPO) plasma level that was
observed in Jak2V®'’F mice, 24 weeks post tamoxifen, was further increased by Srsf2"*! (Supplemental
Figure 2F).

Together, this first series of experiments provided the unexpected observation that co-expression of
Srsf2P5H reduced rather than increased Jak2"'’" induced myelofibrosis.

Srsf2P9°1 co-mutation modifies Jak2'%'’f cell competitiveness.

Analysis of hematopoietic stem and progenitor cells in the bone marrow and spleen between 16 and
24 weeks after tamoxifen gavage of transplanted mice showed an increase in the fraction of LSK, MPP
and SLAM in animals engrafted with Jak2V®'"" and Jak2V6'’%/Srsf2P%°H bone marrow cells compared to
the others, without significant difference between those engrafted with Jak2V%¥F and
Jak2Ve17F [Srsf2P93H cells (Figure 2A). In competitive experiments in which CD45.1 mice were engrafted
with an equal fraction of CD45.2 Jak2V%*"F bone marrow cells expressing the green fluorescent protein
(GFP) and CD45.2 GFP-negative Jak2V6'"/Srsf2P*F bone marrow cells (Supplemental Figure 3A),
double mutant cells demonstrated a decreased competitiveness attested by the decreased fraction of
GFP-negative SLAM in bone marrow analyzed 30 months after transplantation (Supplemental Figure
3B) and the time-dependent decrease in GFP-negative peripheral blood cells such as GFP-negative
Ter119* cells (Supplemental Figure 3B).

To further evaluate the impact of Srsf2”°# co-mutation on Jak2"'’" cell competitivity, 30% genetically
modified cells were mixed with 70% wild-type cells expressing the green fluorescent protein (GFP) and
transplanted in CD45.1 animals (Figure 2B). In accordance with previous report (Kim et al, 2015),
Srsf2P%F alone decreased cell competitiveness, as indicated by the rapid decrease in the fraction of
GFP-negative cells in the peripheral blood, e.g. in the fraction of GFP-negative, Ter119" cells
(Supplemental Figure 3D). In contrast, Srsf2”*" co-mutation only slightly delayed the increase in
peripheral blood cells induced by Jak2Vé’f, again illustrated by monitoring GFP-negative, Ter119* cell
fraction (Supplemental Figure 3D). Analysis of GFP-negative fraction among total bone marrow SLAM
cells 24 weeks after tamoxifen gavage again demonstrated a dramatic decrease in the fraction of
Srsf2P%H cells while, in the same conditions, Jak2'®¥F cells almost completely invaded the SLAM
compartment, an effect that was significantly reduced by co-mutation of Srsf2 (Figure 2C). However
the Jak2V®17FSrsf2P9" cells kept a competitive advantage on wild type cells. These mice were used to
perform serial transplantation in CD45.1 animals (Figure 2D). Unexpectedly at the third transplantation
of Jak2"'%F-containing bone marrow cells was associated with a significant reduction of engrafted
animals when compared to those engrafted with Jak2V8F/Srsf27%" containing cells (Figure 2E
(Supplemental figure 3E). Analysis of the SLAM fraction in the bone marrow, 16 weeks after the third
transplantation, indicated the disappearance of Srsf2”®" alone and Jak2'®'F alone cells while
Jak2VeYF [Srsf2P9H double mutants represented the great majority of SLAM cells (Figure 2F).
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Accordingly, monitoring of peripheral blood cells 14 weeks after the third transplantation showed
significantly higher blood cell counts in mice engrafted with bone marrow cells containing
Jak2"Y7F [Srsf2P95H compared to Jak2V%Y’F alone cells (Figure 2G).

Together, these results indicate that co-mutation in Srsf2 preserves Jak2'6’F SLAMs from exhaustion
induced by serial transplantation.

Srsf2°%5H co-mutation has no significant impact on Jak2V®'’Ff monocytes subset repartition.

To explore how Srsf2""interferes with Jak2V¢*’fF-induced MF, we analyzed the co-mutation impact on
myeloid cell repartition in mouse peripheral blood and bone marrow samples collected from native
animals, 3 weeks after tamoxifen gavage. After red blood cell lysis, residual peripheral blood cells were
labeled with a panel of 29 antibodies recognizing hematopoietic cell surface markers (Supplemental
Table 1) and analyzed by spectral flow cytometry. Having pooled the data from all the studied samples
(Figure 3A and supplemental figure 4A), we excluded B220* B cells, CD3* T-cells, CD56* NK cells and
Ter119* erythroid cells (together referred here to “Lin” markers) and subjected myeloid and Lin other
cells to dimensionality reduction using the non-supervised UMAP algorithm (Becht et al, 2018). We
identified populations of Ly6G* neutrophils, Ly6C"&" classical monocytes, Ly6C™ intermediate
monocytes, Ly6C'°" non classical monocytes, and CD11c* dendritic cells, together with a residual
population of “Lin*" cells (Figures 3A). Analysis and visualization, using UMAP dimensionality reduction
to the cell surface marker (CD11a, CD117, CD41, MHCII, CXCR4, CD16/32, SLAMF7) expression datasets
from Scl-Cre, Srsf2"%°!, Jak2V®'’F and Jak2"%YF/Srsf2P%*" uncovered limited differences in peripheral
blood monocyte and neutrophil populations (Figure 3A and 3B, supplemental Figure 4A-4D). The
repartition of classical, intermediate and nonclassical monocyte subsets was not significantly different
between the four groups (Figure 3B), although CD11a*, Ly6C"", MHC-II" classical monocytes from
Jak2VYF and Jak2V8'’F/Srsf27%" demonstrated an increased labeling with CD41 targeting antibody,
probably reflecting an increased number of platelets interacting with monocytes (Supplemental Figure
4B). Of note, an increase in the population of monocytes expressing high levels of signaling lymphocyte
activation molecule SLAMF7 was described in the peripheral blood of patients with MF (Maekawa T et
al, 2019). An increase in the population of monocytes expressing high levels of signaling lymphocyte
activation molecule SLAMF7 could not be detected in the peripheral blood of Jak2'%'F and
Jak2VeY7F [Srsf2P9H animals (Supplemental Figure 4C) in contrast to what as been described in in the
peripheral blood of patients with MF (Maekawa T et al, 2019). Finally, only slight, non-significant
changes in the expression of CD16/32 and CXCR4 were detected at the surface of circulating Ly6G*
cells of Jak2"%'F and Jak2"8'F /Srsf2P%°H neutrophils (not shown).

The same labeling and analysis strategy was applied to bone marrow samples (Figure 3C and
supplemental figure 5). Dimensionality reduction using the non-supervised UMAP algorithm to classify
myeloid and “Lin" “(Ter119, B220, CD3°, CD56) cells identified Ly6G* granulocytes, Ly6C"&" classical
monocytes, Ly6C'°" non-classical monocytes, CD34* cells, LK (Lin,, c-Kit") cells, CD41*/CD42*
megakaryocytes, CD11c* dendritic cells and MHC-class Il macrophages (Figure 3C). The most striking
differences identified by cell surface analysis and visualization of cell surface markers were in
CD41*/CD42* megakaryocytes, including CD117*, CD150* megakaryocyte progenitors, whose fraction
seemed to be increased in Lin™ cells from Jak2V®'’F and, to a lesser extent, from Jak2"V%"F/Srsf2P%°" mice
as compared to Scl-Cre or Srsf2"°" animals (Figure 3D). We also noticed in the bone marrow an
increased fraction of Ly6G™ cell subset expressing CXCR4 (Figure 3E), which was not observed in the
peripheral blood (not shown). Again, the repartition of monocyte subsets, as defined by Ly6C
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expression level in CD11a* cells, was not significantly different between mouse strains, and the
increased expression of CD41 observed at the surface of circulating classical monocytes (Supplemental
figure 4B) was not observed in the bone marrow (Supplemental figure 5B). Further analysis of bone
marrow cell populations did not detect any significant changes in CD16/32*, SLAMF7* macrophages
(Supplemental figure 5C, upper panel), whereas the fraction of CD117*, CD16/32* granulomonocyte
progenitors (GMP) was increased in Jak2V®'"" and Jak2V®'""/Srsf2P°*f mice as compared to Scl-Cre or
Srsf2P%*H animals (Supplemental figure 5C, lower panel).

Altogether, the most striking event identified by spectral flow analysis of peripheral blood and bone
marrow Lin" cells was an increased fraction of megakaryocytes and their CD117*, CD150* progenitors
in the bone marrow of Jak2'%’F mice, which was still observed but suspected to be less important in
Jak2V8Y7F [Srsf2P95H animals.

Srsf2"*Hinterferes with Jak2'*'"F-induced alterations in megakaryocytes

These results led us to further explore the mutation impact on megakaryopoiesis. We first quantified
megakaryocytes by von Willebrand factor (VWF) staining on bone marrow sections collected from

2V617F induced an increase in the number

transplanted mice, 8 weeks post tamoxifen. As expected, Jak
of bone marrow megakaryocytes as compared to Sc/-Cre and Srsf2"*"-transplanted animals, without
significant impact of concomitant Srsf2”?" mutation (Figure 4A). This increase in the number of
megakaryocytes was associated with an increase in cell size that was significanlty less important in
double-mutant compared to Jak2V6F animals (Figure 4B). Electron microscopy did not detect
ultrastructural modifications of megakaryocytes according to their mutational status (Supplemental

P95H co-mutation decreased

Figure 6A), but analysis of megakaryocyte ploidy demonstrated that Srsf2
the effects of Jak2V®'’F on ploidy correlating with the changes observed in MK size (Figure 4C and

supplemental Figure 6B).

At later time points, 16-24 weeks post tamoxifen, the megakaryocyte number measured in VWF-
stained bone marrow remained increased in both Jak2V'’" alone and Jak2V®'’F / Srsf2"%°" animals as
compared to Scl-Cre and Srsf27*" mice, but this number was decreasing with time in Jak2'%'’" alone
mice while remaining high in double-mutant mice (Figure 4D and supplemental Figure 6C). This
evolution correlated with the changes observed in platelet count between Jak2V®'’F / Srsf2P9H
compared to Jak2V®'’F mice. It correlated also with an increased fraction of megakaryocyte erythroid
progenitors (MEPs) and megakaryocyte progenitors (MKPs) in the bone marrow and the spleen of
double mutant compared to Jak2V®¥’f animals (supplemental Figure 6D), and with the ploidy that was
decreasing more rapidly in Jak2V" compared to Jak2"V''F / Srsf2P%" megakaryocytes (Figure 4E).
Finally, the relocalization of vWF-positive megakaryocytes close to the bone induced by Jak2V6'"F was

PI5H

prevented by the Srsf2">" co-mutation (supplemental Figure 6E).

These results reveal that Srsf27°H negatively interferes with Jak2V®'’F induced dynamic changes in bone
marrow megakaryocyte number and maturation

Srsf2P%°H down-regulates intracellular signaling

Megakaryopoiesis regulation involves the thrombopoietin receptor MPL and the downstream
JAK/STAT signaling pathway. Flow cytometry analysis of MPL expression at the surface of bone marrow
CD41* / CD42d* cells collected 8 weeks after tamoxifen gavage, indicated that Srsf2”°" alone did not
alter MPL expression as compared to Sc/-Cre mice, and confirmed the previously described decrease
in MPL expression at the surface of Jak2V®¥f cells (Pecquet C et al, 2012). Interestingly, this effect was
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PS5H co-mutation (Figure 5A). We then performed mass cytometry analysis of

partly corrected by Srsf2
bone marrow cells collected from transgenic animals only 3 weeks after tamoxifen feeding. Focusing
on lineage negative (Ter119-, CD3-, B220-, Grl-, CD11b-) cells, we pooled samples with at least
20,000 events and subjected them to dimensionality reduction according to surface markers CD45,
Scal, C-kit, CD48, CD150, CD41, CD42 and Mpl using the non-supervised UMAP algorithm clustered
(Becht et al, 2018) (Supplemental Figure 7A and 7B). Having separated samples by genotype, we did
not detect any significant difference in MKP and MK fractions, even though Jak2'®*"F-induced increase
in peripheral blood platelet count was already detected and slightly delayed by Srsf27%*" co-mutation
at this early time point (Supplemental Figure 7C). We applied non-supervised UMAP algorithms to
explore the intracellular expression of P-STAT1, P-STAT3, and P-STATS5 in megakaryocyte progenitors
(Supplemental Figure 7D; Lin-, c-Kit+, CD150+, CD41+) and mature megakaryocytes (Supplemental
Figure 7E, Lin® CD41* CD42d*) respectively. We detected a higher proportion of megakaryocyte
progenitors and megakaryocytes with intense P-STAT5 (>5.10%), which was slightly reduced in animals
with concomitant Srsf27*F mutation (Figure 5B and 5C). We also validated the decreased expression
of Mpl in Jak2V®'F MKs (Supplemental Figure 7F). Of note, P-STAT1 was hardly detected while no
significant difference in P-STAT3 intensity could be detected in Lin- cells among studied genotypes (not
shown). ,

To further explore the impact of genotype on MPL signalling, we used another previously descrived
mouse model of myelofibrosis induced by iv administration of high dose romiplostim, a
thrombopoietin receptor agonist (Maekawa T et al, 2017). Animals were engrafted with either Sc/-Cre
or Srsf2P%f bone marrow cells. Three weeks after tamoxifen gavage, they received 3 weekly
administration of high dose romiplostim (1 mg/kg/day) (Figure 5D). Romiplostim induced a rapid
increase in the peripheral blood platelet count, which was significantly less important in Srsf2"%"
engrafted animals (Figure 5E). All the Scl-Cre engrafted animals developed a myelofibrosis that was
reduced in Srsf2"*" engrafted animals (Figure 5F and 5G), an effect that was also observed in the

spleen (Figure 5H).

These results indicated that Srsf27°*" negatively interfered with MPL signhaling, which may account for
the phenotypic modifications of megakaryocytes and the decreased myelofibrosis observed in Jak2"6!’f
/ Srsf2P%H when compared to Jak2"%’F animals.

Srsf2P%H co-mutation with Jak2V6'’F down-regulates signaling pathways in megakaryocytes.

We also performed RNA sequencing analysis of MKs sorted from Scl-Cre, Srsf27**!, Jak2"'’F and
Jak2Ve1F [Srsf2P*H mouse bone marrow. We first assessed overall similarity between samples.
Unsupervised hierarchical clustering separated Scl-Cre from Jak2"''F cells, whatever the Srsf2 status.

P95H samples and more heterogeneity

Distance values show high similarity between Sc/-Cre and Srsf2
among Jak2"%YF and and Jak2V®'7F/Srsf2P%H samples (supplemental figure 8A). Similar observation
where made using dimensionnality reduction through principal component analysis (PCA)
(supplemental figure 8B). Accordingly, pairwise differential analyses consistently showed a high

P95H mutation were more

impact of Jak2'%'’F on gene expression in MKs while changes induced by Srsf2
limited, which is illustrated by the Set Size of the upset plot, the largest intersection between
differentially-expressed genes (DEGs) of the six pairwise analyses (1,194 genes) being across the
samples with Jak2'®¥F mutation (supplemental figure 8C). When compared to Sc/-Cre MKs, we

observed that Srsf2”°" mutation changes the expression of a limited number of genes (n=75) while
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this number was closed to or higher than 3,000 when Jak2"%"F was expressed, without or with Srsf2P%H

(supplemental figure 8D).

MKs of double-mutant Jak2V®'7F / Srsf2P%*H mice clustered separately from single mutant Jak2'%'’F cells
in PCA (Figure 6A), even though analysis of DEGs identified only 71 DEGs between these two conditions
(Figure 6B). Heatmap of the expression of these DEGs in the four mice groups with unsupervised
hierarchical clustering shows that a high proportion of them are genes that are up-regulated by
Jak2V®'F while their expression in Jak2V®'""/Srsf2P%*H MKs is similar to Scl-Cre MKs, also attested by the
grouping of Jak2"17%/Srsf2P%°H MKs with Scl-Cre and Srsf2"%°" MKs (Figure 6C). To further explore how
Srsf2P%°H mutation impacts Jak2'%'’F MKs, we performed pathway analysis using gene set enrichment
analysis (GSEA), identifying the enrichment of Jak2"'"" /Srsf2P%°" compared to Jak2'6'’F cells in cell cycle
related pathways (MYC and E2F targets), contrasting with the down-regulation of signaling (TNFa,
TGFB, IFNy, JAK-STAT, KRAS) pathways (Figure 6D). Comparison of enrichment scores further
confirmed the upregulation of signaling pathways with Jak2V%*’F mutation and partial correction when
Srsf2P%3H is interferring (Figure 6E). Genes defining changes in these signaling pathways showed minor
overlap, except for those of the hallmark IL-6_JAK_STAT3 signaling that overlapped with all the other
pathways (Supplemental Figure 8E). Looking at the top 50 DEGs of IL-6_JAK_STAT3 signaling pathway

P95H

in the four mouse models, we observed that Srsf2 mitigated the expression of most of the up-

regulated genes upon Jak2V®'’F expression (Figure 6F).

P95H

Together, these results suggested the ability of Srsf2 mutation to interfere with multiple signaling

pathways in megakaryocytes, including those activated by Jak2Vé'’F

In parallel, we performed RNA sequencing analysis of previously described Lin- bone marrow cells.
Given the heterogeneity of these cells, we compared cells of the four mouse models by using CellRadar
software that compares the expression of lineage-associated genes according to BloodSpot database.
As illustrated on supplemental figure 9, genes upregulated in cells expressing Jak2V®*’F with or without
Srsf2P%H are mostly impacting the erythroid and megakaryocyte lineages whereas downregulated
genes mostly define granulocytic, monocytic and lymphocytic lineages.

Srsf2P°H promotes the abnormal splicing of Jak2 exon 14.

Analysis of a solution structure of SRSF2 splicing factor in complex with RNA indicated that this protein
could recognize both CCNG and GGNG sequences (Daubner et al, 2012). Using RNA sequencing data
form sorted megakaryocytes, we compared the relative enrichment of all four SSNG variants, where S
represents C or G, in cassette exons that were differentially spliced upon expression of

P95H either alone or

mutant Srsf27*", in the context of wild-type or mutated Jak2. MKs expressing Srsf2
in combination with Jak26'"" exhibited enrichment for CCNG and depletion for the other sequences,
especially GGNG, in exons that were included versus excluded, respectively (Figure 7A). Since our
pathway analysis identified defective signaling in Srsf2-mutated Jak2"%?f MKs, we looked for
alternative splicing events in Jak2, identifying potential changes in Jak2 exon 13 and/or exon 14
skipping in cells expressing Srsf2°°" alone or combined with Jak2V®'’" (Figure 7B, supplemental table
X). We focused on the abnormal splicing of Jak2 exon 14, which encodes the pseudokinase domain
including Valine 617, validating this exon skipping by isoform specific RT-qPCR in mouse bone marrow
cells (Figure 7C) by showing the abnormal splicing of a fraction of Jak2 exon 14 when Srsf2 is mutated
(Figure 7D and 7E). This splicing variant of JAK2 had been detected in the granulocytes of patients with

a myelofibrosis (Ma W et al, 2010; Catarsi P et al, 2015). Here, by performing exon 14 isoform specific
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RT-qPCR in peripheral blood granulocytes sorted from patients with JAK2 V617F myelofibrosis, with
(n=2) and without (n=2) SRSF2"> mutation (n=2), we detected this exon 14 skipping variant in the cells
of the two patients with SRSF2 mutation, not in those of the two others (Figure 7F). Together, mutated
SRSF2 may generate a small but detectable amount of JAK2 mRNA isoform deleted from exon 14,
which may contribute to the downregulation of intracellular signaling.

Discussion

While the deletion of an epigenetic regulator, including Ezh2, Asxl1 and Dnmt3a, synergistically
cooperates with Jak2V®'’F through various mechanisms to exacerbate MF in mice (Shimizu T et al, 2016;
Yang Y, Akada H et al., 2016; Sashida G et al, 2016; Guo Y et al, 2019; Jacquelin S et al, 2018), a mouse
model exploring the consequences of Srsf27*°" mutation on Jak2'®*-induced phenotype suggests a
more complex interplay in which Srsf2 mutation delays the development of MF, which is associated
with the down-regulation of several intracellular signaling pathway in MKs, while increasing the fitness
of mutated cells in serial transplantation experiments.

Both monocyte-derived cells and MKs were involved in the development of tissue fibrosis. Depletion
of circulating monocytes (Moore et al, 2001; Gibbons et al, 2011; Ozono Y et al, 2021) and genetic
manipulation impairing their differentiation into tissue macrophages (Misharin AV et al, 2017,
Wakahashi et al, 2019) could reduce fibrosis severity in several tissues including the bone marrow.
Upon stimulation with TGFB, circulating monocyte subsets can differentiate into fibrocytes (Maekawa
T et al, 2019; Manshouri T et al, 2019; Ozono Y et al, 2021) or into macrophages that stimulate the
proliferation of myofibroblasts (Wakahashi et al, 2019). In the models studied here however, neither
the number of circulating monocytes, which increased upon Jak2V617F, nor the repartition of
monocyte and monocyte-derived cells in the bone marrow, were affected by Srsf2"%°" (Maekawa T et
al, 2019). The increased fraction of classical monocytes labeled with anti-CD41 antibody may be related
to platelet surface abnormal galactosylation (di Buduo CA et al, 2021). We cannot rule out an impact
of Srsf27%°" on Jak2V®'’F bone marrow macrophage metabolism and functions (Fidler TP et al, 2021), or
the overproduction of TNFa by a subset of monocytes ((Fleischman AG et al, 2011; Satoh T et al, 2017)
as Srsf27%>" slightly reduce TNFa circulating level and the TNFa via NFkB pathway in megakaryocytes.
Of note, a strong upregulation of this pathway was detected when dnmt3a gene was deleted in
Jak2VF 3 model of co-mutation that promotes MF (Jacquelin S et al, 2018). Other circulating
cytokines were involved in MF (Tefferi A et al, 2011; Fisher DAC et al, 2019). Spatial expression of the
pro-fibrotic chemokine CXCL4 (chemokine C-X-C motif ligand 4) / platelet-factor-4 (PF4), whose serum
level is decreased by Srsf2P*°H, marks the progression of MF (Schneider RK et al, 2017 ; Gleitz H et al,
2020). The decrease in IL-10 serum level in Srsf2 co-mutated animals mimics a previously reported
effect of the JAK1/JAK2 inhibitor ruxolitinib (Kleppe M et al, 2015). Finally and most importantly, Srsf2
co-mutation decreases the circulatin level of TGF-B1, which was extensively implicated in the
pathogenesis of tissue fibrosis (Fava RA et al, 1990 ; Martyre MC et al, 1991). Together, Srsf2 co-
mutation attenuates the profibrotic cytokine climate generated by JAK2V6Y7F,

Abnormal MKs are other critical drivers of bone marrow fibrosis, i.e. they reprogram hematopoiesis
supporting cells to fibrosis-driving cells (Kramann R, Schneider RK, 2018) and targeting megakaryocytes
ameliorates myelofibrosis in preclinical models and early phase clinical studies (Elliades A et al, 2011;
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Wen QJ et al, 2015; Gangat et al, 2019). Recent investigation at the single cell level identified the
aberrant differentiation of hematopoietic stem and progenitor cells (HSPCs) toward MKs with a
dramatic expansion of MKs progenitors exhibiting an abnormal gene signature associated with fibrosis
and proliferation (Psaila B et al, 2020). Accordingly, mouse models of MPNs expressing Jak2"61’f
showed an increased proportion of MK-biased CD41"&" HSPCs (Rao TN et al, 2021). Aberrant MK
number, differentiation, location and function was associated with a significant reduction of GATA1
protein expression (Gilles et al, 2017), the overexpression of the anti-apoptotic protein Bcl-X. (Masselli
E et al, 2015; Ciurea SO et al, 2007), and irregular production of fibrogenic cytokines including TGF
(Gersuk GM et al, 1989; Martyré MC et al, 1997; Di Raimondo F et al, 2001; Ciurea SO et al, 2007;
Decker M et al, 2017; Malara et al, 2018; Kramer F et al, 2020) and IL-6 (Woods B et al, 2019). The
present study validates the abnormal maturation of Jak2'%*’F megakaryocytes and a protective effect
of Srsf2"°" that, without restoring a wildtype phenotype, attenuates the phenotypic alterations
induced by Jak2"®'"", including TGFB overproduction.

Both STAT3 and STATS are activated downstream of c-MPL and JAK2 in megakaryocytes and they are
commonly activited in human MPNs (Benekli M et al, 2003), mice deficient for both STAT5A and
STAT5B are thrombocytopenic (Snow JW et al, 2002), and transgenic expression of a dominant
negative STAT3 mutant delays platelet recovery after myelosuppression (Kirito K et al, 2002).
Regardless of their clinical phenotype, all MPN patients demonstrate a JAK-STAT pathway activation
signature in their granulocytes (Rampal R et al, 2014) with some differences in signaling output
between genotype subtypes (Sakr H et al, 2018). STAT3 and STATS5 are both required in mouse models
of Jak2V'F induced MPNs (Yan D et al, 2012; Walz C et al, 2012) and their target genes are up-regulated
in JAK2-mutant MKs (Lau WWY et al, 2015), whereas STAT1 could be dispensable, at least in a Jak2®*°"1?
model (Grisouard J et al, 2016). The deregulated activation of additional signaling pathways, including
MAPK and PI3K pathways, was identified in JAK2V6YF-mutated MKs (Grimwade LF et al, 2009; Desterke
Cetal, 2011; Rampal R et al, Blood 2014; Talpaz M & Kiladjian JJ, 2021). Our investigations point to a
decreased activation of STAT5 in megakaryocytes and their progenitors when Srsf2"%*" is co-expressed
with Jak2V6l7F,

The decreased expression of the thrombopoietin receptor MPL at the surface of MKs and platelets is
an established feature of MF (Pecquet C et al, 2012, Sangkhae V et al, 2014). Our finding that Srsf2P*!
partially restores the expression of Mpl at the surface of MKs argues for an interference of the co-
mutation with JAK2V6'’F signaling. The delayed induction of thrombocytosis and MF by romiplostim
observed in mice engrafted with Srsf2”°"-mutated mice compared to those engrafted with wild-type

2P95H

mice further argue of a negative impact of Srsf on MK signaling, downstream of MPL.

Proline 95 mutation in Srsf2 alters the RNA binding specificity of the protein and generates mis-spliced
transcripts (Kim E et al, 2015 ; Zhang J et al, 2015; Kon A et al, 2018; Smeets MF 2018; Lee SC et al,
2018). Here, we show that Srsf2"*" mutation impacts JAK2 pre-mRNA splicing by skipping exon 14.
Deletion of JAK2 exon 14 was identified as a minor splice variant of JAK2 (~12% of JAK2 mRNA) in a
fraction of patients with primary MF (Ma W et al, 2010). A direct role of JAK2"Y’F in this effect was
excluded (Nauroy et al, 2014; Catarsi P et al, 2015). Jak2 exon 14 encodes the JAK-homology 2 (JH2)
domain, a catalytically inactive, pseudokinase domain in which is located the valine residue 617. This
domain both suppresses basal JAK2 activity in the absence of cytokine stimulation and is required for
induction of maximal JAK2 activation, i.e. to render JAK2 responsive to cytokine stimulation with
increased activity (Saharinen P et al, 2002; Saharinen P et al, 2003). Thus, JAK2 exon 14 skipping
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induced by Srsf2P%" may contribute to decrease JAK/STAT signaling. Modulation of JAK/STAT activity
by alternative splicing was already described, e.g. alternative splicing of protein-tyrosine phosphatase
1B was shown to augment JAK/STAT activity in classical Hodgkin lymphoma cells (Zahn M et al, 2017).

The poor competitive engraftment potential of Srsf2"*" murine models is lost when competitor cells
are age- and microenvironment-matched (Smeets MF 2018). Generated in a transplanted SCL-Cre
driven model, our results indicate that Srsf2 mutation initially decreases the competitivness of Jak2-
mutated cells, nevertheless increases the HSC ability to serially engraft by preventing their exhaustion.
This effect on the Jak2V617F HSC coupled to the ability of mutated SRSF2 to promote the formation of
R-loops (Chen L et al, 2018; Nguyen HD et al, 2018) that could potentially generate additional somatic
mutations may contribute to the decreased leukemia-free and overall survival observed in JAK2-
mutated MF patients co-expressing a mutated SRSF2.

Together, we have depicted an antagonist interaction between Jak2"%'’" and Srsf2P*" when co-
expressed in the hematopoietic system. By decreasing intracellular signaling, including the
characteristic activation of JAK/STAT pathway, in Jak2V%F cells, Srsf2 mutation attenuates the
profibrotic behavior of megakaryocytes. One of the mechanisms involved is the abnormal splicing of
JAK2 exon 14 containing the pseudokinase domain. Based on these results, modulation of mRNA
splicing would deserve to be tested as an alternative to kinase inhibitors to down-regulate intracellular
signaling in JAK2V617F cells and prevent or delay bone marrow fibrosis development.
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Materials and methods

Animal models and transplantation

Animal experiments were conducted in Gustave Roussy animal facility and approved by the ethical
review board (#2016-104-7171). All mice were kept under specific pathogen—free conditions with free
access to food and water, housed under 12-hour light/12-hour dark cycles, with monitored ambient
temperature (21 + 1 °C) and humidity range (20-70%), in accordance with French laws for animal
welfare.

Transgenic mice expressing a Cre-recombinase—inducible Jak2V®'’F (Hasan S. et al., 2013) were crossed
with transgenic mice expressing a Cre-recombinase—inducible Srsf2"%" (Kim E. et al., 2015) to generate
double mutant mice on a C57BL/6 background. These animals were crossed with Scl-Crefft transgenic
animals (Gothert et al., 2005) to generate offsprings in which tamoxifen could trigger the expression
of heterozygous Jak2"%'’F, heterozygous Srsf2"°" or the two mutated alleles.

In transplant experiments, recipient mice were 8-week old C57BL/6 females (Envigo Labs,
www.envigo.com) intravenously engrafted with 3 x 10° bone marrow cells after lethal irradiation
(9.5Gy). In a first series of competitive transplantations, 0.9 x 10° whole BM cells collected from
CD45.2, Scl-Cref®t, Jak2VeY’®, Srsf2™" and Jak2V®1"F/Srsf27°*" mice were mixed with 2.1 x 10° bone
marrow cells from CD45.2 Ubi-GFP transgenic mice (Schaefer B.C. et al.; 2001) (ratio 30% GFP~/ 70%
GFP*) and engrafted in lethally irradiated CD45.1 recipient animals (Jackson Labs, www.jax.org). In a
second series of competitive transplantations, 1.5 x 10 GFP-labeled, Jak2'5f bone marrow cells,
obtained by crossing Scl-CretRt x Jak2V®*"F mice with Ubi-GFP transgenic mice, were mixed with 1.5 x
10° GFP-negative, Jak2V®Y’F/Srsf2"*>H bone marrow cells and engrafted into CD45.1 recipient mice
(purchased from Jackson Labs). In all these experiments, recombinase Cre expression was induced 5
weeks after transplantation by tamoxifen gavage (500mg/kg/day for 2 days). Serial transplantations
were generated by injecting 3 x 10° whole bone marrow cells collected at indicated time points into
CD45.1 recipient mice, without further tamoxifen feeding. Peripheral blood cells were monitored every
2 weeks on samples collected on citrate, using an automated counter (MS9; Schloessing Melet). Bone
marrow cells were collected at sacrifice by flushing femurs and tibias whereas spleens were weighed
before preparing single-cell suspensions.

Romiplostim-induced myelofibrosis

Three weeks after tamoxifen induction of transgene expression, heterozygous Srsf2***! and Scl-Cre
mice were administered 1 mg/kg romiplostim (Nplate, Amgen) by subcutaneous injection on day 1,
day 8 and day 15 as described (Maekawa T et al, 2017). Platelet count, white blood cell count and
hemoglobin level were recorded on day 1, 8 and 15. At day 21, mice were sacrificed to measure bone
marrow cellularity and spleen weight and to explore the presence of reticulin fibers (Gordon and
Sweet’s silver staining) and vVWF+ megakaryocytes in the bone marrow and the spleen.

Histopathology

Sternum and spleen were fixed in 4% paraformaldehyde, decalcified, and paraffin-embedded, and
sections were stained with hematoxylin and eosin while megakaryocytes were labeled with rabbit anti-
von Willebrand factor. Reticulin fibrosis was quantified by computer-assisted image study. Bone
marrow sections were digitally scanned with an Olympus VS120 slide scanner at 20X magnification.
Five representative areas (0.15mm?) were selected, bone area possibly included in the image was
manually discarded. Area of black pixels (i.e., reticulin positivity) was calculated using a macro written
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in NIH’s Imagel) software. More precisely, the Luminance component is extracted and thresholded
using Maximum Entropy threshold. Fitration eliminates objects < 5 pixels, circularity > 0.8, brightness
> 150, and hue < 150. The five areas are added and weighted to determine an objective numerical
guantification of reticulin staining. We also measured the distance from vWF+ megakaryocytes to
endosteum using NIH’s ImagelJ software. Color deconvolution (with Fast Red/Fast Blue/DAB vectors)
was applied before segmenting the DAB component with Maximum Entropy threshold. Further
mathematical morphology tools (fill holes, watershed, filtering of small objects) were applied to
enhance detection and the edges of endosteum were manually delineated. A distance map to these
edges was computed and the distance to the closest endosteum was measured for each
megakaryocyte.

Cytokine quantification

Whole peripheral blood was obtained at sacrifice through cardiac puncture and centrifuged at
2,200 rpm for 20 minutes before collecting the serum that was aliquoted and stored at -80°C.
TGF-B1, CXCL4, thrombopoietin serum levels were measured in duplicates using ELISA on EnSpire
Multimode Plate Reader from PerkinElmer. Serum levels of IFNy, IL-10, IL-12p70, IL-1pB, IL-4, IL-5,
IL-6, KC and TNFa concentrations were measured in duplicates using the Vplex Proinflammatory
panel-1 mouse kit (Meso Scale Discovery, www.mesoscale.com). Acquisitions and analyses were
performed on a MESO QuickPlex SQ120 reader and the MSD’s Discovery Workbench 4.0.

Standard flow cytometry

After red blood cell lysis, peripheral blood cells were labeled with PE-CF594-conjugated anti-CD45
(clone 30-F11; BD), BV421-conjugated anti-CD3 (clone 500A2; BD), BV510-conjugated anti-B220 (clone
RA3-6B2; BD), FITC-conjugated anti-NKP46 (clone 29A1.4; BD), APC-Cy7-conjugated anti-Ly6G (clone
1A8; BD), PE-conjugated anti-CD11b (clone M1/70; Biolegend) and APC-conjugated anti-Ly6C (clone
HK1.4; Biolegend). Bone marrow and spleen cell suspensions were stained with a cocktail of lineage-
markers (PE-conjugated anti-CD3/anti-B220/anti-Ter119/anti-CD11b/anti-Mac1), PE-Cy7-conjugated
anti-Sca-1 (clone D7; Biolegend), APC-conjugated anti-Kit (clone 2B8; BD), FITC-conjugated anti-CD34
(clone RAM34; BD), BV421-conjugated anti-CD16/32 (clone 93; Biolegend), APC-Cy7-conjugated anti-
CD48 (clone HMA48-1; Biolegend), PE-dazzle594-conjugated anti-CD150 (clone TCF15-12F12.2;
Biolegend) and BV510-conjugated anti-CD41 (clone MWReg30; Biolegend). To identify more mature
hematopoietic cells, 5 x 10° bone marrow or spleen cells were incubated with purified anti-CD16/32
antibody (clone 2.4G2; BD) and stained with BV605-conjugated anti-Ter119 (clone TER-119; BD), PE-
Cy7-conjugated anti-CD71 (clone RI7217; Biolegend), BV510-conjugated anti-CD41 (clone MWReg30;
Biolegend), PerCP-Cy5.5-conjugated anti-CD42d (clone 1C2; Biolegend), PE-CF594-conjugated anti-
CD45 (clone 30-F11; BD), APC-Cy7-conjugated anti-Ly6G (clone 1A8; BD) and PE-conjugated anti-
CD11b (clone M1/70; Biolegend).

MPL expression on megakaryocytes was detected by sorting Lin- (Ter119, CD3, B220, Cd11b and Gr1-
negative) bone marrow cells by immunomagnetic negative selection (IMag; BD Biosciences), then
incubating cell suspension with anti-CD16/32 antibody (clone 2.4G2; BD), then BV510-conjugated anti-
CD41 (clone MWReg30; Biolegend), APC-conjugated anti-CD42d (clone 1C2, Biolegend) and biotin-
conjugated anti-MPL (clone AMM?2, IBL Tecan), the fixation of this latter antibody being secondarily
revealed using BB515-conjugated streptavidin.
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In competitive transplant, GFP* cell chimerism was explored by incubating 1 uL peripheral blood
without red blood cell lysus with BV605-conjugated anti-Ter119 (clone TER-119; BD). After RBC lysis,
blood samples were incubated with purified anti-CD16/32 antibody (clone 2.4G2; BD) and labelled with
BV711-conjugated anti-CD45.1 (clone A20; Biolegend), BV785-conjugated anti-CD45.2 (clone 104,
Biolegend), APC-Cy7-conjugated anti-Ly6G (clone 1A8; BD), PE-conjugated anti-B220 (clone RA3-6B2;
Biolegend), PE-conjugated anti-NKP46 (clone 29A1.4; Biolegend), PE-conjugated anti-CD3 (clone
500A2; Biolegend) and PE-Dazzle594-conjugated anti-CD11b (clone M1/40; Biolegend).

At sacrifice, BM and spleen cells were stained with BV711-conjugated anti-CD45.1 (clone A20;
Biolegend), BV785-conjugated anti-CD45.2 (clone 104; Biolegend), PE-conjugated anti-Lin*
(Biolegend), PE-Cy7-conjugated anti-Scal (clone D7; Biolegend), APC-conjugated anti-Kit (clone 2B8;
BD), APC-Cy7-conjugated anti-CD48 (clone HM48-1; Biolegend), PE-Dazzle 594-conjugated anti-CD150
(clone TC15-12F12.2; Biolegend) and BV510-conjugated anti-CD41 (clone MWReg30; Biolegend).
Analyses of all these experiments were performed on an LSRFortessa (BD) and results were analyzed
using Kaluza Analysis software (Beckman Coulter).

Spectral flow cytometry

Bone marrow cells (108 cells after centrifugation) and peripheral blood cells (10° cells after red blood
cell lysis) were fixed with Cytodelics Stabiliser for 10 minutes and stored at -80°C. After washing, cells
were resuspended in 100 mL extra-cellular antibody cocktail (Supplemental table 1) and incubated at
room temperature for 15 min. After incubation, cells were washed in Flow Cytometry Buffer (1% BSA,
0.5% Na-Azide and 0.5M EDTA in PBS) and resuspended to proceed to the acquisition. Samples were
acquired on CyTEK Aurora flow cytometer (Cytek Biosciences). FCS files were exported and analyzed
using FlowJo software.

Mass cytometry

Bone marrow megakaryocytes were analyzed by mass cytometry in engrafted mice that were
sacrificed 3 weeks after tamoxifen feeding. The experiment was performed at +4°C using diluted 1/100
phosphatase inhibitor cocktail-2 aqueous solution (www.SigmaAldrich.com). After bone
centrifugation, Lin" cells were enriched from bone marrow cell suspension by immunomagnetic
negative selection (IMag; BD Biosciences, www.bdbiosciences.com) using Ter119, CD3, B220, Cd11b
and Grl antibodies. Dead Lin™ cells were stained with cisplatin and washed in RPMI. Cell suspension
was incubated in Maxpar Cell Staining Buffer and stained with surface antibodies (CD45, Sca-1, cKit,
CD48, CD150, CD34, CD135, CD41, MPL, CD42d, CD3, B220, Gr-1, CD11b; supplemental table 1). After
1h at 4°C, cells were washed and fixed with formaldehyde 1.6% for 15 minutes and permeabilized with
methanol. Cell suspension was stained 1h at +4°C with intracellular antibodies (P-STATS5, P-STAT3,
STAT3, P-STAT1, P-Akt, P-Erk1/2, Ki67; supplemental table 1), washed, and further stained 20 minutes
at ambient room temperature with iridium containing intercalation solution and stored overnight after
washing. Cells were resuspended in Maxpar Cell Acquisition Solution at 0.5 x 108 / mL and mixed with
10% EQ Beads immediately before acquisition on Helios mass cytometer using noise reduction, event
length limits of 10-150 pushes. At least 500,000 events were acquired per sample at a flow rate of 0.03
mL/min. Mass cytometry standard files were normalized to a global standard determined for each log
of EQ beads using CyTOF Software v.6.7.1014 (Fluidigm). Fcs files were exported using FlowJo software.
Marker expression values were transformed using the arcsin transformation function. FlowSOM
clustering was performed using 9 markers for lineage-negative cells, 7 markers for MKP cells and 5
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markers for MK cells. Then, UMAP were run with a nearest neighbor of 15 and a min_distance of 0.2.
Clusters in Lin- cells were identified by the detection of commonly used cell markers.

Megakaryocyte polyploidisation

Bone marrow cells were labeled with BV510-conjugated anti-CD41 (clone MWReg30; Biolegend) and
APC-conjugated anti-CD42d Abs (clone 1C2, Biolegend). After hypotonic cell permeabilization with
0.1% sodium citrate, DNA content was stained with 50 pg/mL propidium iodide and treated with 50
pg/mL RNAase (both from www.SigmaAldrich.com). Ploidy was measured by flow cytometry in CD41*
CD42* cell population by means of a LSRFortessa (Becton Dickinson) with a BD FACSDiva software. Data
were analyzed with Kaluza Analysis software (Beckman Coulter). The mean ploidy was calculated in
>8N MKs [(8N x number of cells at 8N +...+64N x number of cells at 64N)/total number of cells].

Transmission electron microscopy

Bone marrow carrots were fixed in 2% glutaraldehyde in 0.1 M phosphate buffer for 1 hour at 4°C and
were postfixed with 2% osmium tetroxide in 0.1 M phosphate buffer for 1h at room temperature.
Following dehydration through a graded ethanol series, samples were embedded in Epon™ 812.
Polymerization was complete after 48 h at 60 °C. Analysis of the cellular organization of the bone
marrow at the optical level was performed on 1 um semi-thin sections. Mounted on a microscope
slide, these sections were de-embedded for 20 min at room temperature by immersion in ethanol
saturated with sodium hydroxide and stained with a 1% aqueous solution of thionine blue for 30 min
at 56°C. After washings in absolute ethanol and xylene, the sections were mounted with Eukitt
mounting medium (EMS). Ultrathin sections were stained with standard uranyl acetate and lead citrate
and observed with FEI Tecnai 12 electron microscope (FEl, Eindhoven, Netherlands). Digital images
were taken using a SIS Megaviewlll CCD camera (Olympus, Tokyo, Japan).

Bulk RNA sequencing

Bone marrow megakaryocytes were sorted from recipient mice 8-12 weeks after tamoxifen feeding.
Lin" cells were enriched by immunomagnetic negative selection (IMag; BD Biosciences) using Ter119,
CD3, B220, Cd11b and Grl antibodies before being labeled with PE-conjugated anti-CD41 (clone
MCReg30, BD) and APC-conjugated anti-CD42d (clone 1C2, Biolegend) antibodies. CD41+ CD42d+ cells
were sorted using Influx 5 laser BD cell sorter in Trizol LS and stored at -80°C. RNA isolation was
performed using RNA isolation protocol with chloroform and GenElute LPA (Sigma) protocol. Paired
end sequencing was performed on Illumina Novaseq. Resulting base-calls were converted to fastq files
using lllumina bcl2fastq (v2.20.0.422). Quality metrics and summary was constructed using fastqc and
multigc, and SMARTer adapters and poly-a tails were removed using fqtrim. (v0.9.7.) Abundance
estimation was directly performed on the trimmed fastq files using Salmon (0.13.1). Batch effects were
corrected using ComBat-Seq (Zhang Y, Parmigiani G et al, 2020) in the sva library (v3.34.0) in the R
environment (R 3.6.2). Low-expressed genes with a total read count lower than 10 were discarded.
Identification of differentially expressed genes (DEGs) and principle component analysis (PCA) were
performed using deseq2 (1.26.0). PCA and Euclidean distance heatmap were performed after
regularized log transformation to ensure roughly equal contribution from all genes. PCA were
performed on the 500 most variable genes. Heatmaps were performed using ComplexHeatmap
(v2.2.0) on differentially expressed genes (DEGs) with a padj < 0.05. Volcano plots were done using
EnhancedVolcano (v1.4.0), with the same padj threshold. Venn diagrams were drawn with eulerr
library (v6.1.0). Enrichment analyses were performed with clusterProfiler (v3.14.3), with ranking based
on the stat column, with number of permutation fixed at 10,000 and pvalue cutoff at 0.05. The results
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were plotted with enrichplot (v1.6.1). Splicing defects were identified with rMATS v4.1.0
(https://www.pnas.org/content/111/51/E5593) using the Ensembl GRCm38 release 101 annotation.
Reads that do not cross an exon boundary were used as well as reads that span junctions. SSNG_score
was calculated for each exon by the sum of: +1 for each CCNG, +0.5 for each GCNG, 0.5 for each CGNG
and -1 for each GGNG. This is multiplied by 4 (the number of bases in the motif) and divided by the
length of the exon to give the SSNG%.

Quantitative RT-PCR

Total RNA was extracted from sorted CD41* CD42d" megakaryocytes in TRIzol solution (Thermofisher,
Scientific, www.thermofisher.com/fr). RNA was extracted from TRIzol using Direct-zol RNA Microprep
(Zymo Research; www.zymoresearch.com). One hundred ng of total RNA was reverse transcribed
using SuperScript™ IV VILO Master mix with ezDNase enzyme (Thermo Fisher Scientific). Real-time
quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR) was performed with AmpliTag Gold polymerase in
an Applied Biosystems 7500 thermocycler using the standard SyBR Green detection protocol as
outlined by the manufacturer (Thermo Fisher Scientific). Briefly, 12 ng of total cDNA, 50nM (each)
primers, and 1x SyBR Green mixture were used in a total volume of 20 uL. Jak2 exonl14 skipping
(NM_008413) was analyzed using Jak2 el3 F: 5’-CTAGATAAAGCACATAGGAACTATTCA-3’ and
Jak2 _el15 R:5’- CTTCAGGTATGTATCCAGTGATCCAA-3’ primer set. Melting curve profiles were used to
visualized exon-14 skipping (amplicon with exon-14: 171 bp; amplicon without exon-14: 83 bp) and the
amplicons were separated in a 2% agarose gel.

Statistical analysis

All the results are shown as means + SEM. To assess the statistical significance among individual
cohorts, one-way ANOVA with subsequent Bonferroni’s post-hoc multiple comparison test or unpaired
Student’s t test was used (Prism version 7 software; GraphPad Software). P < 0.05 was considered
significant. In all figures, *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, and ****P < 0.0001.
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Figure legend

Figure 1. Co-mutation of Srsf27*°" delays Jak2"%'"F-induced myelofibrosis. A. Bone marrow cells (3 x
10%) from SCL-Cre mice, either crossed or not with knock-in mice for Srsf2"°", Jak2V®¥’F or the two
mutated alleles, were engrafted into lethally irradiated congenic recipients, 5 weeks before tamoxifen
gavage (10 mg/day, 2 days). Phlebotomies (180uL) were performed every 2 weeks of up to 24 weeks.
B, C. Peripheral blood platelet count at indicated time points after tamoxifen gavage. B, results
collected from 3 independent experiments, mean +/- SEM of Sc/-Cre (n=25), Srsf2%°" (n=26), Jak2"51"F
(n=27), Jak2VeY7% /Srsf2P9H (n=26); C, results collected from 1 experiment, mean +/- SEM of Scl-Cre (n=5),
Srsf2P951 (n=6), Jak2"%'F (n=5), Jak2V®¥"F/Srsf27%° (n=4). Statistical analysis, unpaired t-test, * P<0.05,
**%* P<0.0001, NS not significant. D. Bone marrow reticulin fibrosis quantified by computer-assisted
imaging, 16-24 weeks after tamoxifen gavage. Results collected from 2 independent experiments,
mean +/- SEM of Scl-Cre (n=10), Srsf27°>"/* (n=10), Jak2"®*’F (n=11), Jak2"5*"" /Srsf2P**"/* (n=10); unpaired
t-test. * P < 0.05, ** P < .01, NS not significant. E. Representative reticulin fiber staining (Gordon and
Sweet’s and von Willebrand Factor staining) in bone marrow examined 24 weeks after tamoxifen from
indicated genotypes (magnification x 25). F. Serum concentration of TGFB1 measured by ELISA 24
weeks after tamoxifen. Scl-Cre (n=11), Srsf2P°>"/* (n=13), Jak2"%’" (n=7), Jak2"®'"F Srsf2PH/* (n=12).
unpaired t-test. ** P < 0.01.
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Supplemental figure 1. A. Genotyping of double-mutant Srsf2P9H/jak2V617F mice; B. Overall survival of Scl-Cre (black),
Srsf2P95H (gray), Jak2V617F (red) and Srsf2P95H/jak2V617F (orange) mice without (left panel) and with (right panel) phlebotomy
every 2 weeks; C,D. Hemoglobin level (C) and white blood cell count (D) at indicated time points after tamoxifen gavage (left
panel) and at 8 weeks post-tamoxifen (right panel); 3 independent experiments are pooled, mean +/- SEM of Sc/-Cre (n=25),
Srsf2P95H (n=26), Jak2Ve1’F (n=27), Jak2Vé17F/Srsf2P95H (n=26); E. CD45*, SSCheh, Ly6G* neutrophils, CD45*, Ly6G, CD11b*
monocytes, total lymphocytes (including CD3+, B220+ and NKP46+ cells) and B220+ B-cells at indicated time points after
tamoxifen gavage (left panel) and 8 weeks post-tamoxifen (right panel); 3 independent experiments are pooled, number as
in C,D; F,G. Hemoglobin level (F) and white blood cell count (G) at indicated time points after tamoxifen gavage (left panel)
and 24 weeks post-tamoxifen (right panel); one experiment is shown, mean +/- SEM of Sc/-Cre (n= 6), Srsf2P%5H (n=6), Jak2V617F
(n=5), Jak2V617F [Srsf2P95H (n=4); All panel, unpaired t-test. * P < .05, ** P <.01, *** P <.001, **** P < .0001. NS, not significant.
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Supplemental figure 2. A. Bone marrow cellularity per leg in mice after long term follow-up (16-24 weeks after
Tamoxifen induction); mean +/- SEM is shown. B. Bone marrow reticulin fibrosis as quantified by histological
grading, 8 weeks (upper pane) and 16-24 weeks (lower panel) after tamoxifen gavage. Results collected from 2
independent experiments, mean +/- SEM of Scl-Cre (n=14), Srsf2P%*" (n=14), Jak2"®'’F (n=13), Jak2"6'7" /Srsf2Po5H/*
(n=16); C. Spleen weight (upper panel) and spleen fibrosis grading (lower panel) 16-24 weeks after tamoxifen
gavage; 4 independent experimentsare pooled, Scl-Cre (n=15), Srsf27*" (n=15), Jak2"''F (n=14),
Jak2Ve17F [Srsf2P95H (n=14). D. Plasma concentration of TGF-B1 as measured by ELISA, 8 weeks post-tamoxifen in
indicated mice E. TNF, IL-1B, IL-6, IFNg, IL-4, IL-10, KC, IL-5 and IL-12p70 serum level was measured by VPlex 8
weeks post-tamoxifen in indicated animals; Sc/-Cre (n=9), Srsf2P%*H/* (n=10), Jak2"®'7" (n=10), Jak2"17F/Srsf2PooHI+
(n=10) F. Pentraxin-3 (PTX3), osteoprotegerin (OPG) and thrombopoietin (TPO) plasma levels were measured 24
weeks after tamoxifen gavage; Scl-Cre (n=6), Srsf2?°"* (n=4), Jak2"®'F (n=6), Jak2V®17F/Srsf2PH* (n=6); all
experiments, unpaired t-test. * P <.05, ** P < .01, *** P <.001, **** P <.0001; NS, not significant.
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Figure 2: Srsf27%*" co-mutation reduces Jak2"5'’f cell competitivness.

A. Bone marrow cells were engrafted as in Figure 1A; flow cytometry measurement of LSK (Lin",Scal*,
cKit*), SLAM (LSK,CD48,CD150*) and MPP (LSK,CD48*,CD150°) fractions in bone marrow and spleen
collected from indicated mouse strains, 16-24 weeks after tamoxifen gavage; pooled analysis of 2
experiments : Scl-Cre (n=13), Srsf2"! (n=13), Jak2"®'"" (n=13), Jak2"Y""/Srsf2P%*" (n=14); B. A mixture
of whole bone marrow cells collected from one of the indicated CD45.2 mouse strains (0.9 x 10%; 30%)
and CD45.2 Ubi-GFP transgenic mice (2.1 x 10%, 70%) were engrafted into lethally irradiated CD45.1
recipients, 5 weeks before tamoxifen gavage (10 mg/day, 2 days); C. Flow cytometry measurement of
bone marrow GFP* (shown in green) and GFP~ (colors of indicates strains) CD45.2* SLAM repartition in
the bone marrow, 24 weeks after tamoxifen gavage; n=7 mice per group, mean +/- SEM; D. Following
a first transplantation as in panel B, bone marrow cells (3x10°) were serially transplanted into CD45.1
mice (second transplantation, 24 weeks after tamoxifen gavage; third transplantation 16 weeks after
transplantation); E. Overall survival of mice after the third transplantation with Jak2"''’" (in red) and
Jak2V®7F [Srsf2P°3H (in orange) containing bone marrow cells. Jak2"Y"" (n=8), Jak2V®Y"F /Srsf2P**" (n=8); F.
Flow cytometry measurement of bone marrow GFP* (shown in green) and GFP-, CD45.2* SLAM fraction
among bone marrow cells in sacrificed animals; G. Peripheral blood white blood cell count, platelet
count and hemoglobin level following the third transplantation, 16 weeks after transplantation (except
Jak2, last blood cell analysis before death); Scl-Cre (n=7), Srsf2"°" (n=7), Jak2"®'’" (n=5), Jak2Ve’F
Srsf2P%31 (n=8); mean +/- SEM; All panel, unpaired t-test. * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001, **** p
< 0.0001. NS, not significant.
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Supplemental Figure 3: Srsf2™°H co-mutation reduces Jak2"®'’F cell competitivness. A. A mixture of
whole bone marrow cells collected from 45.2 Jak2V®¥7*-GFP (1.5 x 108 50%) and 45.2 Jak2V®Y""/Srsf2Po3H
(1.5 x 105 50%) mouse strains were engrafted into lethally irradiated CD45.1 recipients, 5 weeks before
tamoxifen gavage (10 mg/day, 2 days); serial blood sampling was performed every 2 weeks for 30
weeks. B. Fraction of GFP" SLAM in the bone marrow of engrafted mice (n=4), before and 30 weeks
after tamoxifen gavage. C. Time-dependent evolution of GFP- fraction among total Ter119* cells in the
peripheral blood of mice transplanted as in panel A. Mean +/- SEM of 4 animals. D. Time-dependent
evolution of GFP",Ter119* cells among total Ter119* cells in the peripheral blood of mice transplanted
with 70% Ubi-GFP and 30% GFP-negative cells collected from Scl-Cre (black), Srsf2”°" (gray), Jak2"6'’F
(red) and Jak2V®17F/Srsf2P**H (orange) animals (n=7 per group); unpaired t-test comparing Srsf2/*!
(gray), Jak2V®'F (red) and Jak2V%'F/Srsf27%H (orange) to Scl-Cre animals. *** P < .001; NS, not
significant; E. Flow cytometry measurement of bone marrow GFP* (shown in green) and GFP~ (colors
of indicates strains) CD45.2* SLAM repartition in the bone marrow, 16 weeks after second
transplantation in the experience shown on Figure 2D; Scl-Cre (n=7), Srsf2"*" (n=6), Jak2"®¥’F (n=7),
Jak2VeYF [Srsf2P%H (n=4), mean +/- SEM.
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Figure 3 - Spectral flow analysis of peripheral blood and bone marrow cells. Peripheral blood and bone marrow
samples collected into EDTA and subjected to red cell lysis were labelled with antibodies recognizing 30 markers
and analyzed using a spectral cytometer. A. Non-supervised UMAP analysis of Lin" (Ter119°, B220", CD3", CD56)
peripheral blood cells collected from Scl-Cre (n=6), Srsf27>°t (n=6), Jak2"®'’" (n=4) and Jak2V®'"" Srsf2P%*H (n=6)
mice. Left panel, all samples together (nc, nonclassical monocytes; cMo, classical monocytes; IntMo,
intermediate monocytes; PMN, polymorphonuclear cells; DCs, dendritic cells); Right panel, pooled analysis of
samples from indicated mouse strain. B. Partition of monocyte subsets in each mouse group (data combined
from all mice in each group), based on Ly6C and CD11la expression (left panel) with individual analysis of
CD11a*,Ly6C* cell fraction among Lin" cells in each mouse strain shown on the right panel; C. Non-supervised
UMAP analysis of Ter1197, B2207, CD3", CD56" bone marrow blood cells collected from the same mice asin A. Left
panel, all samples together (nc, nonclassical monocytes; cMo, classical monocytes; Gran, granulocytes; DC,
dendritic cells; Mk, megakaryocytes; LK, Lin-Kit+ cells; CD34+ cells; Mac, macrophages); Right panel, pooled
analysis of samples of indicated genotype. D. Upper panel, partition of megakaryocyte and their progenitors in
each mouse group (data combined from all mice in each group), based on CD41 and CD42 expression, with CD150
expression level added as a third dimension according to the color panel shown on the right; lower panel,
partition of megakaryocyte and their progenitors in each mouse group (data combined from all mice in each
group), based on CD41 and CD117 expression (left panel) with individual analysis of CD41*,CD117* immature
megakaryocytes among Lin cells in each mouse strain shown on the right; F. Partition of granulocytes in each
mouse group, based on Ly6G and CXCR4 expression (left panel) with individual analysis of Ly6G*,CXCR4* among
Ter119, B220, CD3’, CD56" cells in each mouse strain shown on the right. Kruskal-Wallis test, * P<0.05; ** P
<0.01; *** P<0.001; NS, non-significant.
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Supplemental Figure 4 — Impact of Srsf27°*" co-mutation with Jak2"5'’f on peripheral blood myeloid
cells. A. Cell surface marker expression identifying cell populations within UMAP analysis shown in
Figure 3A; B. Partition of CD11a*,Ly6C" monocytes according to CD41 and MHC class Il expression in
each mouse group (data combined from all mice in each group) (left panel); individual analysis of
CD41*,MHC class II* cell fraction among CD11a*,Ly6C" cells in each mouse strain shown on the right; C.
SLAMF7 expression (whose intensity is indicated on the right) on monocyte populations defined by
Ly6C expression on CD11b labeled cells (data combined from all mice in each group); D. Partition of
peripheral blood Ly6G* cells according to CD16/32 and CXCR4 expression in each mouse group (data
combined from all mice in each group) (left panel); individual analysis of CD16/32*,CXCR4" cell fraction
among Ly6G* cells in each mouse strain shown on the right; All panels, Sc/-Cre (n=5), Srsf2"*! (n=5),
Jak2"®YF (n=4), Jak2"®Y 7" /Srsf2P%°H (n=6), mean +/- SEM; unpaired t-test. * P < .05, ** P < .01.
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Supplemental Figure 5 — Impact of Srsf2”°°H co-mutation with Jak2"5’f on bone marrow myeloid cells.
A. Cell surface marker expression identifying cell populations within UMAP analysis shown in Figure
3C; B. Upper panel. Partition of monocyte subsets in each mouse group (data combined from all mice
in each group), based on Ly6C and CD1la expression (left panel) with individual analysis of
CD11a%,Ly6C* cell fraction among Lin™ cells in each mouse strain shown on the right; Lower panel.
Partition of CD11a*,Ly6C" monocytes according to CD41 and MHC class Il expression on monocytes in
each mouse group (data combined from all mice in each group) (left panel); individual analysis of
CD41*,MHC class II* cell fraction among CD11a*,Ly6C" cells in the bone marrow of each mouse strain
shown on the right; C. Upper panel. Macrophage subsets based on the expression of CD16/32 and
SLAMF7 in Lin- cells; left panel, data combined from all mice in each group; right panel, individual
analysis of CD16/32* and SLAMF7* cell fraction among Lin™ cells in each mouse strain shown on the
right; Lower panel. Granulo-monocyte progenitors (GMP) identified by the co-expression of CD16/32
and CD117 in bone marrow Lin™ cells (left panel, data combined from all mice in each strain, right,
individual analysis of CD16/32*,CD117* cell fraction among Lin™ cells in each mouse strain); All panels,
Scl-Cre (n=5), Srsf2P**"' (n=5), Jak2"®'F (n=4), Jak2"®'F /Srsf27**" (n=6), mean +/- SEM; unpaired t-test. *
P<.05, ** P<.01.
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Figure 4: Impact of Srsf2"°" on Jak2"*'’F-induced megakaryocyte phenotypic modifications. A-C;

Analysis of bone marrow collected 8 weeks post-tamoxifen; A. Number of vWF-stained

megakaryocytes per field of bone marrow sections in indicated mice (mean +/- SEM); B. Mean size of

megakaryocytes according to the genotype (mean +/- SEM);

C. Modal ploidy measured in

megakaryocytes (mean +/- SEM). D, E. Analysis of bone marrow collected 16-24 weeks post-tamoxifen;

D. Number of vWF-stained megakaryocytes per field of bone marrow sections in indicated mice (mean
+/- SEM); E. Modal ploidy measured in megakaryocytes (mean +/- SEM). Kruskal-Wallis test, * P<0.05;
** P <0.01; *** P<0.001; ns, non-significant.
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Supplemental Figure 6: Impact of Srsf2"*" on Jak2'®'’"-induced megakaryocyte phenotypic
modifications. A. Transmission electron microscopy analysis of megakaryocyte morphology in
ultrathin bone marrow sections collected 8 weeks post-tamoxifen from indicated mice, two
representative images are shown per genotype; magnification x XXX. B. Representative images of bone
marrow megakaryocyte ploidy analyzed 8 weeks post tamoxifen in indicated mice; C. Representative
image of von willebrand factor-labeled megakaryocyte on mouse bone marrow sections of indicated
genotypes; magnification x25. D. Bone marrow megakaryocyte-erythroid progenitors (MEP, LK, CD34"
, CD16/32°) and megakaryocyte progenitors (MKP, LK, CD41*, CD150") fraction in bone marrow
collected 24 weeks post-tamoxifen from indicated mice. Mean +/- SEM; E. Mean distance between
vwf+ cells and endosteum (um) in each individual animal, classified as indicated. Mean +/- SEM.
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Figure 5: Srsf2”*" interferes with JAK/STAT signaling. A. Flow cytometry analysis of MPL surface
expression (mean +/- SEM) on CD41* and CD42d" cells of indicated mice; B,C. Mass cytometry analysis
of MPL expression and P-STATS5 intensity in bone marrow MK progenitors (B) and MKs (C); left panel,
samples pooled by genotype, right panel individual measurements; D-H, Romiplositim-induced
myelofibrosis; D. Mice engrafted with 3 x 10° Sc/-Cre or Srsf2”*" bone marrow cells were treated with
tamoxifen as in Figure 1A. Three weeks later, they received subcutaneous injections of romiplostim (1
mg/kg) every week for 3 weeks, while peripheral blood was collected for blood cell count. Animals
were sacrificed at day 21. E. Evolution of platelet count in Sc/-Cre or Srsf27°*" transplanted animals
upon romiplostim treatment; F. Bone marrow section of Sc/-Cre or Srsf27%°" transplanted animals at
day 21; G. Myelofibrosis in romiplostim-treated, Sc/-Cre or Srsf2?%" transplanted mice at day 21,
evaluated by either grading (left panel) or image J (right panel); H. spleen fibrosis was evaluated by
grading in the same animals. Kruskal-Wallis test, * P<0.05; ** P <0.01; NS, non-significant.
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Supplemental Figure 7. A. Expression of markers used to identify cell populations within UMAP
analysis shown in panel B; B. UMAP of Lin- bone marrow cells (all the samples pooled together). C.
Impact of genotype on bone marrow cell subsets in the UMAP shown in B (upper panel) and individual
samples (lower panels). D. UMAP of megakaryocytic progenitors in each genotype (pooled samples).
E. Expression of indicated markers on UMPA shown in D according to the genotype (pooled samples
per genotype). F. UMAP of megakaryocytes in each genotype (pooled samples per genotype). G.
Expression of indicated markers on UMPA shown in F according to the genotype (pooled samples per
genotype)
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Figure 6. Srsf2”" co-mutation with Jak2'5'”"f down-regulates genes involved in signaling pathways.
Megakaryocytes sorted from mouse bone marrow engrafted as in Figure 1A and sacrificed 8 weeks post
tamoxifen were analyzed by bulk RNA sequencing. A. Principal component analysis (PCA) of Jak2V%'’F (red, VF)
and Jak2V'F/Srsf2P9H (orange, P95VF) mouse megakaryocytes; B. Volcanoplot analysis of differentially
expressed genes (DEGs) between Jak2V%F and Jak2V®'7%/Srsf27°*" megakaryocytes, numbers indicate down-
regulated (n=52) and up-regulated (n=19) genes in Jak2V®17F/Srsf2P%Hcells; C. Heatmap of the expression of the
71 DEG between Jak2V®Y’F and Jak2V®'7"/Srsf2P%°" megakaryocytes in all mice, with unsupervised hierarchical
clustering D. Pathway analysis of the comparison between Jak2V%F and Jak2V®17F/Srsf2P°" megakaryocytes, using
gene set enrichment analysis (GSEA); E. Enrichment score of signaling pathways among mouse models (up-
regulated in red, down-regulated in blue, not significantly modified in grey); F. Heatmap of the 50 most-
significant DEGs of the hallmark IL6_JAK_STAT3_SIGNALING between Jak2V%'F and Jak2V®17F/Srsf2P%>H
megakaryocytes.
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Supplemental Figure 8. Differentially expressed genes in mouse model megakaryocytes.
Megakaryocytes were sorted from mouse bone marrow engrafted as in Figure 1A and sacrificed 8
weeks post tamoxifen, and analyzed by RNA sequencing. A. Sample distance analysis of the studied
megakaryocyte populations, after regularized log transformation; B. Principal component analysis
(PCA) of Scl-Cre (black), Srsf2P*" (grey), Jak2'®'F (red) and Jak2V®¥F/Srsf2P*" (orange) mouse
megakaryocytes based on the 500 most variable genes; C. Upset plot quantifying the results of our 6
pairwise differential analyses and the intersection between differentially expressed genes (DEGs). Set
Size indicates the total number of DEGs for each differential analysis, intersection size indicates the
number of DEGs that are common between differential analysis indicated by highlighted dots.; D.
Volcanoplots representing the results of differential analyses comparing Srsf2°%" (left), Jak2"5'’F
(middle) and Jak2"V17F/Srsf2P%5H (right) megakaryocytes to Scl-Cre megakaryocytes, respectively;
numbers indicate the number of down-regulated (blue) and up-regulated (red) genes genetically
modified cells, genes not differentially expressed are in grey with a cutoff of padj < 0.05; E. Cnet plot
of the signaling pathways identified through the GSEA analysis Jak2V®'’"/Srsf2P°*" versus Jak2V6L'F
megakaryocyte showing the overlaps between these pathways. Color of the dots indicate the degree
of downregulation. Colored lines regroup genes by pathways.
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Supplemental Figure 9. RNA sequencing of bone marrow Lin-negative cells. Analyses of lineage
associated genes among differentially expressed genes, separating up- and down-regulated genes,
between Jak2V®'F or Srsf2”%" or Jak2V6Y'" /Srsf2P9>H and Scl-Cre bone marrow Lin™ cells collected 3 weeks
after tamoxifen breeding in transplanted animals. The analysis was performed using CellRadar
software (https://karlssong.github.io/cellradar/) which compares gene sets to lineage-associated
genes from BloodSpot database.
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Figure 7. Srsf2P%°H affects Jak2 exon 5 splicing. A. Relative enrichment of all four SSNG variants, where
S represents C or G, in cassette exons that are differentially spliced upon expression of
mutant Srsf27*", in the context of wild-type or mutated Jak2. B. Analysis of RNA sequencing data
shown on figure 6, suggesting more skipping of Jak2 exon 13 and exon 14 in Srsf2 mutated cells. C. RT-
gPCR analysis of Jak2 exon 14 skipping using primers that generate a 171 bp (exon 14 included) and an
83 bp (exon 14 excluded) cDNA fragments in mouse samples. D. Agarose gel showing an increased 83
bp fragment in Srsrf2 mutated megakaryocytes; E. RT-qPCR dissociation curve showing the 2
amplicons: higher peak,171 bp (exon 14 included); lower peak, 83 bp (exon 14 excluded). F. RT-gPCR
analysis of Jak2 exon 14 skipping using primers that generate a 179 bp (exon 14 included) and a 91 bp
(exon 14 excluded) cDNA fragments in the granulocytes of two MF patients with Jak2V617F/Srsf2P95H
double mutants(MF) and two healthy volunteers (CTRL).
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Supplemental Table 1:

Cell surface staining for flow

cytometry
Organ Staining Fluorochrome | Company Clone Reference product
Lin+ (CD3e, CD11b,
BM/Spleen B220, TER119, Mac1l) PE Biolegend 133303
BM/Spleen Scal PE-Cy7 Biolegend D7 108114
BM/Spleen Kit APC BD 2B8 553356
BM/Spleen CD34 FITC BD RAM34 553733
BM/Spleen CD16/32 Bv421 Biolegend 93 101331
BM/Spleen CD48 APC-Cy7 Biolegend HM48-1 103432
BM/Spleen CD150 PE/Dazzle 594 | Biolegend | TC15-12F12.2 115936
BM/Spleen CD41 BV510 Biolegend MWReg30 133923
BM/Spleen CD41 PE BD MWReg30 558040
BM/Spleen CD42d PerCP-Cy5.5 | Biolegend 1C2 148508
BM/Spleen CD42d APC Biolegend 1C2 148506
BM/Spleen MPL Biotin IBL/Tecan AMM?2 JP10403
BM/Spleen Streptavidin BB515 BD 564453
BM/Spleen CD71 PE-Cy7 Biolegend RI17217 113812
BM/Spleen/Blood TER119 BV605 BD Ter-119 747740
BM/Spleen/Blood CD45 PE-CF594 BD 30-F11 562420
Blood CD45.1 BV711 Biolegend A20 110739
Blood CD45.2 BV785 Biolegend 104 109839
BM/Spleen/Blood CD11b PE Biolegend M1/70 101208
Blood CD11b PE/Dazzle 594 | Biolegend M1/70 101256
BM/Spleen/Blood Ly6G APC-Cy7 BD Clone 1A8 260600
Blood Ly6C APC Biolegend | 1°n€ HK14 128016
Blood 8220 BV510 BD RA3-6B2 563103
Blood B220 PE Biolegend RA3-6B2 103208
Blood D3 Bv421 BD 500A2 740014
Blood CD3 PE Biolegend 500A2 152310
Blood NKp46 FITC BD 29A1.4 560756
Blood NKP46 PE Biolegend 29A1.4 137604
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Cell surface staining
for spectral flow

cytometry

Staining Fluorochrome Company Clone Reference product
CD42d APC Biolegend 1C2 148506
CD48 APC/Fire 750 Biolegend HM48-1 103446
MPL Biotin IBL/Tecan AMM?2 JP10403
Streptavidin APC-R700
F4/80 Alexa Fluor 594 Biolegend BMS8 123140
CD41 Alexa Fluor 647 Biolegend MWReg30 133934
CD45 BUV395 BD Clone 30-F11 564279
Ly-6G BUV563 BD 1A8 612921
CD16/CD32 BUV661 BD 190909 750433
CD11b BUV737 BD M1/70 612800
CD182 (CXCR2) BUV805 BD V48-2310 748679
CD319 (SLAMF7) BV421 BD 4G2 747997
CD103 BV510 Biolegend 2,00E+07 121423
CD8a BV570 Biolegend 56-6.7 100740
CD34 BV605 BD RAM34 750918
CD317 (BST2, PDCA-1) | BV711 Biolegend 927 127039
XCR1 BV785 Biolegend ZET 148225
CD170 (Siglec-F) FITC Biolegend $17007L 155504
CD3e PE Biolegend 500A2 152310
CD45R/B220 PE Biolegend RA3-6B2 103208
Terll9
Lin
CD135 (FLT3) PE/Cy5 Biolegend A2F10 135312
CD184 (CXCR4) PE-Vio770 Miltenyi REA107 130-102-160
CD150 PE/Dazzle594 Biolegend TC15-12F12.2 115936
Ly-6C PerCP/Cy5.5 Thermo Fischer | HK1.4 45-5932-82
I-A/I-E Spark Blue 550 Biolegend M5/114.15.2 107662
CD117 Spark NIR 685 Biolegend 2B8 105856
CD1l1c Super Bright 645 | Thermo Fischer | N418 64-0114-82
CD11a eFluor 450 Thermo Fischer | M17/4 48-0111-82
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Cell surface staining
for mass cytometry

Isotope Staining clone Company Reference antibody
89Y CD45 30-F11 Fluidigm 3089005C
164 Dy Ly6A/E (Sca-1) D7 Fluidigm 3164005C
173 Yb CD117 (cKit) 2B8 Fluidigm 3173004C
154 Sm CD48 HM48.1 Fluidigm 3154008
167 Er CD150 TC15 Biolegend (isotope conjugation by AbLab) 3167004B
170 Er CD34 RAM34 BD (isotope conjugation by AbLab) BD553731
150 Nd CD135 A2F10.1 eBio/ThermoFisher (isotope conjugation by AbLab) TF14-1351-82
143 Nd CD41 MXReg30 DVS Sciences 31430098
168 Er MPL AMM2 IBL (isotope conjugation by AbLab) IBL10401F
151 Eu CcDb42d 1C2 Fluidigm
145 Nd CD3 17A Biolegend (isotope conjugation by AbLab) BL100202
144 Nd CD45R (B220) RA3-6B2 Fluidigm 3144011C
174 Yb Ly6G/C (Gr-1) RB6-8C5 DVS Sciences 31740088
148 Nd CD11b M1/70 Fluidigm 3148003C
Intracellular staining
Isotope Staining clone Company Reference product
147 Sm PSTATS5 (Y694) clone 47 Fluidigm 3147012A
158 Gd pSTAT3 (Y705) Y705 Fluidigm 3158005A
162 Dy STAT3 124H6 Cell Signalling (isotope conjugation by AbLab) CST91395
153 Eu pSTAT1 (Y701) 4A Fluidigm 3153005A
152 Sm pAKT (S473) D9E Fluidigm 3152005A
171Yb pERK1/2 (T202/Y204) | D13.14.4E Fluidigm 3171010A
161 Dy JAK2 D2E12 Cell Signalling (isotope conjugation by AbLab) CST3230BF
172 Yb KI67 B56 BD (isotope conjugation by AbLab) BD556003

92




Discussion et perspectives

A l'issue de ce travail, la thése que je défends est que, dans le systeme hématopoiétique de la

2Ve17F ralentit la

souris, l'acquisition d’'une mutation P95H du géne Srsf2 au sein d’un clone Jak
contribution des cellules double-mutées a I'installation d’une myélofibrose (et favorise la persistance
de cellules souches hématopoiétiques sur le long terme). Cet effet est en lien avec la modification du
phénotype mégacaryocytaire Jak2'®¥’f, notamment du fait d’un épissage anormal de I’exon 14 du géne

Jak2 affectant la signalisation intracellulaire et la production de TGFf.

JAK2V®YF est |le variant somatique le plus souvent détecté dans les néoplasmes
myéloprolifératifs classiques, hors leucémie myéloide chronique. La mutation d’un gene codant une
protéine du complexe d’épissage des pré-ARN messagers est communément détectée dans diverses
hémopathies myéloides du sujet agé, dont les néoplasmes myéloprolifératifs. L'analyse de données
cliniques corrélatives nous indique que, dans le contexte d’une mutation JAK2"Y’F, |a détection d’une
mutation associée du gene SRSF2 est plus fréquente lorsqu’il existe une fibrose médullaire que dans
les néoplasmes myéloprolifératifs moins agressifs (PV ou TE) et semble associée a un risque accru de
transformation en leucémie aigué.

- Un modéle murin exprimant simultanément Jak2 Vé'’F et Srsf2 P91

Pour étudier plus précisément les interactions entre ces deux variants, nous avons généré un
modele murin knock-in conditionnel dans lequel la recombinase Cre s’exprime sous le contréle du
promoteur du géne Sc/ aprés ingestion de tamoxifene. Ce modeéle se caractérise par I'expression
simultanée des deux mutations dans les cellules souches et progénitrices hématopoiétiques. C'est a la
fois une limite — ces mutations apparaissent séquentiellement dans le clone transformé au cours de la
maladie humaine — et un avantage — cette situation permet de focaliser notre analyse sur I'interaction
entre les deux mutations dans une population cellulaire génétiquement plus homogeéne.

Le modeéle murin KI Jak2"V5'’F hétérozygote que nous avons utilisé évolue en 2 phases, une
phase polyglobulique avec thrombocytose suivie de I'installation progressive d’une myélofibrose.
Cette dynamique évolutive est affectée trés progressivement par I'addition d’une mutation Srsf2°%"
hétérozygote au variant Jak2V®¥F. C’est la raison pour laguelle nous avons pris soin de définir le
moment auquel chaque analyse a été réalisée en distinguant 4 phases: 1) une phase précoce
correspondant aux 3 premieres semaines apres ingestion de tamoxifene, 2) une phase intermédiaire
correspondant a la myéloprolifération qui est particulierement nette entre 8 et 10 semaines apres
ingestion de tamoxiféne, 3) une phase tardive, myélofibrosante, située entre 16 et 24 semaines apres
ingestion de tamoxifene, et 4) une phase trés tardive décrivant les effets des transplantation sériées.

Notre modéle murin présente des limites et d’autres modeles pourraient étre utilisés pour
confirmer nos résultats. L'une des découvertes de ce travail de thése, qui peut modifier I'interprétation

des résultats, concerne la nécessité de réaliser des prélévements sanguins fréquents afin de limiter la
mortalité des souris induite par I’hyperviscosité sanguine (polyglobulie), a I'image des phlébotomies
réalisées chez les patients atteints de PV. En effet, nous avons pu observer une survie tres limitée du
modéle murin exprimant Jak2"6'’" sous le contrdle de Sc/, la mort des souris étant souvent reliée a un
hémothorax ou un hémopéritoine. Des modifications des parois vasculaires ont été décrites chez la

souris (avec formation d’anévrisme de l'aorte par infiltration de macrophage pathologiques) et
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pourraient expliquer cette observation.?’2 Outre |'effet de Jak2V®'’F sur les cellules macrophagiques qui
infiltrent la paroi vasculaire, une autre explication possible est liée a 'utilisation du géne Sc/ comme
promoteur, qui certes est exprimé majoritairement dans les CSH mais potentiellement aussi dans les
cellules endothéliales. L’expression de Jak2V®¥F par des cellules endothéliales a également été décrite
comme délétére en favorisant la formation de thrombus.?”® Concernant le choix du géne Sc/ comme
promoteur de I'induction de Jak2Y®"F, il serait intéressant d’utiliser d’autres génes tels que Mx1 ou
Vav, permettant également I'expression des mutations dans le tissu hématopoiétique. Une autre limite

2V817F  Différentes constructions

de notre modéle concerne la construction du knock-in de Jak
génétiques ont été décrites pour faire exprimer Jak2V®'’F dans le systéme hématopoiétique murin.
Notre modéle permet d’exprimer une version murine de Jak2"'%'’F 3 I'état hétérozygote et il pourrait
8tre intéressant de valider nos résultats a I'aide de construction humaine JAK2V®1F, 3 I’état homozygote
voire utiliser un modéle rétroviral permettant d’évaluer le réle de la charge allélique Jak2V®'’F, De
maniére analogue, nous avons utilisé le modéle murin Srsf2P%" établi dans le laboratoire d’Omar
Abdel-Wahab.'’* Or, d’autres modéles knock-in de Srsf2P" ont été établis, avec des variations
phénotypiques particulierement marquées dans le modéle australien, attestant de I'importance du
type de construction génique dans l'interprétation des résultats.!’”” On notera au passage que le
phénotype des souris Srsf2P9°" Scl-Cre de notre étude présente un phénotype hématologique
beaucoup moins marqué que celui des souris Srsf2”°" Mx1-Cre, s’agissant pourtant de la méme
construction knock-in. Concernant Srsf2”°" toujours, I'un des paramétres partiellement étudiés dans
notre travail demeure le vieillissement. En effet, I'ensemble des souris utilisées pour ces
expérimentations étaient agées de 2-3 mois a l'ingestion de tamoxifene et il eut été intéressant
d’étudier le réle de Srsf2™°" chez des souris beaucoup plus dgées (impact sur les CSH et du micro-
environnement médullaire agé). Enfin, il serait judicieux (mais fastidieux) d’étudier I'impact d’une
perte de fonction de Tet2 ou d’AsxI1 sur notre modeéle, les mutations de ces 2 génes étant les plus
fréqguemment retrouvées cas de NMP JAK2V617F SRSF2P95H,

- Le phénotype observé distingue Srsf27**" des autres mutations associées a Jak2 Vé'7f,

L’association d’une mutation Srsf2P*°" 3 Jak2V6i7F

perturbe peu le développement initial du
syndrome myéloprolifératif induit par Jak2''’". Dans les phases précoce et intermédiaire, les souris
double mutantes présentent un phénotype polyglobulique avec thrombocytose tres similaire a celui

2V617F ou trés discrétement altéré, Srsf2P°M atténuant trés légérement le phénotype

des souris Jak
myéloprolifératif induit par Jak2Vé'’F. Aprés 4-6 mois de suivi, I'impact de Srsf2”°" devient net : alors
que le chiffre des plaquettes diminue dans le sang des souris Jak2"®'’F du fait du développement d’une
fibrose médullaire de grade ll, ce chiffre continue a augmenter chez les souris double mutées (Srsf2P%H
/ Jak2V®'7F) chez lesquelles la fibrose médullaire reste modeste (grade 1). Ce phénotype dans lequel la
mutation Srsf2P*" ralentit le développement de la fibrose médullaire est une surprise car les autres

617F

mutations dont I’association a Jak2V6'’" a été étudiée (perte de fonction d’Ezh2, d’Asx/1 ou de Dnmt3a)

étaient associés a une aggravation du phénotype généré par Jak2 Vé1'F seul.
Cette observation est donc inattendue pour deux raisons :

Dans la pathologie humaine, c’est le plus souvent dans le contexte d’une fibrose médullaire installée
ou en développement que I'on détecte un variant SRSF2™> associé a JAK2V®'’F. Or, nos résultats
suggérent que l'acquisition d’un variant sous-clonal SRSF2P%" n’est pas responsable de I’évolution
d’une PV ou d’une TE vers une fibrose médullaire secondaire. Cela pourrait indiquer qu’'une mutation
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additionnelle SRSF2™> peut étre acquise dans le contexte d’une évolution fibrosante sans contribuer a
cette évolution. Le mécanisme de sélection du sous-clone ayant acquis cette mutation reste mal
compris. Il pourrait impliquer des mutations additionnelles, ou des effets génétiques, épigénétiques
ou sur I'environnement du clone qui sont propres a I'espece humaine.

Parmi les modifications d’épissage induites par la mutation Srsf2°%, celle du géne Ezh2 sembilait
promouvoir la dégradation de I’ARN messager correspondant par un processus dit « nonsense-
mediated decay » (un processus de controle-qualité des ARNm qui élimine ceux qui contiennent un
codon stop trop précoce), provoquant une perte d’expression de la protéine correspondante. Ces
données permettent d’expliquer le caractere mutuellement exclusif (par redondance) des mutations
de SRSF2 et d’EZH2 dans les hémopathies humaines. Or, dans un modéle murin, la perte de fonction
d’Ezh2 accroit le développement d’une fibrose médullaire induit par Jak2"6'’". Dans les mégacaryocytes
de notre modéle murin Jak2"6'"" Srsf27°" nous n’avons pas observé le saut d’exon d’Ezh2 décrit dans
d’autres cellules de ce modeéle créé aux Etats-Unis. D’autre part, ce saut d’exon n’a pas été détecté
dans les modeles murins créés respectivement au Japon et en Australie, limitant le caractere absolu
de la perte de fonction d’Ezh2 induit par Srsf27*",

Le variant Srsf2 P*° ne favorise pas la transformation leucémique des cellules Jak2 Vé'7F 3 court
terme

Les analyses corrélatives indiquent que I'acquisition d’un variant SRSF2P% chez un patient
atteints de NMP JAK2V617F est associée a une réduction de son espérance de vie. La coopération décrite

entre Srsf2™*H et [dh2R14%C chez la souris, et 'impact du vieillissement sur I’évolution de I’'hématopoiése
Srsf2"M dans le modéle murin australien laissaient penser que nous observerions une coopération
leucémogeénique de Srsf2"*" avec Jak2V%'F dans les CSH. Or, nous n’avons observé aucune
transformation en leucémie aigué myéloide dans les 6 mois qui suivent une premiére transplantation

ou pendant les 15 mois de suivi des transplantations sériées.

Initialement, I’association Jak2"6'’" / Srsf2P%°" ne modifie pas significativement les proportions
de CSH, en particulier de SLAM. Apres 6 mois d’évolution, en revanche, il existe une augmentation
significative de la proportion de SLAM chez les souris Jak2V®'’" / Srsf2P" par rapport aux souris
Jak2V®1’F mais ces données (non montrées) sont potentiellement biaisées par la différence observée
en terme de fibrose médullaire et splénique. Sur le plan fonctionnel, Srsf2P%" confére un léger
désavantage compétitif & ’hématopoiese Jak2Vé'’f, suffisant pour gu’elle soit rapidement moins
compétitive par rapport a une hématopoiése Jak2"'’" isolée. Dans ce cas, la possibilité de I'émergence
(et de la dominance clonale) d’une hématopoiése JAK2V6YF/ SRSF2P%H chez I’homme nécessite
probablement un contexte particulier, qu’il soit intrinséque (acquisition de variants supplémentaires,
par exemple épigénétiques tels que TET2 ou ASXL1) ou extrinseéque (vieillissement du micro-
environnement).

- Le variant Srsf2 7> semble prévenir I’épuisement des cellules souches Jak2 V6'7F,

De maniere intéressante, les transplantations sériées ont révélé que l'acquisition d’une
mutation de Srsf2 prévient I'épuisement des CSH Jak2V®¥’f, Ces derniéres ne sont plus 8 méme de
renouveler I’lhématopoiése aprés la 3°™ transplantation sériée. Ce phénoméne décrit dans les modéles
murins Kl Jak2V®17F est corrélé au niveau d’expression de Jak2V®'’F et expliqué par une augmentation de
la mise en cycle des CSH et des progéniteurs Jak2'6’" 87 Or, nous observons la persistance d’une
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hématopoiése Jak2V®17F / Srsf2P%H aprés la 3°™ transplantation. Ceci évoque un effet « protecteur » de
Srsf27°" dans les CSH et devrait favoriser la persistance d’une hématopoiése Jak2V®1’F Srsf2P%H voir
conférer un avantage compétitif sur le long terme aux cellules portant les deux mutations par rapport
a celles n’en portant qu’une seule.

Ces résultats pourraient s’expliquer par une diminution de |'expression d'une forme
fonctionnelle de JAK2 (conséquence d’'un épissage anormal du gene par un complexe d’épissage
contenant la protéine SRSF2 mutée), une explication sur laquelle nous reviendrons. Notre analyse a

plusieurs limites : 1. il aurait été informatif de comparer le cycle cellulaire des LSK ou des SLAM Jak2V617F

2P5H - 2 cette expérience d’une durée totale de 16 mois, n’a été

en I'absence et en présence de Srsf
réalisée qu’une seule fois et aurait bénéficié d’une répétition ; 3. Il aurait été plus rigoureux de réaliser
des greffes compétitives a partir de LSK triées (voire de SLAM) plutdét que de cellules de moelle totale,
dont les proportions peuvent étre modifiées par I'apparition d’une fibrose médullaire ; et 4. Il aurait
été aussi approprié d’utiliser les techniques de greffe en dilution limite pour évaluer la capacité a long

terme de repopulation d’une hématopoiése Jak2V®'7" / Srsf2Po°H,
- Les monocytes ne semblent pas en cause dans la réduction de la myélofibrose.

Afin de mieux comprendre le retard au développement de la fibrose médullaire engendré par
Srsf2P%H sur un fond génétique Jak2V®'’f, nous nous sommes intéressés aux deux principaux types
cellulaires impliqués dans le développement du processus fibrotique au sein de la moelle osseuse
hématopoiétique que sont les monocytes et les mégacaryocytes.

L’étude des populations monocytaires n’a pas mis en évidence de différence de répartition en
fonction de la présence d’'une mutation Jak2V®'’" et/ou Srsf2”*H aux temps les plus précoces. Aux temps
plus tardifs, la mutation Jak2'¢¥’f provoque une augmentation de la proportion de monocytes non
classiques (Ly6G,, Cd11lb*, Ly6C) au détriment des monocytes classiques (Ly6G’, Cd11lb*, Ly6C*)
(résultats non montrés), un effet corrélé a I’apparition de la fibrose médullaire et discretement atténué
par la présence de Srsf2P°H, || est difficile de déterminer si ce phénoméne est une cause ou une
conséquence de la fibrose médullaire. Quoiqu’il en soit, nous n’avons pas détecté de différence
d’expression de la protéine SLAMF7 a la surface des sous-populations monocytaires en fonction du
génotype, contrairement a ce qui a été rapporté dans le contexte de la mutation Jak2V617F 255

Les résultats de nos propres travaux n’identifient pas un réle essentiel des monocytes dans
I'apparition de la fibrose médullaire. Cependant, nos travaux sont restés focalisés sur les monocytes
sans explorer d’éventuelles modifications des macrophages médullaires dans le développement de la
fibrose.

- Les mégacaryocytes ont un réle important dans le ralentissement de la myélofibrose
secondaire médiée par Jak2Vé'7\,

L’analyse des mégacaryocytes a révélé des modifications phénotypiques induites par Srsf2>!
dans le contexte d’une mutation Jak2"%'’F, Dans un premier temps, ni I'laugmentation du nombre de
mégacaryocytes dans la moelle, ni la thrombocytose périphérique induites par Jak2'®'’f ne sont
corrigées par Srsf2"°". Cependant, la mutation Srsf2"*>" provoque dés les premiéres semaines une
diminution de la taille des mégacaryocytes et de I’hyperploidisation induite par Jak2'¢¥’f tandis que
I’expression du récepteur c-Mpl au niveau de leur membrane, qui est typiguement diminuée dans les
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cellules Jak2V6'’F, est partiellement restaurée. A des temps plus tardifs, le nombre de plaquettes dans
le sang se normalise et le nombre de mégacaryocytes diminue dans la moelle des souris Jak2"®¥"F du
fait du développement d’une fibrose médullaire tandis que le chiffre des plaquettes reste élevé ainsi
que le nombre de mégacaryocytes lorsque la mutation Srsf2"°" est associée puisque la myélofibrose
est tres retardée.

L'induction d’altérations phénotypiques des mégacaryocytes sous |'effet de la mutation de
Srsf2P%H dans un contexte de mutation Jak2V6Y’F pourrait &tre validé en répétant ces travaux dans un
modele Pf4-Cre (tandis qu’un modele LysM-Cre permettrait de vérifier le peu d’impact de la mutation
Srsf2P5" sur le phénotype monocytaire des cellules Jak2"6'’F). 'impact de la combinaison de ces
mutations sur le développement de la myélofibrose serait cependant difficile a étudier dans ces
modeles. Dans un systeme Pf4-Cre, le transgene n’est exprimé que dans une partie des CSH et la
fibrose induite par Jak2"®'’" est tardive par rapport a d’autres systémes d’expression du transgéne

comme le systéme Sc/-Cre que nous avons utilisé, 239240

Enfin, nous avons tenté d’étudier les interactions entre mégacaryocytes et cellules effectrices
de la fibrose : cellules stromales mésenchymateuses exprimant le facteur de transcription Glil (Glil+)
ou le récepteur de la Leptine (Lepr+) et leur progénie fibrosante, les myofibroblastes. Pour cela, nous
avons réalisé un séquencgage de I’ARN des cellules Lin™ triées et réalisé une analyse bio-informatique
par déconvolution mais ces expériences n’ont pas généré de résultat suffisamment clair et une
approche de séquencage d’ARN a I’échelle unicellulaire serait préférable pour explorer cet aspect.

- La mutation de Srsf2 affecte la signalisation intracellulaire dans les mégacaryocytes

L’analyse comparative de notre modéle murin Jak2V®*"F Srsf2P5H gyant révélé des modifications
phénotypiques des mégacaryocytes (diminution de I’hyperploidie, augmentation de I'expression de c-
Mpl a la membrane) et un ralentissement du développement de la fibrose médullaire induite par
Jak2V8YF nous avons évoqué une altération de la signalisation intracellulaire induite par Jak2"'’f, Cette
signalisation joue un réle central dans le développement d’'un NMP et la maturation mégacaryocytaire
dépend en grande partie de la signalisation de la TPO par I'intermédiaire de son récepteur MPL stabilisé
a la membrane et de la kinase JAK2. Nous avons donc étudié les voies de signalisation en aval de MPL
gue sont la phosphorylation de JAK2 et des facteurs de transcription de la famille STAT.

Nous avons utilisé différentes approches, avec plus ou moins de succes, pour étudier I'impact
de Srsf2P* sur la signalisation Jak2/Stat3-5. Nous avons tout d’abord généré in vitro une lignée
leucémique (UT-7) dans laquelle la mutation hétérozygote P95H de Srsf2 a été introduite par
technologie Crispr-Cas9. Cette lignée a été infectée par un rétrovirus exprimant Jak2Vé’f (ou Jak2"'T).
Une dérive génétique a été observée avec la perte rapide de I'expression de la version mutée de Srsf2,
phénoméne déja observé dans d’autres systemes (iPS) et reflétant la faible tolérance de cette mutation
par les cellules en dehors d’un contexte épistatique induit par certains évéenements génétiques ou
épigénétiques ou peut étre par les effets vieillissement cellulaire (données non montrées).

Nous avons aussi étudié I'expression des formes phosphorylées ou non des protéines JAK2 et
de plusieurs protéines STAT (STAT1, STAT3, STAT5) par immuno-empreinte dans des cellules Lin" de
souris. Avec les réserves nécessaires du fait des limites de sensibilité de la technique, nous n’avons pas
observé de différence significative entre les cellules Jak2V®'’F et Jak2V®17F/Srsf2”*H (données non
montrées). La méme étude (sur des cellules Lin’) a été réalisée en cytométrie en flux (« PhosphoFlow »)
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en focalisant notre analyse sur les cellules CD41+ CD42d+ mais, la encore, I'hétérogénéité des résultats
et des difficultés de compensation ne nous ont pas permis de conclure.

Afin d’éviter les problemes de compensation rencontrés en cytométrie de flux, nous avons
utilisé une approche par cytométrie de masse apres marquage intra-cellulaire des cellules Lin". Au-dela
des variations inter-individuelles, nous avons observé une diminution de I'intensité maximale du signal
P-STAT5 dans le lignage mégacaryocytaire (MK, MKP) et dans les progéniteurs, sans différence
d’intensité de P-STAT3, tandis que P-STAT1 n’est détecté qu’a un niveau trés faible.

Du fait des difficultés rencontrées pour explorer de maniére convaincante la signalisation
intracellulaire dans les cellules d’intérét qui pourraient étre le fait d’altérations minimes mais
suffisantes pour modifier le phénotype cellulaire a moyen terme, nous avons évalué I'impact de la
mutation Srsf2”*" dans un contexte d’hyper-activation de la voie Tpo/Mpl induite chez la souris par la
molécule mimant la TPO, le romiplostim, administrée a trés forte dose. Dans ces conditions, la
mutation Srsf2”°" réduit sans ambiguité la production plaquettaire et la fibrose médullaire induite. Ce
résultat soutient I'hypothése d’un impact négatif de la forme mutée de Srsf2 sur la signalisation
TPO/MPL impliquant Jak2. Il aurait été intéressant de confirmer I'impact de la mutation sur I’activation
de Stat5 dans les cellules progénitrices et les mégacaryocytes dans ce modele.

En accord avec cette observation, I'expression génique étudiée par séquencage d’ARN dans les
mégacaryocytes triés confirme la régulation négative de plusieurs voies de signalisation intracellulaires
(dont IL-2 / Stat5 et IL-6 / Stat3) des cellules Jak2"6Y"F / Srsf2P%H par rapport aux cellules Jak2V6Y’F, || est
intéressant d’observer que, au-dela des voies de signalisation impliquant les facteurs STAT, la mutation
de Srsf2 affecte plusieurs autres voies de signalisation intracellulaire.

- La mutation de Srsf2 affecte I’épissage de I’exon 14 de Jak2

Afin d’explorer le mécanisme a l'origine d’une réduction de la signalisation intracellulaire
impliquant la voie Jak2/Stat, modeste mais suffisante pour modifier le phénotype mégacaryocytaire et
retarder l'installation de la fibrose médullaire, nous avons étudié les variations d’épissage des pré-
ARNm induites par la protéine Srsf2 mutée dans les mégacaryocytes murins exprimant ou non Jak2
muté. Cette analyse bio-informatique a confirmé que la mutation Srsf2”*" modifie globalement
I’épissage en favorisant les sauts d’exons avec reconnaissance préférentielle des motifs CCNG au
détriment des motifs GGNG. En s’intéressant aux ARNm des génes de la voie Jak / Stat, nous avons
détecté la modification de I'épissage de plusieurs genes dont les protéines sont impliquées dans la
signalisation Jak/Stat, notamment Cish, Pias2, Pim1, Ptpn1, Stat5a et Jak2. En revanche, ces données
ne nous ont pas permis de confirmer les anomalie d’épissage de Mpl rapportées par d’autres
auteurs.®* Des variations de I'épissage de CSF3R induites par une mutation de SRSF2 ont été décrites,
ces variations étant responsables d’une signalisation JAK/STAT défectueuse.’®> Nous avons pu

27" mais, les mégacaryocytes n’exprimant

retrouver des variations d’épissage de Csf3rinduite par Srsf
classiguement pas ce récepteur, les conséquences biologiques de cet épissage alternatif ne nous ont

pas semblé pertinentes.

Nous avons focalisé notre attention sur Jak2 dont I’exon 14 (contenant V617F chez la souris et
I’'homme) semblaient différemment épissés avec augmentation minime mais significative du
pourcentage d’ARNm avec perte des exons 13 et/ou 14. Ces variants d’épissage de Jak2 sont
minoritaires chez les souris Srsf2"T mais leur expression augmente en cas de mutation Srsf2P%H,
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Afin de valider 'augmentation de I'expression de ce variant de ’ARNm de Jak2 sans exon 14 dans
le modele murin, nous avons utilisé une technique de RT-QPCR dans de nouveaux échantillons de
mégacaryocytes murins. Nous avons ensuite validé cette observation chez I’homme en utilisant des
granulocytes sanguins de patients atteints de myélofibrose JAK2V6YF avec mutation SRSF2. Le géne
JAK2, situé sur le chromosome 9 chez I’homme, est composé de 25 exons et les variations d’épissage
de JAK2 avec perte de I’exon 14 ont déja été décrites chez I’'homme. Ainsi, Ma W. et al ont montré en
2009 la présence de ce variant chez 2 patients NMP en séquengant ’ARN de JAK2. Cette anomalie
n’était pas retrouvée dans ’ADN génomique, suggérant un épissage alternatif.?’* En 2010, la méme
équipe montrait que 15% des patients atteints de NMP présentaient des transcrits JAK2 avec perte de
I’exon 14, qu’ils aient une mutation JAK2"6'7F ou non, tandis qu’aucun sujet contréle ne présentait cette
anomalie.?’® Chez ces patients, I'expression du variant sans exon 14 représentait une moyenne de 12%
des transcrits JAK2 (4-33%). Dans cette méme étude, les auteurs montraient également qu’une
protéine JAK2 tronquée était synthétisée, témoignant d’un potentiel impact fonctionnel de ce variant
d’épissage. Une autre équipe, en analysant 'ARN des granulocytes de patients NMP et contréle,
montraient que les ARNm avec délétion de I'exon 14 représentaient moins de 1% des transcrits JAK2

2V617F

mais que |'expression de ce transcrit était corrélée a la présence d’une mutation JAK etalacharge

2V617F 276 | 7étude déterminait également, par analyse bio-informatique, que la mutation

allélique JAK
V617F de JAK2 induit la création d’un motif de reconnaissance pour la protéine SC35, renommeée par
la suite SRSF2. La création d’un motif de reconnaissance de SRSF2 induit par la mutation V617F de JAK2
a également été retrouvée par une autre équipe en utilisant différents modeles de lignées
cellulaires.?’” Dans cette derniére étude, il n’était pas montré d’impact sur |’épissage de I'exon 14 de
JAK2 induit par la mutation V617F (en I'absence de mutation de SRSF2). L'ensemble de ces données
confortent nos résultats sur le role d’'une mutation SRSF2 dans la survenue d’anomalie de |'épissage
de JAK2, plus spécifiguement en cas de mutation JAK2V®'"%, dans les cellules granuleuses et
mégacaryocytaires, avec expression plus importante d’'un ARNm sans exon 14 aboutissant a une
protéine tronquée. Notre travail montre une association probable entre mutation de SRSF2 et
expression de ce variant d’épissage de JAK2. Toutefois, nous ne pouvons conclure a une association
exclusive, ce variant pouvant étre probablement généré en I'absence d’'une mutation de SRSF2. Afin
de s’assurer de la spécificité de cette association, il aurait été utile d’évaluer la présence de ce variant
sur une large cohorte de patients atteint de NMP JAK2"6'7F, avec et sans mutation de SRSF2 (voire avec
et sans mutation d’un gene de I'épissage tels U2AF1 ou SF3B1). Toutefois, la difficulté d’acces a des
échantillons de patients présentant le génotype JAK2V61F SRSF2™*" ne nous a pas permis de réaliser
cette évaluation.

L'impact fonctionnel d’'une perte de I‘exon 14 de JAK2 a déja été étudié par d’autres équipes. Il est
établi depuis plusieurs années que la perte d’une partie du domaine pseudokinase JH2 (exons 13, 14
et 15 de JAK2) est responsable d’une hyperactivation constitutive de STAT5 mais d’une absence de
réponse a la stimulation par les cytokines.?’”® Aucune comparaison a la signalisation induite par la
mutation V617F de JAK2 n’avait été réalisée, la mutation n’étant pas décrite a cette date. En 2009, une
simulation bio-informatique de I'impact d’'une perte de I'exon 14 de JAK2 (perte des acides aminés 593
a 622 dans le domaine pseudokinase) suggérait également une activation constitutive de JAK2, sans
pouvoir en préciser l'intensité ou la comparer a celle induite par JAK2V6YF 279 Toutefois, I'épissage
alternatif responsable de I’exclusion de I'exon 14 est responsable d’un décalage de lecture aboutissant
a la formation d’un codon stop. Ainsi, la protéine tronquée issue de I'épissage alternatif avec exclusion
de I'exon 14 aboutit a une protéine tronquée sans exon 14 mais également sans tous les exons en aval.
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Cette protéine se retrouverait donc tronquée de I’'ensemble du domaine kinase et de la quasi-totalité
du domaine pseudokinase tout en conservant les domaines FERM de liaison aux récepteurs de
cytokines. Cette protéine tronquée jouerait alors un réle dominant négatif puisqu’elle serait fixée au
récepteurs de cytokine sans étre capable d’une activité de phosphorylation et donc de transduction
du signal. Nous émettons donc I’hypothése que ce variant d’épissage de Jak2 sans exon 14, induit par
la mutation P95H de Srsf2, diminue l'intensité de la signalisation Jak2/Stat5 par rapport a celle induite
par Jak2V®'7F, Afin de le confirmer, il serait intéressant, et relativement aisé, de modéliser la perte de
I'exon 14 de JAK2 dans une lignée cellulaire JAK26YF ou JAK2WT et d’étudier par western blot la
phosphorylation de JAK2, STAT3 et STAT5 (avec et sans cytokine). Enfin, nous avons pu observer un
épissage préférentiel avec exclusion de I’exon 13 en cas de mutation P95H de Srsf2. Nous n’avons pas
tenté de vérifier cet épissage alternatif sur d’autres échantillons, mais cette anomalie pourrait
également jouer un réle cumulatif dans la diminution de I"hypersignalisation Jak2/Stat5 induite par
Jak2V®1’F en cas de mutation de Srsf2.

- Autres questions et perspectives...

L'étude de notre modeéle a permis de générer de nombreux résultats et d’autres questions que
celles suggérées ci-dessus demeurent. En particulier, I'analyse transcriptomique des mégacaryocytes
triés a permis d’observer une régulation a la baisse des voies de signalisation impliquant Jak2.
Toutefois, la 1% voie biologique dérégulée demeure la voie du TNFa via NF-kB. En effet, une
augmentation de I'expression de genes impliqués dans la voie du TNFa via NF-kB est observée chez les
souris Jak2V®1’f, Nos résultats sont en accord avec les données de la littérature puisqu’une activation
extrinséque (induite par les cytokines tels que le TNFa) et constitutive de cette voie est observée dans
différents sous-types cellulaires dans les NMP.?® ’intensité d’activation de la voie NF-kB est d’ailleurs
corrélée a la présence (et au développement) de la fibrose médullaire et a I'hyperproduction de
cytokines pro-inflammatoires observée en cas de MF.22%281.28 || nw’est donc pas étonnant d’observer
une diminution de 'expression des génes de cette voie en présence associée de Srsf2”*!, étant donné
son impact négatif sur le développement de la fibrose médullaire induite par Jak2"''’". Toutefois,
concernant le role de Srsf2"°" sur la voie NF-kB, nos résultats semblent en contradiction avec les
données de la littérature puisqu’une hyperactivation de la signalisation NF-kB a été décrite dans des
lignées et des échantillons de cellules mononuclées de patients présentant une mutation de SRSF2.
Cette hyperactivation serait attribuée a un épissage alternatif par saut d’exon de CASP8 (un gene
activateur de la voie NF-kB) a l'origine de la génération d’une isoforme protéique tronquée.® ||
n’existe pas d’explication claire a cette discordance mais sachant que notre analyse transcriptomique
a été réalisée sur des mégacaryocytes, |'effet de la mutation de Srsf2 pourrait avoir un réle différent
sur la voie du TNFa en fonction du sous-type cellulaire étudié. Autre élément important, nous avons
pu montrer que notre modéle murin Jak2"%Y’F présentait un taux plasmatique élevé de TNFa, qui était
diminué en cas d’association a Srsf2P%", Ainsi, nos résultats d’analyse transcriptomique seraient plutét
le reflet d’une moindre stimulation par le TNFa sur les mégacaryocytes que d’'une moindre activation
constitutive de la voie NF-kB. Sachant que le TNFa est majoritairement produit par les monocytes, il
serait intéressant d’évaluer I'impact d’une mutation de Srsf2 sur la capacité de production de TNFa
par les monocytes.

L'analyse transcriptomique des mégacaryocytes a également révélé que la voie c-Myc est

2P95H

dérégulée, cette fois-ci a la hausse, par I'association de Srsf avec Jak2'®f, Myc est un facteur de

transcription impliqué dans la prolifération cellulaire et la différenciation, possédant des propriétés
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pro-tumorigenes. L’activité de Myc est dépendante de certaines protéines du complexe d’épissage
(dont SF3B1 et U2AF1) tandis qu’une altération des processus d’épissage permet de cibler
spécifiguement les cellules cancéreuses dépendantes de Myc.?® A l'inverse, il a été montré que Myc
est impliqué dans la régulation appropriée des processus d’épissage.?® Il n’est donc pas surprenant
que cette voie biologique soit dérégulée en cas de mutation Srsf2”%°". Concernant son réle dans la
mégacaryopoiese, il a été montré que les souris avec inactivation de c-Myc présentent une
thrombocytose associée a des mégacaryocytes plus petits avec ploidie diminuée.?> Il est donc plutét
déroutant d’observer dans notre modele une augmentation de I’expression des genes de la voie Myc.

L'autre versant partiellement exploité de I'étude transcriptomique des mégacaryocytes concerne
I'analyse des variants d’épissage induit par Srsf2”°", En effet, notre analyse de I'épissage s’est
clairement focalisé sur les génes de la voie JAK2/STAT au vu de nos résultats phénotypiques. Toutefois,
une analyse approfondie des génes d’autres voies biologiques (voie TNFa, voie MYC) aurait son intérét.

Enfin, de maniére plus pratique, on peut se poser la question de l'implication clinique et
thérapeutique de nos résultats. Les inhibiteurs de JAK sont largement utilisés chez les patients atteints
de MF avec signes généraux et/ou splénomégalie symptomatique ou de PV en échec ou intolérance a
I’hydroxyurée. Notre étude montre que Srsf2P*" favorise la synthése d’un transcrit de Jak2V%’f sans
exon 14, i.e. sans I'exon comportant la mutation V617F. Il est prédit que cette anomalie induit une
hyperactivation constitutive persistante de JAK2. Les conséquences biologiques d’un traitement par
inhibiteur de JAK2 sur cette protéine tronquée ne sont pas connues et il aurait été intéressant de
|’étudier sur notre modéle murin. Toutefois, deux études ont montré que la présence d’une mutation
de SRSF2 n’avait pas d’impact sur la réponse au traitement par inhibiteur JAK2 en cas de MF.%527 p|ys
récemment, une étude randomisant I'utilisation de ruxolitinib chez des patients atteints de TE montrait
gue ce traitement ne permettait pas de diminuer le risque de transformation des patients présentant
une mutation d’un géne de I'épissage.?® Ces données suggérent que l'inhibition de JAK2 n’a pas
d’impact sur I'évolution naturelle d’un clone JAK2V®17F SRSF2P%>", On peut donc imaginer que I'effet du
ruxolitinib sur la protéine JAK2 tronquée n’est pas suffisante.

L'IFNa est devenue depuis plusieurs années un traitement de choix des TE et PV. Son efficacité est
en lien avec une mise en cycle préférentielle des CSH Jak2V6Y’F qui permet leur différenciation, voire
leur éradication.?%?% La présence d’une mutation de haut risque, incluant les mutations de SRSF2, est
associée a une diminution des taux de réponse a I'lFN chez les patients atteints de MF. Toutefois, ces
études se heurtent, une fois de plus, aux faibles effectifs de patients porteurs d’une mutation de SRSF2
et ne permettent pas de tirer des conclusions formelles.?¥?92 Au vu de nos résultats en faveur d’un
effet protecteur de Srsf2P" sur les CSH Jak2V®¥f en transplantations sériées, nous avons émis
I’lhypothése que la présence de Srsf2P*! [imiterait la mise en cycle des CSH et que I'IFN aurait une
efficacité plus limitée sur les CSH double mutante, favorisant ainsi leur avantage compétitif face aux
CSH Jak2'®'7F simple mutante. Si notre hypothése s’avérait exacte, il pourrait étre nécessaire de
dépister la présence d’une mutation de SRSF2 chez les patients atteints de NMP avant d’instaurer un
traitement par IFN, de maniére a ne pas favoriser I'émergence du sous-clone porteur des 2 mutations
(et potentiellement augmenter le risque de transformation en LAM). Pour tester notre hypotheése,
nous avons réalisé une expérience de greffe compétitive de moelle Jak2"8%’F et Jak2V6Y’F Srsf2P%°M puis
soumis les souris greffées a un traitement quotidien par IFNa par voie sous-cutanée pendant 10
semaines. Malheureusement, cette étude lourde sur le plan technique n’a pu étre réalisée de maniere
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optimale car débutée en pleine pandémie mondiale de Covid-19 et cette expérience n’a pu étre
réalisée depuis.

Enfin, le processus d’épissage des ARNm est dérégulé en cas de MF, ceci étant en lien avec les
mutations de génes de I'épissage plus fréquentes.’®? Cette dérégulation des processus d’épissage
induite par ces mutations devient possiblement un moyen d’éradiquer plus spécifiquement les cellules
mutantes. Les données pré-cliniques obtenues en inhibant le processus d’épissage par ciblage de
I'interaction SF3B-ARNm avec des composés chimiques tels que le H3B-8800 sont trés encourageantes
méme si les résultats d’étude de phase | sont plutét décevantes.?®> Mais de maniére plus globale,
|’étude des anomalies de I'épissage dans les NMP est prometteuse puisqu’il a récemment été montré
gue des protéines impliquées dans le complexe de I'épissage (en particulier YBX1) sont la cible de la
protéine JAK2 mutante et que leur inhibition permettrait d’éradiquer le clone hématopoiétique de
NMP.?** Des données encore plus prometteuses concernent PRMTS5, une protéine avec activité
arginine méthyltransferase. En effet, cette protéine est surexprimée dans des cellules primaires de
patients atteints de NMP JAK2V6Y’F et son inhibition permet de limiter in vitro la prolifération de ces
cellules et d’améliorer in vivo sur modéle murin les paramétres hématologiques.?> Mais I'inhibition de
PRMTS altére également les processus d’épissage et cible plus spécifiquement des cellules porteuses
d’une mutation de SRSF2.%® L’inhibition de PRMT5 permettrait alors de cibler préférentiellement les
clones JAK2V6Y7F porteurs d’une mutation de SRSF2 associée.
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Résumé : La mutation JAK2V®'"F est fréquemment
observée en cas de néoplasme myéloprolifératif
(NMP). D'autres mutations somatiques peuvent étre
associées et sont corrélées au stade myélofibrotique
ou a une évolution en leucémie aiglie. L'une de ces
mutations touche le géne SRSFZ codant pour une
protéine du complexe d'épissage. Pour étudier
I'interaction entre les mutations Jak2"¢'"F et Srsf2P9H
dans le tissu hématopoiétique, nous avons généré un
modéle murin knock-in conditionnel des deux
mutations s'exprimant sous le controle du géne Sc/
Notre étude montre que Srsf2"" |imite peu le
développement de la polyglobulie et de Ia
thrombocytose induites par Jak2'®"7F mais freine
I'évolution vers une fibrose médullaire et protege les
cellules souches hématopoiétiques de I'épuisement
en  transplantations  sériées.  L'étude  des
mégacaryocytes (MK), impliqués dans le processus

fibrotique, montre que Srsf2”*" induit une quasi-
normalisation des anomalies induites par Jak2"/6'"F
(taille, ploidisation, expression de c-Mpl). L'analyse
de la signalisation c-Mpl/Jak2 par cytométrie de
masse révele une discréete diminution de la
proportion de MK exprimant de haut niveau de P-
Stat5 en cas de mutation Srsf2P*" associée a
Jak2"®""F tandis que l'injection d'un agoniste de la
thrombopoietine a fortes doses confirme I'impact
négatif de Srsf2P*" sur le développement de la
fibrose. L'étude de I'expression génique de MK triés
confirme l'altération de la voie Jak/Stat induite par
Srsf2PH et révéle que Srsf2PH induit plus
fréguemment une perte de I'exon 14 (incluant la
mutation V617F) de 'ARNm de Jak2. Ce résultat est
confirmé sur des échantillons de granulocytes de
patients atteints de NMP JAK2V®""F avec mutation
SRSF2P**" associée.
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Abstract: JAK2V¢"F mutation is frequently identified
in myeloproliferative neoplasms (MPN). Additional
somatic variants are supposed to contribute to bone
marrow fibrosis or acute myeloid leukemia evolution.
One of these mutations affects SRSFZ, a gene
encoding a component of the splicing machinery. To
investigate how Jak2'¢"F and Srsf2P*" mutations
interact in the hematopoietic tissue, we generated
conditional knock-in mice in which the two mutations
were expressed upon the control of Sc/ gene. Our
study shows that Srsf2”*H mutation initially exhibits
limited effect on Jak2"®'’" polycythemia and
thrombocytosis but induces a delay in myelofibrosis
development and protect hematopoietic stem cell
from exhaustion observed after serial transplantation
in Jak2'¢'" single mutant cells. We focused on
megakaryocyte (MK), implied in fibrosis development
and found that Srsf2”%°" partially reversed MK

abnormalities induced by Jak2"®"" (cell size,
normalized ploidy and expression of c-Mpl).
Analysis of c-Mpl/Jak2 signaling with mass
cytometry revealed a slight reduced proportion of
MK expressing high levels of P-Stat5 in case of
Srsf2PH  co-occurrence  with Jak2"®""F  while
treatment with high dose of the thrombopoietin-
mimetic romiplostim in mice transplanted with
wild-type or Srsf2P*" bone marrow cells confirms
the negative impact of Srsf2™" on fibrosis
development. Gene expression analysis on sorted
MK confirms down-regulation of Jak/Stat signaling
pathway induced by Srsf2”*" and reveals that
Srsf2P*H mutation more frequently induces exon
14 skipping of Jak2 mRNA. These result was
confirmed in granulocytes samples from patients
with JAK2Y®'F MPN with associated SRSF2P%*H
mutation.
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